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RESUMO

Em mucosa bucal, displasia epitelial € considerada a mais importante caracteristica
preditora de risco para transformacdo maligna de leucoplasias. Como forma de
investigar outras caracteristicas microscépicas de risco este trabalho analisou,
através da técnica imunoistoquimica, a expressao de duas proteinas envolvidas no
controle do ciclo celular, p53 e p21VA"" em diferentes alteracdes epiteliais. A
amostra de leucoplasias foi dividida em 4 grupos conforme seu diagnostico
microscopico: displasia epitelial, acantose, hiperceratose e acantose associada a
hiperceratose. Foram quantificadas as células positivas na camada basal e
suprabasal. Avaliou-se também, de forma qualitativa, a presenca de marcacao
imunoistoquimica nas camadas intermediaria ou descamativa, e a presenca e o tipo
de infiltrado inflamatério subjacente ao tecido epitelial. Nao foi constatada diferenca
estatistica significativa entre os grupos para nenhuma varidvel, entretanto, a

expressdo de p21"WAF!

na camada suprabasal das leucoplasias apresentou um
aumento continuo, sendo que a maior quantidade de células positivas foi vista no
grupo displasia, seguido do grupo acantose, acantose com hiperceratose e
hiperceratose. Além disso, 100% das displasias apresentavam marcacao positiva na
camada intermediaria, enquanto que 83% das acantoses, 90% das acantoses com
hiperceratoses e 77% das hiperceratoses. Encontrou-se uma correlacado positiva
entre a expressao de p53 e p21"VA"' sugerindo que, nestas lesdes, a expressdo de
p21WAF1

alterada, nao esta relacionada com a alteracdo epitelial da leucoplasia. Os

€ dependente da p53. A expressao imunoistoquimica da p53, apesar de

resultados sugerem que a acantose pode representar uma alteragdo epitelial mais
severa e, portanto, determinar maior risco de transformacdo maligna de lesdes

cancerizaveis.



ABSTRACT

Epithelial dysplasia is recognized as the most important predictive feature to
malignant transformation in oral leukoplakias. This study analyze other epithelial
abnormalities beyond oral epithelial dysplasia observed in leukoplakias by means
immunohistochemical identification of p53 e p21YWA! that are proteins related to cell
cicle control. The leukoplakia sample was separated into 4 groups, according
microscopic diagnosis: epithelial dysplasia, acanthosis, hyperkeratosis and
hyperkeratosis with acanthosis. Positive-immunolabelling cells from basal and
suprabasal layer was counted. Qualitative evaluation of immunolabelling was
performed in intermediate and desquamative layer. Inflammatory infilirate presence
and type was evaluated in connective tissue beneath epithelial tissue. No variable
showed statistically significant differences between groups. However positive cells for
p21WVAF! presented a continuous increase in suprabasal layer of leukoplakias. The
higher amount of positive cells was observed in dysplasia, followed by acanthosis,
hiperkeratosis with acanthosis and hyperkeratosis. In addition, 100% of dysplasias
presented intermediate layer immunolabelling, whereas it was observed in 83% of
acanthosis, in 90% hyperkeratosis with acanthosis and in 77% of hyperkeratosis.

Positive correlation was observed between p53 and p21VA™

1WAF1

, suggesting that, in
these lesions, p2 expression depends on p53. Even alterated, p53
immunolabelling is not related to leukoplakia epithelial abnormalities. The results
suggest that acanthosis may represent a more severe epithelial disturbance, leading

to a higher risk of cancerization.
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

O cancer de boca representa um problema de saude publica no Brasil. O
INCA estimou para 2006, 10.060 novos casos em homens e 3.410 novos casos de
cancer bucal em mulheres. A sobrevida estimada para o cancer bucal € de
aproximadamente 30 a 40% em 5 anos (JOHNSON, 1991).

Os principais fatores etiolégicos do cancer bucal sdo o consumo crénico de
fumo e alcool, que em conjunto atuam sinergicamente (MAIER et al, 1994;
LLELWELYN, MITCHELL, 1994; FRANKS, TEICH, 1996; GIROD et al., 1998;
WIGHT, OGDEN, 1998; MORENO-LOPEZ et al., 2000; ZAVRAS et al., 2001;
FIGUERO-RUIZ et al., 2004; INCA).

O carcinoma espinocelular representa 95% de todas as neoplasias malignas
gue acometem a cavidade bucal, assim € usado, muitas vezes, como sindnimo para
o termo cancer bucal (JOHNSON, 1991; LLELWELYN, MITCHELL, 1994; NEVILLE
et al.; 2004; BARNES et al., 2005). O cancer bucal € mais comum em homens, na
faixa etaria acima dos 40 anos, e os sitios anatdmicos de maior prevaléncia sdo o
labio inferior, a borda de lingua e o assoalho bucal (SHAFER et al., 1975;
JOHNSON, 1991; LLELWELYN, MITCHELL, 1994; ZAVRAS et al., 2001).

A carcinogénese é um processo de mdultiplas etapas, com alteracbes
progressivas sobre o genoma celular, portanto, o desenvolvimento do cancer na
mucosa bucal pode ser precedido por uma lesdo cancerizavel (FRANKS, TEICH,
1996; REIBEL, 2003; MONTENEGRO, FRANCO, 2004). Uma lesdo cancerizavel
consiste em um tecido alterado onde o cancer ocorre mais freqlientemente em
comparacado a sua contraparte normal. Leucoplasia € a lesdo cancerizavel mais
comum da mucosa bucal. A OMS (1978) define leucoplasia como ‘uma placa ou
mancha branca, ndo removida por raspagem e que nao pode ser caracterizada
clinica ou histopatologicamente como nenhuma outra lesao’ (van der WAAL et al.,
1997; MAO, 1997; SILVERMAN, 1998).

Da mesma forma que no céncer bucal, o tabaco e o alcool sdo considerados
fatores etiolégicos das leucoplasias. A infeccao viral esta envolvida na patogenia de
tipos especificos de leucoplasia, como a leucoplasia pilosa e a leucoplasia verrucosa
(van der WAAL et al,, 1997; NEVILLE, TERRY, 2002; REIBEL, 2003). Manchas e

placas brancas em que é possivel identificar uma causa local devem ser



classificadas de acordo e nao incluidas entre as leucoplasias (PINDBORG et al.,
1997).

Leucoplasia € um diagnéstico clinico e, portanto, ndo apresenta nenhuma
conotagao histopatolégica. Microscopicamente é diagnosticada de acordo com a
alteracao epitelial presente: hiperceratose (orto ou paraceratose), acantose e
displasia epitelial; podendo estarem presentes em conjunto ou isoladamente na
lesdo (van der WAAL et al.,1997; MAO, 1997).

Waldron e Shafer (1975) apds analise microscépica de 3256 leucoplasias,
constataram que 80,1% apresentavam diferentes combinacdes de hiperortoceratose,
hiperparaceratose e acantose, 12,2% apresentavam displasia epitelial leve a
moderada e 4,5% displasia severa ou carcinoma in situ. Carcinoma espinocelular foi
encontrado em 3,1% das leucoplasias.

A hiperceratose € um aumento da espessura da camada de orto ou
paraceratina (quando ha nudcleos ou restos nucleares na camada de ceratina). A
acantose é o espessamento anormal da camada espinhosa do epitélio, se
caracterizando pelo alongamento, embotamento e confluéncia das papilas epiteliais
que resulta em uma unido em linha reta com o tecido conjuntivo (SHAFER, HINE,
LEVY, 1985; BARNES et al., 2005).

A displasia epitelial € caracterizada por modificagdes dos processos de
renovacao e maturacao epitelial, resultando em alteragdes arquiteturais e citoldgicas
(NEVILLE et al., 2004; MONTENEGRO, FRANCO, 2004; BARNES et al., 2005).
Segundo Kramer et al. (1978), na displasia epitelial podem-se observar as seguintes
alteracoes:

e Aumento do numero de figuras de mitoses (algumas atipicas);

e Presenca de mitoses na metade superficial do epitélio;

e Aumento da proporg¢ao nucleo/citoplasma;

¢ Nucléolos volumosos;

e Duplicacdo da camada basal;

e Estratificacao epitelial irregular;

e (Ceratinizacao individual ou de grupos de células na camada espinhosa;
e Papilas epiteliais em forma de gota;

e Perda da polaridade das células da camada basal;

e Perda de aderéncia intercelular;
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e Hipercromatismo nuclear;
e Pleomorfismo celular.

Estudos das décadas de 60 e 70 mostram um risco de transformagéo maligna
de leucoplasias bucais que varia entre 3,6 a 6% (PINDBORG et al.,1963; EINHORN,
WERSALL, 1967; SILVERMAN, 1968; KRAMER, 1969; ROED-PETERSEN, 1971;
BANOCZY, 1977). No entanto, estudos mais recentes, das décadas de 80 e 90,
mostram niveis maiores de transformacado maligna, que variam entre 8,9 e 17,5%
(SILVERMAN, GORSKY, LOZADA, 1984; LIND, 1987; BOUQUOT, WHITAKER,
1994). Apesar de a razao desta diferenca ser incerta, critérios de inclusdo mais
restritivos para o diagnoéstico de leucoplasia e diferentes periodos de
acompanhamento das lesdes podem estar relacionados.

Quando evidéncia histolégica de displasia epitelial esta presente o risco
aumenta para 36%, portanto, a presenca de displasia epitelial € considerada o fator
preditor mais importante para transformacdo maligna de lesGes cancerizaveis
(KRAMER et al.,, 1978; SILVERMAN, GORSKY, LOZADA, 1984; LUMERMAN,
FREEDMAN, KERPEL, 1995).

As leucoplasias, quanto ao seu aspecto clinico, podem ser classificadas em
homogéneas e ndo-homogéneas e, quando associadas a areas avermelhadas ou
eritroplasicas, sdo chamadas de leucoplasias salpicadas (NEVILLE, TERRY, 2002).
Leucoplasias ndo-homogéneas e leucoplasias salpicadas possuem maior chance de
apresentarem microscopicamente displasia epitelial e carcinoma espinocelular do
que as homogéneas (BOUQUOT, WHITAKER, 1994). Pindborg et al. (1963)
verificaram que 14% das leucoplasias salpicadas apresentavam microscopicamente
carcinoma espinocelular e 51% displasia epitelial.

Entretanto, todas as leucoplasias devem ser consideradas suspeitas, pois
lesbes pequenas e aparentemente inocentes também podem apresentar displasia
epitelial ou até mesmo carcinoma espinocelular. Assim, a bidpsia e exame
histopatolégico sdo sempre indicados (SILVERMAN, 1968; WALDRON, SHAFER,
1975; NEVILLE, TERRY, 2002).

Apesar de as leucoplasias com displasia epitelial apresentarem maior risco de
transformacao maligna, alguns carcinomas espinocelulares de boca se desenvolvem
a partir de leucoplasias sem displasia epitelial (REIBEL, 2003). Silverman, Gorsky e
Lozada (1984), ap6s 7,2 anos de acompanhamento, verificaram que 36% das

leucoplasias com displasia epitelial sofreram transformagdo maligna, entretanto, no
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mesmo periodo de acompanhamento, 15% das leucoplasias sem displasia epitelial
também sofreram transformagé&o maligna.

Os estudos que avaliam o risco de transformacado maligna restringem seu
foco na presenca ou auséncia de displasia epitelial, sem dar maior atencédo as
diferentes alteracdes presentes no epitélio das leucoplasias bucais, quando displasia
epitelial ndo esta presente.

Hildebrand (2005) avaliou leucoplasias bucais e, utilizando a técnica de
AgNOR, comparou o ritmo de proliferacao celular de diferentes alteracbes epiteliais.
Observou que leucoplasias com acantose, hiperceratose e acantose associada a
hiperceratose apresentam ritmo de proliferacdo celular alterado, visto que, a
velocidade de proliferagdo era maior na camada suprabasal do epitélio. No entanto,
a acantose apresentou comportamento mais semelhante a displasia epitelial, pois
também apresentou alteracdes, aumento do numero de AgNORs, nas células da
camada basal.

Muitas neoplasias malignas humanas séo resultantes de falhas no controle da
proliferacao celular, devido a defeitos na regulagcdo do ciclo celular (FRANKS,
TEICH, 1996; ALBERTS et al.,1999; COOPER, 2001).

A p53 é uma das principais proteinas envolvidas na regulacéo do ciclo celular.
Determina o bloqueio do ciclo no ponto de restricdo em final de G1, na presenca de
DNA danificado. A suspensao do ciclo celular permite que a célula repare o DNA
antes que este seja duplicado, se o dano persiste ou ndo pode ser reparado, a p53
desencadeia a morte celular por apoptose (KO, PRIVES, 1996; RAYBAUD-
DIOGENE et al., 1996; ALBERTS et al., 1999; PRIVES, HALL, 1999; REIBEL, 2003).

Mutagdes no gene TP53 sao as alteracdes genéticas mais encontradas no
cancer, ocorrendo em, aproximadamente, 70-75% de todas as neoplasias malignas
(FRANKS, TEICH, 1996; REIBEL, 2003), e em 40-50% no cancer bucal
(NYLANDER, DABELSTEEN, HALL, 2000). O TP53 é um gene supressor de tumor,
sendo que mutacoes, freqlientemente, resultam em uma proteina nao-funcional,
permitindo que ocorra falha no reparo do DNA, dessa forma a célula prolifera ao
invés de sofrer apoptose, favorecendo o surgimento de outras mutagdes (FRANKS,
TEICH, 1996; RAYBAUD-DIOGENE et al., 1996; MAO, 1997; COX, 1997; WHYTE,
BROTON, SHILLITOE, 2002).

A proteina p53 possui uma meia-vida curta (aproximadamente 20 minutos),

entretanto, muitos trabalhos demonstram que, em lesGes cancerizaveis e no cancer
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bucal, existe um aumento da sua expressao imunoistoquimica, sugerindo que
alteracées na expressao de p53 ocorrem em estagios iniciais da carcinogénese
(SHIN et al., 1994; CRUZ et al., 1998; KUROKAWA et al., 2003; SANTOS-GARCIA
et al., 2005).

Shin et al. (1994) estudaram a expressao imunoistoquimica de p53 em
carcinomas espinocelulares bucais e no epitélio de revestimento e em lesdes
cancerizaveis adjacentes a estes carcinomas. A expressao de p53 aumentou
progressivamente de hiperplasia para displasia epitelial e para carcinoma
espinocelular. Observou-se marcacao positiva em 45% dos casos de carcinomas,
enquanto que, em 21% do epitélio morfologicamente normal adjacente, sendo que
essa marcagao ocorria em algumas poucas células da camada basal, 29%
hiperplasias e 45% displasias epiteliais. Nas hiperplasias e displasias a marcacao se
expandia para as camadas parabasais e superficiais do epitélio. Em amostras
controle de pacientes ndo-fumantes ndo houve marcacao de p53.

Cruz et al. (1998) avaliaram 35 lesGes cancerizdveis com displasia epitelial,
observaram que 11 transformaram-se em carcinoma espinocelular durante um
acompanhamento de 1 a 16 anos. Das 35 lesbes, 7 apresentavam expressao
suprabasal da p53 e dessas, 6 progrediram para carcinoma. Dezenove amostras
apresentavam expressao basal da p53, das quais 3 progrediram, as restantes 9
eram negativas para p53 e dessas 2 sofreram transformacdo maligna. Expressao
imunoistoquimica da p53 acima da camada basal do epitélio foi um forte indicador
de transformagé&o neoplésica, mesmo na auséncia de displasia epitelial.

Kurokawa et al. (2003) realizaram um estudo imunoistoquimico em
leucoplasias bucais com e sem displasia epitelial. Verificaram que a expressao de
p53 foi limitada as camadas basal e suprabasal no epitélio normal, tornou-se mais
distribuida nas camadas epiteliais das leucoplasias e aumentou em associagdo com
0 aumento da severidade da displasia epitelial.

Santos-Garcia et al. (2005) avaliaram a expressao imunoistoquimica de p53 e
Ki-67 em amostras de epitélio morfologicamente normal, displasias epiteliais
moderadas, carcinomas in situ e carcinomas espinocelulares. Constataram que a
progressao da severidade do quadro histoldgico estava associada a um aumento da
proliferacao celular, demonstrado pelo Ki-67, e da expressao de p53.

Inicialmente a deteccdo imunoistoquimica de p53 era considerada um

marcador de presenca de mutacdo em seu gene, pois uma proteina mutante pode
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ser estabilizada e ter sua meia-vida aumentada (RAYBAUD-DIOGENE et al., 1996;
ROWLEY et al. 1998; NYLANDER, DABELSTEEN, HALL, 2000). Contudo, essa
correlacdo nem sempre é confirmada, como demonstraram Matsumura et al. (1996)
que observaram que dos 22 carcinomas espinocelulares bucais e das 4 leucoplasias
bucais em que foi detectada expressao imunoistoquimica de p53, 11(50%) e 3
(75%), respectivamente, ndo apresentavam mutagao genética.

Estudos comprovaram que a proteina pode ser estabilizada e expressao
imunoistoquimica de p53 pode ocorrer em funcdo de determinados processos
fisiolégicos, na presenga de DNA danificado e hipoxia, por exemplo. Além do mais,
inibicao da interagdo com a proteina mdmz2, que promove a degradacao da p53 pela
via de ubiquitinagdo, também resultara no acimulo da proteina na célula. A ligacao
de p53 com proteinas virais como SV40, E6-HPV e adenovirus E1A causa
estabilizacdo da proteina, porém essa se torna inativa. (HALL, LANE, 1994; COX,
1997; SAVE, NYLANDER, HALL, 1998; PARTRIDGE et al, 1999; HALL,
McCLUGGAGE, 2006).

Para exercer suas funcbes a p53 atua como um fator de transcricao e através
da interacdo com diversas proteinas celulares e diferentes sinalizacdes, ativa genes-
alvos, se ligando a sequéncias especificas de DNA localizados nos seus promotores
(PRIVES, HALL, 1999; COOPER, 2001; WHYTE, BROTON, SHILLITOE, 2002).

Para que ocorra bloqueio do ciclo celular a p53 estimula a transcricdo da
proteina p21"WA"!, que é codificada pelo gene WAF-1. A proteina p21"V**" atua como
uma inibidora de complexos Cdk/ciclina (CKI) no ciclo celular (XIONG et al., 19983;
HARADA, OGDEN, 2000; COOPER, 2001; WHYTE, BROTON, SHILLITOE, 2002).

A p21VAF! forma um complexo quaternario com ciclina, cdk e com PCNA,
assim evita a fosforilacao da proteina pRb pelo complexo ativo ciclina/cdk, inibindo a
progressao do ciclo celular de G1 para a fase S (XIONG et al.,, 1993; KUO et al.,
2002). Pode também, quando ligada ao antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA), inibir diretamente a replicagao do DNA na fase S, pois bloqueia a ligagdo da
DNA polimerase com o PCNA (LI et al.,, 1996; COOPER, 2001; WHYTE, BROTON,
SHILLITOE, 2002).

Apesar de ser classificada como CKI (proteina inibidora de cdk), p21"A"!
possui efeitos positivos e negativos sobre a progressao do ciclo celular em G1. Pode
agir como uma proteina adaptadora para complexos ciclina/cdk. Geralmente ciclina
e cdk se ligam rapidamente e com alta afinidade, porém alguns complexos,
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especialmente ciclina D/cdk4, ndo possuem esta afinidade, necessitando de um fator
de ligacdo (LABAER et al., 1997). Niveis basais de p21"VA"' sdo necessarios para
ativar e unir complexos ciclinaD/cdk4, assim p21VAF" estimula a ligacdo e é um dos
componentes do complexo ativo. Portanto, os complexos ciclina/cdk contendo
p21VAF! podem existir tanto na forma ativa quanto na forma inativa. Complexos com
apenas uma molécula de p21¥A"! sao ativos, enquanto que os complexos inativos
contém multiplas moléculas de p21"A™' (ZHANG, HANNON, BEACH, 1994; COX,
1997; LABAER et al.,, 1997; NG et al.,, 1999; CHENG et al.,, 1999; WEINBERG,
DENNING, 2002).

Foi demonstrado que p21"A™

também estd envolvida com o processo de
apoptose, no entanto, a natureza desta relacao ainda é incerta. Em determinados
momentos foi constatado que atuaria de forma antiapoptética, protegendo as células
da apoptose induzida por TGF-f, TNF-o € IFN-y, por exemplo. Também pode atuar
sinergicamente com o antiapoptético Bcl-2, ou entdo, inibindo as moléculas
proapoptoticas procaspase-3 e ASK1. Entretanto, verificou-se que a expressao de
p21"VAF aumenta a morte celular em resposta a cisplatina em certas linhagens
celulares malignas, agindo assim de forma proapoptética (TIMOFEEV,
POSPELOVA, POSPELOV, 2004; GARTEL, 2005).

A diferenciacdo de muitos tipos de tecidos, incluindo o epitélio escamoso, é
acompanhada de aumento da expressdo de p21"WA™ (EL-DEIRY et al., 1995), pois a
interrupcao do ciclo celular € o primeiro passo para que a célula possa sofrer
diferenciacao (HARADA, OGDEN, 2000).

A expressao imunoistoquimica de p21VA

em tecidos adultos apresenta um
padrao associado com diferenciacdo celular (MATEO et al., 1997). El-Deiry et al.

(1995) estudando o epitélio do trato gastrintestinal observou que a p21VA™

passa a
se expressar assim que a célula deixa o compartimento proliferativo, que se
caracteriza pela camada basal, no estudo evidenciado pela marcacéo
imunoistoquimica com Ki-67, e migra para uma camada superior. A p21VAF" age
inibindo a atividade proliferativa destas células para que se estabeleca o processo
de diferenciacdo, porém a expressao de p21"WA™! cessa nas células ja diferenciadas
das camadas mais superficiais, sua expressao fica confinada a uma camada
intermediaria.

No epitélio estratificado bucal a expressdo imunoistoquimica da p21"A™

ocorre principalmente na camada suprabasal com a marcacao de células isoladas
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(VAN OIJEN et al., 1998; NG et al., 1999; SCHOELCH et al., 1999; XIE, CLAUSEN,
BOYSEN, 2002; MERNE et al., 2002; CHOI et al., 2003), porém sua expressao
também é observada na camada espinhosa de forma menos freqiente (YOOK, KIM,
1998; VAN OIJEN et al., 1998; XIE, CLAUSEN, BOYSEN, 2002; KUO et al., 2002).

Em leucoplasias, que apresentam hiperplasia ou displasia, observa-se
marcagdo imunoistoquimica nas camadas mais superiores e diferenciadas do
epitélio, niveis muitos baixos sdo detectados na camada basal (AGARWAL et al.,
1998; MERNE et al., 2002). A expressdo de p21"A"!" aumenta em nimero de células
e em intensidade de marcagdo com a progressao da displasia de leve a moderada e
severa (CHOI et al., 2003). Em mucosa hiperplasica ou displasica adjacente a
carcinomas, expressdo da p21"WA™
basal (YOOK, KIM, 1998).

Nos carcinomas espinocelulares bucais a expressao de p21VA"" atinge toda

€ vista em todo epitélio, inclusive na camada

extensdo do epitélio das ilhas tumorais, a maioria dos ceratindcitos neoplasicos
apresentam marcagdo imunoistoquimica para p21"*"' (SCHOELCH et al., 1999;
ADEGBOYEGA, BOROMOUND, FREEMAN, 2005).

Niveis elevados observados em carcinomas espinocelulares, sugerem que

1WAF! ndo consegue inibir a progressdo do ciclo celular em células cancerosas.

p2
Parece haver um mecanismo pelo qual as células proliferativas podem tolerar este
inibidor da progressao do ciclo celular. Possivelmente devido a presenca de outros
fatores que promovem a carcinogénese e que se sobressaem a funcdo da p21WVA™
(AGARWAL et al., 1998; NG et al., 1999; HARADA, OGDEN, 2000; MIETTINEN et
al., 2001; WEINBERG, DENNING, 2002; KUO et al., 2002; NEVES et al., 2004).

Van Oijen et al. (1998) verificaram que parte das células que expressavam

1WAFT eram células proliferantes, demonstrado pela incorporacdo com BrdU, o

p2
autor sugere que o0 aumento da expressao de ciclina D1 supera o efeito inibitério de
p21VAF1 O aumento nos niveis de ciclinas D pode promover o seqiestro de p21VAF,
para formacdo de complexos ciclinaD/cdk4, assim complexos ciclinaE/cdk2, que
fosforilam pRb, ficam livres das agées inibitérias de p21VA™' (CHENG et al., 1999). A
proteina oncogénica c-myc pode se ligar & terminacdo carboxila de p21W A",
rompendo sua ligacdo com PCNA e, portanto blogueia a inibicdo da replicagdo de
DNA dependente de PCNA (KITAURA et al.,, 2000). A oncoproteina E7 do virus do

papiloma humano HPV-16 (16E7) bloqueia a habilidade da p21VA™" de inibir tanto
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complexos ciclina/cdk quanto, a replicacdo de DNA dependente de PCNA (FUNK et
al., 1997).

Mutagdes que inativam o gene WAF-1, ou que produzam uma proteina nao-
funcional, podem contribuir para a transformacdo maligna celular. Todavia,
mutacdes no gene WAF-1 sao muito pouco relatadas (COX, 1997). Shiohara et al.
(1994) examinou 315 amostras de 14 diferentes tipos de neoplasias humanas e
nenhuma mutacdo de WAF-1 foi detectada. Em céancer bucal também nenhuma
mutacao foi detectada (HARADA, OGDEN, 2000), indicando que seu envolvimento
na carcinogénese acontece relacionado aos niveis da proteina e nao a nivel génico
(COX, 1997).

A inducéo de p21 VA

€ um acontecimento intermediario comum para diversas
vias de sinalizacdo que levam a pausa do ciclo celular (YOOK, KIM, 1998;
WEINBERG, DENNING, 2002). Existem diferentes formas de indugéo de p21"A"',
independentes da p53, que ocorrem, principalmente, em resposta a fatores de
crescimento e a agentes de diferenciacao celular (NADAL et al., 1997). Ambos os
mecanismos, dependentes e independentes de p53, estdo envolvidos na regulacao
de p21"WA"! na carcinogénese (HARADA, OGDEN, 2000), pois, muitas vezes, a falta
de correlacdo entre a expressao de p53 e de p21"A"! foi encontrada e tumores com
p53 ndo-funcional, mutada, expressaram p21VA™" (NADAL et al., 1997; YOOK, KIM,
1998; VAN OIJEN et al., 1998; WARNAKULASURIYA, TAVASSON, JOHNSON,
1998; AGARWAL et al.,, 1998; SCHOELCH et al., 1999; XIE, CLAUSEN, BOYSEN,
2002; KUO et al., 2002; CHOI et al., 2003; NEMES, NEMES, MARTON, 2005).

O aumento da expressao de p21VA"' observada ndo somente em carcinomas
bucais, mas também em lesdes cancerizaveis, sugere que a alteragdo no padrao de

expressdo de p21"WA™!

€ um evento precoce na carcinogénese bucal. Assim, esta
alteracdo pode ser um evento que contribui ou entéo, reflete a carcinogénese no
epitélio bucal (WARNAKULASURIYA, TAVASSON, JOHNSON, 1998; WEINBERG,
DENNING, 2002).

As leucoplasias bucais apresentam freqlientemente, um infiltrado inflamatério
subjacente ao tecido epitelial. A agressao causada pelos carcinégenos presentes no
fumo e alcool, e a infeccdo viral, presente em tipos especificos de leucoplasias,
podem suscitar inflamagédo tecidual, imunidade celular e também a vigilancia

imunoldgica (van der WAAL et al., 1997).
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Este processo inflamatério pode causar alteracées no padrao de proliferacao
celular epitelial (REIBEL, 2003). O comportamento da célula epitelial na presenca de
um processo inflamatério crénico ainda é pouco compreendido. A inflamacgao das
estruturas de suporte do elemento dentario, a doenca periodontal, resulta,
freqientemente, em aumento da proliferagdo do tecido epitelial do sulco gengival e
da bolsa periodontal (HAAPASALMI et al., 1995). Durante o processo inflamatério
fagocitos ativados liberam Oxidos altamente reativos que podem causar dano ao
DNA das células circunvizinhas (WEITZMAN, et al., 1985). Inflamacao persistente
leva a dano tecidual, resultando no aumento do turnover celular. Oxido nitrico (NO) e
espécies reativas de oxigénio (ROS), derivados de células inflamatérias, podem
causar dano ao DNA celular (YOSHIMURA, 2006).

O processo inflamatério pode induzir alteragcdes nos processos de proliferacéo
e diferenciacdo celular imitando aquelas que ocorrem nas lesdes cancerizaveis
(REIBEL, 2003). Lesdes inflamatérias crénicas como o liquen plano, podem
apresentar caracteristicas displasicas no seu epitélio (MACDONALD, RENNIE,
1975).

Kaplan et al. (1998) realizaram um estudo em amostras de epitélio bucal
inflamado, provenientes de lesdes hiperplasicas papilomatosas do palato, que
representam lesdées sem risco de transformagdo maligna. Observaram um
significativo aumento de células marcadas imunoistoquimicamente com p53 e com
PCNA, quando comparadas a amostras de epitélio de palato sem alteracoes.

De Paula et al. (2000) estudaram ceratocistos e verificaram maior quantidade
de células positivas para marcadores de regulacao do ciclo celular (PCNA, Ki-67,
AgNORs) em amostras com presenca de processo inflamatério em comparacao a
ceratocistos sem inflamagéao.

A partir dos dados presentes na literatura, € possivel que a marcagao
imunoistoquimica de p53 e p21"WA"! possa ser alterada em fungéo da presenca de
um processo inflamatério subjacente ao tecido epitelial analisado, dessa forma, nao
refletira o real significado biolégico destes marcadores moleculares.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a marcacdo imunoistoquimica das proteinas p53 e p21"*"' em
leucoplasias da cavidade bucal com as seguintes alteracdes epiteliais: acantose,
hiperceratose, acantose associada a hiperceratose e displasia epitelial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Comparar quantitativamente entre os grupos a marcagao imunoistoquimica da
proteina p53 nas camadas basal e suprabasal do epitélio;

v' Comparar qualitativamente entre os grupos a marcagao imunoistoquimica da
proteina p53 nas camadas intermediaria e descamativa do epitélio;

v" Comparar quantitativamente entre os grupos a marcagao imunoistoquimica da
proteina p21VA™" nas camadas basal e suprabasal do epitélio;

v' Comparar qualitativamente entre os grupos a marcagao imunoistoquimica da
proteina p21VA"" nas camadas intermediaria e descamativa do epitélio;

v' Verificar se existe associacao entre a expressao imunoistoquimica das proteinas
p53 e p21"WA™! nos grupos estudados.

v Verificar se existe associacao entre a presenca e o tipo de infiltrado inflamatério
adjacente ao tecido epitelial e a expressao imunoistoquimica das proteinas p53 e
p21WAF1 _
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3. ARTIGO CIENTIFICO

EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS p53 E p21YA' NAS
DIFERENTES ALTERACOES EPITELIAIS PRESENTES EM LEUCOPLASIAS DA
MUCOSA BUCAL

F. Visioli', I.S. Lauxen', P.V. Rados'

' Departamento de Patologia Bucal, Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil.

Palavras-Chave: Leucoplasia, displasia epitelial, acantose, hiperceratose, p53,
p21WAF1

INTRODUCAO

Leucoplasia é a lesdo cancerizavel mais freqliiente da mucosa bucal. A OMS
(1978) a define como ‘uma placa ou mancha branca, nao removida por raspagem e,
que nao pode ser caracterizada clinica ou histopatologicamente como nenhuma
outra lesdo’."* Leucoplasia é um diagnéstico clinico e, portanto, ndo apresenta
nenhuma conotacao histopatolégica. Microscopicamente € diagnosticada de acordo
com a alteracdo epitelial presente. 23°

A taxa de transformagdo maligna de leucoplasias varia entre 3,6 a 17,5% na
literatura.®™* Quando evidéncia histolégica de displasia epitelial estad presente, o
risco aumenta para 36%, portanto, a presenca de displasia epitelial € considerada o
fator preditor mais importante na determinacdo do risco de transformacao maligna
de lesbes cancerizaveis."'*' No entanto, muitos carcinomas espinocelulares de
boca se desenvolvem a partir de leucoplasias sem displasia epitelial.’>'®'" Os
estudos que avaliam o risco de transformagdo maligna restringem seu foco na
presenca ou auséncia de displasia epitelial, sem dar maior atencao as demais
alteracdes epiteliais presentes nas leucoplasias bucais. Foi demonstrado que
leucoplasias com acantose, hiperceratose ou com acantose em associacdo a

hiperceratose apresentam alteracdo no ritmo de proliferacdo celular, observado
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através da técnica de AgNOR, sendo que a acantose apresentou resultados
semelhantes a displasia epitelial, pois alteracdo no ritmo de proliferacéo foi vista
tanto na camada basal quanto suprabasal.'®

Os processos de proliferacao, diferenciacdo e senescéncia estao intimamente
relacionados com a regulacao do ciclo celular. Alteracdo da maquinaria que regula o
ciclo celular pode desencadear a progressdo para a neoplasia maligna.'® Mutacdes
no gene TP53 sao as alteracbes genéticas mais encontradas no cancer, ocorrendo
em aproximadamente 70-75% de todos os tumores humanos'’, e em 40-50% no
cancer bucal.?

A p53 é uma das principais proteinas envolvidas na regulacéo do ciclo celular,
sua funcado é a de bloquear o ciclo no ponto de restricio na presenca de DNA
danificado, a fim de que este possa ser reparado antes de ser duplicado. Se o dano
persiste ou ndo pode ser reparado, a p53 desencadeia a morte celular por apoptose.
172123 Na célula é encontrada em baixas concentragdes, pois apresenta uma meia-
vida curta de, aproximadamente, 20 minutos. Contudo, em lesdes cancerizaveis € no
cancer bucal existe um aumento da sua expressao imunoistoquimica, sugerindo que
alteracées na expressao de p53 ocorram em estagios iniciais da carcinogénese
bucal .2+’

Para bloquear o ciclo celular a p53 estimula a transcricdo da proteina p21VA™",
que é codificada pelo gene WAF-1.2 A p21"AF" forma um complexo quaternario com
ciclina, cdk e com PCNA, assim evita a fosforilagcdo da proteina pRb pelo complexo
ativo ciclina/cdk, inibindo a progressdo do ciclo celular de G1 para a fase S.2°%
Pode também, quando ligada ao antigeno nuclear da célula em proliferagédo (PCNA),
inibir diretamente a replicacido do DNA na fase S.2'* Sua expressido
imunoistoquimica também é alterada durante o processo de carcinogénese bucal,
aumenta em numero e intensidade com a progressao da severidade do quadro
histolégico. Assim, a alteracdo na expressdo de p21"*"! pode ser um evento que
contribui ou entdo, reflete a carcinogénese no epitélio bucal. 34
Este trabalho se propde avaliar a expressao imunoistoquimica das proteinas

reguladoras do ciclo celular, p53 e p21"A

, em leucoplasias bucais, com diferentes
alteracbes epiteliais: acantose, hiperceratose, acantose em associagdo com

hiperceratose e displasia epitelial.
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METODOLOGIA

Selecao e Preparo das Amostras

A amostra utilizada é proveniente do arquivo do Laboratério de Histopatologia
“Prof. Dr. J.J. Barbachan” do setor de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS, Brasil) e, foi
selecionada a partir de um estudo anterior desenvolvido no mesmo laboratério 8.
Consistia de 40 les6es com diagnéstico clinico de leucoplasia, fixadas em formalina
e incluidas em parafina, distribuidas em 4 grupos conforme o diagndstico
histopatolégico: 10 casos de displasia epitelial, 10 casos de acantose, 10 casos de
hiperceratose e 10 casos de acantose associada a hiperceratose. A partir dos novos
cortes realizados os diagnésticos histopatolégicos foram confirmados e classificados
baseados nas caracteristicas especificadas na literatura. **** Do total de 40
amostras pré-selecionadas, 4 foram descartadas por apresentarem material
insuficiente e 9 amostras tiveram o diagnéstico histopatoldégico alterado. A amostra
resultante ficou distribuida da seguinte forma: 11 casos de displasia epitelial, 6
acantoses, 9 hiperceratoses e 10 acantoses associadas a hiperceratose.

De cada uma das amostras foram feitos 2 cortes de 3um (micr6tomo LEICA —
modelo RM 2155). Os cortes foram desparafinizados em xileno e rehidratados em
alcool. Para o bloqueio da peroxidase enddgena os cortes foram imersos em
metanol com 0,3% de perdxido de hidrogénio. A recuperacao antigénica foi realizada
com solucao tampao citrato de pH 6.0 (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) em
uma panela a vapor durante 20 minutos. Em seguida as amostras resfriavam até a
temperatura ambiente imersas na solucao citrato tampao. Apds as laminas eram
encubadas na estufa a 30°C durante 1 hora com o anticorpo priméario. O anticorpo
p53 (Clone DO-7, Monoclonal Mouse, Anti-humano, Dako Cytomation, Carpinteria,
CA, USA) foi utilizado na diluicido 1:50 e o anticorpo p21"WA*' (Clone SX118,
Monoclonal Mouse, Anti-humano, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA) foi
utilizado na diluicdo 1:30. Para detecgdo imunoistoquimica foi utilizado o sistema
EnVision+® (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA), durante 45 minutos em estufa
a 30°C. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris e montados com
Entellan® (Merck KgaA, Damstadt, Alemanha).
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O controle negativo consistiu na supressao do anticorpo primario. Para
controle positivo do anticorpo p21"WA"! foi utilizado uma amostra de amigdala e para
p53 uma amostra de carcinoma espinocelular bucal que, apds teste prévio,
apresentava marcacao imunoistoquimica positiva para esta proteina.

Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética e pela comissdo de pesquisa
da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ANEXO).

Analise Quantitativa e Qualitativa

Foram selecionadas e capturadas imagens das laminas, no aumento de 200x,
através de uma camara de video Olympus® (modelo Qcolor 5, Coolet, RTV)
acoplada a um microscopio binocular Olympus Optical Co. modelo CX41RF e a um
computador Dell® (modelo Dimension 5150). Para cada lamina foram capturados,
utilizando o software Qcapture® (versdo 2.81; Quantitative Imaging Corporation, Inc.;
2005), 5 campos que eram caracteristicos da alteracao epitelial avaliada. A analise e
quantificacdo foram realizadas por um Unico observador, cego, pois 0S campos
foram codificados.

Utilizando a ferramenta de contagem manual do software ImageTool® para
Windows versédo 3.0 (UTHSCSA-University of Texas Health Science Center in San
Antonio) foram quantificadas 500 células da camada basal e 500 da camada
suprabasal, determinando a porcentagem de células marcadas positivamente pela
técnica imunoistoquimica. Foram consideradas positivas as células com nucleo
corado de marrom.

Foi realizada, também, uma analise qualitativa, onde se determinou a
presenca ou auséncia de marcacao imunoistoquimica nas camadas intermediarias e
descamativa. A camada basal foi considerada a camada logo acima da membrana
basal, a camada suprabasal consistia de 2 estratos celulares logo acima da camada
basal. A camada descamativa era composta pelas células mais superficiais e que
apresentavam morfologia achatada. A camada intermediaria consistia das células
epiteliais presentes entre a camada suprabasal e a camada descamativa *.
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O infiltrado inflamatério adjacente ao tecido epitelial foi classificado em
ausente, predominantemente linfocitario, ou com presenca equivalente de linfocitos

e polimorfonuclear neutréfilos.

Calibragem

No decorrer da analise, a cada 10 campos analisados, um foi sorteado para
ser re-analisado. Para avaliagdo da calibragem intraexaminador, as variaveis
quantitativas foram analisadas através do Coeficiente de Correlagdo Intraclasse
(ICC=0,996 para camada basal e ICC=0,994 para camada suprabasal) e as
variaveis qualitativas foram analisadas através do teste Kappa (k=1) sendo que, nédo

houve diferenca estatisticamente significativa entre as leituras.

Analise Estatistica

Para analise dos resultados, utilizando o software SPSS 11.0 versao para
Windows, a comparacao entre os grupos foi realizada com o teste ANOVA ao nivel
de significancia de 5% (p<0,05). Para avaliar associag¢do entre os marcadores, p53 e
p21WAF1 foi utilizada a Correlagao de Pearson.
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RESULTADOS

Todas as amostras apresentaram marcacdo positiva para a técnica
imunoistoquimica das proteinas p53 e p21VA"'. A marcacdo positiva, para ambas as
proteinas, foi observada como coloracdo marrom do ndcleo das células epiteliais
(Figuras 1, 2, 3 e 4).

A marcacdo de p53 na camada basal e suprabasal foi semelhante, variando
entre 42 a 54%, nos 4 grupos. No entanto, a marcacdo de p21"“A! diferiu entre as
camadas, na basal houve marcacdo de 3 e 4% das células, enquanto que na
suprabasal a marcagcao ocorreu entre 16 a 28% das células epiteliais dos 4 grupos
estudados (Tabelas 1 e 2).

A comparacao entre a média e a porcentagem média de células positivas nas

1WA 'hdo demonstrou

camadas basal e suprabasal, para os marcadores p53 e p2
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Tabelas 1 e 2). As tabelas 3
e 4 apresentam a quantidade de amostras com marcacao positiva nas células das
camadas intermediaria e descamativa. A p53 apresentou marcagao positiva na
camada intermediaria em 100% das amostras. Na camada descamativa houve
menos marcacao no grupo displasia (27%) e a maior marcacgao foi vista no grupo de
acantose associada a hiperceratose (70%).

Apesar de os testes estatisticos aplicados nao indicarem diferencas

significativas, observa-se uma tendéncia de aumento da expressao de p21VA™

na
camada suprabasal. O grupo displasia apresentou a maior média de células
positivas seguido do grupo acantose, acantose associada a hiperceratose e
hiperceratose. Na camada intermediaria 100% das displasias apresentavam
marcacao positiva, enquanto que 83% das acantoses, 90% das acantoses com

hiperceratoses e 77% das hiperceratoses apresentaram células p21"*"!

positivas na
camada intermediaria.
Através do Coeficiente de Correlacao de Pearson, verifica-se uma correlagao

1WAF nas células da camada basal. Quanto

significativa, direta, fraca, entre p53 e p2
maior a quantidade de células positivas para p53 maior a quantidade de células

positivas para p21VA*" (Tabela 5).
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Em 91,7% das amostras havia infiltrado inflamatério subjacente ao tecido

epitelial, sendo que na maioria das vezes o infiltrado era predominantemente

linfocitario (Tabelas 6 e 7).

Tabela 1. Distribuicdo das médias, porcentagens médias de células p53 positivas e

erro-padrao (£EP) entre os grupos, nas camadas basal e suprabasal.

Grupos Médiap53 +EP  %Média + EP P

ggmg: EBrﬁtSefi\e';l 224.36+30 37 44.87+6,07

Displasia 21450458 91 42.90+11.78

o oaratose 038.22+42 81 47 64+8 56 0,790

A . 267.50+31,88 53 50+6.38

cantose ¢/ Hiperceratose

Sémﬁﬁ Eséftzl?a’?BASAL 263,64+31,80 52.73+6.36

Displasia 236,67+57 47 47 33+11.49 0,951

o oaratose 067.78+42.48 53 56+8,50
269,20+32,68 53,8446 54

Acantose c/ Hiperceratose

Tabela 2. Distribuicdo das médias, porcentagens médias de células p21"VAF

positivas e erro-padrao (xEP) entre os grupos, nas camadas basal e suprabasal.

Grupos Média p21"A" £ EP  %Média + EP p
CAMADA BASAL

Displasia Epitelial 24,6416,51 4,93+1,30

Acantose 22,3318,73 4,47+1,75 0,960
Hiperceratose 21,11+9,70 4,22+1,94

Acantose c/ Hiperceratose 19,60%4,06 3,92+0,81

CAMADA SUPRABASAL

Displasia Epitelial 138,82+18,64 27,76x3,73

Acantose 132,67+24,33 26,5314,87 0,165
Hiperceratose 82,00+18,92 16,40+3,78

Acantose c/ Hiperceratose 104,60x18,23 20,9213,65
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Tabela 3. Distribuicdo das amostras que apresentam marcacao positiva para p53

nas camadas intermediaria e descamativa.

Grupos n total o p>3 _
Intermediaria + Descamativa +
Displasia Epitelial 11 11(100%) 3(27%)
Acantose 6 6(100%) 4(66%)
Hiperceratose 9 9(100%) 5(55%)
Acantose c/ Hiperceratose 10 10(100%) 7(70%)

Tabela 4. Distribuicdo das amostras que apresentam marcacdo positiva para

p21VA"! nas camadas intermediaria e descamativa.
p21WAF1
Grupos n total o )
Intermediaria + Descamativa +

Displasia Epitelial 11 11(100%) 0(0%)
Acantose 6 5(83%) 0(0%)
Hiperceratose 9 7(77%) 3(33%)
Acantose c/ Hiperceratose 10 9(90%) 1(10%)

Tabela 5. Resultados da Correlagdo de Pearson entre os marcadores p53 e p21VA™

nas camadas basal e suprabasal.

Localizacao R
Camada Basal 0,361*
Camada Suprabasal 0,250
* correlagao significativa, direta fraca, entre p53 e p21VA",
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Tabela 6. Distribuicdo e tipo de infiltrado inflamat6rio nos diferentes grupos nas
amostras de p53.

Grupos n total Ausente Linfocitario Linfécito +Neutroéfilo
Displasia Epitelial 11 0 (0%) 11(100%) 0(0%)
Acantose 6 0(0%) 3(50%) 3(50%)
Hiperceratose 9 3(33%) 4(44%) 2(22%)
Acantose c/ 10 0(0%) 7(70%) 3(30%)

Hiperceratose

Tabela 7. Distribuicdo e tipo de infiltrado inflamatério nos diferentes grupos nas
amostras de p21"WA™!,

Grupos n total Ausente Linfocitario Linfocito +Neutrdfilo
Displasia Epitelial 11 1(9%) 9(81%) 1(9%)
Acantose 6 0(0%) 5(83%) 1(16%)
Hiperceratose 9 1(11%) 5(55%) 3(33%)
Acantose c/ 10 1(10%) 6(60%) 3(30%)

Hiperceratose
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Figura 1. Fotomicrografias de leucoplasias com hiperceratose. A, marcagao
imunoistoquimica de p53. B, marcagdo imunoistoquimica de p21VA™" . Aumento
200x.

Figura 2. Fotomicrografias de leucoplasias com acantose associada a
hiperceratose. A, marcacdao imunoistoquimica de p53. B, marcacgao
imunoistoquimica de p21VA™" . Aumento 200x.
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Figura 3. Fotomicrografias de leucoplasias com acantose. A, marcagéo
imunoistoquimica de p53. B, marcagdo imunoistoquimica de p21VA™" . Aumento
200x.

Figura 4. Fotomicrografias de leucoplasias com displasia epitelial. A, marcagéao
imunoistoquimica de p53. B, marcagdo imunoistoquimica de p21VA™" . Aumento
200x.
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DISCUSSAO

Apesar de a presenca histopatolégica de displasia epitelial ainda ser
considerada a maior preditora de risco de progressao para carcinoma espinocelular,
uma quantidade consideravel de leucoplasias sem displasia epitelial também sofrem
transformacdo maligna. """ Faltam estudos na literatura que avaliem e
comparem o comportamento das demais alteracdes epiteliais, presentes nas
leucoplasias bucais, diferentes da displasia epitelial.

Mutagcdes no gene e alteracdo da expressdao da proteina p53 estao,
frequentemente, presentes nas lesdes cancerizaveis e nos carcinomas
espinocelulares bucais. 2%%22527:3744 Qg resultados do nosso estudo mostram que
em todas as alteracdes epiteliais estudadas a expressdo imunoistoquimica da
proteina p53 esta alterada. Apesar de ndo ter sido incluido no estudo amostras
controle de epitélio morfologicamente normal, a literatura relata que em um quadro
de normalidade a expressao de p53 deveria ser restrita a algumas poucas células da
camada basal do epitélio. Encontrou-se grande quantidade de células marcadas
imunoistoquimicamente (Tabela 1), tanto na camada basal quanto na suprabasal em
todas as amostras, sem diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
Além do que, 100% das amostras apresentavam marcagdo na camada
intermediaria. Portanto, nossos achados diferem da literatura onde se constata que a
expressao imunoistoquimica da p53 sofreria um aumento gradual, em quantidade de
células e, de camadas mais inferiores para as mais superiores do epitélio, em funcéo
da progressao da severidade, de um epitélio sem alteracdes para displasia epitelial
leve, moderada a severa e para carcinoma espinocelular. 20242645

A maioria dos trabalhos ressaltam, principalmente, o aumento da expressao
imunoistoquimica de p53 com a progressao da severidade da displasia epitelial de
leve, moderada a severa. Em nosso estudo nao foi feita a graduacao das amostras
de displasia, pois muitos estudos salientam a dificuldade para um consenso
diagnéstico, devido a subjetividade de graduacao em displasia epitelial. 444

Os resultados dos estudos imunoistoquimicos sobre p53 variam
consideravelmente, dificultando a comparacéao com nossos achados. A metodologia
de avaliacdo da expressao imunoistoquimica difere entre os trabalhos, sendo que

alguns fazem uma analise quantitativa, porém sem diferenciar as camadas epiteliais,
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ou entdo, realizam uma andlise semiquantitativa, onde um percentual de células
marcadas € estimado e, muitas vezes, a intensidade da marcacdao também é
considerada. Além disso, 0 uso de diferentes anticorpos monoclonais ou policlonais,
pode apresentar diferentes padroes de marcagdo. Analises imunoistoquimicas
podem ser influenciadas ainda, por outros fatores tais como: concentracao utilizada
do anticorpo, os efeitos dos diferentes protocolos de recuperacdo antigénica, a

sensibilidade do sistema de deteccéo utilizado e a fixagdo do tecido analisado. 2% >

27,37, 44, 48, 49

Existe, na literatura, uma forte correlagdo entre expressdo imunoistoquimica
da proteina p53 e mutacdo no gene TP53, pois a p53 apresenta uma meia vida
muito curta (aproximadamente 20 minutos), enquanto que a proteina mutante,
usualmente, possui uma meia vida aumentada, tornando-a mais facilmente

2022454850 Entretanto, em certas

detectada pela técnica imunoistoquimica.
condigdes, a proteina normal pode ser retida no tecido, sendo assim detectada
imunoistoquimicamente, através da ligacao a outras proteinas ou devido a algum
defeito no seu processo de degradacdo, que esta relacionado a proteina mdm2
2050531 gabe-se também, que estabilizacdo e deteccdo imunoistoquimica de p53
pode ocorrer em funcdo de diferentes agressbes celulares, como irradiacao
ultravioleta e exposicdo a carcinégenos. *®°%% Assim nestas situagdes p53 é
detectavel porque as células estdo em permanente estagio de dano ao DNA.

Ainda nao esta determinado se o aumento da expressao de p53 em lesdes
cancerizaveis € resultado de uma mutacao ou se representa uma resposta celular
frente & exposicdo cronica a carcinégenos. “ O anticorpo monoclonal clone DO-7
usado em nosso estudo reconhece ambas as proteinas, portanto, ndo ha como
distinguir proteina normal de mutante nos tecidos avaliados. 2*°' Pillai et al. (2003) °’
realizaram um estudo que comparava o uso de dois anticorpos diferentes e
observaram que o anticorpo DO-7, em comparacdao ao 1801, detectou maior
expressao de p53 normal, houve mais marcagcdo imunoistoquimica em tecidos
adultos sem alteracdes. Possivelmente esta alta sensibilidade do anticorpo explicaria
a elevada marcacao observada neste estudo.

Em nosso estudo a expressdo imunoistoquimica de p53 no epitélio pode
indicar que o sistema p53 esta funcionando corretamente e esta ativo em células
sob estresse, que podem a partir daquele momento, reparar o dano ou entrar em
apoptose. A amostra utilizada em nosso estudo é proveniente de arquivo, os dados
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referentes ao consumo de substancias carcinogénicas, como o fumo e alcool,
fatores importantes envolvidos na etiologia e no prognéstico das lesdes
cancerizaveis, deixaram de ser informados nas fichas de bidpsia enviadas com o
material. O uso crénico de fumo e alcool, nas nossas amostras, poderiam ser
responsaveis por manter as células epiteliais em constante dano genético e
determinar alta expressao imunoistoquimica da p53.

Field, Spandidos e Stell (1992)>* avaliando a expressdo imunoistoquimica de
p53 em cancer de cabeca e pescoco, observaram que 6 de 7 nao-fumantes nao
expressaram p53, enquanto que 29 de 37 fumantes apresentaram aumento da
expressao de p53.

Uma explicacdo alternativa para a marcagdo tdo evidente da p53 seria a
possibilidade de que os danos genéticos que levariam progressivamente ao cancer
bucal j4 estdo presentes em disturbios epiteliais considerados morfologicamente
inocentes. Lavieille et al. (1998)>° relatam que mutagbes em TP53 ocorrem
precocemente em carcinomas de cabeca e pescoco. Em seu estudo verificaram que
em 79% da sua amostra ndo-tumoral havia mutacédo genética em TP53, sendo 4 de
5 amostras de mucosa normal exposta a fumo e alcool, 7 de 10 hiperplasias
epiteliais e em 4 de 4 displasias.

A proteina p21"VA™" ¢ a principal responsavel por promover a pausa do ciclo
celular para que o DNA danificado possa ser reparado. Apesar de atuar no controle
da proliferacdo celular, apresenta funcées que podem favorecer o processo de
carcinogénese, pois atua como uma proteina adaptadora de complexos ciclina/cdk
ativos e em determinados momentos é antiapoptética. 293 37 56-61

Marcacdo imunoistoquimica da p21"WA"' em nosso estudo, foi observada
principalmente na camada suprabasal do epitélio, com células positivas isoladas na
camada basal, concordando com os achados de muitos estudos. 36:38:39-99.6263 A
literatura relata que com a progressao histolégica de displasia leve a moderada,

1WAFT aumenta em nimero de

severa e a carcinoma espinocelular a expresséo da p2
células positivas e passa de restrita a camada suprabasal a todas as camadas
epiteliais. 3334338406485 Em nossos achados, apesar de ndo haver diferenca
estatisticamente significativa, a maior quantidade de células positivas foi vista no
grupo displasia, seguido do grupo acantose, acantose associada a hiperceratose e
hiperceratose. Além disso, 100% das displasias apresentavam marcacao positiva na

camada intermedidria, enquanto que 83% das acantoses, 90% das acantoses com
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hiperceratoses e 77% das hiperceratoses apresentaram células p21"“*"! positivas na
camada intermediaria.

1WAFT aumenta em conseqiiéncia da progressdo da

Se a expressao de p2
severidade da alteracdo epitelial, nossos achados sugerem que, dentre as
alteracoes epiteliais em leucoplasias sem displasia epitelial, a presenca de acantose
pode representar uma alteracdo mais severa e, consequentemente, determinar
maior risco de transformacao maligna da lesdo cancerizavel quando presente. A
acantose se caracteriza por um espessamento da camada intermediaria do
epitélio®, dessa forma a maior expressdo imunoistoquimica de p21YA"" nas
camadas suprabasal e intermediaria observada em nossos resultados, pode indicar
que esse espessamento epitelial ocorra a custa de alteragdes na proliferagao celular
destas camadas.

1WAF! associado

Ainda nao foi elucidado porque ocorre esse aumento de p2
com o aumento da severidade da alteracdo epitelial. Poderia representar uma
tentativa celular de controle proliferativo, mas que possivelmente & superado por
outros fatores que promovem a carcinogénese e que se sobressaem a fungao
inibitoria de p21WA"!. Alternativamente, a p21"VA"" detectada poderia estar exercendo
funcdes que favorecem a proliferacdo celular. 2230343796687 A fyncio inibitéria de
p21WVAF1 ¢ regulada estequiometricamente, multiplas moléculas de p21"“A"' sao
necessarias para inibir um complexo ciclina-cdk, enquanto que apenas uma
molécula funciona como um fator que favorece a ligagdo do complexo ciclina-cdk,
sendo que este é ativo. **®' No entanto, provavelmente, em ambas as situacdes
podera haver detecg¢do imunoistoquimica.

Encontrou-se uma correlacdo positiva entre a expressdo de p53 e p21WVA™!
contrariando muitos trabalhos que nao verificaram essa associacado e suportam que
mecanismos independentes da acao de p53 estdo envolvidos com a indugédo da

expressdo de p21"A! nas lesdes cancerizaveis e no cancer bucal. 3336:39.62:636869

Inducdo de p21WA™!

independente de p53 acontece, principalmente, em resposta a
estimulos de diferenciacdo celular enquanto que a inducao dependente de p53
ocorreria em resposta a agressdes celulares, na presenca de dano ao DNA. ° A

correlacdo positiva entre a expressao de p53 e p21"WAF

reforca a hipbtese de que a
expressdao de p53 em nossas amostras esta associada a um sistema p53
funcionante em células que apresentam dano no DNA, pois nessa situacao p53

induz a expressdo de p21VA"" para que ocorra o blogueio do ciclo celular.
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A constatacdo de que a expressdo imunoistoquimica de p53 e p21"WA! esta
alterada em lesdes cancerizaveis com diferentes alteracdes epiteliais, corrobora a
afirmacao de que alteragdo no padrao de expressao dessas proteinas reguladoras
do ciclo celular é um evento precoce na carcinogénese bucal. ®’

Nossos achados em que novos cortes histoldgicos de leucoplasias resultaram
em mudanca de diagnédstico histopatolégico concordam com outros autores que
demonstraram que a lesdao apresenta variagdo no padrdo microscopico e que,
consequentemente, a bidpsia incisional isoladamente pode nao ser considerada
representativa. ">

A exposicdo da superficie epitelial do trato aerodigestivo superior a
carcindégenos, determina a presenca de um campo de cancerizagcao. Uma populagéao
de células geneticamente alteradas, gradualmente, dara origem a um campo que é
suscetivel a novos danos genéticos. Este campo, apesar de nao detectavel
macroscopicamente, & fértil para o surgimento de lesées cancerizaveis e lesdes
malignas. Varias alteracbes morfolégicas e genéticas distintas podem ser
identificadas em diferentes regides do epitélio bucal dentro do campo de
cancerizacdo. 32" Assim como no campo de cancerizagdo, verificamos que dentro
de uma mesma lesdo cancerizavel as alteragdes epiteliais podem variar em
diferentes campos.

Horta et al. (2007)"* observaram que a expressdo imunoistoquimica de p53 e

1WAF! em carcinomas espinocelulares de labio inferior é maior no fronte de invasio

p2
do que no tumor como um todo. Considerando que o fronte de invasao é o local que
apresenta maior alteracdo e que determina o comportamento tumoral, sugerem que
alteracdo nestas proteinas reguladoras do ciclo celular favorecem a instabilidade
genética levando a um acumulo de alteracées genéticas criticas.

A homeostase celular e tecidual depende de um controle preciso de diferentes
sinalizacbes que levam a proliferacdo, diferenciagdo, apoptose e senescéncia.
Esses processos biologicos estdo intimamente relacionados com a regulacdo do
ciclo celular. Alteragdes na funcdo de p53 e p21YAF' proteinas-chave desse
controle, podem favorecer o surgimento de outras alteracbes e desencadear o
processo de mliltiplos passos da carcinogénese. %%

Hildebrand (2005)'® demonstrou que o ritmo de proliferacdo celular epitelial
esta alterado nas leucoplasias sem displasia epitelial. O somatério destas

alteracoes, tanto no controle do ciclo celular, como no ritmo de proliferacéo celular,
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podem com o passar do tempo favorecer a fase final da carcinogénese, a
progressao.

Em nossa opinido as expressdes imunoistoquimicas de p53 e p21YWAF!
observadas confirmam que nas leucoplasias sem displasia epitelial ja existem
alterac6es no controle da proliferacao celular e 0 aumento da expressao representa
um aumento da severidade do dano.

Infiltrado inflamatério subjacente ao tecido epitelial estava presente em mais
de 90% das amostras, sendo que esse infiltrado era predominantemente linfocitario.
Sua presenca pode sugerir uma resposta do organismo, pela atuacdo do sistema
imune denominada vigilancia imunolégica que visa reconhecer e eliminar células
transformadas. "° O infiltrado inflamatério pode, porém, estar presente, em razio de
outros fatores como presenca de areas ulceradas préximas as areas analisadas ou
devido a infecgdo fangica por candida albicans. A presenca de cdndida albicans,
fungo relativamente comum na boca, tem sido relatada com freqiéncia em
associacdo com a leucoplasia. "®’” Roed-Petersen, Renstrup e Pindborg (1970)"®
verificaram que 31% dos espécimes de bidpsia de leucoplasias continham Candida.

Sabe-se que a presenca do processo inflamatorio subjacente pode causar
alteracdes no padrédo de proliferacédo celular epitelial. " Em nosso estudo a presenca
de infiltrado inflamatério foi praticamente constante independentemente do tipo de
disturbio de maturacao epitelial observado nao sendo possivel averiguar uma
associagao entre o processo inflamatério presente e uma maior ou menor expressao
imunoistoquimica de p53 e p21VAF'. Uma anélise quantitativa poderia demonstrar se
h&a diferenca da intensidade e qualidade de resposta imunoldgica nos diferentes
disturbios e indicar se ha influéncia deste processo inflamatério na expressao
imunoistoquimica.

Os resultados encontrados demonstram que a expressao imunoistoquimica
da p53, apesar de elevada, ndo guarda relacdo direta com o agravamento do
disturbio de alteragdo epitelial da leucoplasia, sua expressao parece estar
condicionada a presenca de uma agressao celular crénica. Todavia, 0 aumento da

expressdo imunoistoquimica de p21YWA™

verificado na acantose poderia ser
interpretado como uma alteracdo epitelial mais severa do que a hiperceratose e,
dessa forma, merecer maior atencdo e controle mais rigido nas leucoplasia onde

esta estivesse presente.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Existem iniumeros biomarcadores estudados nas diversas pesquisas sobre
cancer. Estes marcadores sdo associados ao diagnéstico, prognéstico e tratamento
do cancer. Um dos marcadores mais estudados € a p53. Na literatura ha uma vasta
relagdo de trabalhos que utilizam a técnica imunoistoquimica no seu estudo. No
entanto, apesar da enorme quantidade de trabalhos publicados a comparacao entre
estes estudos € dificil. N&o existe uma padronizacdo metodoldgica, nem da
quantificacao e interpretacao dos resultados.

A regulacao que envolve p53 é complexa, existe um rigido controle sobre seu
nivel e suas funcdes, de forma espacial e temporal, e também em termos de tipo
celular. Além disso, existem diversas isoformas de p53 e interacbes pos-
transcricionais com moléculas que podem alterar sua estabilidade, localizagdo e
conformacdo. Todos estes fatores tornam a analise dos resultados complexa. De
forma a tornar a interpretacdo mais precisa, os estudos que avaliam a p53 através
da técnica imunoistoquimica deveriam ser acompanhados de anélise molecular,
para determinar a integridade do gene TP53.

A proteina p21 WA

esta envolvida em mudltiplos processos que envolvem o
controle do ciclo celular: proliferacao celular, diferenciacdo e apoptose. Sendo que,
em relagcdo a um mesmo processo, pode desempenhar funcbes opostas, como na
proliferacao celular e na apoptose. A técnica imunoistoquimica determina apenas se
a proteina esta presente na populagdao celular estudada, dessa forma, ndo é

1 WAF1

possivel determinar qual funcdo p2 estd desempenhado naquela célula.

Todavia, sabe-se que quando ndo ha alteragdes, p21"/ ™!

se expressa de certa
forma e que existe um aumento da sua expressdo associado com aumento da
severidade da alteragdo epitelial. Apesar de algumas hipbteses, nao existe uma
explicacao definitiva para esse aumento. Por associagao, sugerimos que a acantose
representa uma alteragao epitelial mais severa em relagao a hiperceratose.

A taxa de transformacdo maligna de leucoplasias sem displasia epitelial
demonstrada em alguns estudos ndo permite que tais lesdes sejam ignoradas e os
pacientes tenham seus controles clinicos negligenciados. O periodo de laténcia para

que ocorra a transformacado é variavel e dificulta o acompanhamento destes
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pacientes. No entanto, ndo existe ainda uma forma eficaz de identificar os individuos
que apresentam risco maior de desenvolver uma neoplasia maligna na cavidade
bucal. Portanto, todos aqueles que apresentam uma leucoplasia devem ser
considerados como de risco. A biépsia e exame histopatolégico € indicado sempre.
Para determinar de forma concreta se a acantose representa um disturbio mais
severo e com maior risco de transformacdo maligna seriam necessario estudos

longitudinais com acompanhamento prolongado dos individuos com tal disturbio.
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ANEXO
$
=UFRGS ———
Universidade Federal do Rio Grande do Faculdade de Odontologia

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
RESOLUCAO

O Comité de Etica em Pesquisa e a Comissido de Pesquisas da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisaram
o Projeto:

Numero: 01/07

Titulo: ESTUDO DA EXPRESSAO ’IMUNOISTOQUiMICA DAS
PROTEINAS p53 E p21 NOS DISTURBIOS DE MATURAGAO
EPITELIAL DA MUCOSA BUCAL

Investigador(es) principal(ais): Professor Pantelis V. Rados, Bidloga
isabel da S. Lauxen e C.D. Fernanda Visioli

O Projeto foi aprovado na reunido do dia 20/03/2007, Ata n° 01/07 do
Comité de Etica em Pesquisa e da Comissdo de Pesquisas, da UFRGS,
por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo com a
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Porto Alegre, 22 de margo de 2007.
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Prof?. Marisa Maltz
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas

ol el
3 Jam—duu

Prof?. Heloisa Emilia Dias da Silveira
Coordenadora da Comissao de Pesquisas



