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Alves MGO. Avaliagdo da expressao das proteinas p53, MDM2, e SUMO-
1 em liquen plano bucal, displasia epitelial bucal e carcinoma de células
escamosas bucal [dissertacdo]. Sdo José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista;
2011.

RESUMO

O liquen plano (LP) é caracterizado como uma doenga cronica de cunho
autoimune que apresenta prevaléncia estimada de 2% na populagdo em
geral. H4 grande controvérsia quanto a classificacdo da Organizacao
Mundial de Saude de que este seria uma desordem potencialmente
maligna. O presente trabalho tem como proposicdo avaliar a expressao
das proteinas p53, MDM2 e SUMO-1 em lesbes de LP bucal e comparar
a expressao destas proteinas com a observada em displasia epitelial (DE)
bucal e carcinoma de células escamosas (CCE) bucal. A amostra por
interesse foi constituida por cinco grupos de lesées em mucosa jugal. O
primeiro grupo foi constituido por amostras de mucosa com aspecto
clinico de normalidade (MN), o segundo por hiperplasia fibrosa
inflamatoria (HFI), o terceiro por LP, o quarto por DE e o quinto grupo por
CCE. Estas amostras teciduais foram submetidas a exame histoquimico
pela técnica da hematoxilina-eosina e exame imunoistoquimico para
anticorpo anti-p53, anti-MDM2 e anti-SUMO-1. Os dados foram tabulados
e tratados pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e exato de Fisher. Os
resultados do presente estudo mostraram que nao houve diferenca
estatisticamente significante da expressdo de p53 quando comparado LP
com DE (p=0.2042) e com CCE (p=0.0656), esta diferenca estava
presente quando o LP foi comparado a HFI (p=0.00001) e a MN
(p=0.0007). A diferenga na expressdao da MDM2 néo foi estatisticamente
significante quando comparado LP com DE (p=1.0) e com CCE
(p=0.9972), mas nao estava presente quando o LP foi comparado a HFI
(p=0.0005) e a MN (p=0.0052). Em relacao a proteina SUMO-1, houve
diferenca estatisticamente significante quando comparado LP com DE
(p=0.0492) e com CCE (p=0.0001), na comparagdo de LP com HFI
(p=1.0) e com MN (p=0.8302) ndo houve diferenca estatisticamente
significante. Conclui-se pela necessidade de estudos para esclarecer o
papel da inflamacao como possivel agente relacionado aos casos de LP
que sofreram transformac¢ao maligna.

Palavras—chave: Liquen plano. Carcinoma de células escamosas.
Imunoistoquimica. Proteina Supressora de Tumor p53. Proteinas Proto-
Oncogénicas c-mdm2. Proteina SUMO-1.



Alves MGO. Evaluation of the imunnohistochemical expression of p53,
MDM2, and SUMO-1 in oral lichen planus, oral epithelial dysplasia and
oral squamous cell carcinoma [dissertation]. Sdo José dos Campos:
School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2011.

ABSTRACT

Lichen planus (LP) is a chronic autoimmune disease with an estimated
prevalence of 2% in the general population. Controversy exists regarding
the World Health Organization classification of LP as a potentially
malignant disease. The objective of this study was to investigate the
expression of proteins p53, MDMZ2 and SUMO-1 in oral LP lesions and to
compare the expression of these proteins between LP and oral epithelial
dysplasia (OED) and oral squamous cell carcinoma (OSCC). The sample
consisted of the following five groups of cheek mucosa lesions was
studied: normal oral mucosa (NM), inflammatory fibrous hyperplasia (IFH),
LP, OED, and OSCC. The tissue samples were stained with hematoxylin-
eosin for histochemical analysis and submitted to immunohistochemistry
using anti-p53, anti-MDMZ2 and anti-SUMO-1 antibodies. The results were
analyzed by the Kolmogorov-Smirnov test and Fisher’s exact test. No
significant difference in the expression of p53 was observed between LP
and OED (p=0.2042) or OSCC (p=0.0656). However, there was a
significant difference when LP lesions were compared to IFH (p=0.00001)
and NM (p=0.0007). Expression of MDMZ2 differed significantly between
LP and IFH (p=0.0005) and NM (p=0.0052), but not between LP and OED
(p=1.0) or OSCC (p=0.9972). A significant difference in the expression of
SUMO-1 was observed between LP lesions and OED (p=0.0492) and
OSCC (p=0.0001), but not between LP and IFH (p=1.0) or NM (p=0.8302).
Further studies are needed to determine the role of inflammation as a
possible malignant transformation in cases of LP.

Keywords: Lichen Planus. Carcinoma, Squamous Cell.
Imunnohistochemical. Tumor Suppressor Protein p53. Proto-Oncogene
Proteins c-mdm2. SUMO-1 Protein.



1 INTRODUCAO

O liquen plano (LP) é caracterizado como uma doenca
cronica de cunho auto-imune (Gorsky et al., 1996; Xue et al., 2005;
Anuradha et al.,, 2008), na qual o quarto tipo de hipersensibilidade
manifesta resposta celular dirigida as variagées antigénicas que ocorrem
no revestimento mucoso e na pele (Mollaoglu 2000; Anuradha et al.,
2008). Apresenta prevaléncia estimada de 2% na populacdo em geral
(Anuradha et al., 2008). Além disso, 50% dos pacientes que apresentam
lesbes de pele manifestam simultaneamente lesGes em mucosa bucal,
sendo que 25% dos pacientes acometidos pelo LP apresentam lesbes
apenas em boca (Scully, el-Kom, 1985). Ha predilecao pelo sexo feminino
(Gorsky et al., 1996; Xue et al., 2005; Anuradha et al., 2008), sendo a
maior parte dos pacientes adultos e de meia idade, entre a 52 e 62 década
de vida (Oliveira Alves et al., 2010; Fernandez-Gonzalez et al., 2010).

Em 2005, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
classificou o LP bucal como uma desordem potencialmente maligna
(Barnes et al., 2005). Entretanto, tal classificacdo ainda é bastante
contestada (Eisenberg, 2000; Van Der Meij et al., 2003; Lodi et al., 2005;
Ismail et al., 2007).

Nos ultimos vinte anos, varios estudos epidemioldgicos,
retrospectivos e prospectivos, tém sido realizados em diversas partes do
mundo, 0s quais sugerem que ha a probabilidade de aproximadamente
0,65 a 1,9% de uma lesao inicialmente diagnosticada como LP bucal
evoluir para carcinoma de células escamosas (CCE) bucal (Gorsky et al.,
1996; Eisen, 2002; Xue et al., 2005; Ingafou et al., 2006). No entanto,
alguns autores referem-se a grande dificuldade diagnéstica do LP bucal
(Eisenberg, 2000; Van Der Meij et al., 2003; Lodi et al., 2005). Outros
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autores relatam a nao existéncia de um padrdao universal e especifico
para o diagnoéstico desta doenca, a qual muitas vezes pode ser
confundida com lesdes com atipias nas células epiteliais que se
expressem com aparéncia liquenodide (Eisenberg, 2000; Ismail et al.,
2007).

Numa tentativa de desfazer tal controvérsia, técnicas
como imunoistoquimica e biologia molecular tém sido aplicadas. Nao
obstante as diferentes metodologias utilizadas, estas técnicas tém como
alvo a avaliagdo da expressao de proteinas relacionadas a regulacéo do
ciclo celular, ja& que, na carcinogénese, alteragdes dos mecanismos de
proliferacao celular e apoptose sao essenciais e, consequentemente, a
funcao alterada destas proteinas pode ser um forte indicativo do potencial
de transformacdo maligna de uma determinada lesdo (Sousa et al.,
2009a).

Entre as inimeras proteinas envolvidas nos processos de
proliferacao celular e apoptose, destacamos a proteina p53 que tem a
funcédo de controle do ciclo celular e promogao de apoptose (Kim; Baek,
2006). Em diversas neoplasias humanas sao detectadas alteragcées na
expressao desta proteina, inclusive no CCE e em lesGes bucais com
potencial de malignizacao (de Freitas et al., 2008). Em lesdes de LP bucal
também foi detectado aumento da expressao da proteina p53 quando
comparado a tecidos nao alterados (Hirota et al., 2002).

A proteina p53 pode ser regulada através de mecanismos
pds-transcricionais, como, por exemplo, sua interacdo com a proteina
murine double minute-2 (MDM2), que desempenha papel regulador
negativo sobre p53 (Daujat et al., 2001), suprimindo os niveis normais
(Meek, Knippschild, 2003). A superexpressao de MDM2 tem sido
demonstrada em neoplasias humanas (Momand et al., 2000), inclusive
em CCE (Katayama et al., 2007).

A funcdo de MDM2 é modulada fisiologicamente por um

modificador pds-transcricional chamado pequena proteina modificadora
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semelhante a ubiquitina-1 ou SUMO proteinas-1 (SUMO-1), processo
chamado de SUMOQilagéo (Meek, Knippschild, 2003).

Em LP bucal ha um aumento da expressao das proteinas
p53 e MDM2 quando comparado a tecidos normais (Tanda et al., 2000).
Nao foram encontrados relatos de avaliagdes da expressdo da proteina
SUMO-1 em lesdes de LP bucal na literatura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ligquen plano

O liguen plano (LP) é caracterizado por ser uma doenca
cronica auto-imune (Gorsky et al., 1996; Xue et al., 2005; Anuradha et al.,
2008), em que ha o desenvolvimento de reacédo de hipersensibilidade do
tipo IV, através de resposta celular dirigida as variacées antigénicas que
ocorrem na mucosa e na pele (Mollaoglu, 2000; Anuradha et al., 2008).

A etiologia do LP ainda néo foi desvendada, porém, uma
desregulacdo da imunidade mediada por células tem sido proposta,
implicando auto-imunidade mediada por células T, em particular aos
linfécitos T CDg autocitotoxicos, relacionados com apoptose de células do
tecido epitelial. Contudo, a natureza do antigeno desencadeante do
processo permanece incerta (Ismail et al., 2007; Anuradha et al., 2008).

A exemplo de outras doengas auto-imunes, estudos
demonstram que quadros de LP sdo notados em pacientes sob periodos
de estresse e ansiedade, sugerindo psicosomatizacdo quanto a iniciacao
e a expressao clinica da doenga (Hampf et al., 1987; Manolache et al.,
2008). Além disso, o LP tem sido associado a doenga crénica do figado
causada pelo virus da hepatite C (Carrozzo, 2008).

Acredita-se que as células de Langerhans e macréfagos
fornecem informagdes do antigeno, o que vai induzir a secregdo e/ou
expressdao de moléculas que facilitam a ativacdo, adesao, proliferacao
e/ou migracao de linfocitos. Estes atraidos e ativados produzem
interleucina 2, que leva a producao de mais células T. Os linfécito T CDg
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desencadeiam a apoptose de queratdcitos basais e parabasais,
causando, assim, sua liquefagdo degenerativa (Anuradha et al., 2008).

Bascones-llundain et al. (2008) confirmaram a existéncia
de apoptose na patogénese do LP pela observacao de grande expressao
de proteina Bax e caspase-3, proteinas pré-apoptéticas, na regido basal
de diferentes formas da doenca. Karatsaidis et al. (2007) sugerem que
fatores anti-apoptoticos podem estar implicados na modulacédo da morte
celular epitelial em fases de quiescéncia no LP.

Gunduz et al. (2006) pontuaram que, além de alteracées
na camada de células basais, também ha dano na membrana basal
subjacente, sendo esta causada por metaloproteinases da matriz
extracelular (MMP) produzidas por células T.

O LP afeta principalmente adultos de meia idade (entre a
52 e 62 década de vida), sendo raro em criangas (Oliveira Alves et al.,
2010; Fernandez-Gonzéalez al., 2010). Sua prevaléncia é de 2% na
populacdo em geral (Anuradha et al., 2008), em que as lesdes
exclusivamente bucais representam 25% dos casos (Scully C, el-Kom M,
1985); existindo maior incidéncia no sexo feminino (Hietanen et al., 1999;
Oliveira Alves et al., 2010; Fernandez-Gonzalez al., 2010).

Ha uma grande variedade de apresentacdes clinicas no
LP bucal. Muitas vezes a deteccdo da lesdo é feita durante um exame
clinico de rotina, outras vezes o paciente se apresenta no consultério
queixando-se de sensibilidade, representada por dor e/ou sensacao de
queimacdo em mucosa bucal durante a mastigacdo ou em repouso
(Ismail et al., 2007).

As lesGes cutaneas podem acometer o0s pacientes
principalmente em regides flexoras de pernas e bracos, especialmente
nos punhos; nas unhas pode manifestar-se pelo aumento da expressao
dos sulcos longitudinais até malformacbes mais expressivas. Ainda,
devem ser consideradas as afeccdoes de mucosa genital, eséfago, laringe,
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couro cabeludo e da conjuntiva (Edwards, Kelsch, 2002; Ismail et al.,
2007).

O LP bucal apresenta-se comumente de forma bilateral,
simétrica, assintomatica e multifocal (Bermejo-Fenoll et al., 2010), sendo a
mucosa jugal a area mais afetada, podendo acometer também borda
lateral de lingua, gengiva e labios; menos frequentemente acomete palato
e soalho de boca (Edwards, Kelsch, 2002; Ismail et al., 2007).

Seis formas clinicas sao descritas: reticular, papular, em
placa, atréfico, erosivo e bolhoso (Andreasen, 1968), as quais
normalmente coexistem entre si (Edwards, Kelsch, 2002).

A forma reticular € a mais comum (Oliveira Alves et al.,
2010; Fernandez-Gonzaélez al., 2010), apresentando um padrao de estrias
ou linhas queratéticas que se entrelagam, chamadas de estrias de
Wickham a semelhanca das descritas em pele, que podem ser
circundadas por uma borda eritematosa (Mollaoglu, 2000; Edwards,
Kelsch, 2002).

As lesGes papulares apresentam-se como papulas
brancas e elevadas, com estriacbes em sua periferia (Mollaoglu, 2000;
Ismail et al., 2007).

As lesbes em placa aparecem como placas homogéneas
semelhantes a leucoplasia. Afetam mais o dorso da lingua e mucosa
jugal, sendo muitas vezes multifocais, levemente elevadas e irregulares.
Essa forma é mais comum em fumantes (Mollaoglu, 2000; Edwards,
Kelsch, 2002).

A forma atréfica apresenta-se como lesbes difusas e
vermelhas com estriagdes periféricas e podem manifestar Ulceras rasas
centrais com superficie amarelada (exudato sero-fibrinoso), circundadas
por regides eritematosas (Mollaoglu, 2000; Edwards, Kelsch, 2002). Esta
condi¢do quase sempre causa sensacgao de queimacéao (Mollaoglu, 2000).

As formas erosivas desenvolvem-se como Ulceras

irregulares cobertas por pseudomembrana sero-fibrinosa, com estrias
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queratéticas perifericas. E o segundo tipo mais comumente encontrado,
caracterizado por desconforto e sensacao dolorosa, sendo a mucosa jugal
a area mais acometida (Mollaoglu, 2000; Edwards, Kelsch, 2002).

O subtipo bolhoso é o mais raro, podendo apresentar
poucos milimetros a varios centimetros de diametro. Manifestando-se
como bolhas que se rompem formando superficies ulceradas e doloridas,
existindo normalmente na periferia 0 padrao de estrias queratéticas.
Manifestam-se mais comumente na mucosa jugal, particularmente em
regidao péstero-inferior adjacente a area de segundo e terceiro molares
(Mollaoglu, 2000; Edwards, Kelsch, 2002).

O LP tende a ter curso crénico com episodios de
exacerbacbes agudas, com areas eritematosas ou erodidas que se
desenvolvem paralelamente com sensibilidade ou dor, quase sempre
associadas a periodos de estresse psicolégico, ansiedade, trauma
mecanico (fenbmeno de Koebnaer) e de irritantes, como o cigarro e a
placa dentaria (Ismail et al., 2007).

O diagnéstico clinico de LP bucal torna-se mais facil
quando ha a presenca de lesdes de pele. O clinico deve considerar o
carater bilateral e acometimento multi-regional (Mollaoglu, 2000).

Quanto aos achados histopatolégicos do LP bucal,
existem trés classicos: revestimento queratinizado (orto ou
paraqueratinizacdo), denso infiltrado linfocitario em banda na lamina
propria e liquefacao degenerativa de camada de célula basais, levando a
formacao dos corpos de Civatte, com a aparéncia de corpos eosinofilicos
homogéneos ou hialinos, demonstrando apoptose celular. Outro
fendmeno inerente ao histoloégico do LP é a presenca de acantose, o qual
redunda na configuracao de estrias de Wickham (Eisenberg, 2000), que
também podem apresentar hiperqueratinizacdo do epitélio (Ismail et al.,
2007).

Caso a superficie esteja ulcerada, os achados
histopatoldgicos serdo de processo inflamatério crdénico nao-especifico.
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Assim sendo, o clinico deve ter cuidado na escolha de regido expressiva
e ndo ulcerada na coleta de material (Edwards, Kelsch, 2002).

Sem tratamento especifico, a abordagem terapéutica do
LP bucal foca-se apenas ao alivio dos sintomas, ja que nao existe uma
conduta de manejo padronizada totalmente satisfatéria e definitiva
(Edwards, Kelsch, 2002; Ismail et al., 2007; Lodi et al., 2007). A remocéao
de placa e calculos dentérios faz-se necessaria, ja que a ma higiene bucal
é relacionada com episédios de agudizacdo; outros irritantes locais
também devem ser removidos (Edwards, Kelsch, 2002).

Grande parte dos pacientes que possuem lesdes de LP
bucal ndo apresenta queixa de sintomatologia, sendo necessario apenas
acompanhamento para reavaliacdo das lesées (Edwards, Kelsch, 2002;
Ismail et al., 2007). Entretanto, as formas erosivas e atréficas mostram-se
quase sempre sintomaticas, sendo necessario maior acompanhamento
profissional e empenho do mesmo no alivio dos sintomas (Edwards,
Kelsch, 2002; Ismail et al., 2007).

Os corticosterdides sdo os farmacos mais usados no
manejo de lesdes de LP com sintomatologia, isto por sua efetiva agdo de
supressdo sobre imunidade mediada por células; sendo os
corticosterbdides tdpicos a primeira escolha no tratamento (Edwards,
Kelsch, 2002; Ismail et al., 2007; Anuradha et al., 2008). Outros
tratamentos sdo recomendados a pacientes que nao respondem ao
manejo com corticosterdides tépicos, sendo estes o uso de
corticosterdides intralesionais ou de corticosterodides sistémicos (Mollaoglu
2000; Edwards, Kelsch, 2002).

Muitas outras formas de tratamento tém sido descritas e
avaliadas em estudos, porém ainda sem demonstrar maior eficacia em
relagdo as formas de tratamento citadas acima, entre elas o uso de
medicamentos  tOpicos imunossupressores, agentes  sistémicos,
fototerapia (McCreary, McCartan,1999) e terapia a laser (Cafaro et al.,
2010).
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O tratamento cirdrgico ndo tem sido recomendado,
principalmente em lesdes erodidas ou atréficas, ja que o trauma cirurgico

pode induzir a formacao de novas lesdes na area (Mollaoglu, 2000).

2.1.1 Potencial de transformag¢ao maligna

Existe controvérsia sobre a possibilidade do LP bucal ser
precursor do CCE de boca. Esta possibilidade tem sido estudada por
varios autores nos ultimos anos, porém, sem conclusdes efetivas de que
as lesdes tenham algum potencial de transformacdo maligna. O grande
problema em estudos que avaliam o potencial de transformag¢ao maligna
do LP é a néo existéncia de um padrdo de critério para o diagnéstico do
mesmo (Eisenbegr, Krutchkoff, 1992).

Além disso, tem sido relatado o diagndéstico incorreto de
lesbes epiteliais com atipias (displasias) e com aparéncia liquendide
mimetizando lesées de LP, o que coaduna ao grande numero de casos
considerados como transformagdao maligna de LP (Ilsmail et al., 2007).
Van der Meij et al. (2003) discute se o desenvolvimento de carcinoma seja
parte da evolugdo natural da doenca, ou seja, atribuido a fatores
extrinsecos ainda desconhecidos, que néo o alcool e o tabaco.

Gorsky et al. (1996) realizaram acompanhamento de 157
pacientes com a doenca e relacionaram o LP bucal com transformacéao
maligna em dois casos, ambos sem histéria de uso de tabaco e alcool
pelos pacientes.

Hietanen et al. (1999) observaram transformacgdes
malignas de lesdes de LP bucal, sendo as formas atréficas e erosivas as
mais associadas a estas transformagdes. Além disso, pontuaram que, nos

locais de transformagéao maligna, havia infecgao fungica concomitante.
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Rajentheran et al. (1999) declararam que o risco de
transformacdo maligna do LP bucal era baixo, ressaltando o uso de
tabaco e alcool pelos pacientes acometidos, e também registraram uma
maior prevaléncia de pacientes do sexo masculino, entre os que tiveram
transformacao maligna, e que a lingua foi o sitio mais acometido.

Eisen (2002) realizou acompanhamento de 723 pacientes
com a doenca, num periodo de seis meses a oito anos, e também
relacionou o LP bucal com transformacdo maligna, enfatizando o uso de
tabaco e éalcool pelos pacientes acometidos e a presenca de infec¢do por
Candida albicans nestas lesdes. O autor afirmou ser fundamental o
acompanhamento periédico dos pacientes acometidos por esta doenca, ja
que em seus achados houve o desenvolvimento do CCE bucal em 0,8%
dos locais previamente diagnosticados como LP bucal.

Gandolfo et al. (2004), através de acompanhamento de
402 pacientes do norte da Itdlia com diagnéstico de LP bucal no periodo
de 1988 a 1999, encontraram que dois homens e sete mulheres
desenvolveram CCE bucal, demonstrando risco maior entre as mulheres.
Os autores ainda indicam que os pacientes com lesdes de LP bucal
devem ter cuidadoso acompanhamento para permitir a detec¢cao precoce
de transformagao maligna.

Ingafou et al. (2006), atraveés de acompanhamento de 690
pacientes com diagnédstico de LP bucal, depararam-se com transformagéao
maligna em dez casos, trés dos quais eram do tipo lesées em placa.

Xue et al. (2005) avaliaram 674 pacientes, entre 1963 e
2003, dos quais aproximadamente 0,65% apresentaram desenvolvimento
de CCE bucal em locais previamente diagnosticados como LP bucal.
Além disso, nenhuma lesdo maligna se desenvolveu a partir de lesédo
reticular tipica. Os autores ainda indicam o acompanhamento dos
pacientes com LP em longo prazo.

Porém, em todos estes estudos citados nédo foi elucidada
a razdo da transformacao maligna. Para Mignogna et al. (2004) h& sinais
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suficientes de que processos inflamatoérios crénicos, como o LP bucal,
criem um micro-ambiente favoravel, influenciando, de forma crucial, na
iniciagdo e promocgao da doenga maligna epitelial. Estes autores ainda
sugerem este microambiente pode levar a maior sensibilidade a agentes
cancerigenos ambiental convencionais, como o tabaco e o alcool.

Gonzélez-Moles et al. (2006) acreditam que a
transformacado maligna seja favorecida por alteracbes na expressao de
proteinas com funcdo de regulacdo de mecanismos de proliferacao
celular e apoptose. No LP bucal, as células da camada basal séo
danificadas e a auséncia de apoptose aparece como um mecanismo para
a preservacao do epitélio, ja que a morte por apoptose inviabilizaria as
células basais responsaveis pela regeneracao epitelial. Os autores
concluem que a transformag¢do maligna poderia ser favorecida por falha
do sistema de p53. Assim, as células atacadas pelos linfocitos T, que néo
sofreram apoptose e nao foram controladas por proteina p53, poderiam
acumular eventos moleculares oncogénicos suficientes para o
desenvolvimento de um fendétipo maligno.

Por outro lado, alguns autores, com base em estudos
retrospectivos subsidiados na literatura, ndo encontram evidéncias de
efetivo potencial de transformacao maligna do LP bucal.

Eisenberg e Krutchkoff (1992) afirmaram que diagndsticos
iniciais equivocados ou mal documentados sdo os principais argumentos
contra o possivel potencial de transformagdo maligna do LP. Cortés-
Ramirez et al. (2009) concluiram que é necessario estabelecer diretrizes
claras de diagnéstico e terapéutica para ter um prognéstico confiavel.

Ismail et al. (2007), mesmo n&o levando em consideracao
o possivel potencial de transformacao maligna do LP bucal, recomendam
o acompanhamento dos casos e a realizacdo de bidpsia em caso de
mudancgas no aspecto clinico das lesdes e/ou manifestacdo de sintomas.
O autor ressalta que, mesmo que o LP bucal ndo seja uma doenca com
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potencial de transformacao maligna, o paciente pode desenvolver outra
doenca concomitante, que poderia ser maligna.

Eisenberg (2000) discute que grande parte dos casos de
transformacdo maligna descritos na literatura ndo deveriam ser assim
considerados, pois no momento do diagndstico inicial exibiram graus
variados de atipia epitelial, devendo ser diagnosticados como uma
entidade histopatoldgica distinta, a displasia liquendide (DL). Contudo,
deve ser considerada a observagao de Lodi et al. (2005) de que o prdprio
processo inflamatorio presente no LP bucal € capaz de levar ao
aparecimento de alteracdes celulares semelhantes as encontradas na
atipia epitelial, levando a grande dificuldade em diferencia-lo da DL.
Krutchkoff e Eisenberg (1985) concluiram que a presenca de atipias
epiteliais € um forte indicio de potencial de transformacéo maligna, desta
forma, a DL, e ndo o LP, deveria ser classificada como uma desordem
potencialmente maligna.

Entretanto, Van der Meij e Van der Waal (2003) pontuam
que as lesdes liquendides que apresentam atipias epiteliais devem ser
tratadas como qualquer outra displasia epitelial (DE) e consideraram o
diagnoéstico de DL equivocado. No mesmo estudo, os autores propdem
que, para o diagnéstico de LP bucal, sejam incluidos critérios clinicos e
histopatolégicos, salientando que o diagnéstico de leséo liquendide bucal

deve ser restrito aos casos em que:

a) as lesdes sejam clinicamente tipicas, mas
histologicamente compativeis com LP;
b) as lesbes sejam clinicamente compativeis e
histologicamente tipicas com LP ou;
c) as lesdes sejam clinica e histopatologicamente
compativeis com LP.
Aguirre (2008) propbs uma nova classificacdo em que

varios processos seriam genericamente denominamos como doenga
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liquendide bucal, com cinco subdivisbes: LP muco-cutédneo, LP mucoso,
LP bucal, lesdo reativa liquendide bucal e lesdo liquendide bucal
idiopatica. Para o diagnostico de LP muco-cutdneo deveria haver
presencga de multiplas papulas brancas reticulares, bilaterais e simétricas
em mucosa bucal associadas a papulas brancas em outras mucosas e
papulas pruriginosas em pele. No LP mucoso haveria a presenca de
multiplas pépulas brancas reticulares, bilaterais e simétricas apenas em
mucosa bucal e outras mucosas. O LP bucal se caracterizaria por lesdes
semelhantes, mas com o acometimento apenas bucal. A lesédo reativa
liquendide bucal apresentaria papulas brancas reticulares unilaterais em
mucosa bucal com causa identificavel. Finalmente, a lesdo liquendide
bucal idiopatica se caracterizaria por lesées semelhantes, porém sem

causa identificavel.

2.2 Mecanismo de constituicao das neoplasias malighas

Em condi¢cdes normais, ha controle preciso sobre a taxa
de proliferacdo de cada tipo celular. Os genes que codificam proteinas
ativas neste processo podem ser subdivididos em: protoncogenes, genes
supressores de tumor e genes reguladores de apoptose. Em células
neoplasicas ha a perda deste controle, passando estas a se proliferar de
forma independente (Omelyanchuk, 2004).

A apoptose, morte celular programada, € causada pela
ativacdo das caspases, da familia das cisteinilproteases (Schimmer
2004). Este mecanismo tem como alvo o controle da renovagao celular ou
a destruicdo de células alteradas irreversivelmente.

Tanda et al. (2000) sugerem que as alteracbes genéticas
de proteinas que estdo envolvidas na regulacdo deste processo, pro-
apoptéticas ou anti-apoptoéticas, antecedem o0s principais eventos
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morfolégicos na neoplasia epitelial. Além disso, pode haver alteracdo nos
mecanismos de regulacdo em nivel transcricional, translacional e pos-
translacional, corrompendo a manutencdo da homeostase celular (Kim,
Baek, 2006).

2.3 Proteinas p53, MDM2 e SUMO-1 — Definicoes e funcdes basicas

2.3.1 Proteina p53

O gene p53 se localiza no braco curto do cromossomo
humano 17p13.1 e codifica uma fosfoproteina nuclear, a p53, que
apresenta 393 amimoacidos e trés principais dominios funcionais: um
dominio de ativacado transcricional, um de ligacdo as sequéncias
especificas de DNA e um de regulacdo (May, May, 1999).

Durante o desenvolvimento normal da célula, a proteina
p53 ndo € necessaria, apresentando baixos niveis celulares, devido sua
curta meia-vida. Entretanto, em situacdes de estresse celular sua
producédo é estimulada com o objetivo de manutencao da integridade do
genoma, controle do ciclo celular e promocao de apoptose. As varias
isoformas de p53 sdo reguladas através de mecanismos pos-
transcricional, o que acontece pela interacdo de p53 com outras proteinas
(Kim, Baek, 2006).

A forma selvagem da proteina p53 € descrita como tendo
efeito negativo sobre a proliferagéo celular e de bloqueio do ciclo celular
na fronteira entre as fases G1 e S. Este padrdo de regulacdo muda se
p53 sofre mutagcdo, possivelmente resultando em aumento da atividade
proliferativa. No caso da carcinogénese bucal, a superexpressao desse

gene esta associada com a rapida proliferacao das células neoplasicas,
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apesar de ndo ser a unica causa do aumento da proliferagéo (Girod et al.,
1998).

Stoll et al. (2000), ap6s avaliagdao imunoistoquimica de
107 casos de CCE de orofaringe, concluiram que a funcado do tipo
selvagem da proteina p53 estava alterada em metade dos casos de CCE
no estudo. Sousa et al. (2009b) sugeriram que no CCE bucal ha
significativa alteragdo da expressdo do gene p53, podendo ser
encontrado em mutacdo, o que pode gerar alteracbes conformacionais
e/ou estruturais levando a desativacdo da proteina, aumentando sua
meia-vida, levando-a a ser mais identificada em estudos de

imunoistoquimica.

2.3.2 Proteina MDM2

O gene mdm2 é um protooncogene localizado no
cromossomo humano 12q13-14, o qual codifica a proteina MDM2 (murine
double minute-2) que € uma fosfoproteina nuclear, e se comporta como
uma ubiquitina-ligase (Katayama et al.,, 2007). Sua superexpressao €
observada em muitas neoplasias malignas em humanos, o que pode
apontar seu envolvimento na carcinogénese (Momand et al., 2000).

A principal fungdo de MDM2 ¢é ubiquitinar, levando a
degradacao da proteina supressora de neoplasias p53, podendo se ligar
tanto a forma selvagem quanto a mutante. Além dessa funcdo, essa
proteina bloqueia a interacdo de p53 com instrumentos pds-
transcricionais, esta envolvida na translocacao de p53 para o citoplasma,
removendo-o de seu local de acdo, e tornando-o disponivel para a
ubiquitinacdo. Assim, a proteina MDM2 suprime a capacidade de p53 de
ativar genes responsaveis pela reparacdo ou apoptose, mas também
promove degradacdo de p53 por ubiquitinacao reprimindo a resposta
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celular ao estresse (Meek, Knippschild, 2003). Além disso, ha controle por
feedback, enquanto p53 ativa o gene mdm2, altas concentragbes da
proteina MDM2 inibem o gene da p53 (Dong et al., 2003).

Esta proteina ainda apresenta fungdes independentes de
p53 (Daujat et al., 2001), além de poder sofrer auto-ubiquitinagcdo e
degradacao (Katayama et al., 2007).

A regulacdo das quantias celulares e a estabilidade da
proteina MDM2 ocorrem em diferentes niveis, desde a expressao do gene
mdm2, intera¢des entre proteinas e localizagdo intracelular de moléculas.
Além destas formas de regulacdo, diversas modificacbes pds-
transcricionais podem influenciar diretamente na regulagdo de MDM2
(Meek, Knippschild, 2003).

O balanco entre a autoubiquitinacdo e a ubiquitinagéo de
substratos, realizado por MDM2, € modulado fisiologicamente por um
modificador pés-transcricional chamado pequena proteina modificadora
semelhante a ubiquitina-1 ou SUMO proteinas-1 (SUMO-1) (Meek,
Knippschild, 2003), havendo um predominio da isoforma sumoilada de
MDM2 (Buschmann et al., 2000).

2.3.3 SUMO proteina - 1

As proteinas SUMO sdao uma familia de pequenas
proteinas que estdo associadas covalentemente ou destacadas de outras
proteinas nas células, alterando a sua fungéao (Meek, Knippschild, 2003).
Sua acao é dirigida por uma cascata enzimatica analoga a envolvida na
ubiquitinacdo, mas em contraste com a ubiquitina, as SUMO proteinas
nao sdo utilizadas para degradacdo (Daujat et al., 2001), na verdade
remetendo a proteina alvo a novas propriedades biolégicas por fornecer



30

uma nova interface para a interacao entre esta e outras proteinas (Kim,
Baek, 2006).

Sua associagcdo as proteinas alvo é um processo
dindmico chamado de SUMOilacdo, sendo uma modificacdo pobs-
transcricional reversivel em resposta a estimulos, envolvida em diversos
processos celulares, o qual pode afetar a localizacao subcelular de seus
substratos, estabilidade de ligacbes ao DNA, interagcbes com outras
proteinas ou sua ativacdo. Assim sendo, as SUMO proteinas estédo
ligadas a regulacdo do ciclo celular, a manutencdo da transcricdo e da
integridade do genoma (Kim, Baek, 2006).

Mais de vinte proteinas foram identificadas como alvo de
SUMOilacao, podendo pertencer a varias categorias, desde fatores de
transcricdo, transdutores de sinal, reguladores génicos até enzimas e
proteinas virais. Normalmente, apenas uma pequena fragcdo dessas
proteinas € SUMOilada, sendo a modificacao revertida pela acao de
enzimas de deSUMOilacao (Kim, Baek, 2006).

Trés isoformas principais de SUMO proteinas nos seres
humanos sdo descritas na literatura, estas sdo nomeadas de SUMO-1,
SUMO-2 e SUMO-3 (Saitoh, Hinchey, 2000). Apesar de sequéncias
protéicas diferentes, elas utilizam os mesmos sistemas enzimaticos para
sua ligagdo as proteinas alvo, além de seguirem 0S mesmos passos
durante essas ligagdes (Kim, Baek, 2006).

A SUMOilacédo é um importante componente do aparelho
de controle da expressao génica (Meek, Knippschild, 2003), estando seu
fluxo alterado no cancer humano, sendo apontada como importante no
curso da carcinogénese (Katayama et al., 2007).

Como ja mencionado anteriormente, a proteina MDM2
também €& alvo de SUMOilacdo (Meek, Knippschild, 2003; Kim, Baek,
2006). Assim, a remocao de SUMO-1 da proteina MDM2 SUMOilada
conduz a autoubiquitinacdo de MDM2, o que resulta em estabilizacdo de
p53, deixando-o livre para desempenhar sua funcdo na supressao
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neoplasica (Daujat et al., 2001). Assim, a diminuigdo da sumoilagédo de
MDM2 esta relacionada a altos niveis de p53 (Buschmann et al., 2000).
Além disso, segundo Kim e Beak (2006), pode ocorrer a interagao direta
entre p53 e SUMO-1 resultando em estabilizacao de p53.

2.4 Proteinas p53, MDM2 e SUMO-1 — Expressao em neoplasias e
no liquen plano bucal

Algumas alteragdes genéticas tém sido reconhecidas
como importantes neste processo de carcinogénese (Katayama et al.,
2007). Girod et al. (1998) propéem que a analise imunoistoquimica da
proteina p53 € um método facil para detectar a sua superexpressao,
apesar de existir dificuldade na comparacao de dados devido a falta de
padronizacdo nestas anadlises. Eles destacam que a intensidade de
coloragdo pode depender, em grande parte, das técnicas de
processamento do tecido, que antecedem a técnica de imunoistoquimica
propriamente dita. Entretanto, concluem que ha alteracbes na expressao
de p53 em lesd6es malignas e ressaltam que o estudo de sua expressao
pode ser especialmente Util para lesdes pequenas que tenham potencial
de transformag&o maligna.

Em lesbes que tenham comprovadamente potencial de
transformacao maligna ha a superexpressao de p53, sendo estas também
avaliadas através de estudos de imunoistoquimica, assim como no CCE
(de Freitas et al., 2008).

Ha um aumento da expressao da proteina p53 em lesdes
de LP bucal quando comparada a tecidos normais (Hirota et al., 2002).
Como o LP bucal é uma doencga inflamatoria, € sabido que ha dano no
DNA, modificando o nivel das isoformas de p53 comparavel ao que
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acontece em danos por exposicdo a luz ultravioleta (Ebrahimi et al.,
2008).

Valente et al. (2001) demonstraram que pacientes
afetados pelo LP bucal com posterior desenvolvimento de CCE mostram
alteracées na expressao de p53. Os autores ainda concluem que um
estudo prospectivo poderia determinar se a utilizagcdo da técnica de
imunoistoquimica apresenta valor preditivo nestes casos.

Todavia, a taxa de transformacao maligna de LP bucal é
baixa, podendo ser explicada pela ativagdo do sistema de p53. Esse
exerce uma agao de promoc¢ao na reparacao de danos de DNA, sendo os
casos de transformacdo maligna correspondentes as situacoes
especificas em que p53 se encontra inativada (Gonzalez-Moles et al.,
2008).

Ogmundsdéttir et al. (2009) analisaram 55 casos de CCE
bucal, 47 de lesdes bucais hiperqueratéricas e 48 casos de LP bucal,
concluindo que lesdes iniciais de LP bucal podem apresentar mutacdes
do gene p53, sem que ocorra a transformacao maligna por muitos anos.
Nos casos de CCE, os autores ndo encontraram nenhuma relagéo entre a
expressao dessa proteina mutada e a recorréncia ou morte por CCE.
Apesar disso, os autores associam a expressao da proteina p53 mutada
com uma menor sobrevida em pacientes expostos a fatores de risco.

Como ja mencionado, a proteina p53 pode ser regulada
através de sua interagdo com a proteina MDM2, que desempenha papel
regulador negativo sobre p53 (Daujat et al., 2001). A funcdo de MDM2,
por sua vez, € modulada fisiologicamente pela proteina SUMO-1 (Meek,
Knippschild, 2003).

Tanda et al. (2000) avaliaram imunoistoquimicamente a
expressao de proteinas p53 e MDM2 em 13 casos de leucoplasia de
mucosa bucal e em 10 casos de LP bucal. Os casos de leucoplasia foram
positivas para p53 e MDM2, sendo a pigmentacdo distribuida nas
camadas epiteliais basais e parabasais. LP bucal também foi positivo para
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p53 e MDM2, sendo distribuida predominantemente no estrato basal da
mucosa, 0 que pode ser justificado pelo fato do LP ser caracterizado pela
degeneracao da camada basal em banda devido a inducéo da apoptose
dos queratindcitos pelos linfécitos. Os autores destacam que a
leucoplasia apresenta maior potencial de transformagé&o maligna que o LP
bucal e ainda enfatizam que os resultados poderiam indicar a potencial
capacidade de transformacdo maligna dessas lesdes, apesar de nao
demonstrarem dados adicionais a respeito da progressao tumoral e
metastatica.

Yanamoto et al. (2002) avaliaram 69 casos de CCE bucal
e concluiram que a superexpressdo de MDM2 esta associada a
proliferacao da neoplasia, sugerindo que a inativacao do tipo selvagem da
proteina p53 por proteina MDM2 € sinérgica a esta. Os autores ainda
apontam que a superexpressao destas proteinas demonstra correlagéo
com progndstico desfavoravel para a doenca.

De Freitas et al. (2008) avaliaram a expresséo de p53 e
MDM2 em queilite actinica e observaram que havia superexpressao de
ambas, sendo a expressdo de p53 mais intensa. Os autores concluiram
que a superexpressdo de MDM2 estd associada ao aumento de
transformagao maligna.

Katayama et al. (2007) analisaram a expressdao de MDM2
e SUMO-1 em amostras de CCE bucal comparando com tecidos normais;
observaram superexpressao do gene SUMO-1 em CCE bucal em relacéo
ao tecido normal. Os autores concluiram que a interacdo de MDM2 e
SUMO-1 tem grande associagao com a proliferacao celular, pois a MDM2
alterada € menos degradada, o que aumenta a sua atividade sobre p53.
Ainda, demonstraram que o0s pacientes com CCE bucal que
desenvolveram recorréncias locais apds tratamento tenderam a ter uma
maior expressao de MDM2 do que os pacientes sem recidiva local,
enquanto os pacientes com aumento de ambas as proteinas

apresentaram pior prognostico.
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N&ao foram encontrados na literatura relatos de avaliacéo
da expressao da proteina SUMO-1 em lesdes de LP bucal.



3 PROPOSICAO

A proposicdo da pesquisa foi analisar a expressdo das
proteinas p53, MDM2 e SUMO-1 nas células epiteliais em LP bucal e
comparar a expressao das mesmas com aquela observada em DE bucal
e no CCE bucal.



4 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEPh) da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos (FOSJC) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), sob o protocolo n° 045/2009-PH/CEP, e da da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP), sob o protocolo n®
44/10 (Anexos A e B).

4.1 Casuistica

Blocos de parafina com quantidade de material
representativo das lesdes foram selecionados dos arquivos do Laboratério
de Patologia Bucal da FOSJC - UNESP e do Laboratério de Patologia
Bucal da FOUSP, os quais foram compostos por:

a) 5 casos de mucosa jugal com aspecto clinico de
normalidade (MN), obtidas da periferia de
lesbes de hiperplasia fibrosa inflamatéria bucal
(HFI);

b) 25 casos de HFI focal em mucosa jugal;

c) 65 casos de LP de mucosa jugal (lesbes
reticulares bilaterais e simétricas seguindo os
critérios de Van der Meij e Van der Waal em
2003; e diagnosticadas segundo os critérios
histopatolégicos de Eisenberg em 2000);
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d) 16 casos de DE de mucosa jugal;
e) 19 de CCE de mucosa jugal.
Os casos de MN e HFI foram incluidos para que houvesse
parametro de comparacdo com o tecido normal e com tecido

apresentando inflamacao crénica, respectivamente.

4.2 Critérios Diagndsticos

Os cortes das lesdes foram corados pela técnica da
hematoxilina-eosina e submetidos a estudo histopatolégico em
microscopia de luz, que foi realizado por trés patologistas experientes,
apds calibragcéo, utilizando-se indice Kappa de Cohen para avaliar a
variabilidade interobservador. O diagnéstico histopatolégico do LP bucal
foi realizado de acordo com os critérios de Eisenberg (2000) (Quadro 1) e
a DE segundo os critérios da OMS (Barnes et al., 2005) (Quadros 2 e 3).
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Quadro 1 - Critérios histologicos para o diagnéstico do liquen plano bucal

Achados Essenciais

Liquefacdo da camada basal

Infiltrado linfocitario intenso disposto em faixa subjacente ao

epitélio com apagamento da camada basal

Padrdo normal de maturagédo das células epiteliais

Outros Achados

Cristas interpapilares em forma de “dentes-de-serra”
Hiperparaqueratose
Corpos de Civatte

Separacao do epitélio da lamina prépria

Critérios de exclusao

Células com nucleo aumentado e/ou hipercromatico
Prevaléncia de disqueratose

Aumento do numero de mitoses ou mitoses atipicas
Projecdo dos cones epiteliais em “gota”

Auséncia de liguefacdo da camada basal

Perda da estratificagdo do epitélio

Infiltrado inflamatorio heterogéneo

Extensao do infiltrado para a profundidade

Infiltrado perivascular

Fonte: Eisenberg, 2000.
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Quadro 2 - Critérios histologicos para o diagndstico da displasia epitelial

Achados na arquitetura

Achados na citologia

e Estratificacao epitelial irregular

e Perda da polaridade das
células basais

e Hiperplasia das células basais

e Projecdes epiteliais em forma
de gota

e Aumento do numero de figuras

mitoticas
e Mitoses em camadas
superficiais

e Ceratinizacao individual

Variagdo anormal do tamanho
nuclear

Pleomorfismo nuclear
Variagdo anormal do tamanho
celular

Pleomorfismo celular

Perda da relacao nucleo-
citoplasma

Aumento do tamanho nuclear
Figuras de mitose atipicas
Aumento do tamanho e numero
de nucléolos

Hipercromatismo

Fonte: Barnes et al., 2005.

Quadro 3 - Critérios histologicos para o diagnéstico da displasia epitelial

Displasia Epitelial

Leve Moderada Severa

Atipias celulares e
anormalidades

estruturais restritas ao | estruturais presentes

terco inferior do

epitélio epitélio

Atipias celulares e

anormalidades

em dois tercos do

Atipias celulares e
anormalidades
estruturais em mais de

dois tercos do epitélio

Fonte: Barnes et al., 2005.
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Salienta-se que, segundo a OMS, o grau de atipia
citologica deve ser levado em consideragdo. Assim, na presenca de
grande atipia celular em uma lesdo, esta deve ser classificada como
displasia severa, mesmo se ndo houver nenhuma extensao destas atipias
para o tergo superior do epitélio (Barnes et al., 2005).

Além de enquadrados nos critérios da OMS, as amostras
de DE bucal foram classificadas de acordo com o sistema binario de
Kujan et al. (2006) que propdéem um método baseado nos mesmos
critérios morfolégicos de alteracbes em arquitetura e citologia utilizados
pela classificacdo da OMS 2005, contudo, divide as lesGes de acordo com
o potencial de transformacao maligna, classificando-as em lesdes de alto
risco e de baixo risco (Quadro 4).

Quadro 4 - Critérios histologicos para o diagnéstico da displasia epitelial

Alto risco Baixo risco
2 4 achados na arquitetura < 4 achados na arquitetura
= 5 achados na citologia < 5 achados na citologia

Fonte: Kujan et al., 2006

O grau de diferenciacao celular das lesées de CE foram
classificadas como bem diferenciado, moderadamente diferenciado e
pouco diferenciado, de acordo com a classificagdo recomendada pela
OMS (Barnes et al., 2005) (Quadro 5).
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Quadro 5 - Critérios histologicos para o diagnédstico do carcinoma de

células escamosas

Parametros Caracteristicas

Predominio de células imaturas

Pouco diferenciados Numerosas mitoses tipicas e atipicas

Minima ceratinizacao

Certo grau de pleomorfismo nuclear e
Moderadamente atividade mitotica

diferenciados __~
Pouca ceratinizacao

Arquitetura tecidual semelhante ao normal do

Bem diferenciados N
epitélio escamoso

Fonte: Barnes et al., 2005.

4.3 Técnica Imunoistoquimica

O material tecidual foi obtido a partir de fragmentos de
lesbes previamente fixados em formol a 10% e emblocados em parafina.
Os blocos selecionados foram submetidos a cortes de 3 um de espessura
e fixados em laminas antecipadamente tratadas com organosilano (DAKO
Corporation, Glostrup, Denmark), necessario para maior aderéncia dos
cortes a lamina. Posteriormente, foram desparafinados em dois banhos
de xilol, em que o primeiro foi realizado por 30 minutos a uma temperatura
de 60° C e o segundo por 20 minutos a temperatura ambiente.

A seguir os cortes foram reidratados em uma série de
banhos descendentes de etanol, sendo as concentracdes de 95%, 85% e
80%, durante 5 minutos cada banho. Os cortes foram imersos por 10

minutos em solugéo de hidréxido de aménia a 10% em etanol a 95% para
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a remocao do pigmento formdlico. Apds esse procedimento, foi realizada
a lavagem com agua deionizada (02 banhos).

Para recuperacao antigénica da proteina p53 e SUMO-1
foi utilizada a solucao de EDTA (1mM-pH 8.0) (Fisher Scientific, Suwanee,
USA) em banho-maria a 95°C, durante 30 minutos.

Para recuperacdao antigénica das proteinas MDM2 foi
utilizado acido citrico monoidratado (10mM-pH6.0) (Merck, Darmstadt,
Germany), deixando-se em banho-maria 95°C, durante 30 minutos.

Apbs este procedimento as laminas foram lavadas em
agua deionizada por 10 minutos. O préximo passo foi o bloqueio da
peroxidase enddgena, em que foi dado 2 banhos de 5 minutos, em
solugdo de peroxido de hidrogénio 20 volumes (6%) e metanol (1:1). Em
seguida, as laminas foram lavadas por 10 minutos em agua destilada,
seguidos por 2 banhos em agua deionizada.

Posteriormente, o material foi submetido a 3 banhos de 5
minutos em solugdo tampdo de TRIS (tri-hidroxi-metil-aminometano)
(DAKO Corporation, Glostrup, Denmark) com pH de 7.6 e, em seguida, foi
realizada a incubacdo com albumina bovina por uma hora, com
conseguinte secagem das laminas e incubacao com anticorpos primarios.

Os anticorpos primarios utilizados e suas concentracoes
estéo dispostos no quadro 5. Os tempos de incubacéo foram de uma hora
para p53 e de 18 horas para MDM2 e SUMO — 1.
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Quadro 6 - Anticorpos primarios

Anticorpos Tipo Concentracao Procedéncia Clones
p53 Monoclonal 1:50 Dako DO-7
Santa Cruz
MDM2 Monoclonal 1:100 _ SMP14
Biotechnology
Santa Cruz
SUMO-1 | Monoclonal 1:100 _ D-11
Biotechnology

Em seguida, foram dados 2 banhos em TRIS-pH 7.6, por
5 minutos cada lavagem.

A incubagcdo com os anticorpos secundario e terciario foi
realizada com kit LSAB (DAKO Corporation, Glostrup, Denmark) por 30
minutos. Apos isso, foram dados 2 banhos em TRIS-pH 7.6, por 5 minutos
cada lavagem.

Para a reacao de revelacdo foi utilizada solucdo de
cromogeno Diaminobenzidina (DAB) (DAKO Corporation, Glostrup,
Denmark) em concentracao de 0,02% por 10 minutos. O passo seguinte
foi a lavagem em &gua destilada e aplicacdo do contra-corante
hematoxilina de Mayer (Dindmica Quimica Contemporanea, Sao Paulo,
Brasil) por 10 minutos. Posteriormente, os cortes foram lavados
novamente em agua deionizada.

Apés esta etapa, os cortes foram desidratados em cadeia
ascendente de etandis (70°, 80° 90° e absoluto), e diafanizadas em 3
banhos de xilol e montadas em Tissue-Tek Mounting Medium (Sakura,
Torrance, USA) para exame ao microscopio de luz.

Para controle positivo foram utilizados os proprios cortes
de CCE da amostra (Katayama et al., 2007) para a expressao de p53,
cortes de osteossarcoma para expressao de MDM2 (Dong et al., 2003) e

cortes de seminoma para expressao de SUMO-1 (Berglund et al., 2008).
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Para realizagdo do controle negativo, os cortes supracitados foram
processados normalmente, porém, sem a incubagdo com o anticorpo

primario.

4.4 Analise das laminas tratadas pela técnica imunoistoquimica

A avaliagdo das laminas foi realizada por um unico
examinador, utilizando-se microscopia de luz, tendo como critério a
marcacao, ou nao, observada através da coloracdo acastanhada das
células. As coloracbes para p53 e MDM2 foram consideradas positivas
quando houve marcacdo nuclear e foram consideradas positivas para
SUMO-1 quando houve coloracao citoplasmatica e/ou nuclear.

O percentual de células positivas foi contado segundo o
método de Nakagawa et al. (1994), com contagem de 1.000 células em

um aumento de 400x. O quadro 6 demonstra a gradacéo de escores.

Quadro 7 — Escores

Escores

0 — menos de 5% das células positivas
1 — de 6% a 25% das células positivas
2 — de 26% a 50% das células positivas

3 — mais de 50% das células positivas

Fonte: Nakagawa et al., 1994.

A contagem foi realizada de forma manual dos hot spots
em campo de 1000 células em cada caso estudado. As imagens dos
campos foram obtidas em microscépio de luz Carl Zeiss Axio Imager A1

com aumento de 400x e camera Axiocam HRc acoplados a um sistema



45

computadorizado utilizado o software Axion Vision Release 4.6.3 SP1,
2007, que permitiu a contagem manual das células positivas dentro dos
parametros previamente estabelecidos através do software Image J.

4.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, bem como pela aplicacdo do teste exato de Fisher para
identificacdo de associagdo entre as variaveis analisadas, sendo que o

nivel de significancia adotado para todos os testes estatisticos foi de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da técnica de Histoquimica

Todas as amostras tiveram cortes corados pelo método de
hematoxilina e eosina, sendo, posteriormente, submetidos a estudo
histopatol6gico em microscopia de luz.

Todos os casos de LP bucal revelaram achados essenciais
para diagnéstico considerando os critérios de Eisenberg (2000).

A lista de critérios analisados para a DE bucal, assim como
os resultados em cada caso estdao descritos na tabela 1. A amostra
constou de 16 casos de DE em mucosa jugal; 10 representavam displasia
discreta, seis representavam displasia moderada e nenhum caso
representou displasia intensa. Na avaliacdo pelo sistema binario de
graduacao, proposto por Kujan et al. (2006), todos o0s casos

representaram baixo risco.
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Tabela 1 — Classificacao das displasias epiteliais (OMS e Sistema binario
de classificacdo). Alteracdo presente (+); Alteracdo ausente (-); Discreta
(D); Moderada (M); Intensa (I); Baixo grau (B); Alto grau (A).

Achados na arquitetura Achados na citologia
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5 - + - + + 3 + - + 2 D B
6 - o+ o+ - 3 - - + 1 D B
7 - + + + + + 5 + + + + 4 M B
8 B - - + B - 1 + + 2 D B
9 + + + + - 3 + + + + + 5 M B
10 - + + + + - 4 - + + 2 D B
11 + + + - - 3 - + + 2 D B
12 + + + - - 3 - + + 2 M B
13 + - + - + 3 - + + 2 D B
14 + + + - - 3 + + - - 2 M B
15 + + + + - 4 - + + + 3 M B
16 + + + + + + 6 + + + 3 M B

A amostra de CCE constou de 19 casos em mucosa jugal,
exibindo, no interior da lamina prépria, neoplasia epitelial arranjada em
cordées ou ilhotas, por vezes em continuidade com o epitélio de
revestimento. Seis casos eram bem diferenciados, nove casos

moderadamente diferenciados e quatro casos pouco diferenciados.
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5.2 Avaliacao da técnica de Imunoistoquimica

5.2. 1 Expressao Imunoistoquimica da proteina p53

Os resultados da analise imunoistoquimica para o
anticorpo anti-p53 obtidas nos espécimes estdo demonstrados na Figura

1 e podem ser visualizados na Figura 2.

pS3 CCE

DE
HFI
LP

MN

Figura 1 - Expresséo da p53 nas amostras estudadas por escores (0 - menos de 5% das
células positivas; 1 - de 5 a 25% das células positivas; 2 - de 25% a 50% das células
positivas; 3 - mais de 50% das células positivas).
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Figura 2 - Padrdo de marcagdo do anticorpo anti-p53 (200x). A) Mucosa normal; B)
Hiperplasia fibrosa inflamatoria; C) Liquen plano; D) Displasia epitelial; E) Carcinoma de
células escamosas.

O teste de Kolmogorov-Smirnov nao revelou haver
diferenca estatisticamente significante entre a expressao da p53, quando
comparado o LP com a DE (p=0.2042) e o LP com o CCE (p=0.0656).
Contudo, esta difere quando o LP é comparado a HFI (p=0.00001) e a MN
(p=0.0007).
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5.2. 2 Expressao Imunoistoquimica da proteina MDM2

Os resultados da analise imunoistoquimica para o
anticorpo anti-MDM2 obtidas nos espécimes estdo demonstrados na
Figura 3 e podem ser visualizados na Figura 4.

MMD2 CCE
DE
HFI
LP
MN

Figura 3 - Expressdo da MDM2 nas amostras estudadas por escores (0 - menos de 5%
das células positivas; 1 - de 5 a 25% das células positivas; 2 - de 25% a 50% das células
positivas; 3 - mais de 50% das células positivas).
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Figura 4 - Padrdo de marcacédo do anticorpo anti-MDM2 (200x). A) Mucosa normal; B)
Hiperplasia Fibrosa inflamatéria; C) Liquen plano; D) Displasia epitelial; E) Carcinoma de
células escamosas.

O teste de Kolmogorov-Smirnov nao revelou haver
diferenca estatisticamente significante entre a expressdo da MDM2
quando comparado o LP com a DE (p=1.0) e o LP com o CCE
(p=0.9972). Contudo, esta difere quando o LP é comparado a HFI
(p=0.0005) e a MN (p=0.0052).
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5.2. 3 Expresséo Imunoistoquimica da proteina SUMO-1

Os resultados da analise imunoistoquimica para o
anticorpo anti-SUMO-1 obtidas nos espécimes estdo demonstrados na

Figura 5 e podem ser visualizados na Figura 6.

SUMO-1 CCE
DE
HFI
LP
MN

Figura 5 - Expressao da SUMO-1 nas amostras estudadas por escores (0 - menos de 5%
das células positivas; 1 - de 5 a 25% das células positivas; 2 - de 25% a 50% das células
positivas; 3 - mais de 50% das células positivas).
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Figura 6 - Padrao de marcagao do anticorpo anti-SUMO-1 (200x). A) Mucosa normal; B)
Hiperplasia Fibrosa inflamatéria; C) Liquen plano; D) Displasia epitelial; E) Carcinoma de
células escamosas.

O teste de Kolmogorov-Smirnov revelou haver diferenca
estatisticamente significante entre a expressao da SUMO-1 quando
comparado o LP com a DE (p=0.0492) e o LP com o CCE (p=0.0001).
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Contudo, esta diferenca nao foi observada quando o LP é comparado a
HFI (p=1.0) e a MN (p=0.8302).

5.2. 4 Expressao de p-53, MDM2, SUMO-1 versus gradacdo das
displasias epiteliais.

A amostra de casos de DE foi escassa e néo foi possivel
realizar uma correlacao entre a gradacdo da DE e a expressdo das
proteinas estudadas (tabela 3).

Tabela 2 - Expressédo de p53, MDM2 e SUMO-1 em diferentes graus de
displasias epiteliais

Escore

Graus de diferenciacao

Discreta
p53 Moderada

Discreta
MDM2 Moderada

= ol N KD

Discreta
SUMO-1 Moderada

A~ 21 O O ©O O] ©
O O ©O O © O] =
W o o1 ©f o1 O W

o O

5.2.5 Expressao de p-53, MDM2, SUMO-1 versus gradacado dos

carcinomas epidermdides
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A amostra de CCE constou de 19 casos, seis foram classificados como
bem diferenciados, nove como moderadamente diferenciados e quatro
como pouco diferenciados, como demonstra a tabela 2. O teste exato de
Fisher ndo mostrou correlagdo entre os CCE bem diferenciados
(p=0,5439), moderadamente diferenciados (p=0,2632) e pouco
diferenciados (p=0,3860) e os diferentes graus de expressao de p53;
entre os CCE bem diferenciados (p=1,0), moderadamente diferenciados
(p=1,0) e pouco diferenciados (p=1,0) e os diferentes graus de expressao
de MDM2; e entre os CCE bem diferenciados (p=0,5439),
moderadamente diferenciados (p=0,7368) e pouco diferenciados
(p=0,6140) e os diferentes graus de expressdo de SUMO-1 (Tabela 4).

Tabela 3 - Expressédo de p53, MDM2 e SUMO-1 em diferentes graus de

carcinoma de células escamosas

Escore
Graus de diferenciacao 0 1 2 3
Bem diferenciado 1 0 0 5
Moderadamente
diferenciado 0
p53 Pouco diferenciado 1
Bem diferenciado 0
Moderadamente
diferenciado
MDM?2 Pouco diferenciado
Bem diferenciado 1
Moderadamente
diferenciado 1 0 0

SUMO-1 Pouco diferenciado 0




6 DISCUSSAO

Alteracbes na expressdo de proteinas relacionadas a
regulacdo do mecanismo de apoptose podem ser utilizadas como
marcadores de potencial de transformacdao maligna em lesdes epiteliais
como LP bucal e DE bucal.

O LP € uma doenca crénica mucocutanea inflamatoria de
etiologia desconhecida, em que linfécitos CD8+ ativados desencadeiam a
apoptose de queratinécitos basais (Gorsky et al., 1996; Xue et al., 2005;
Anuradha et al.,, 2008). Embora a OMS classifique o LP como uma
doenca com potencial de transformacao maligna, ha uma consideravel
discussao sobre o0 assunto na literatura cientifica (Gorsky et al., 1996;
Rajentheran et al., 1999; Eisen, 2002; Xue et al., 2005) e os estudos nao
tém padronizado os critérios para o diagndstico clinico e histopatologico
(Eisenberg, 2000; Ismail et al., 2007). No presente estudo, foram
utilizados critérios para o diagnéstico clinico estabelecidos por Van der
Meij e Van der Waal (2003) [21] e histopatolégico por Eisenberg (2000)
[9], sendo as amostras de lesbes reticulares bilaterais e simétricas
buscando padronizagdo para minimizar erros de diagnostico. Importante
considerar que as lesodes reticulares de LP nao necessitam de tratamento,
por ndo apresentarem sintomas. Tendo em vista a hip6tese da relacao
inflamacao com a transformacao maligna, tal condicdo também deve ser
observada quando sado realizados estudos imunoistoquimicos, pois o
tratamento com corticosterddides pode alterar o padréo histologico.

A hipétese de que a inflamacdo cronica local esteja
relacionada ao desenvolvimento de neoplasias malignas tem sido
discutida na literatura, ja que grande variedade de lesbes malignas
demonstra algum grau de células e mediadores inflamatérios (Cossens,
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Werb, 2002; Mantovani et al., 2008; Qian, Pallard, 2010). Desta forma,
gatilhos de inflamacao crénica poderiam aumentar o risco de desenvolver
cancer, incluindo nestes, infeccbées microbianas, doencas auto-imunes e
outras doencas inflamatérias (Mantovani et al., 2008).

Assim, o cancer e a inflamacao poderiam estar ligados por
duas vias: via intrinseca e via extrinseca. A via intrinseca seria ativada por
eventos genéticos que causariam a neoplasia maligna, como a ativacao
de oncogene e a inativagcdo de genes supressores de tumores, 0 que
levaria as células alteradas a produzirem mediadores inflamatérios. Por
outro lado, na via extrinseca, doencas inflamatérias ou infecciosas
poderiam aumentar o risco de desenvolver cancer, pela presenga prévia
do microambiente inflamatério, facilitando e promovendo a instabilidade
gendmica e a angiogénese (Mantovani et al., 2008).

As acdes pré-neoplasia de células inflamatorias incluem a
liberacdo de fatores de crescimento e sobrevivéncia, promocao da
angiogénese e linfangiogénese, estimulo a danos no DNA e remodelagao
da matriz extracelular (MEC) para facilitar a invasao. No entanto, o
recrutamento de células inflamatérias também pode diminuir o
desenvolvimento da neoplasia, podendo representar uma tentativa do
hospedeiro de suprimir o crescimento neoplasico (Coussens, Werb,
2002).

O LP é caracterizado histopatologicamente pela presenca
de infiltrado inflamatério em banda subepitelial, microambiente onde ha a
ativacao de células inflamatérias e de uma rede de citocinas que podem
agir para promover a transformacao maligna. A produgdo de fator de
necrose tumoral (TNF), fator inibidor de macréfagos (MIF), MMP, quinase
e interleucinas 4 e 6 (IL-4, IL-6) por macréfagos, mastoécitos, fibroblastos e
linfécitos T, podem levar a degradacao, angiogénese e remodelacdo da
MEC, o que poderia influenciar no crescimento das células epiteliais
bucais, sobrevivéncia, apoptose e, por fim, promover a iniciacdo

neoplasica (Mignogna et al., 2004).
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Seguindo esta linha de pensamento, Liu et al. (2010)
propdem a hipdtese de que mediadores inflamatérios induzem alteracoes
em proteinas de células epiteliais bucais, levando a progressdao do LP
para CCE. Uma série de estimulos moleculares originarios do infiltrado
inflamatério, poderiam determinar maior sensibilidade dos queratinécitos
bucais aos agentes mutagénicos exdgenos, ou mesmo que as proprias
proteinas e pequenas moléculas geradas por células inflamatérias
poderiam se comportar como estes agentes (Gonzalez-Moles et al.,
2006). Esta idéia pode ser corroborada pela demonstracdo de que no LP
ha aumento acentuado na taxa de proliferacdo de células basais
epiteliais, com finalidade de manter a estrutura epitelial, fenémeno que
seria induzido por estimulos do infiltrado inflamatério e seria um evento
importante no desenvolvimento do CCE (Liu et al., 2010).

Entretanto, essa atividade pré-neoplasia maligna da
inflamacéao crénica nao é verdadeira para todas as neoplasias, ja que em
certas lesbes a presenca de células inflamatérias estd associada ao
melhor prognostico, havendo evidéncias de que células inflamatorias,
como macrofagos e linfocitos natural killers podem destruir células
neoplasicas (Mantovani et al., 1992).

Observa-se que durante o desenvolvimento de neoplasias
malignas ha um predominio de interleucinas 6 (IL-6) e interleucinas 10 (IL-
10) produzidas por linfocitos CD4+ (perfil Th2 - linfocitos auxiliares 2) e
uma supressdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e interferon
gama (INF-gama) (perfil Th1 - linfocitos auxiliares 1) (Mosmann et al.,
2001). Em trabalho realizado por Simark-Mattsson et al., 1999, os dois
perfis estavam presentes no LP.

Neste contexto, alguns achados observados neste estudo
precisam ser considerados. Através da andlise dos dados obtidos e apds
a execugdo do teste estatistico, notou-se que a expressao da proteina
p53 ndo mostrou diferenca estatisticamente significante entre as amostras
de LP e DE, bem como entre as amostras de LP e CCE. Entretanto, a
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avaliagdo microscopica demonstrou que a marcacdo em LP estava
restrita a camada basal e, em algumas poucas regides isoladas, a
camada parabasal. Ebrahimi et al. (2008) e Mignogna et al. (2004)
discutem o fato de o infiltrado inflamatério e suas secregdes poderem
ocasionar dano ao DNA, o que levaria a maior expressao da proteina p53
em estudos de imunoistoquimica (Stoll et al., 2000). Gonzalez-Moles et al.
(2008) concluiram que o sistema de promocao da reparacao de danos de
DNA age sobre o dano ocasionado pelo infiltrado inflamatério e suas
secrecgdes, sendo os casos de transformagdo maligna correspondentes as
poucas situagdes especificas em que este sistema se encontra inativado.

As amostras do estudo diferiram estatisticamente quando
comparado o LP e a HFl e o LP e a MN. Nas amostras de HFI a
expressao da p53 foi nula ou muito pequena em quase todos 0s casos,
neste tipo de lesdo ha presenca de infiltrado crénico difuso, que pode
ocasionar alguma alteracdo nas células da camada basal por exposicao a
situacoes estressantes, como o dano oxidativo, que levaria ao acumulo de
p53. Em contraste, as células das camadas mais superficiais n&o
demonstraram marcagéao, ja que estas perderam a capacidade de sofrer
mitose (Safadi et al., 2010).

Adicionalmente, ndo houve a expressao da proteina p53
nos casos de MN, demonstrando que em tecidos saudaveis ndo ha
expressao da proteina (Hirota et al., 2002), ja que o tipo selvagem da
mesma ¢ dificilmente detectado nos tecidos normais devido a sua meia-
vida curta. (Nylander et al., 2000).

A expressdo da proteina MDM2 n&o mostrou diferenca
estatisticamente significante entre as amostras de LP e DE, nem entre as
amostras de LP e CCE. Na avaliagdo dos casos em microscépio de luz
ficou demonstrado que quando a expressao foi positiva, sua marcacao
era mais expressiva em camada basal e parabasal, com excecado do
CCE, em que foi observada forte marcacao distribuida por toda lesao.
Além disso, as lesbes positivas para MDM2 demonstraram forte



60

positividade. A proteina MDM2 promove a degradagdo da proteina p53,
tanto a forma selvagem quanto a mutante (Meek, Knippschild, 2003).
Desta forma, com a maior expressao de p53 espera-se maior expressao
de MDM2, ja que, por conta do controle por feedback, altas
concentragdes da proteina p53 ativariam o gene MDM2, aumentando a
quantidade da MDM2 no tecido (Dong et al., 2003). Além disso, danos no
DNA podem causar modificacoes em MDM2, que pode perder a
capacidade de ser ubiquitinada, favorecendo a uma maior expressao
imunoistoquimica, Entretanto, esta mutacdo a torna mais eficiente em
ligar-se a p53 (Melchior, Hengst, 2000).

Em relacdo a expressdao de MDM2, as amostras do estudo
diferiram estatisticamente quando comparado o LP e a HFl e 0 LP e a
MN. Os resultados obtidos se aproximam aos encontrados por Souza et
al. (2000) que observaram grande imunorreatividade de MDM2 em lesdes
centrais e periféricas de células gigantes, concluindo que a expressao
imunoistoquimica desta proteina nao é especifica e pode estar
relacionada a lesbes de natureza benigna.

Apenas uma amostra de MN mostrou expressdo da
proteina MDM2, o que pode ser explicado pelo fato das amostras de MN
serem provenientes da periferia de lesdes de HFI, considerando a
impossibilidade de coleta de mucosa sem alteragdes clinicas frente as
questdes éticas envolvidas. Desta forma, ha a possibilidade da presenca
de alguma substancia inflamatéria, que pode ter levado a expressao da
proteina MDM2 nesta amostra, ja que o mesmo bloco sofre cortes
seriados e a amostra tratada para esta proteina pode ser de um sitio mais
proximo da lesdo da HFI. Tanta et al. (2000) e Katayama et al. (2007)
demonstraram que esta proteina foi dificilmente detectada em tecidos
epiteliais com aspecto de normalidade.

A expressado de  SUMO-1 revelou  diferenca
estatisticamente significante entre as amostras de LP e DE e entre as
amostra de LP e CCE. Katayama et al. (2007) também observaram
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grande expressao de SUMO-1 em CCE e DE. A proteina MDM2 pode ser
encontrada alterada em CCE e DE e, como ja comentado, esta perde a
capacidade de ser ubiquitinada e sumoilada (Melchior, Hengst, 2000).
Desta forma, pode-se observar uma maior expressao de SUMO-1 nestas
lesbes, ja que estas ndo estédo ligadas a MDM2.

Todavia, quanto a expressao de SUMO-1, as amostras do
estudo nao diferiram estatisticamente comparando-se LP e HFI, LP e MN.
Muitas lesdes de LP e HFI apresentaram escore zero, o que pode indicar
que a proteina SUMO-1 esteja causando sumoilagcédo da proteina MDM2,
que ndo se encontra mutada, sendo menos detectada na
imunoistoquimica. Considerando que, até entdo, ndo foram encontrados
estudos da expressao desta proteina em lesbes de LP e HFI, os
resultados indicam ser necessaria a realizagdo de outras pesquisas para
esclarecer o papel da SUMO-1.

Apenas uma amostra de MN mostrou expressdao da
proteina SUMO-1. Isso pode ser explicado, assim como no caso positivo
para MDM2 em MN, pela presenca de infiltrado inflamatério remanescente
nas amostras, que foram coletadas da periferia de lesées de HFI.
Katayama et al. (2007) demonstraram que esta proteina foi dificilmente
detectada em tecidos epiteliais com aspecto de normalidade.

Na tentativa de correlacionar a expresséo de p53, MDM2,
SUMO-1 e a gradacao das DE, foi realizada a avaliagdo histologica das
amostras quanto aos critérios propostos pela OMS (Barnes et al., 2005) e
por Kujan et al., (2006). Entretanto, n&o foi produtiva, tendo em vista que
a amostra de casos de DE foi escassa, 0 que impossibilitou correlacionar
a gradacdo com a expressao das proteinas estudadas. Para
padronizacdo, todas as amostras selecionadas foram do mesmo sitio,
mucosa jugal, localizagdo incomum para DE. Além disso, as amostras de
displasias contaram apenas com espécimes classificadas como discretas
e moderadas, e de baixo risco pela classificacao de Kujan et al., (2006),
como podemos observar na tabela 1. Todavia, a padronizacdo do uso de
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lesbes localizadas apenas em mucosa jugal foi importante ja que as
estruturas de revestimento da mucosa bucal apresentam diferentes
caracteristicas histolégicas. Ainda, as lesdes reticulares de LP em mucosa
jugal ndo sao tratadas com corticoterapia, o que poderia levar a alteracao
de padrao histologico.

Da mesma forma, a fim de correlacionar a expressao de
p53, MDM2, SUMO-1 com a gradacao dos CCE, foi realizada a avaliagao
histoldgica destes quanto aos critérios propostos pela OMS (Barnes et al.,
2005). Todavia, ndo houve correlacao entre os graus de diferenciagdo dos
CCEs e os diferentes graus de expressdo das proteinas estudadas, ja
que, em relacdo ao CCE, observou-se grande expressao destas
proteinas, predominando escore 3, achados que concordam com
trabalhos anteriores (Katayama et al., 2007; Ogmundsdéttir et al., 2009;
Yanamoto et al., 2002).

Qian e Pollard (2010) discutiram que a inflamagdo crdnica
persistente cria um microambiente no estroma subepitelial com
capacidade de potencializar a aquisicao de muta¢cdées oncogénicas e de
promogao do crescimento nas células epiteliais sobrejacentes. Sendo o
LP uma doenca epitelial crbnica de cunho autoimune caracterizada
histopatologicamente pela presenca de infiltrado inflamatério em banda
subepitelial (Gorsky et al., 1996; Xue et al., 2005; Anuradha et al., 2008),
a literatura propde a hipétese de que esta inflamacdo induza alteracoes
epiteliais que culminariam com transformacao maligna. (Gonzalez-Moles
et al., 2006). Nao obstante estas informacdes e de todas comentadas até
aqui, ainda nao é possivel medir ou quantificar o valor especifico destes
fatores. Assim, os casos de LP devidamente diagnosticados, a despeito
da literatura, devem ser acompanhados, com intervalos definidos pelo
clinico de acordo com a avaliacao individual dos pacientes, considerando
localizacdo das lesbes, aspecto clinico e fatores relacionados a
carcinogénese que possam estar associados.



7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que houve correlacao
positiva para a expressdo de importantes proteinas relacionadas a
regulacdo do mecanismo de apoptose, p53 e MDM2, quando da avaliacao
de LP bucal com relacdo a DE e ao CCE bucal, entretanto em menor
grau. Todavia, em relagdo a proteina SUMO-1, esta correlagcdo néo foi
demonstrada, e o LP demonstrou expressdo semelhante a observada em
MN e HFI. Conclui-se pela necessidade de estudos para esclarecer o
papel da inflamacao como possivel agente relacionado aos casos de LP

que sofreram transformacao maligna.
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