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Resumo

Tem sido descrito que cerca de 30% do total leucoplasias possui
tendéncia a malignizacdo, a uma taxa de 2,9% ao ano. O envolvimento
concomitante de leucoplasias com Candida albicans tem sido relacionado a
possiveis processos de malignidade, tornando este questionamento uma fonte
de debate. O presente trabalho avaliou a expresséao qualitativa de p 53, Ki-67,
PCNA e AgNOR em leucoplasias associadas a Candidose. Nao foram
observadas diferengas significativamente estatisticas (Tukey test, p<0,05) no
grupo corado por AgNOR. Esses resultados discutem a taxa de proliferacéo
celular epitelial e, talvez, indicios de alteracdes genéticas malignas presentes
nas leucoplasias associadas a Candidose.
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Abstract

It has been described that 30% of leukoplakia with tendences to malignization,
in a rate of 2,9% per year. The envolvement of leukoplakia associated to
Candida albicans has been related to possible process of malignity, witch
makes this question a source of debate. The aim of this study was to evaluate
the qualitative expression of p53, Ki-67, PCNA and AgNOR in leukoplakia
related to Candidosis. It was’t observated statistical diferences in the AQNOR
group (F test, p<0,05-ANOVA one-way). This results discuss a rate of celular
epitelial proliferation and possibly genetic alterations present in leukoplakia
related to Candidosis.
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Introducao

Alteracbes na mucosa oral podem preceder o desenvolvimento do
cancer e compdem um grupo das lesdes denominadas “pré-malignas ou
cancerizaveis”; a mais comum € a leucoplasia.

A leucoplasia oral é definida como sendo uma placa ou mancha que nao
pode ser caracterizada clinicamente ou patologicamente como qualquer outra
doenca. Este termo tem conceituacdo estritamente clinica e ndo implica numa
alteracao histopatoldgica especifica, portanto seu padrédo de diagndstico passa
a ndo depender tanto de aparéncias definidas, mas sim da exclusao de outras
lesbes, que se apresentam como placas brancas orais. As regides mais
acometidas sdo: a lingua, a mucosa jugal, palato duro, assoalho de boca e a
gengiva. Leucoplasias apresentam etiologia variada, sendo relacionada ao
tabaco, alcool, irritacdes locais, deficiéncias vitaminicas, distarbios endécrinos,
radiacdo ultravioleta e infecgcdes. Relatos cientificos apontam para uma
possivel associacdo entre leucoplasia e a infeccéo oral por fungos do género
Candida.

O promissor desenvolvimento de trabalhos na area de histoquimica e
imunoistoquimica assumem um papel fundamental no detalhamento do
comportamento  biolégico  dos  tecidos, conduzindo  diagndsticos
histopatolégicos a um patamar maior de refinamento, tornando-os obviamente
menos subjetivos, além de promover 0s aspectos preventivos e definir os
prognésticos das lesdes. Existem leucoplasias que sofrem processos de
malignizacdo o que nos estimula a uma pesquisa ainda mais aprofundada

destas lesdes. Assim, a deteccao de anticorpos especificos como PCNA, Ki67




e p53, conjuntamente com a determinacdo do numero de NORs permitem
indicar a atividade proliferativa dos tecidos e seu risco de transformacao
maligna. Com este método buscamos, no presente trabalho, evidéncias que
poderiam atribuir ou ndo ao fungo Candida um papel na patogénese da
leucoplasia oral através do aumento da proliferagcdo celular ou risco de

transformacao maligna.




2 Revisao de Literatura

2.1 Conceito e Terminologia

Leucoplasia € um termo que tem sido usado por muitos anos para
indicar uma mancha ou placa branca numa superficie de uma mucosa, nao so
na cavidade oral, como também na vulva, colo uterino, da bexiga urinaria, da
pelve renal e das vias respiratorias superiores. Desta forma, a literatura
cientifica incluiu uma variada terminologia histolégica para designar a
leucoplasia clinica (SHAFER et al., 1987).

Schwimmer (1877 apud HOBREK, 1946,1874), foi quem primeiro usou
a denominacdo leucoplasia para descrever lesdes esbranquicadas
anteriormente denominadas ictiose, tilose, ou psoriase bucal. Ja em
1946/1947, Hobaek restringiu o uso do termo leucoplasia para aquelas lesdes
gue se apresentavam como placas brancas de forma irregular com distribuicéo
variada pela mucosa bucal, apresentando-se mais freqiientemente como leséo
anica.

Kollar Junior et al. (1954) sugeriram descontinuar o uso da palavra
leucoplasia como termo histopatolégico e adotar a seguinte nomenclatura
histologica para as lesbes pré-neoplasicas e neoplasicas de aspecto
esbranquicado: 1) hiperplasia; 2) hiperceratose simples; 3) hiperceratose
complexa; 4) cancer intraepitelial e 5) carcinoma epidermaoide.

Bernier (1955 apud Shira,1957) sugeriu que a denominacéo
leucoplasia fosse dada somente para lesdes que apresentassem disceratose

histologicamente, o que conotaria sua pré-malignidade, e sugeriu o termo




“pachyderma oralis” na auséncia do quadro histolégico. Da mesma forma Shira,
em 1957, afirmou que o termo leucoplasia era utilizado para descrever lesdes
gue na maioria das vezes representavam espessamentos benignos da mucosa,
sem considerar sua conotacgao pré-maligna.

Pindborg et al. (1963) conceituaram leucoplasia como uma leséo
esbranquicada que nao pudesse ser removida por raspagem e nem ser
diagnosticada como outra lesdo. Silverman Junior e Rozen em 1968,
acrescentaram a definicdo de Pindborg et al. (1963) a impossibilidade das
lesbes desaparecerem mesmo com a remocao de agentes irritantes.

Em 1968, Lemmer e Shear utilizando o termo leucoplasia com sentido
histologico, determinaram que em tais lesfes a presenca de displasia discreta
a severa seria critério essencial para seu diagnoéstico. Contrariando esse
conceito, Califano e Caputo (1969 apud GRINSPAN,1973) descreveram as
leucoplasias como manchas ou placas brancas sobre a mucosa oral, que nao
poderiam ser removidas por raspagem, ndo poderiam ser classificadas nem
clinica nem histolégicamente como outras enfermidades e que caracterizavam-
se por hiperceratose sem displasia celular.

O conceito mais aceito de leucoplasia descreve a lesdo como sendo
uma mancha ou placa branca que ndo pode ser removida por raspagem e nao
pode ser caracterizada clinica ou histologicamente como outra doenca, sendo
um termo eminentemente clinico (KRAMER et al.,1978).

Em 1984, Axéll et al., acrescentaram a definicio da OMS que as
leucoplasias ndo poderiam ser associadas com nenhum agente causal fisico ou
quimico, exceto o uso de tabaco. Determinaram que a descricdo completa de

uma lesdo leucoplasica compreenderia caracteristicas etiolégicas, clinicas,




topograficas e histolégicas. Assim, classificaram as leucoplasias de acordo com
seus fatores etioldgicos em leucoplasias idiopaticas, aquelas que n&o
possuiam fator etiologico definido e leucoplasias associadas ao tabaco,
representadas por manchas ou placas esbranquicadas associadas ao uso do
tabaco ou resultantes desse habito. As demais lesdes que possuissem uma
causa local determinada receberiam o nome de acordo com seus fatores
etiologicos conhecidos e ndo se chamariam leucoplasias, como por exemplo
lesBes friccionais, lesdes associadas a restauracdes dentais.

Posteriormente, em 1996, Axéll et al. alteraram sua definicdo de
leucoplasia considerando apenas aquelas lesfes predominantemente brancas
da mucosa bucal que ndo pudessem ser caracterizadas como nenhuma outra
doenca definida. Ao fazer o diagnostico da leucoplasia procurou-se néo
depender tanto de aparéncias definidas, mas sim da exclusdo de outras lesdes,
que se apresentam como placas brancas, como o liquen plano, ceratose
friccional, ceratose de tabaco, estomatite nicotinica, leucoedema, e nevos
esponjosos brancos (NEVILLE, et al., 2004). Aléem disso, criaram o diagnostico
provisorio, que seria realizado a nivel clinico, e o diagnostico definitivo que
requereria a exclusdo de fatores etioldgicos (AXELL et al.,1996). Caso a leséo
persistisse, ou descrevesse alteracdes morfologicas, principalmente aquelas de
aspecto verrucoide ou avermelhado, haveria a necessidade de um novo exame

histopatoldgico (NEVILLE et al., 2004; PETTI, 2003 ).




2.2 Etiologia
N&o h& uma causa Unica ou definida para a leucoplasia, mas existe na
literatura cientifica, através de numero significativo de trabalhos, correlacdes
entre ela e seus provaveis fatores etiolégicos.

O tabaco é a principal causa isolada de leucoplasia, apresentando
diversas formas de uso em diferentes culturas (PAGET,1900;BUTLIN, 1855;
HOBAEK 1946/1947; LEMMER e SHEAR,1968; METHA et al.,1969;
PINDBORGI,1971, WALDRON e SHAFER 1975; BANOCZY 1977; OMS,1978;
AXELL et al.,1984; GUPTA et al.,1992; VAN DER WALL,1995). Mais de 80%
dos pacientes com leucoplasia sdo fumantes (TAVARES, 2000). Suas
alteracOes clinicas sdo mais facilmente visiveis em usuarios de cachimbo, por
causa da elevada temperatura, do intimo contato com o conduto por onde é
aspirado e da fumaca com a mucosa 0 que parece favorecer ao
desenvolvimento da leucoplasia. (AXELL et al.,1984; GUPTA et al.,1992; VAN
DER WALL,1995). O mesmo efeito € visto entre os fumantes reversos, que
posicionam o cigarro com a brasa voltada para o interior da boca, habito
difundido na india( TAVARES, 2000; METHA et al. 1969). O habito de consumir
o tabaco em sua forma mascavel produz um  resultado
diferente.Freqlientemente, leva a uma placa oral branca, clinicamente distinta,
chamada ceratose da bolsa de contato. A maioria das leucoplasias parecem
regredir depois de suspenso o uso do tabaco (NEVILLE et al., 2004; VAN DER
WALL et al.,1997).

O alcool parece ter forte efeito sinergistico com o tabaco, em relacéo a
producdo do cancer oral, ndo tem sido associado a leucoplasia( NEVILLE et al.,

2004; BANOCZY, 1977,HOBAEK 1946/1947).




A radiacdo ultravioleta € aceita como um fator etiolégico para a
leucoplasia do vermelhdo do labio inferior, 0 que normalmente é associado com
a guelite actinica (SHAFER et al., 1987).

Vérios tipos de microorganismos tém sido implicados na etiologia da
leucoplasia como ao Treponema palidum, menos freqlente nos dias de hoje, e
a Candida albicans que coloniza células superficiais paraceratinizadas da
mucosa oral (STURGIS, e LUND, em 1934; JESPEN e WINTHER,1965;
CAWSON, 1966; ROED-PETERESEN et al.,1970; PINDBORG 1971;
BANOCZY e SUGAR,1975; BANOCZY, 1977 ).

O papiloma virus humano (HPV), em subtipos especificos, tem sido
freqientemente associados as leucoplasias orais (GOPALAKRISHAN, et al
1997;GREER JUNIOR et al.,1990; LONING et al.,1984; LIND et al.,1986).

Fatores nutricionais tém sido especulados como é o0 caso da
deficiéncia vitaminica, anemia ferropriva e o desenvolvimento de da disfagia
sideropénica na sindrome de Plummer-Vison ou Paterson-Kelly (REGEZI;

SCIUBBA, 2004; NEVILLE et al., 2004).

2.3 Caracteristicas Clinicas
As leucoplasias variam consideravelmente de tamanho, morfologia e
localizacdo (SHAFER et al., 1987; KRAMER et al., 1978). Leucoplasia brandas
e iniciais apresentam-se como placas cinzas ou branco-acinzentadas
levemente elevadas, que podem parecer um pouco translicidas ou enrugadas,
e sao tipicamente moles e chatas, com bordas fortemente demarcadas,mas

ocasionalmente misturam-se com a mucosa oral.




Segundo Neville et al. (2004) aproximadamente 70% das leucoplasias
orais sao encontradas no vermelhdo do labio,mucosa jugal e gengiva. Em
algumas leucoplasias também podem ser vistas zonas avermelhadas, fato que
levou ao emprego do termo leucoplasia mosqueada (REGEZI; SCIUBBA,
2004). Entretanto as lesdes de lingua, vermelhdo dos labios e assoalho oral
somam mais de de 90 % daquelas que indicam displasia ou carcinoma
espinocelular (NEVILLE et al.,2004).

Sugar e Bandczy (1969 apud BANOCZY, 1977) descreveram trés tipos
clinicos de leucoplasias: Tipo | - leucoplasia simples, apresentando-se
histologicamente como mucosa queratinizada; Tipo Il - leucoplasia verrucosa
com proliferacbes verrucosas; Tipo Il - leucoplasia erosiva, lesdo branca com
areas eritematosas e erosivas. Em 1971, Pindborg subdividiu as leucoplasias
em dois grupos: 1) leucoplasias homogéneas, que corresponderiam as lesdes
de aparéncia uniforme; 2) leucoplasias salpicadas, que corresponderiam as
lesbes caracterizadas pela ocorréncia simultanea de placas brancas e
vermelhas. As areas vermelhas representariam regides de atrofia epitelial,
enquanto as areas esbranquicadas representariam regibes de hiperplasia
epitelial. Silverman Junior (1976) acreditavam que a prevaléncia das
leucoplasias aumentaria com a idade, estaria ligada ao habito de fumar
associado ou ndo ao consumo de outros produtos como “pan” ou “supari’, que
sdo formas de combinacdo do tabaco com produtos variados e disponiveis
para o uso em forma mascavel, e, desta forma, era maior em homens devido a
maior porcentagem de individuos desse sexo com habitos orais de fumo. Além
disso, a mucosa jugal foi o lugar de maior ocorréncia das leucoplasias, seguida

pela mucosa labial. Axéll et al. (1984) classificaram as leucoplasias




clinicamente em homogénea ou simples, nos casos de lesdes uniformemente
esbranquicadas, com superficie lisa ou corrugada; e leucoplasias nao-
homogéneas aquelas que envolviam as eritroleucoplasias, as leucoplasias
nodulares e as verrucosas. As eritroleucoplasias (leucoplasias erosivas) se
caracterizariam por lesdes que incluiriam areas eritematosas. As leucoplasias
nodulares se apresentariam como lesées com projecdes ligeiramente elevadas,
arredondadas, esbranquicadas ou vermelhas que poderiam ser descritas como
granulos ou nodulos. Ja as leucoplasias verrucosas seriam lesdes exofiticas
com projecOes irregulares, agudas e obtusas. Para Axéll et al. (1996) as
variantes clinicas da leucoplasia seriam apenas as lesbes homogéneas e as
nao-homogéneas. As lesdbes homogéneas deveriam apresentar-se
predominantemente brancas, com aspecto uniforme, aparéncia delgada
podendo exibir fendas superficiais e ainda superficie plana, enrrugada ou
corrugada com textura consistente em toda sua extensdo. Ja as lesbes nao-
homogéneas deveriam apresentar-se predominantemente brancas ou brancas
e vermelhas e poderiam ser irregularmente planas, ondulares ou exofiticas. As
lesGes nodulares possuiriam projecdes elevadas, arredondadas, vermelhas
e/lou brancas e as lesbes exofiticas, projecdes irregulares rombas ou
pontiagudas.

A leucoplasia verrucosa proliferativa tem sido distinta das outras
leucoplasias. Este tipo comecaria com uma simples ceratose, adquirindo por
fim, uma natureza verrucosa e algumas lesGes tenderiam a recidivar, tornando-
se multifocais ou desviariam sua diferenciacdo morfologica para a malignidade
(REGEZI; SCIUBBA, 2004) Embora a causa da leucoplasia verrucosa seja

desconhecida pesquisadores relacionaram sua etiologia com a infeccdo por




HPV, em subtipos especificos. (REGEZI; SCIUBBA, 2004; HOBAEK

1946/1947)

2.4 Histopatologia

Microscopicamente as leucoplasias foram estudadas ao longo da
literatura como lesGes histomorfologicamente variadas A evolucdo do estudo
histologico procurou dar subsidios para determinar quais destas variacdes
morfologicas, ou o conjunto delas, poderiam destinar as leucoplasias aos

processos de transformacao maligna.

Hobaek (1946/1947) afirmou que os principais achados em uma leséo
leucoplasica eram hiperplasia epitelial,hiperceratose, acantose e um infiltrado
inflamatorio  crénico no tecido conjuntivo  subjacente, composto

preferencialmente por plasmacitos e linfécitos.

Para Lemmer e Shear (1968) a presenca de displasia de discreta a
severa seria indispensavel para o diagnostico das leucoplasias.

A analise histologica de 723 leucoplasias de aspecto salpicado,
realizada por Mehta et al. (1969) permitiu constatar a prevaléncia de atipia
epitelial em 59,1% dessas lesdes, 0 que levou-o0s a concluir que tais lesdes
teriam maior probabilidade de sofrer transformacéo maligna.

Em 1971, Banodczy avaliou 150 esfregacos citoldégicos de pacientes
com leucoplasia oral diagnosticadas clinicamente, a fim de comparar os
achados citologicos aos dados histologicos das amostras correspondentes,
além de estudar a correlacédo entre os padrfes histologicos de ceratinizacéo e

os tipos clinicos da leucoplasia. Dos casos avaliados, 67 apresentavam




histologicamente hiperortoceratose, 56 hiperparaceratose e 27 areas de para e
ortoceratose entremeadas. Hiperplasia epitelial foi observada em 86% dos
casos de hiperparaceratose, 60% dos casos de hiperorto e hiperparaceratose
associadas e em 42% dos casos de hiperortoceratose, enquanto disceratose
foi encontrada em 10% das hiperortoceratoses e em 50% das
hiperparaceratoses. Os autores encontraram citologicamente hiperortoceratose
em 72% das leucoplasias simples e 58% das verrucosas, e hiperparaceratose
citolégica em 77% das leucoplasias erosivas. A partir desses dados os autores
concluiram que o tipo de ceratinizacdo pode ser definido por métodos
citologicos e que as hiperparaceratoses seriam vistas predominantemente em
leucoplasias erosivas. Além disso, puderam constatar que carcinomas se
desenvolveram  preferencialmente a partir de leucoplasias com
hiperparaceratose.

Banoczy e Csiba (1972) realizaram um estudo comparativo entre tipos
clinicos e a estrutura histolégica de 324 leucoplasias orais, durante um periodo
médio de 8,6 anos, a fim de estabelecer as alteracbes histoldgicas que
ocorreriam nos varios tipos clinicos de leucoplasias (com atencéo especial para
o0 padrdo de ceratinizacdo) e a tendéncia de cura das varias alteracdes
histolégicas no curso dos subsequientes controles. Os autores puderam
observar que os tipos de ceratinizacdo variaram de acordo com o0s tipos
clinicos, ocorrendo orto e hiperortoceratinizacdo na maioria dos casos de
leucoplasia simples e verrucosa, e para e hiperparaceratinizacao
principalmente nos casos de leucoplasia erosiva. Além disso, 0s autores
constataram que enquanto 27% das leucoplasias com hiperortoceratinizacéo

nao sofreram alteracdes ou aumentaram de tamanho, isso ocorreu em 52%




das leucoplasias com para ou hiperparaceratinizacdo. A partir desses dados,
0s autores concluiram que ha uma certa relacdo entre as caracteristicas
clinicas e histologicas das leucoplasias e que as caracteristicas peculiares das
leucoplasias poderiam ter valor diagndstico e influenciar a terapia a ser
aplicada.

Waldron e Shafer (1975) através de um estudo longitudinal de 3.256
espécimes diagnosticadas clinicamente como leucoplasias, puderam observar
que 7,6% dos casos analisados histologicamente eram carcinoma
espinocelular, carcinoma “in situ” ou displasia severa e que 12,2% dos casos
apresentavam displasia discreta a moderada. Isso levou-os a afirmar que o
aspecto clinico das leucoplasias ndo € um dado seguro para prever os achados
microscopicos dessas lesfes, tornando as biopsias altamente indicadas. A
incidéncia de alteracdes, variando de displasia a carcinoma, foi de 42,9% nas
lesbes de assoalho bucal, 24,2% nas lesdes de lingua e 24% nas lesdes de
labio. A partir desses achados os autores puderam afirmar que a pratica da
observacdo clinica das leucoplasias sem bidpsia pode ser perigosa,
especialmente em lesdes de assoalho de boca e lingua, onde um ndamero
consideravel apresenta alteracdes epiteliais significantes.

Banoczy e Csiba (1976) a fim de definirem a ocorréncia de displasias
epiteliais em leucoplasias orais, avaliaram 500 cortes histolégicos classificados
clinicamente como leucoplasias, durante um periodo de avaliacdo de 6,3 anos
em média. Puderam observar a presenca de displasia em 24% dos casos,
sendo essa representada principalmente pela estratificacao irregular do epitélio
e pela presenca de cristas interpapilares em forma de gota. Taxa elevada de

displasias ocorreu na faixa etaria acima dos 50 anos (72,5%), principalmente




em homens (86,7%), em lingua e labio inferior, e em leucoplasias do tipo
erosivo (68%). Essa alta taxa de displasia foi relacionada a fatores geograficos,
ao fumo e a diferentes tipos de tratamento.

Para a Kramer et al. (1978) as leucoplasias poderiam apresentar
diversos aspectos histopatologicos, variando de discreta hiperceratose
associada a acantose até altos niveis de hiperceratose associada a displasia.
Nem sempre os achados histolégicos puderam ser associados aos achados
clinicos.

Banoczy et al.,, em 1980, correlacionaram as altera¢des ultraestruturais
das leucoplasias com as variantes clinicas e microscopicas da leséo,
constatando que as leucoplasias simples e verrucosas caracterizavam-se por
abundante ceratinizacdo, aumento da quantidade de tonofibrilas, de granulos
de cerato hialina e corpos de Odland, assim como sinais de disceratose. Em
contraste , as lesdes erosivas revelaram evidéncias de displasia como: defeitos
na membrana basal, diminuicdo de hemidesmossomos, perda de aderéncia
intercelular, alteracdes do nucleo e nucléolo, mudancas degenerativas das
mitocondrias e arranjo caracteristico dos ribossomos, assim como alteracdes
caracteristicas do carcinoma oral em algumas instancias.

Fischman et al. (1982) avaliando 153 leucoplasias diagnosticadas
clinicamente constataram, através da bidpsia, que 13% dos casos eram
carcinomas. Entre os casos diagnosticados clinicamente como carcinoma
constataram, através da bidpsia, que 33% eram lesdes benignas e 36% eram
lesGes pré-malignas, sugerindo que a bidpsia fosse indispensavel em todas as

lesGes suspeita.




Pindborg et al. (1985) realizaram um exercicio para verificar a
subjetividade na avaliacdo de displasias epiteliais, através da exposicédo de 9
posteres com fotomicrografias, para que patologistas sugerissem o diagnostico.
Os autores puderam encontrar um nimero amplo de sugestdes diagnosticas o
que levou-os a afirmar que existe muita subjetividade na definicdo dos
diagndésticos e que seria necessario a criagdo de um critério internacional de
classificacéo das displasias epiteliais.

Para Axéll et al. (1996) os achados histologicos nas leucoplasias
consistiam de variados tipos e graus de hiperceratose, podendo a displasia
estar ou ndo presente e sua severidade ser amplamente variavel. Ainda
segundo o autor, em uma descricdo histopatoldgica era necessario evidenciar a
presenca de displasia e sua severidade.

Van Der Wall et al. (2000) criaram um novo método de classificacdo e
sistema de estadiamento baseado apenas no tamanho das lesbes e na
histopatologia. Neste sistema focou-se a presenca ou auséncia de displasia, a
fim de promover relatos uniformes sobre resultados de condutas e tratamentos
de pacientes com leucoplasia oral. Nessa classificacdo as lesbes foram
separadas quanto ao tamanho em lesdes de até 2 cm, de 2 a 4 cm e maiores
do que 4 cm. Quanto ao aspecto histopatoldgico classificaram as lesdes em: 1)
lesbes sem ou com discreta displasia, 2) lesbes com displasia variando de
discreta a moderada e 3) lesbes com displasia de moderada a severa. Neste
caso a bidpsia seria indispensavel para chegar ao resultado final.

De acordo com Lawall (2004) ndo havia diferenca na atividade
proliferativa entre grupos distintos de leucoplasias com variavel grau e o tipo de

ceratinizacado através de um estudo imunohistoquimica usando p53 e PCNA




2.5 Candidose

A candidose é a mais comum infeccao fungica oportunista da cavidade
oral causada pelo crescimento de espécies de Candida, sendo a mais comum
a Candida albicans ( Krogh et al., 1987).

A Candida foi isolada pela primeira vez em 1844 num paciente
tuberculoso (MANDEL, 1994). Como outros fungos, a Candida ndo é
fotossintetizante, eucarionte com parede celular externa e membrana
plasmatica rica em esterois e usualmente ergosterol (LEHMANN,1998). Moraes
et al. (2000) descreveram que em vida parasitaria a Candida apresenta formas
filamentosas e peseudofilamentosas e gemulantes. Algumas espécies em
meios apropriados produziam clamidiosporos. A temperatura influencia o grau
de crescimento da Candida, sendo considerada a partir de 37°C, o que propicia
ao crescimento de pseudo-hifas (MORAES et al.,, 2000). Seus filamentos
crescem no sentido apical e descrevendo formacdes laterais sendo
denominadas hifas ou micélios, a divisédo celular € associada com as leveduras
(LEHMANN, 1998). As coldnias podem ser brancas ou cremes, cremosas oOu
membranosas, de superficie lisa ou rugosa. Os mesmos autores avaliaram que
a classificacdo das espécies do género Candida ainda nao estd em definitivo
estabelecida, devido a inconstancia dos caracteres morfologicos e biologicos
das espécies consideradas e das variacdes que sofrem sob a acdo de fatores
diversos nem sempre suficientemente conhecidos. Quanto a morfologia,
apenas a presenca de clamidésporos permite distinguir a Candida albicans das

demais.Varios pesquisadores propuseram a diferenciacdo das espécies




baseada nos caracteres referente as enzimas (zigograma) e na assimilacdo de
determinados glicidios e substancias nitrogenadas (auxanograma dos glicidios
e do nitrogénio). Os auxanogramas sdo trabalhosos e de resultados pouco
compensadores para a identificacdo especifica da Candida, razdo pela qual
ndo sdo usados na pratica micolégica (MORAES et al., 2000). Na realidade, a
classificacdo das espécies € norteada pela acdo fermentativa sobre os
glicidios, além de outros caracteres, como 0 crescimento ou nhdo da amostra
em estudo na superficie do meio glicosado liquido.Estes fungos podem usar via
anaerobica e aerbbica. Salivas acidas e pacientes fumantes tem maior
predisposicado a formacao de nichos para o crescimento da Candida (YOUNG
et al., 1951). Desvios fenotipicos sdo descritos em literatura e correspondem a
habilidade de certos tipos de Candida em mudar sua morfologia fenotipica (
SLUTTSKY et al.,, 1985). Desvios fenotipicos sdo descritos em literatura e
correspondem a habilidade de certos tipos de Candida em mudar sua
morfologia fenotipica (SLUTTSKY et al., 1985).

As espécies de Candida podem ser encontradas de forma comensal na
pele, nas das cavidades naturais e no intestino. Clinicamente, as falsas
membranas esbranquicadas por elas formadas possuem células do tegumento
mucoso, exudato e pelo cogumelo nelas abundantes, com suas formas
filamentosas e gemulantes. A retirada das falsas membranas por meio de pinca
ou espatula expde uma superficie vermelha e por vezes hemorragica,
denotando a intensidade da resposta inflamatoria local (MORAES et al., 2000).
Willams et al. (1997) estudaram as caracteristicas do infiltrado inflamatdério em
tecidos hiperplasicos da mucosa oral contaminados por Candida, descrevendo

variacbes em densidade de infiltrados entre os casos, sendo os linfocitos T as




células predominantes (53.9%), linfocitos B (8.2%) e macréfagos (14,2%), além
de predominancia de IgG ( 60.8%, SD +/- 9.0) , seguida de IgA (36.7% SD +/-
9.1) e uma menor propor¢cao de IgM ( 2.5%, SD +/- 3.0). Alguns neutrdfilos,
junto de linfécitos T e macréfagos foram vistos em camadas do epitélio. Tal
trabalho sugere a presenca de células mediadoras de processos inflamatérios
causados pela presenca de Candida na mucosa oral, tenham relacdo com a
prevaléncia da IgA.

A presenca da candidose nas ceélulas epiteliais superficiais e
paraceratinizadas da mucosa oral leucoplasica produzem clinicamente uma
placa granular e espessa, cuja coloracdo € uma mistura de branco e vermelho,
podendo histologicamente apresentar mudancas de carater displasico ou
hiperplasico (NEVILLE et al., 2004).

A candidose esta associada a certos tipos de variaveis patogénicas. A
adesdo da Candida nas paredes de células epiteliais, que € um importante
passo para a instalacdo da infeccdo, é promovida por componentes tal como a
manose, receptores de CD3d, manoproteinas, e sacarinas (KANBE et al. 1991;
BRASSAT et al., 1991). Williams et al. (1997) estudaram os mecanismos de
aderéncia da Candida em estudo com células da mucosa oral, descrevendo
que a Candida predispunha sua aderéncia as células com maior indice de
ceratinizacdo. Ellepola et al. (1999) sugeriram num estudo com células do
epitélio oral que a Candida talvez mantenha uma aderéncia maior no epitélio de
pacientes HIV positivos. Outros fatores associados sao a formacéo tubular do
germe, a presenca de micélio, a presenca de células epiteliais, endotoxinas,
inducdo de fatores de necrose tumoral, e proteinases (SOBEL et al., 1984;

KWON-CHUNG et al., 1985).




A incidéncia de candidose e sua predisposicdo obedecem a diversos
fatores como: déficit funcional das glandulas salivares, drogas
imunosupressoras, protese totais, dietas ricas em carboidratos, estados de
estresse, fumo, diabete melitus, sindrome de Cushing, tratamentos oncol6gicos
e condicbes de imunossupressdo ( RODE et al., 2000). Budtz-Jorgensen
(1990) acrescentaram ainda que o periodo neonatal € predisponente a
instalacéo da Candidose, devido a imaturidade do sistema imunoldgico.

As leucoplasias podem estar infectadas por microorganismos tais como
a Candida, eventualmente estas leses podem apresentar concomitantemente
alteracOes. Franklin e Martin (1986) num estudo experimental em ratos através
da inducédo de lesbes hiperplasicas pelo uso da turpentina e infectadas por
Candid albicans, demostraram que ap6s um periodo de oito semanas havia
uma mudanca de carater displasico de modo semelhante as leucoplasias
infectadas por Candida em humanos.

Interessante também ¢é a correlacdo entre Candida e aminas
carcinogénicas. Nas areas onde nitritos e nitratos estdo presentes em altas
concentracbes na agua potavel ou produtos alimenticios de primeira
necessidade, especialmente em variedades de vegetais, atingindo valores de
16ppm, ha a possibilidade de formacdo de nitrosaminas enddgenas
(NEURATH et al., 1977). Dentro deste perfil, locais na China onde haviam alta
incidéncia de carcinoma de es6fago, os niveis salivares de nitritos dos
pacientes portadores de displasia ou carcinoma do es6fago eram altos quando
comparados aos pacientes normais. Reacdes tipicas de nitrosacdo fazem com
que BMA (N-metil-benzil-amina) e NaNO, sejam transformadas em NBMA (N-

nitroso-N-metil-benzil-amina), ocorrendo melhor sobre condi¢cdes acidas, mas




também sendo possivel sobre condi¢cdes proximas a neutralidade do pH. As
aminas carcinogénicas tal como a NBMA séo geradas no es6fago pela acao da
Candida ,entre outras espécies de fungos,e podem estabelecer participacdo na
formacdo das neoplasias gastrointestinais. A Candidose poderia entdo
aumentar reacdes de nitrosacdo (HSIA et al.,, 1983). Krogh et al. (1987)
investigaram epitélio normal e alterado por leucoplasias, epitélio normal e
eritoleucoplasias em 12 casos onde pacientes apresentavam candidose oral
concomitante, relacionando 15 biotipos de Candida e a producdo de
nitrosaminas como possiveis agentes carcinogénicos. Krogh (1987) sugere a
possivel relacdo entre as leveduras de do género Candida e o cancer oral
através dos processos de catalases formadores de NBMA (N-nitroso-N-metil-
benzil-amina).

Lipperheide et al. (1996) identificaram 60 fendétipos de Candida albicans
envolvendo 35 leucoplasias e 34 liguens planos, mostrando, em alguns
bidtipos, um alto potencial de adaptacdo nas mudancas associadas ao com o
desenvolvimento das leucoplasias e liquen plano orais. Rindum et al. (1994)
identificaram 147 fendtipos diferentes de Candida em 53 pacientes portadores
de leucoplasias infectadas, distribuidas entre fumantes e n&do fumantes. A
presenca de terapia antifungica tornou-se eficiente nos pacientes nao
fumantes, geralmente havendo reversibilidade das lesdes leucoplasicas,
contudo tal comportamento néo foi visto no grupo associado ao tabaco, desta
forma, supdem-se que estas lesbGes poderiam ainda seguir um curso pre-

maligno.




2.6 Tratamento

O tratamento da Candidose é inclinado a relacionar-se as
manifestacfes clinicas varidveis e ao estado imunolégico do paciente
(EPSTEIN; POLSKY, 1998; BLATCHFORD, 1990; SCHUMAN et al., 1997).
Diversos tipos de drogas fizeram parte do arsenal de tratamento que no
comeco do século XX até recentemente combatiam as candidoses. como a
nistatina, anfotericina B, cetoconazol, imidazol, clorexidine e itraconazol

(FERRETI et al., 1987; SANGUINETI et al., 1993).

2.7 Marcacdes histoquimicas e imunohistoquimicas no estudo da

pré-malignidade e transformacdo maligna das leucoplasias

2.7.1p 53

O gene p53 foi descoberto em 1979 por Lane e Crawford. O p53
codifica uma proteina, P53, contendo 11 éxons que decodificam uma
fosforoproteina nuclear de 53 kD que se associa com a regulacdo do ciclo
celular ,diferenciacdo celular,supressdo de anormalidades de proliferacdo e
desenvolvimento tumoral e fatores de ativacédo transcricional (CHANG et al.,
1993; LEVINE et al., 1991; IGGO et al.,, 1990). Este gene localiza-se no
cromossomo 17. O p53 foi originalmente descrito como um oncogene, mas
posteriormente definido como um gene supressor. Quando o gene p53 torna-se

nao-funcional, este fato direciona a célula a caminhos de transformacao celular.




O p53 controla eventuais danos no DNA celular durante as fases G1 e S da
interfase(EL-DEIRY et al., 1994; MOLL; SCHARMM, 1998; CHANG et al.,
1993; FRITSCHE et al., 1993). Dependendo do dano a célula, através da acéo
do p 53, sofre a reapracdo do DNA ou segue um curso de apoptose,
relacionando-se com outros genes como € o caso do Bcl-2 (PIATTELLI et al.,
2002)

Como o p53 interage com um numero grande de proteinas celulares
ele sinaliza ciclos de vida e apoptose. A mutacdo do p53 também esta presente
nos diferentes tipos de neoplasias como: colon, mama, colo de atero, pulméao,
esobfago, figado e prostata. O gene p53 mutado passou a ser o mais frequente
gene supressor detectado nas neoplasias humanas (BARTEK et al., 1992;
HOLLSTEIN et al., 1991).

Estudos seguirem avaliando as células da camada basais em epitélios
orais portadores de displasias severas que a expressao imunohistoquimica do
p53 era aumentada quando comparada aos grupos controle (CRUZ et al.,
1998; GIROD et al.,, 1998; RALHAN et al., 1998; OGDEN et al., 1997). A
expressdo aumentada de p53 acompanhava lesGes orais displasicas
associadas as praticas tabagistas que tiveram curso clinico para a
maligniddade (SULKOWSKA et al., 2001; SARANATH et al.,1999).

Leucoplasias verrucosas recidivantes, ou aquelas que tiveram curso
neoplasico também apresentaram alta expresséo p53 quando comparadas aos
grupos contoles (CHIANG et al., 2000). A presenca de HPV também
estabeleceu alta expressdo de p53 nas lesbes verrucosas orais quando
comparadas a areas livres de contaminacdo (GOPALAKRISHNAN et al., 1997).

A deteccdo do p53 encaminhou estudos das anormalidades em areas




adjacentes aos carcinomas espinocelulares e sitios displasicos do epitélio oral,
0S quais constituiam eventos iniciais na histéria evolutiva das lesdes
neoplasicas (RALHAN et al., 1998; MURTI et al., 1998; SLOOTWEG et al.,
1994). Desta forma, o p53 passou a representar uma valorosa ferramenta na
avaliacdo de prognoéstico de lesdes orais consideradas pré-malignas e
malignas (BOYLE et al., 1993; NISHIOKA et al., 1993; WARNAKULASURIYA;
JONHSON, 1993; LANGDON; PARTRIDGE, 1992).

Outras tentativas conciliaram a relacdo do p53 com outros marcadores
imunohistoquimica (Bcl-2, Ki-67, mdm2,ciclina D1,p21"*™). Tais padrdes foram
estabelecidos apenas no sentido de orientar, com refinamento, o estudo de
alteracOes progressivas de epitélios inicialmente normais que evoluissem para
lesGes malignas (PIATTELLI et al., 2002; CHANG et al., 2000; AGARWAL et

al., 1999; CALTLE et al., 1999; TETE et al., 1999; KANNAN et al., 1996).

2.7.2 PCNA

O antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) € uma proteina nao-
histonica, descoberta originalmente por Miyachi et al. (1978) durante
experimentos como o soro de pacientes portadores de lupus eritematoso,
presente nos nucleos em processos de proliferacdo, porém ausente nas células
normais do tecido humano. O PCNA contém 261 aminoacidos, pesando 36kD,
que auxilia a delta-DNA-polimerase nos processos necessarios a replicacdo. A
expressao celular do PCNA atinge seu pico maximo durante a fase S da
interfase (SCULLY; BURKHARD, 1993; BRAVO et al., 1987, BRAVO;
MACDONALD-BRAVO, 1987; MATHEWS et al., 1984; MORRIS; MATHEWS,

1991, TAN et al., 1987).




O PCNA foi usado inicialmente como um marcador de proliferacédo
tecidual, porém mais recentemente acrescentaram-se observacfes com
respeito a sua relacao na inducao por fatores de crescimento e nos processos
reparo tecidual ( MCORMICK ; HALL, 1992)

As evidéncias da marcacdo do PCNA em lesdes neoplasicas foram
vistas em diversas neoplasias como linfomas ndo-Hodgkin, tumores gastricos,
mamarios e do pancreas ( HALL et al., 1990)

O PCNA foi utilizado como marcador de proliferacdo em leucoplasias
orais, expressando nas camadas basais determinadas variaveis estatisticas
que mantiveram relacdo de expressdo com os diferences graus de displasia e
carcinomas espinocelulares (LIU; KLEIN-SZANTO, 2000; TSUJI et al., 1995).

O PCNA e o AgNOR apresentaram, quando em estudos combinados,
variaveis estatisticas que direcionaram a avaliacdo do comportamento
biolégico de diferentes graus de displasia do epitélio oral e lesbes malignas
(KOBAYASHI et al., 1995). Donofrio et al. (1995) avaliaram o progndstico de
diferentes graus de leucoplasias infectadas e livres do HPV e carcinoma
microinvasivos na cavidade oral, através de experimento combinado de PCNA
e AgNOR, e concluiram que, embora poucos casos de pacientes infectados por
HPV mostrassem altos valores de PCNA, o0 destague maior estava nas
marcacOes associadas a displasias severas e moderadas representando um
sinal de “alarme” na hiperatividade de proliferacéo tecidual destas lesdes.

Alguns trabalhos associaram o PCNA a outros marcadores
imunoistoquimicos como o bcl-2 e o p53 tendo como finalidade expor valores

de marcacdo que indicassem nas leucoplasias orais manisfestacdes




histol6gicas de malignidade e apoptose (BIRCHAL et al., 1997; NISHIOKA et
al., 1993).

2.7.3 Ki 67

O Ki-67 é uma proteina ndo histénica, com peso molecular aparente de
345 a 349 Kd, descoberta por Brownw e Gatter (1990), presente em todas as
fases do ciclo de divisdo celular (exceto G,), sendo sua denominacgao
decorrente de sua identificagcdo em Kiel (Alemanha) na 672 placa de cultura
tecidual, tratando-se de uma IgG; de camundongo produzida contra uma fragao
nuclear da linhagem celular L428 da doenca de Hodgkin, alcangcando sua maior
expressdo nas fases G2 e M (SASAKI et al.,, 1987). Sendo um antigeno
monoclonal, de vida média de uma hora, o cromossomo 10 parece ser aquele
envolvido na sintese protéica determinante deste antigeno no ciclo celular
(GARRIDO et al.,1992; KEY et al., 1992) Assim, varios trabalhos referenciam o
Ki-67 como protetor clinico do comportamento biolégico das neoplasias
malignas, pois diagnostica a sintese do DNA da neoplasia com o aumento da
marcacdo de células malignas com este antigeno (SASAKI al.,1987). Outro
aspecto que merece ser ressaltado é a definicdo das margens cirargicas pelo
Ki-67, pois demonstram a invasdo tumoral por vezes ndo detectadas a
microscopia Optica, sendo o aumento de sua positividade determinante de
indices de mau progndéstico. O ki67 mostrou-se como importante fator de
progndstico em varias neoplasias, como o cancer de prostata, tumores do
estroma gastrointestinal, tumores de mama (SZEND et al., 2003; PANIZO-

SANTOS et al., 2000, KROGERUS et al., 2000).




Vale ressaltar que nos tumores glandulares a positividade do Ki-67 ndo
€ exclusiva das neoplasias malignas, mas sim predominante em relacdo as
benignas, sendo o melhor marcador de transformacdo maligna, como, por
exemplo, do carcinoma ex-adenoma pleomorfico. Desta forma, o carcinoma
indiferenciado das glandulas salivares maiores obtivera o estabelecimento de
uma correlacéo estatistica de variaveis histopatologicas e imunohistoquimicas,
através da utilizacdo do Ki-67 clone, denominado MIB-1, como um marcador
prognéstico da evolugdo da lesdo ( MURAKAMI et al., 1992; COOPER et

al., 1993).

Pelo fato das leucoplasias serem freqlientes na cavidade oral e
apresentarem diferentes graus de displasia, o antigeno Ki67 foi estudado
nestas lesbes, de modo a determinar o grau de proliferacdo tecidual,
possibilidades de malignidade e parametros de apoptose, através da
combinacdo com outros marcadores imunoistoquimicos como o p53,Bcl-2 e
PCNA ( KOVESI; SZENDE, 2003; PIATTELLI et al., 2002; TETE et al., 1999,
KANNAN et al., 1996, SLOOTWEG et al., 1994). E possivel acrescentar
também que Cruchley et al. (1998) estudaram a expressdo de Ki67 em
leucoplasias pilosas, demostrando ndo haver uma relacédo entre a proliferacao
das camadas basais e 0 agravamento da infeccdo pelo virus Epstein-Barr

(EBV).

2.7.4 Pré-malignidade e transformacéo maligna das leucoplasias

Na cavidade oral, as doencas mais frequentemente associadas ao

cancer sao as leucoplasias, as eritroplasias e o liquens planos. Nos labios, a




queilite actinica pode ser considerada pré-cancerosa. Para definir lesdo pré-
cancerosa, o termo leucoplasia deve ser restrito a lesdes ndo caracterizadas
clinicamente como outra doenca, ndo associada a fatores externos que néo o
uso do tabaco e principalmente associadas ao cigarro, charuto,cachimbo e
gomas de mascar. Podem ter aparéncia homogenia e ndo homogenia, com
variantes nodular e exofitica (TAVARES, 2000).

Cerca de 30% das leucoplasias podem desenvolver um carcinoma,
tendo sido descrita uma taxa de malignizacdo de 2,9% ao ano, segundo
Tavares (2000). Segundo Araugjo (2000) com o desenvolvimento da
histoquimica e imunohistoquimica, a avaliagdo de processos proliferativos e
carcinogénicos associados as lesfes leucoplasicas tornaram-se detalhados e
menos subjetivos.

Langdon e Partrigde (1992) estudaram a expressao de p53 no cancer
oral e leucoplasiasatravés de amostras de 15 casos de carcinoma
espinocelular sendo 12 marcados positivamente, e de 15 leucoplasias com
apenas 2 marcadas positivamente, indicando que as alteracdes oncogénicas
sao previstas em lesdes leucoplasicas. Girod et al. (1998) relataram em estudo
imunoistoquimico utilizando p53, MDM2, Ki67 e RB envolvendo liquens planos,
leucoplasias e carcinomas epidermdides, numa analise estatistica de 216
pacientes que nao foi significantemente estatistico as diferencas do p53,
MDM2, ou RB para estagio da doenca, transformacédo maligna, envolvimento
de nodulo metastatico, recorréncia ou sobrevida do doente. Entretanto a
expressdo de p53 tinha forte relacdo com a progressdo da doenca,
confirmando a atuacdo do p53 na alteracdo de lesbes malignas da cavidade

oral.




Utilizando técnicas de imunohistoquimica, Girod et al. (1994) avaliaram
os niveis de expressao do p53 e PCNA em 265 cortes de mucosa oral normal,
lesGes pré-malignas, malignas e metastaticas. Concluiram que houve um
aumento da expressdo do PCNA nos cortes de mucosa normal em relacdo aos
observados em lesbes malignas. Além disso, verificaram que o0s niveis
detectaveis de p53 foram encontrados nas lesfes pré-malignas como a
leucoplasia, os quais estavam relacionados com o aumento da displasia, perda
de diferenciacao e a proliferacao celular.

Para Liu e Klein-Szanto (2000), o aumento da capacidade proliferativa
das leucoplasias pode ser identificado, usando biomarcadores como PCNA.
Saranath et al. (1999) estudaram a mutacdo do p53 em carcinomas
epidermoides e leucoplasias orais induzidas pelo habito de mascar fumo,e
constataram que 27% das leucoplasias mostravam aumento de expressao de
p53, 0 que caracteriza essa proteina como um valioso biomarcador na
identificacdo do potencial de malignizacdo dessas lesfes.

Chang et al. (2000) estudaram a expresséo de p53 e de p21"*"* em 53
leucoplasias orais verrucosas, na maior parte lesdes nao-displasicas, A analise
de imunohistoquimica revelou a reatividade do p53 e p21"*F' em 51% (27
casos) e em 75% (40 casos), respectivamente. Apos um periodo médio de
controle pds-operatodrio de trés anos e meio, 0 exame histopatolégico revelou
que 22 casos (42%) tinham desenvolvido o carcinoma espinocelular, 14 (26%)
tiveram recorréncia da leucoplasia verrucosa, e 17 casos (32%) estavam livres
da doenca. Uma diferenca significativa foi notada nas lesbes que tiveram
evolucdo para o carcinoma espinocelular, ou mesmo recorréncia, tanto para o

p53 (93% contra 42%; P=0.00008) quanto p21"A™ (80% contra 32%; P=0.002)




em comparacdo com lesdes sem imunoreatividade. Este estudo sugeriu que a

imunoreatividade aberrante do p53 e do p21VAF*

poderia atuar como um fator
progndstico a ser observado nas leucoplasias verrucosas.

Sulkowska et al. (2001) observaram 55 casos de mudancas na
proliferacdo epitelial em leucoplasias. A alta expressao de proteina p53 (54%)
foi encontrada em leucoplasias alteradas (displasicas) coexistindo em areas
proximas aos carcinomas espinocelulares, comparada com areas nao-
acometidas (p53-45%). Os resultados indicaram que ha uma correlacédo entre
os graus de displasia epitelial e a expressdo de p53 e Bcl-2; em displasias
severas ocorreram aumento da expressdo de ambas proteinas. Leucoplasias
adjacentes aos carcinomas espinocelulares mostraram-se altamente
expressivas para p53 e Bcl-2, comparados com o grupo néo-alterado.

A perda do padrdao normal do p53 esta correlacionada com a
progressao de alguns tipos lesGes pré-neoplasicas para lesdes neoplasicas, e
a expressao de Bcl-2 determina alteracées na morte programada das células.
Existe hoje um alerta para estudos que refletem a importancia do apoptose na
carcinogénese, e uma forte correlacdo do Ki-67 com as diversas classes de
tumores relatados em literatura cientifica. Piattelli et al. (2002) investigaram
imunoistoquimicamente a expressao e relacionamento do p53, bcl-2, MIB-1, e
indice de apoptose (Al) em epitélio oral normal leucoplasia, displasia, e
carcinoma espinocelular oral. Os pesquisadores obtiveram como resultado
neste trabalho uma forte correlacdo entre a expressao do p53 e a proliferacao
celular (MIB-1) e o indice de apoptose (Al). Um relacionamento inverso foi
encontrado entre a expressao de Bcl-2, a expressdo de MB-1 e o indice de

apoptose (Al). Um relacionamento inverso significativo foi encontrado entre o




p53 e a Bcl-2. Uma boa correlagcédo estava presente entre o indice de apoptose
e a expressdo de MIB-1. Com este estudo puderam concluir que a apoptose
marca uma importante etapa na compreensao dos processos de carcinogénese

oral.

2.8 AGQNOR

O ciclo celular corresponde aos processos que ocorrem na célula,
desde sua formacédo até a divisdo binaria formando células filhas. A célula em
um organismo pode também proliferar, estar viva porém sem divisdo ou
destinar-se a apoptose. As fases G1,5,G2 e M correspondem as fases
consecutivas do ciclo celular. As fases G1, S e G2 correspondem a interfase,
que é um periodo de intensas atividades relacionadas com a proliferacéo
celular, caracterizando-se por mudancas no conteido do DNA e por alteracdes
bioquimicas e fisiolégicas. Um conjunto de mecanismos bioquimicos regulam o
ciclo celular e muitas dessas reacdes envolvem proteinas reguladoras, atuando
na sintese de DNA na fase S e no processo de mitose (RABENHORST et al.,
1993; LEVINE et al., 1991).

A descoberta de proteinas que atuam na replicacdo de material
genético permitiu que se investigassem varios metodos de avaliagcdo da
proliferacdo celular em material histolégico. InGmeras proteinas estariam
localizadas adjacentes ao nucleo, desempenhando um papel na
descondensacéo e/ou na transcricdo do DNAr a na maturacdo do RNAr.

Em 1986, Ploton et al., descreveram uma técnica modificada para

visualizardo de proteinas acidicas, argirofilicas, ndo histbnicas. Estes autores




observaram que as proteinas poderiam ser observadas com um simples
método de coloracdo de prata. A prata ficou impregnada onde se revelaria
posicdo ativa de transcricdo das regides organizadoras nucleolares, que
formariam, portanto, a sigla de referéncia: NOR. Estas proteinas das NOR
estdo presentes na interfase dentro dos nucléolos, e nos seres humanos estédo
localizados nos bracos curtos dos cromossomos acrécentricos numeros 13-14-
15-21(BABU; VERMA, 1985; DERENZINI et al., 1988; VAN DIEST et al.,1998;
DERENZINI, 2000). Junera et al. (1995) identificaram as proteinas das NORs
em fases especificas do ciclo celular. Durante a interfase as maiores proteinas
das NORs em humanos e linhagem celulares de hamster sdo a C23 e B23
(nucleolinas); a maior proteina de NOR associada com genes ribossémicos
era a RNA polimerase I.

Esta técnica histoquimica ficaria conhecida como AgNOR, onde era
possivel visualizar, através da microscopia de luz, pontos negros intracelulares
correspondentes as regioes organizadora nucleolares (KAMEL et al.,1990).

As NORs foram utilizadas para obtencdo de informacdes sobre a
estrutura dos nucléolos e atividade nucleolar em condigbes hiperplasicas,
displasicas e neoplasicas (WALKER, 1988; MATOLCSY et al., 1992).

Crocker et al. (1989) discutiram os aspectos técnicos da coloracao
AgNOR, como fixacdo e processamento, pois alguns estudos mostraram que
alguns fixadores séo contra-indicados para a reacdo contida na AgNOR, sendo
o formol a 10% um fixador indicado. Zaczek et al. (1994), avaliaram a relacéo
entre a espessura do tecido e a fixacdo apropriada das proteinas nucleolares
associadas as NORs e concluiram que em cortes mais espessos a penetracao

do fixador é dificultada, portanto a fixacdo das proteinas associadas as NORs




nao ocorreria devidamente, provocando assim, uma interpretacdo questionavel
dos resultados. Costa et al. (1997) descreveram que a técnica de AgNOR ¢é
também sensivel a presenca de luz, temperatura e a preparacao das solucdes
empregadas.

Segundo Crocker et al. (1989), existem trés tipos de configuracdes
para os NORs em células normais e neoplasicas: o primeiro € comum em
linfécitos e em células que néo estdo proliferando, cujas NORs séo totalmente
agregadas de forma arredondada correspondente ao nucléolo; o segundo é
muito frequente em células que estédo proliferando, cujas NORs séo vistas no
interior do nacleo. O terceiro tipo € muito frequente em células malignas, onde
observam-se pequenas e numerosas NORs dispersas por todo o ndcleo.

A cinética celular tem sido avaliada pelo nimero das NORs. Em
qualquer estagio do ciclo de divisdo celular parece ser inversamente
proporcional ao tempo deste ciclo, ou seja, quanto maior a quantidade de
AgNOR , mais curto seré o ciclo celular. Em 1990, Derenzini et al. encontraram
correlacéo positiva entre a atividade de duplicacdo do DNA e a quantidade de
NORs das células. Quanto mais rapido o crescimento celular, maior a
quantidade de NORs. O significado das NORs dentro de uma célula ainda néo
foi completamente determinado, mas tem sido sugerido que seja um reflexo da
proliferacéo celular, da ploidia celular ou de um aumento na transcricdo génica
(XIE et al., 1997; WOLANSKI et al., 1998).

Trabalhos iniciais propuseram entédo relacionar a morfologia,area e o
namero de NORs com as atividades nucleares e celulares ambos na presenca
de malignidade e transformacfes maligna (PLOTON et al., 1986; CROCKER;

NAR, 1987; OFNER et al.,1990). Em 1992, Cabrini et al. realizaram um estudo




morfométrico das NORs que analisaria a distribuicdo, volume e a forma em
diferentes camadas do epitélio oral normal, papiloma e carcinoma
espinocelular. Os achados demonstraram que os parametros das NORS foram
diferentes entre as les@es. E, ainda, NORs irregulares, aumentadas em namero
e diminuidas em tamanho, representaram uma expressao da alteracdo do
mecanismo de proliferacdo e diferenciacdo celular, juntamente com a sintese
protéica oncogénica presentes nos carcinomas espinocelulares.

Sano et al. (1991) verificaram numero elevado de NORs na contagem
oriunda de amostras de carcinomas espinocelulares quando comparadas a
mucosa normal. Egan et al. (1988) usaram a técnica AQNOR para analisar e
comparar neoplasias benignas e malignas do tecido epitelial e concluiram que
os numeros de NORs dos carcinomas foram maiores que nas demais
neoplasias indicando assim que a técnica poderia ser formalmente destinada
as neoplasias malignas epiteliais. Cabrini et al. (1992) constatou que os dados
referentes aos numeros absolutos das NORs poderiam distinguir lesées com
grau leve e severo de displasia, a irregularidade e a diminuicdo do tamanho
dos NORs sdo uma expressdo de mecanismos de proliferacdo e de
diferenciacdo celular, em conjunto com a sintese de novas proteinas
oncogénicas presentes no carcinoma. Entretanto, outros autores tém
demonstrado que o diagndstico diferencial entre lesbes com base no valor
numeérico das NORs é impossivel, considerando essencial e indispensavel a
avaliacdo morfologia das amostras. Warnakulasuriya e Johnson (1993)
compararam a contagem meédia de NORs em trés grupos de lesdes
carcinomas espinocelulares (8.37 +/- 6.11), displasias epiteliais (5.61 +/- 4.63)

e ceratoses benignas (4.51 +/- 2.57). Estes pesquisadores ressaltaram que




embora as diferencas entre os valores médios das NORs fossem significativas
tais valores ndo podem ser utilizados para o diagndstico individual de lesdes . A
interpretacdo dos numeros das NORs, em populacdo de células altamente
estruturada, com um rapido remodelamento, tal como o epitélio oral, pode
indicar um processo mais complexo comparado a tecidos com populacdo
celular estavel. Numeros elevados das NORs estdo relacionados com o
aumento na ploidia celular, com um aumento na atividade transcricional e em
estados de proliferacéao celular ativa. Neste mesmo trabalho concluiu-se que as
NORs séo avaliadas como possiveis marcadores de prognostico de condicbes
malignas de hiperqueratose, displasia e carcinoma espinocelulares. Schwint et
al. (1994) descreveram diferencas estatisticas entre o0 niumero de NOR do
epitélio normal e epitélio adjacente ao carcinoma espinocelular verificando que
a técnica auxilia no conhecimento do crescimento tumoral. Mourad et al. (1992)
afirmaram que a célula com cinco ou mais NORs relacionava-se com a fracéo
da fase S, medidas por meio de citometria de fluxo de DNA. Segundo Cabrini et
al. (1992) e Lo Muzio et al. (1997), o numero das NORs na interfase € um
reflexo mais da proliferacdo do que do grau de malignidade. Uma populacdo
celular anaplasica, dividindo-se rapidamente, provavelmente tem maior
proporcao de células nos estagios iniciais G1 e , deste modo, como numeros
elevados de NORs contrariamente, neoplasias com baixo nivel de proliferacéo
celular tendem a apresentar uma unica NOR.

Nunes et al. (1991) estudaram leucoplasias orais pela técnica AQNOR
e apontaram para diferentes graus de atipia celular acompanhando as variaveis
na contagem das NORs e sugeriram, portanto, um provavel potencial desta

técnica na observacdo do comportamento biolégico da lesdo. Chattopadhyay,




et al. (1994) estudaram as NORs em leucoplasias da mucosa oral . Tal estudo
sugeriu uma distribuicdo diferente na contagem das NORs entre leucoplasias
ndo-displasicas e displasicas, sendo significativamente maior em areas
displasicas. Xie et al. (1997) relataram que uma lesédo displasica que evolui
para carcinomas apresentam um numero aumentado das NORs. Isto indica
gue a contagem das NORs podem auxiliar na deteccao do progndstico de uma
leséo displasica.

O custo da reacdo de AgNOR é mais baixo quando comparado a
maioria das reacdes imunohistoquimicas utilizadas no progndstico de
neoplasias (PIFFKO et al. ,1997). Nestas circunstancias pesquisadores teriam
a possibilidade do uso combinado da técnica AgNOR e marcadores
imunoistoquimicos, propondo um refinamento na formacdo do marcadores de
prognoésticos das leucoplasias orais. Zoeller et al. (1994) avaliaram epitélio oral
em grupos de displasias e carcinomas espinocelulares através da combinacéo
entre a contagem das NORs e o0 uso do antigeno Ki 67, concluindo serem
valiosas ferramentas para descricdo da cinética das células e como auxilio no
prognéstico dos carcinomas orais. Donofrio et al. (1995) investigaram através
da deteccdo do antigeno PCNA e AgNOR diferentes graus de displasia em
leucoplasias associadas ao HPV. Tal estudo sugeriu que os valores altos das
NORs e a marcacao positiva para o PCNA, em leucoplasias com moderado e
alto grau de displasia poderiam representar um sinal de alarme, indicando um
prognoéstico desfavoravel. Kobayashi et al. (1995) avaliaram a atividade
proliferativa das leucoplasias com e sem alteracdes displasicas e carcinomas

na mucosa oral, examinando a reatividade para o antigeno PCNA e a




contagem do numero das NORs, sugerindo seu papel adjuvante na avaliacéo
da displasia epitelial.

Trabalhos recentes continuam reafirmando que a avaliacdo de
leucoplasias com e sem displasia resulta em diferencas nas contagens do
nameros das NORs , refletindo uma graduacdo que pode dar informacdes
valiosas para o prognostico e prevencao das lesdes consideradas pré-malignas

na mucosa oral (PANDIT; AITHAL,2002; RAY et al., 2003).




3- Proposicao

A literatura cientifica de qualidade procurou evidenciar que as
leucoplasias possuem risco de transformacao maligna e atividade proliferativa,
conforme apresente displasia ou esteja localizado em regides de risco como 0
assoalho bucal e lingua. No entanto, lesbes histologicamente inocentes
também podem sofrer esta transformacéo independente de suas localizacoes.
Este trabalho prop&e avaliar nas leucoplasias da mucosa jugal, sem evidéncia
de displasias, a influéncia da Candida sp na atividade proliferativa ou risco de
alteracdo maligna dos queratindcitos pelas técnicas de imunohistoquimica com

0s anticorpos p53, PCNA, ki67 e histoquimica AgNOR.




4 Material e Métodos

4.1 Selecao dos Casos

Os casos estudados foram coletados dos arquivos do Servico de
Histopatologia, do Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica da
Faculdade de Odontologia “Campus” de Aracatuba — UNESP, liberados a partir
de documentacdo enviada e aprovada pelo comité de ética e pesquisa da
instituicdo. Foram utilizados vinte casos de leucoplasia de mucosa jugal sem
displasia epitelial, sendo dez contendo o fungo Candida sp e dez sem o fungo,
além de cinco biopsias contendo epitélio normal de mucosa jugal.

As laminas foram coradas pela hematoxilina e eosina para a descricao
a microscopia de luz. As laminas que continham Candida sp também foram

coradas pelo método metanamina-prata.

4.2 Imunohistoquimica

Na imunohistoquimica foi utilizado o método streptavidina-biotina
amplificado (B-SA) na coloracdo dos complexos antigeno / anticorpo por
imunoperoxidase. Os materiais foram submetidos aos anticorpos primarios

PCNA, p53 e Ki67, todos da Dako Corporation. Cortes de 3um foram

desparafinados em dois banhos de xilol: um a 600C por trinta minutos e outro a
temperatura ambiente por vinte minutos. A seguir foram reidratados em série
descendente de etandis, e imersos em solucao de hidroxido de aménio a 10%

durante dez minutos para retirada do pigmento formélico.




Apoés a lavagem em agua corrente e agua destilada procedeu-se o
tratamento do material com 4&cido citrico monoidratado 10mM-pH 6.0,
deixando-se no forno de microondas por quinze minutos, com o cuidado de
verificar o nivel da solugcdo a cada cinco minutos, que deve estar sempre
banhando o material. Este recurso permitiu recuperar sitios antigénicos dos
filamentos intermediarios devido a uma ordenacdo molecular de suas
proteinas, melhorando assim a rea¢cdo com o anticorpo primario.

Apos uma nova lavagem, o material foi incubado em solucdo de agua
oxigenada a 6% / metanol (1:1), em duas trocas de 5 minutos cada, com o
objetivo de bloguear a peroxidase endogena tecidual. Repetida a lavagem com
agua corrente e destilada, os cortes foram incubados duas vezes em solucéo
de TRIS-pH 7.4, por cinco minutos cada. Em seguida foram incubados com o
soro primario diluido, conforme mostra a Tablea 1, preparados junto com soro

de albumina bovino (B.S.A.) a 1%.

Tabela 1- Anticorpos monoclonais a serem utilizados

Anticorpos Fracédo de tempo de Temperatura
diluicdo incubacéo
PCNA* 1:100 Over Night(15hs) 5°C
P53* 1:100 Over Night(15hs) 5°C
Ki67* 1:250 Over Night(15hs) 5°C

*Dako Corporation, Carpinteria, CA 93013

Os procedimentos posteriores foram sempre precedidos de duas
lavagens em TRIS pH 7.4, durante 5 minutos cada.

O passo seguinte foi a incubacdo com o anticorpo de ligacéo diluido
em 1:100 (coelho anti-camundongo e cabra), durante trinta minutos a

temperatura ambiente. Foi aplicado o complexo streptavidina por vinte minutos




a temperatura ambiente, em diluicdo 1:150, e para a reacéo de revelacao se
utilizara o cromégeno diaminobenzidina-D.A.B. (30 mg) por trés minutos,
diluido em TRIS pH7.4 (100ml) e ativado pela agua oxigenada (1.2ml).

Os cortes foram entdo lavados em agua corrente e agua destilada e
contracorados com hematoxilina de Mayer por dez minutos. Posteriormente os
cortes foram desidratados em cadeia ascendente de etanois, diafanizados em
trés banhos de xilol, e montados em resina Permount* para exame
microscopico optico.

Todas as reacdes tiveram como controle positivo fragmento de tecido
epitelial estratificado pavimentoso da mucosa jugal normal. Especificamente
para o Ki67, uma lamina de carcinoma espinocelular foi disposta para controle
positivo da marcacdo.Para o controle negativo das reacdes foi substituido o

anticorpo primario por solucdo BSA a 1%, diluida em tampéao TRIS pH7.4.

4.3 AgNOR

O conjunto de laminas deste trabalho, descritas anteriormente, foram
também submetidas a coloracédo histoquimica AgNOR, a técnica utilizada foi
descrita por Ploton et al. (1986) e otimizada por Nunes (1991). Aléem disso,
introduzimos modificacbes para adaptar a técnica as nossas condi¢cdes
laboratoriais, a fim de permitir a visualizagdo das NOR. A técnica realizada
consistiu em :

1.Cortes de 6 um desparafinizados em dois banhos de xilol, o
primeiro trinta minutos em estufa a 57° C, em seguida por 20 minutos a

temperatura ambiente;




2.Hidratacdo em etanol absoluto;
3.Imersédo em acido acético/etanol (30ml de acido acético/ 70 ml de
etanol), durante cinco minutos;
4.Imersdo em Celoidina a 1% em éter/ etanol (1:1) durante 1
minuto. Essa solucéo foi preparada misturando-se 50ml de éter + 50 ml de
etanol, a seguir desprezando-se 12,5 ml e completando-se com Celoidina
(Colbdio elastico da Polyfarma);
5.Imerséo em etanol a 70% por cinco minutos seguida da lavagem
com agua destilada;
6.Preparo das solucdes de prata para AQNOR, constituidas de:
7.Solucado A: 50 ml de agua destilada, 0,5 ml de &cido formico e 1g
de gelatina. Essa solugdo foi mantida em estufa a 45° C uma hora antes da
incubacao;
8.Solucdo B: 10 ml de agua destilada e 5 g de nitrato de prata.
9.As solucbes A e B foram misturadas e pingadas sobre os cortes,
que permaneceram durante trinta minutos em estufa a 45° C;
Os cortes, por fim, foram desidratados com alcool em concentracdes
crescentes (95 e 100%), clareados em trés banhos de xilol e por fim as laminas

montadas em Permount*, que nao interfere no processo de coloragao.

*Permount — meio de adesao de laminula com indice de

refracdo de 1,53,transparente,neutro e seco rapidamente.




4.4 Analise Qualitativa e Morfométrica

ApGs a obtencdo das laminas submetidas aos marcadores de
imunohistoquimica (p53,PCNA,Ki67) as mesmas foram submetidas a
microscopia de luz (400x) para a verificagcdo da qualidade da coloracdo e
subsequiente captura de imagens, em areas leucoplasicas selecionadas,
considerando no grupo lll, a presenca de Candida sp na superficie da leséo.

Para a andlise quantitativa dos NOR, trés campos com area fixa foram
selecionados em cada lamina, mantendo um limite minimo de 100 nucleos,
divididos em 50 basais e 50 para-basais. As imagens em microscopia de luz
em imersao (1.000x) com foco definido e adequacdo da luminosidade,
permitindo clareza nas imagens, foram obtidas em areas leucoplasicas
selecionadas contendo a evidéncia da Candida sp e padrbes de queratinizacéo
sem displasia (grupos Il e Ill), além daquelas que continham epitélio normal
(grupo I).

A qualidade das laminas destinadas ao AgNOR e a avaliacdo
descritiva das coloragdes de imunohistoquimica foram avaliadas através do
sistema de integracdo entre 0 microcomputador, microscépio de luz acoplado a
camara de video e o programa Leica QWin (Image Processing and Analysis
System). Participaram neste processo de avaliagcéo trés observadores distintos.

Tal sistema também permitiu estabelecer um padrdao de contagem

confiavel dos NOR e area em pum?. Os resultados obtidos pelo programa foram




calculados automaticamente e apresentados no formato de planilha, que mais
tarde foi salva em arquivo proprio com a finalidade de amostragem para o
tratamento estatistico através da analise de variancia (ANOVA), aplicando-se o

teste F com nivel de significancia de 0.05.




5 RESULTADO

5.1 Morfologia

A avaliacdo histopatoldgica através da microscopia de luz estabeleceu
no segundo grupo (GIl) deste trabalho dez amostras de leucoplasias,
representadas por hiperceratose e hiperparaceratose e infiltrado inflamatorio
cronico subepitelial (Figura...). O terceiro grupo (GIlIl) também com dez
amostras exibiu hiperceratose, acantose, e hifas de Candia sp abundantes na
superficie junto a ceratose ( Figura...) além do infiltrado inflamatorio crénico

subjacente, e frequentemente exocitose neutrofilica.

5.2 AgNOR

Nas laminas estudadas, as regibes organizadoras de nucléolos
coradas pela prata (AgNORs), foram visualizadas como pontos enegrecidos ou
acastanhados, localizados no interior dos nucleos (Figuras... ) Os nucleos eram
verificados como estruturas maiores de coloracdo amarelada, redondas ou
ovoides (Figura ...). O numero médio de NORs para o grupo | foi de 3.8, ja o

grupo 11 2.6 e grupo Il 3.1 (Figura...)

5.3 p53

A marcacédo da proteina p53 foi semelhante nos grupos Il e Ill. Ambas

apresentaram uma marcacado positiva em 30 % dos casos. Os nucleos




celulares apresentavam-se corados em castanho quando marcados, com
dispersao variavel nas camadas inferiores do epitélio. No grupo | a marcacéo
foi positiva em 80% da amostra e poucas células da camada basal e para

basal.

5.3 PCNA

A proteina PCNA foi expressa tanto nas leucoplasias do grupo Il como
naquelas do grupo | e Il, sendo sua marcacédo nitida nas camadas basal e
parabasal nos vinte espécimes avaliados (Figuras...). Os nucleos das camadas
basais e para basais apresentaram-se positivamente marcados com dispersao
regular ao longo das camadas inferiores do epitélio, ndo raro se extendendo

para a camada espinhosa (Figuras ...).

5.5 Ki67

A marcacdo do Ki67 foi expressa positiva em 70% do total de
leucoplasias, distribuida em 90% da amostra de leucoplasias sem Candida e
50% do grupo com o fungo. A coloracédo acastanhada dos nucleos entre células
mantinha uma dispersao variavel nas camadas inferiores do epitélio em padrao
semelhante ao p53 (Figuras...). No epitélio normal (Gl) a expressao foi de 40 %

em poucas células da camada basal e parabasal(Figura ...).




5.6 Analise estatistica do AQNOR

Os dados obtidos relativos as mensuracdes de area e numero de
NORs tanto no epitélio normal quanto nas de leucoplasias apresentavam
normalidade, varianca semelhante, considerando que cada grupo era
independente.

Uma vez apresentadas estas exigéncias, os trés grupos foram entéo
submetidos ao tratamento estatistico, através da analise de variancia (ANOVA),
sendo submetida ao teste F, com nivel de significancia de 0.05.

Como resultado, o0s grupos nao apresentavam diferencas
estatisticamente significativas tanto na area média, como no numero medio de

NORs.




5.7 Tabelas

Tabela 2 — Grupos para o estudo de area média das NORs

GAl

GA2

GA3

212721,2548
252955,3723
152258,1331
383797,8377
253571,0773

461722,1319
2698674,024
540599,8411
277737,7719
133058,6364
511838,3343
385781,8444
360535,7412
515990,3442
504038,4822

690047,4773
358727,0727
471599,0862
651914,5457
366461,3026
336325,3173
842701,4218
357019,5976
780911,7183
515990,3442

Tabela 3- Andlise de valores em area média das NORs.

RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Variancia
Al 5 1255303,68 251060,74 7215224948
A2 10 6389977,15 638997,72 5,4011E+11
A3 10 5371697,88 537169,79 3,6425E+10

Tabela 4- Andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F, referente a NORs

ANOVA

Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 5,062E+11 2 2,531E+11 1,06713574 0,361138 3,443361
Dentro dos grupos 5,218E+12 22 2,372E+11

Total 5,724E+12 24




Tabela 5- Grupos para o estudo numérico das NORs.

GN1 GN2 GN3
5,10 2,68 2,50
4,02 3,07 511
3,74 2,13 5,97
3,92 2,46 2,60
2,50 2,33 2,80
2,08 3,35
3,46 1,94
3,55 3,20
2,26 2,13
2,32 2,26

Tabela 6 - Analise de valores dos nimeros médios das NORs

RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Variancia
N1 5 19,28 3,856 0,85768
N2 10 26,34 2,634 0,2928489
N3 10 31,86 3,186 1,7741822

Tabela 7.- Analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, referente as

NORS
ANOVA
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 5,103184 2 2,551592 2,5476547 0,101115 3,443361

Dentro dos grupos 22,034 22 1,001545455

Total 27,13718 24




5.8 Figuras

FIGURA 1 — Aspecto histologico da leucoplasia oral sem Candida.
Hematoxilina-eosina (100x).

Candida — Metanamina-prata. (100x).




FIGURA 3 — NORs na camada basal e parabasal de epitélio normal
— AgNOR (1000x).
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FIGRA 4 — NORs na camada basal e para basal da leucoplasia
com Candida - AgQNOR (1000x).




FIGURA 5 — N(SRS na camada basal e pér basal da Iucplasa |
sem Candida - AgNOR (1000x).
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FIGURA 6 — Expressao do p53 na camada basal e parabasal de
epitélio normal - Streptavidina-biotina (400x).




FIGURA 7 - Expressao do p53 na camada basal e parabasal da
leucoplasia com Candida - Streptavidina-biotina
(400x).

FIGURA 8 - Expressédo do p53 na camada basal e parabasal da
leucoplasia sem Candida - Streptavidina-biotina
(400x).
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FIGURA 9-— Expressao do PCNA na camada basal e parabasal de
epitélio normal - Streptavidina-biotina (400x).

FIGURA 10 — Expressédo do PCNA na camada basal e parabasal da
leucoplasia com Candida e fraca marcagéo na
camada espinhosa - Streptavidina-biotina (400x).




FIGURA 11 - Expresséo do PCNA na camada basal e parabasal da
leucoplasia sem Candida e fraca marcagéo na camada
espinhosa - Streptavidina-biotina (400x).

FIGURA 12 - Expressao do ki67 em Iumas cellas da camada
basal e parabasal de epitélio normal - Streptavidina-
biotina(400x).
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FIGURA 13 - Expressao do ki67 em algumas células basal e
parabasal da leucoplasia com Candida -
Streptavidina- biotina (400x).

Figura 14- Expresséo do ki67 em algumas células na camada basal e

parabasal da leucoplasia sem Candida — Streptavidina
-biotina (400x).
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FIGURA 15- Distribuicdo do numero médio de NORs no queratindcitos

dos epitélios dos grupos |, Il, Il do material estudado
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FIGURA 16- Distribuicéo das areas médias de NORs no queratingcitos

dos epitélios dos grupos I, 1l, Il do material estudado




6 Discussao

A Organizacdo Mundial de Saude define o termo leucoplasia como
sendo uma leséo de coloracdo branca, plana ou elevada, lisa ou rugosa, que
ndo se destaca ap0s a raspagem, que nao regride apds a eliminacdo de
possiveis fatores causais e que histologicamente ndo pode ser classificada
como nenhuma outra doenca (SCHWIMMER, 1877 apud HOLBEK, 1946/1947;
PINDBORG et al.,1963; SILVERMAN JUNIOR,1968; LEMMER; SHEAR, 1968;
CALIFANO; CAPUTO,1969 apud GRINSEPAN, 1973; AXELL et al., 1984,1996;
SHAFER et al., 1987; NEVILLE et al., 2004).

O termo leucoplasia é uma expressdo consagrada pelo uso clinico. O
compromisso de defini-la ndo €, porém, exclusivo de sua manifestacao clinica.
Portanto coube aos pesquisadores ressaltar ainda suas caracteristicas
histoldgicas variaveis no intuito de defini-la melhor e assim poder partir para a
avaliacdo de sua possivel malignidade (HOBAEK, 1946/1947; KOLLAR
JUNIOR et al., 1954; BERNIER, 1955 apud SHIRA,1957; LEMMER; SHEAR
,1968; SUGAR; BANOCZY,1969 apud BANOCZY,1977; METHA et al.,1969;
BANOCZY,1971; BANOCZY; CSIBA, 1976; WALDRON; SHAFER, 1975;
Kramer et al., 1978, BANOCZY et al.,1980; FISCHMAN et al., 1982;
PINDBORG et al.,1985; AXELL et al.;1996; VAN DER WALL et al., 2000;
LAWALL, 2004; REGEZI; SCIUBBA, 2004). A etiologia da leucoplasia ainda &
pouco definida. No momento, os fatores etiolégicos oscilam entre o uso do
alcool, do fumo, exposicao solar, fatores irritativos mecanicos como proteses
sem adaptacdo adequada e uma seérie associacdes com possiveis falhas nas

condicbes sistémicas, como a diabetes e avitaminoses, que parecem ser




questionaveis. Embora ndo tenham sido eleitas causas Unicas para a
leucoplasia, este fato ndo permite que o clinico ndo as busque. Negar este
preceito condenaria a pratica diagndstica, evolucdo da lesdo e qualidade de
vida do paciente (BUTLIN, 1855 apud MCCARTHY; SHKKLAR, 1964; PAGET,
1900 apud HOBAEK, 1946/1947; LEMMER; SHEAR,1968; METHA et al.,1969;
PINDBORG,1971; WALDRON; SHAFER, 1975; SILVERMAN et al., 1976;
BANOCZY, 1977; KRAMER et al., 1978; AXELL et al.,1984; GUPTA et
al.,1992; VAN DER WALL,1995; VAN DER WALL et al.,1997; TAVARES, 2000;
NEVILLE et al., 2004).

Clinicamente, observou-se que as leucoplasias apresentavam aspectos
variaveis na superficie, na homogeneidade de sua coloragdo, no niumero de
lesbes e em sua localizacdo e tamanho (LANGDON; PARTRIGDE, 1992;
GIROD et al. 1993,1994,1998; LIU; KLEIN-SZANTO,2000; SARANATH et al.,
1999; IWASA et al., 2001; SULKWASKA et al.,2001). Impde observacao clinica
cuidadosa seu aspecto verrucoso, areas avermelhadas ndo homogéneas e
localizacdo como a borda de lingua e assoalho da boca, pois representam
areas de maior incidéncia de carcinoma espinocelular (LONING et al.,1984;
LIND et al.,1986; GREER JUNIOR et al.,1990; GOPALAKRISHNAM et al.,
1997).

Os aspectos histopatolégicos das leucoplasias também variam de
acordo com as hiperceratoses, acantoses, papilomatoses, displasias e até
mesmo carcinoma “in situ” (HOBAEK,1946/1947; LEMMER; SHEAR, 1968;
MEHTA et al.,1969; BANHOCZY; CSIBA, 1976; WALDRON; SHAFER, 1975;
BANOCZY et al., 1980; FISCHMAN et al., 1982; AXELL et al.,1996; VAN DER

WALL et al., 2000; LAWALL, 1998).




A candidose, por ser uma infec¢cao oportunista comum, estabelece uma
relacdo de concomitancia com as leucoplasias. Observa-se a colonizacdo
natural por Candida da mucosa oral onde encontramos células superficiais
paraceratinizadas, por meio de mecanismos bioquimicos bem definidos;
portanto as leucoplasias, que sao lesBes hiperceratinizadas, tendem ser
susceptiveis a esta contaminacdo (YOUNG et al.,, 1951; DOUGLAS, 1985;
SOBEL et al.,, 1984; KWON-CHUNG et al.,, 1985; SLUTTSKY et al.,, 1985;
CHANNOUM et al., 1986; BUDTZ-JORGENSEN, 1990; KLOTZ et al., 1991;
KROGH et al., 1987; KANBE et al., 1991; HAZEN et al., 1991; BRASSAT et al.,
1991; MANDEL, 1994; WILLAMS et al., 1997; LEHMANN,1998; MORAES et

al., 2000; NEVILLE, et al. 2004).

A resposta inflamatoria da mucosa oral frente a candidiase € uma
caracteristica evidente. Os grupos de leucoplasias com Candida, descrito em
nossos resultados, apresentavam infiltrado inflamatério crénico, semelhante ao
descrito em literatura (Willams et al.,1997). O tratamento da candidose nas
leucoplasias pode contribuir na diminuicdo da resposta inflamatoria das lesdes,
bem como remissdo das leucoplasias 0 que nos obriga a pensar em uma
conduta, a principio, conservadora, postergando temporariamente uma bidpsia
(EPSTEIN; POLSKY, 1998; BLATCHFORD, 1990; SCHUMAN et al., 1997;
FERRETI et al., 1987; GUPTA et al., 1994; SANGUINETI et al., 1993).

A presenca de nitritos e nitratos no ambiente e em certos tipos de
alimentos, gera dentro de valores especificos, a possibilidade de formacéo de
nitrosaminas endogenas, que por sua vez pode oscilar com mudancas
fisioldgicas como o pH da mucosa (NEUARTH et al., 1977). Reac®es tipicas de

nitrosacdo fazem com que BMA (N-metil-benzil-amina) e NaNO, sejam




transformadas em NBMA (N-nitroso-N-metil-benzil-amina), que sendo
carcinogénicas, podem estabelecer participacdo na formacédo das neoplasias
gastrointestinais (HSIA et al., 1983; KROGH et al., 1987; LIPPERHEIDE et al.,
1996).

Na sintese de nitrosaminas, a candidiase é descrita como um agente
coadjuvante, ja que o fornecimento de nitritos e nitratos € intrinsecamente
ligado ao meio externo. Deduz-se, portanto, que a candidose poderia colaborar
secundariamente na malignizacéo das células. A regido noroeste do estado de
Sao Paulo a qual, por consequéncia, provem as bidpsias de nosso trabalho,
ndo pode ser caracterizada como area geograficamente controlada no sentido
de avaliar uma possivel contaminacdo por nitritos ou nitratos. Porém,
aparentemente, por nossos resultados a presenca da Candida nas leucoplasias
nao aumentou este risco de malignizacdo (STURGIS; LUND, 1934; JEPSEN;
WINTHER, 1965; CAWSON, 1966; ROED-PETERSEN et al.,1970;
PINDBORG, 1971; BANOCZY; SUGAR,1975; BANOCZY, 1977).

Informacdes epidemioldgicas recentes relacionadas as leucoplasias
apontam para indices de transformacdo maligna na populacdo mundial,
variando sua incidéncia entre 6.2 a 29.1 para cada 100.000 habitantes (LIU;
KLEIN-SZANTO,2000; LANGDON; PARTRIGDE, 1992; GIROD et al. ,1994;
CHANG et al., 2000; ARAUJO; ARAUJO, 2000; TAVARES, 2000; IWASA et al.,
2001; SULKOWSKA et al.,, 2001; PIATTELLI et al.,, 2002; PETTI, 2003).
Questionar esta variabilidade estatistica seria uma tarefa inevitavel. Portanto os
pesquisadores foram guiados, ao longo das trés ultimas décadas, no sentido de
desvendar os mecanismos biolégicos, aos quais permitiriam as leucoplasias

atingir estes valores estimados de transformacédo maligna. Muitos fatores foram




relacionados como idade, sexo, etnias e relacbes genéticas. Mas
paralelamente, surgiram indicios do comportamento celular das leucoplasias
através do avanco gradativo das técnicas de imunohistoquimica e histoquimica.
A parceria entre desenvolvimento tecnolégico e as observacdes na rotina dos
trabalhos clinicos, obteve, como consequéncia, a descoberta de alguns fatores
de progndstico e, obviamente, justificou as condutas terapéuticas e o controle
do pacientes.

Quanto ao estudo imunoistoquimico, a variabilidade de anticorpos
disponiveis no mercado e sua especificidade exige um cuidado rigoroso na
selecdo dos marcadores de transformacdo maligna. A interpretacdo da
sensibilidade ou especificidade do marcador depende da situacdo na qual ele é
aplicado, bem como da questdo clinica a qual ele deseja responder.
Atualmente recomenda-se a aplicacdo conjunta de anticorpos para avaliar a
proliferacdo celular ou malignizacdo de um tecido. Utilizamos os mais
aplicados: p53, PCNA, e ki67, além da histoquimica do AgNOR.

Presenciamos ainda o continuo e sistematico esforco coletivo dos
pesquisadores em decifrar caminhos para a compreensdo da dinamica
bioquimica que determina, através da especificidade imunoistoquimica, os
provaveis sitios de malignidade das leucoplasias. Sem isto, as atividades
preventivas ndo se sustentariam. Contudo, notamos que a microscopia de luz
formal ndo € mais satisfatoria, em regime de exclusividade, para determinar
fatores de prognostico associados as mudancas celulares especificas, como no
caso das leucoplasias de mucosa oral (PIATTELLI et al., 2002; CHANG et al.,

2000; AGARWAL et al., 1999; CASTLE et al.,, 1999; TETE et al.,, 1999;




KANNAN et al., 1996; LIU; KLEIN-SZANTO, 2000; TSUJI et al., 1995; KOVESI;
SZENDE, 2003; TETE et al., 1999; SLOOTWERG et al., 1994).

O p53 expresso em nossos resultados mostrou dois caminhos na
avaliacdo do comportamento celular: um de apoptose e o outro referente a
transformacdo maligna nos diferentes tipos de neoplasias (CHANG et al.,
1993,2000; LEVINE et al., 1991; IGOO et al.,, 1990; EL-DEIRY et al., 1994;
MOLL; SCHARMMAN, 1998; FRITSCHE et al.,, 1993; BARTEK et al., 1992;
HOLLSTEIN et al., 1991; CRUZ et al., 1998; GIROD et al., 1998; RALHAN et
al., 1998; OGDEN et al., 1997; WOOD et al., 1994; SULKOWSKA et al., 2001;
SARANATH et al.,1999; GOPALAKRISHNAM et al., 1997).

A marcacao positiva do p53 nédo diz implicitamente que estamos diante
de uma neoplasia. Ao avaliar leucoplasias observando camadas basais de
epitélios displasicos , tendo como Unico marcador 0 p53, ndo teremos em Maos
um fator prognostico de malignidade totalmente confiavel. Isto justifica o fato da
literatura ter, mais recentemente, abordado as lesdes leucoplasicas
combinando outros marcadores como o Bcl-2, PCNA e ki67 (PIASTTELLI et al.,
2002; CHANG et al., 2000; AGARWAL et al., 1999; CASTLE et al., 1999; TETE
et al., 1999; KANNAN et al., 1996). Em cada um dos grupos de leucoplasias,
com e sem Candida apenas 30% foram marcadas positivamente para o p53.
Porém consideramos esta marcacao alta em relacéo ao epitélio normal, o que
pode estar referindo alteracdes bioquimicas incipientes intracelulares no
sentido da transformacao maligna ou apoptose.

O PCNA apresenta nas camadas basais e para basais de epitécio de
leucoplasias uma marcacao bastante evidente, representando bons alertas de

malignidade e apoptose; também quando combinados a outras técnicas de




histoquimica (AgNOR) e imunoistoquimica (LIU; KLEIN-SZANTO, 2000; TSUJI
et al., 1995; KOBAYASHI et al., 1995; DONOFRIO et al., 1995) leucoplasias
orais manisfestacdes histolégicas de malignidade e apoptose (BIRCHALI et al.,
1997; NISHIOKA et al., 1993). O grupos de leucoplasias com e sem Candida
sp em nosso trabalho foram marcados positivamente em padrées
semelhantes para o PCNA.

O Ki 67 pode ser visto como um indicador de area ativa de proliferacao
celular em leucoplasias da mucosa oral e quando comparado a grupos
também marcados positivamente pelo PCNA, parece obedecer algum tipo de
uniformidade.( KOVESI; SZENDE, 2003; PIATTELLI et al., 2002; TETE et al.,
1999, KANNAN et al., 1996, SLOOTWEG et al., 1994). A marcacéao do Ki67 foi
expressa positiva em 70% do total de leucoplasias, distribuida em 90% da
amostra de leucoplasias sem Candida e 50% do grupo com o fungo, num
padrdo semelhante ao p53, porém com maior freqiéncia. A presenca de
Candida néao se associou a maior expressao do ki67.

Em particular, nossa escolha por marcadores p53, PCNA e Ki67 foi
adequada e embasada numa revisdo de literatura, a qual se aproximou
pertinentemente de nossos objetivos (RALHAN et al., 1998; OGDEN et al.,
1997; WOOQOD et al., 1994; SULKOWSKA et al., 2001; SARANATH et al., 1999;
LAWALL et al., 2003).

A técnica AgNOR possui beneficios por ja ser padronizada, ter suporte
na literatura cientifica em diversas patologias orais e oferecer baixo custo
operacional (PIFFKO et al.,1997).

Alguns cuidados referentes a manipulacéo das pecas durante a rotina

da AgNOR séo importantes. Destacam-se trabalhos que avaliavam alteracdes




técnicas que geram complicacbes desnecessarias, como é o caso da escolha
do agente fixador da reacdo quimica, a espessura do material, as solucdes
empregadas e a sensibilidade do material a exposicéo luminosa (CROCKER et
al., 1989; ZACZEK et al.,1994; COSTA et al.,1997).

A progressao dos queratindcitos da mucosa oral para metaplasia,
displasia, e eventualmente neoplasias € o resultado de mudltiplos passos
envolvendo fatores complexos adicionando aumento na proliferacao celular e
aneuploidias, sendo a coloracdo AgNOR um dos possiveis agentes
marcadores, poréem ndo de forma isolada( Warnakulasuriya ; Jonson, 1993).
Sabemos que o aumento na proliferacdo celular, detectado por aumento da
atividade mitotica ou sintese de DNA, nos mostra que existe uma associacao,
com mudancas na diferenciacdo do queratinocito alterada em situacado de
displasia presentes em leucoplasia (PLOTON et al., 1986; CROCKER; NAR,
1887; OFNER et al., 1990; CABRINI et al, 1992; SANO et al.,, 1991;
WARNAKULASURIVA; JOHNSON, 1993; SCHWINT et al.,1994; LO MUZIO et
al.,1997).

Entretanto, como fator progndstico, a AGQNOR € incompleta. Muitos
autores tém demonstrado que o diagndstico diferencial entre lesbes com base
no valor numérico das NORs, € amplamente questionavel, considerando
essencial e indispensavel a avaliacdo morfologia das amostras e ou
combinacdo com outras técnicas imunohistoquimicas (LEVINE et al., 1994;
PLOTON et al.,, 1986, BABU; VERMA, 1985; DERENZINI et al., 1988; VAN
DIEST et al.,1998; DERENZINI et al.,1999; DERENZINI, 2000; HERNANDEZ-

VERDUN; ROUSSEL,1995; HORZAK et al., 1986, KAMEL et al., 1990;




HERNANDEZ-VERDUN; FAKAN, 1986; WALKER, 1988; MATOLCSY et al.,
1992).

Ressaltamos que, embora as diferencas entre os valores médios das
NORs possam eventualmente ser significativas, tais valores ndo podem ser
utilizados para o diagnadstico individual de les6es (SANO et al., 1991; ERGAN;
CROCKER, 1988; CABRINI et al.,1992; WARNAKULASURIYA; JOHNSON,
1993).

A presenca ou auséncia de candidose nas leucoplasias parece nao
afetar a contagem do numero meédio de NORs, como observado por
Warnakulasuriya ; Johnson em 1993. Nosso trabalho ndo apresentou
resultados estatisticamente significativos quanto ao numero medio de NORs ou
a sua area meéedia de NORs e a morfologia dos grupos nao apresentou
discrepancias que sugeririam mudancas importantes entre 0s grupos de
leucoplasias com e sem Candida.

O desenvolvimento de novos programas graficos estdo tentando
reduzir possiveis discrepancias na avaliagdo dos NORs, gerando analises
automatizadas cada vez mais confiaveis.

O proposito pelo qual alguns trabalhos combinam a AgNOR a
imunohistoquimica, principalmente os marcadores de proliferacdo tecidual
como o Ki67 e o PCNA, reside na melhoria da interpretacdo dos possiveis
mecanismos de comportamento biolégico e fatores prognésticos ligados as
leucoplasias. Esta conduta € relevante no sentido de reduzir falhas presentes
em cada uma das técnicas potencializando-as (NUNES et al.,, 1991;

CHATTOPADHYAY et al.,, 1994; ZOELLER et al., 1994; DONOFRIO et al.,




1995; KOBAYASHI et al., 1995; PIFFKO et al., 1997; PANDIT; AITHAL, 2002;
RAY et al., 2003).

A disposicdo desta combinacdo contribuiu no direcionamento
adequado e na observacao histologica refinada de nosso trabalho. A marcacéo
dos antigenos p53, PCNA e Ki67 nas leucoplasias sem displasia contaminadas
ou ndo com Candida foi discreta, e quando comparadas entre si, néo

descreviam qualitativamente indicios de proliferacao tecidual anormal.




7. Conclusao

Todas as leucoplasias de mucosa jugal, com e sem Candida apresentaram
expressao positiva para o PCNA, abrangendo camada basal, parabasal e

espinhosa..

O ki67 e p53 exibiram padrdo de marcacdo semelhante tanto nas
leucoplasias contaminadas por Candida sp quanto nas livres do fungo,

sendo o p53 menos frequente na positividade desta marcacéao.

A histoquimica do AgNOR nd@o apresentou diferencas estatisticamente

significantes na area ou nimero de NORs dos queratindcitos.

De acordo com os marcadores PCNA, p53, ki67 e AgNOr a Candida sp néao
interferiu na atividade proliferativa celular ou risco de malignizacdo dos

queratinécitos das leucoplasias estudas.
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