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EPiIGRAFE

Antes de mais nada o amor,

Amor divertido, amor sem sentido,

Amor sério, amor responsavel

Amor de pai e mde, amor de irm&o.
Amor por alguém distante, amor juntinho,
Amor construido, amor filho da paixéao,
Amor discreto, amor despudorado,

Amor por amor, por amar, para amar.

Amar alguém,

Alguém de quem né&o se pode sentir outro sentimento
Alguém dono do seu coragéo

Com ou sem raz&o.

Pelo direito de ser amado, haja o que houver.

Amor inesgotavel em um dia.

Amor insuperavel em 100 anos.

Amor que merece uma flor

Amor que recebe outro amor.

Dizem que amar é sofrer.

Pode até ser que se sofra por amor,

por tanto amor,

Mas toda dor encontra-se no ndo amor.
N&o no amor.

Na falta dele, mas nunca dentro dele.
Quando o amor encontra o amor ndo ha como se opor.
Né&o ha espaco para dor.

Encontro magico, encontro impar,
Sentimentos irmaos em sintonia maxima,
Une amigos, parentes, amantes.

Amor une, soma, multiplica

Se tens amor cuida

Se néo, busca,

Se queres amor, dé amor.

Ame a si mesmo, ame o nascer do sol, o por do sol, a chuva
Ame sem parar tudo aquilo que conseguir olhar com paz
Ame os ouros, ame amatr,

Apenas ame e se deixe amatr.

Pequeno tratado amoroso sobre o amor
Emanuel Preto



RESUMO

Introducgao: O cancer de boca esta entre os dez tipos de cancer mais comuns em
todo o mundo. Lesbes precursoras como leucoplasia e liquen plano em geral
precedem o surgimento do tumor invasivo. Nesse contexto, a busca por marcadores
biolégicos para o diagndstico e prognostico dessas lesbes € extremamente
relevante. Objetivo: Avaliar a expressao das proteinas P16, BUB3, SOX4 e Ki67 no
liquen plano oral (LPO) e comparar os resultados com a expressdo dos mesmos
anticorpos no liquen plano cutaneo (LPC), na displasia oral (DO) e na hiperplasia
fibrosa oral (HFO). Materiais e Métodos: Conduziu-se um estudo retrospectivo, que
incluiu 120 blocos de tecido parafinados, distribuidos igualmente em LPO, DO, HFO
e LPC. A partir desses blocos foi realizada reagdo imunoistoquimica com os
anticorpos citados em cada um dos grupos. A expresséo dos anticorpos foi avaliada
por um indice de positividade (IP) determinado apds a contagem de 500 células de
cada amostra. Resultados: Verificou-se que o IP (mediana) de P16 em LPC foi o
mais elevado (86,59), seguido pelo LPO (20,65), HFO (11,8) e DO (7,85) (p <0,001).
A comparacdo de pares post-hoc mostrou diferenga estatisticamente significativa
entre LPO / LPC, LPO / DO. O IP para BUB3 também foi maior no LPC (83,2),
seguido por LPO (80), HFO (77) e DO (71,4) (p = 0,04). O maior IP para SOX4 foi
encontrado em LPC (86,8) seguido por HFO (82,3), DO (72,4) e LPO (66,1) (p
<0,001). Foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre LPO / LPC. O
Ki67 apresentou expressdo maior em DO (14,4) seguido de LPO (11,6), LPC (8,24)
e HFO (5,5) (P <0,001). O teste post hoc mostrou diferenga significativa entre LPO /
HFO, LPC / DO e DO / HFO. Conclusao: Os resultados aqui apresentados sugerem
que o LPO tem um potencial intermediario de transformag¢ado maligna. O P16 n&o se
comportou como um marcador confiavel de transformagédo maligna das lesdes orais.
A expressao de BUB3 e SOX4 devem ser melhor esclarecidas, mas talvez possam
atuar como fatores de protecdo. Mais estudos devem ser realizados envolvendo
esses marcadores.

Descritores: Liquen plano; Displasia oral; Hiperplasia oral; P16; BUB3; SOX4; Ki67.



ABSTRACT

P16, BUB3, Ki67 and SOX4 immunohistochemical expression in oral lichen planus,

cutaneous lichen planus, oral dysplasia and oral fibrous hyperplasia.

Background: Oral cancer is one of the ten most common types of cancer worldwide.
In this context, the search for diagnosis and prognosis biological markers is
extremely relevant. Objective: To evaluate the expression of the antibodies P16,
BUB3, SOX4 and Ki67 in oral lichen planus (OLP) and compare its results with their
expression among cutaneous lichen planus (CLP), oral dysplasia (OD) and oral
fibrous hyperplasia (OFH). Materials and methods: This is a retrospective study
design, which included 120 formalin fixed paraffin embedded tissue blocks of OLP,
OD, OFH and CLP, equally distributed. Results: It was verified that positive index
(median) of P16 in CLP was the highest one (86.59), followed by OLP (20.65), OFH
(11.8) and OD (7.85) (p <0.001). Post-hoc pairwise comparisons showed significant
statistical differences between OLP/CLP, OLP/OD, CLP/OD and CLP/OFH. Positive
index for BUB3 was also higher in CLP (83.2) followed by OLP (80), OFH (77) and
OD (71.4) (p = 0.04). The highest SOX4 index was found in CLP (86.8) followed by
OFH (82.3), OD (72.4) and OLP (66.1) (p < 0.001). Significant statistical difference
was verified between LPO/LPC and LPC/OD. Ki67 was higher in OD (14.4) followed
by OLP (11.6), CLP (8.24) and OFH (5.5) (P < 0.001). Post hoc test showed
significant difference between OLP/OFH, CLP/OD and OD/OFH. Conclusion: The
results presented here suggest that OLP has an intermediate malignant potential.
P16 can not be considered a reliable marker for malignant transformation in oral
lesions. The expression of BUB3 and SOX4 should be further clarified, but they may
act as protect factors. More studies should be performed envolving these markers.
Key words: Lichen planus, Oral dysplasia, Oral fibrous hyperplasia, P16, BUBS3,
SOX4, Ki67.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCEO Carcinoma de células escamosas oral
CPCM Complexo de proteinas do checkpoint mitético
DO Displasia oral

DO-L Displasia oral de grau leve

DO-M Displasia oral de grau moderado
DO-S Displasia oral de grau severo

ERO Liquen plano erosivo

ERT Liquen plano eritematoso

HFO Hiperplasia fibrosa oral

HPV Virus do papiloma humano

LPC Liquen plano cutaneo

LPO Liquen plano oral

OMS Organizagao Mundial de Saude

PCR Reacao de cadeia de polimerase

Rb Retinoblastoma

RET Liquen plano reticular

TNF Fator de necrose tumoral
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1.1- INTRODUGAO

O cancer de boca esta entre os dez tipos de cancer mais comuns em todo o mundo.
Estima-se que o numero de novos casos de cancer de boca e mortes relacionadas por ano
em nosso planeta seja, respectivamente, 263.000 e 127.000 [1]. O carcinoma de células
escamosas oral (CCEQO) & o tumor mais frequente nesta regido anatémica. Na maioria dos
casos, tem-se verificado que o CCEO € antecedido pelas chamadas lesbes precursoras
epiteliais, tais como a leucoplasia e a eritroplasia, ou pelas condi¢gdes pré-cancerosas, tais
como o tabagismo e o liquen plano [2-4]. Portanto, o diagnostico precoce dessas lesbes
combinado com uma estimativa adequada do progndéstico pode prevenir o aparecimento de
CCEO. Aléem disso, pode evitar as sequelas causadas pelo tumor e/ou seu tratamento,
reduzindo os custos decorrentes para a sociedade [5]. Nesse contexto, a pesquisa de
marcadores bioldgicos para diagndéstico e prognostico dessas lesdes € fundamental.

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) incluiu o liquen plano oral (LPO) como uma
condigdo pré-cancerosa, em 1978. Essa classificagdo foi mantida até o ultimo relatério de
2005 [3]. O LPO é uma forma de liquen plano (LP), que, por sua vez, € uma das doengas
mucocutaneas mais comuns, cujas lesdes podem ser encontradas na pele, mucosa, ou em
ambos. Sua incidéncia varia de 0,5 a 2% na populagdo em geral. Os adultos, especialmente
as mulheres (a proporg¢ao pode ser tao elevada como 3:1), s&o os mais acometidos. [6-8]

O tratamento do LPO é paliativo e indicado apenas nos pacientes sintomaticos.
Podem ser utilizados corticdides tdpicos ou sistémicos, ciclosporina tépica, retindides topicos
ou tacrolimus tépico. Apos o tratamento o paciente geralmente passa por umperiodo de
remissio dos sintmas, embora as lesbes nao desaparegam. [8]

A associacado entre o LPO e o cancer bucal, embora ainda possa ser considerada

um assunto controverso, vem sendo relatada e extensivamente estudada [9-16]. Por outro
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lado, a possibilidade de transformagao maligna das lesdes de liquen plano cutédneo (LPC) é
considerada insignificante e raramente relatada. No entanto, os pacientes com LPC podem
apresentar um risco aumentado de desenvolvimento de cancer oral [17, 18].

O estabelecimento de biomarcadores que possam predizer ou que indiquem a
transformagdo maligna seria muito util no diagndstico e no manejo de pacientes com LP,
especialmente quando o LPO é detectado. O Ki67 € um marcador bem estabelecido de
proliferagdo celular que tem sido largamente utilizado para avaliar tanto a agressividade de
CCEO como das lesbes orais precursoras em alguns estudos [19, 5, 20, 21]. No entanto,
apenas quatro pesquisas relataram a expressao Ki67 em LPO, até o presente momento [22-
25].

A proteina P16 € um marcador biolégico consagrado para a avaliagdo do risco de
desenvolvimento e do progndstico no cancer de colo uterino [26, 27]. Entretanto, apenas trés
estudos avaliaram a expressdo de P16 em LPO, até o momento. Existem diferengas
importantes na metodologia desses trabalhos e os resultados sdo controversos. Um desses
estudos aponta que a expressdo aumentada de P16 pode se dar devido a presenga de
inflmacgao [28-30].

Outros genes e proteinas, como o BUB3 e o SOX4, estdo sendo estudados em
diferentes tipos de céancer, com o objetivo de estabelecer novos marcadores bioldgicos. No
entanto, pouco se sabe sobre o papel dessas proteinas em lesdes ou condigdes precursoras

de CCEO, especialmente no LPO [31, 32].
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1.2 - REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 - Liquen Plano

As lesdes de LP podem estar presentes em pele, mucosas ou em ambos. O liquen plano
oral (LPO) isolado & a forma mais comumente encontrada, enquanto o liquen plano cutaneo
(LPC) isolado € a menos frequente [7].

A etiologia dessa doenga permanece desconhecida [33, 34]. Contudo, em fung&o de seu
perfil e curso clinico, sugere-se que a mesma represente um disturbio da imunidade celular.
Essa alteracdo imune parece ser mediada principalmente por linfécitos TCD8+ citotdxicos,
que provocam a apoptose das células epiteliais basais. Isso pode ser precipitado por alguns
fatores como trauma local, estresse e infeccdo pelo virus da hepatite C. Polimorfismos
genéticos que aumentam a produgédo de citocinas parecem ter um papel importante no
surgimento do LP [34].

Em boca, o liquen plano possui uma rica diversidade clinica. A manifestacdo mais
classica ocorre na forma de estrias esbranquicadas entrelagadas com aspecto rendilhado.
No entanto, existem alguns outros aspectos do LPO que incluem: placas ou papulas
esbranquicadas, areas atroficas avermelhadas, vesiculas e ulceragdes. As lesdes em geral
s&o multiplas, bilaterais e simétricas. Elas surgem com maior freqiéncia em mucosa jugal,
dorso da lingua, gengiva e labio, podendo envolver qualquer area da boca [10, 34, 35].

Trés tipos morfolégicos (ou formas) de LPO podem ser distinguidos: o reticular, o
eritematoso e o erosivo. A forma reticular € bem mais comum, caracterizando-se apenas por
estrias ou placas brancas (Figura 1), e geralmente €& assintomatica [35, 13]. Na forma
eritematosa podem ser observadas areas atroficas avermelhadas em meio as lesbes
esbranquigcadas (Figura 2), enquanto que na forma erosiva areas ulceradas s&o também

encontradas (Figura 3). O LPO eritematoso e, especialmente, o erosivo causam dor ou
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ardéncia na maioria dos pacientes, além de apresentarem maior probabilidade de
transformagao maligna [16, 10, 13]. Faz-se necessario ressaltar que o aspecto morfologico
predominante (forma de LPO) pode mudar com o tempo [8].

Detalhes dos aspectos clinicos s&o importantes, uma vez que quando se observam
lesbes isoladas, unilaterais e associadas a fatores locais (como restauragbes dentarias
metalicas, especialmente em amalgama) essas podem configurar a reagao liquendide que
desaparece com a remoc¢ao do fator local. As reacgdes liquendides também podem ser de
origem sistémica, em geral associadas ao uso de alguns medicamentos. De forma
semelhante, a interrupcado dos remédios faz com que as lesdes desaparecam [8].

O diagnostico de LPO é baseado em manifestagdes clinicas e histologicas que incluem:
hiperceratose, acantose irregular, degeneracdo da camada basal do epitélio, corpos hialinos,
cristas epiteliais em forma de dentes de serra e a presenga de um infiltrado inflamatério em
banda composto quase exclusivamente de linfécitos maduros [33]. Dentre as caracteristicas
histoloégicas, sdo critérios essenciais para o diagnéstico a liquefagdo basal e o infiltrado em

banda (Figura 4) [28, 29, 36].



Figura 1 — Liquen Plano Reticular,
aspecto clinico. Estrias esbranquicadas
entrelagadas na mucosa jugal direita —
Foto do arquivo pessoal do autor com o
consentimento prévio do paciente.

Figura 3 — Liquen Plano Erosivo, aspecto
clinico. Ulcera em meio a estrias
esbranquigadas na mucosa jugal direita -
Foto do arquivo pessoal do autor com o
consentimento prévio do paciente.

16

Figura 2 — Liquen Plano Eritematoso, aspecto
clinico. Areas atréficas e eritematosas nas
gengivas — Foto do arquivo pessoal do autor
com o consentimento prévio do paciente.

Figura 4 — Liquen Plano, aspecto histologico.
Hiperceratose, cristas epiteliais em dentes de
serra, liquefagao basal e infilirado inflamatério
em banda.
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Verificou-se que de 11 a 15% dos pacientes com LPO ja manifestavam ou manifestariam
mais tarde lesbes cutaneas [37, 13]. O LPC comumente envolve as faces flexoras dos
antebracos e caracteriza-se por papulas achatadas eritematosas a violaceas, exibindo
discretas linhas brancas entrelagadas [6]. Os joelhos, o couro cabeludo e as unhas também
podem ser envolvidos [7]. O diagnostico do LPC pode ser feito clinicamente ou por biopsia.
Os aspectos histologicos classicos sao: hiperceratose, hipergranulose, acantose, infiltrado
linfocitario em banda e degeneragédo da camada basal do epitélio [38].

As lesbes cutaneas da doenga sdo autolimitadas em sua maioria e ndo produzem
morbidade. Em contrapartida, as alteracbes orais tendem a ser crbnicas e raramente
apresentam remissao espontanea [10]. Desta forma, tem sido sugerido que a permanéncia
das lesdes de LPO pode ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento de carcinoma
de células escamosas [39]. Por outro lado, a possibilidade de transformag&o maligna de
lesbes de LPC é praticamente nula e raramente descrita, quando comparada as
transformagdes malignas do LPO [18].

Alguns autores questionam o potencial de transformag¢ao maligna do LPO, especialmente
devido a dificuldade em definir critérios histolégicos de diagndstico na presenga de atipias
epiteliais associadas, o que para alguns caracteriza uma forma de displasia chamada
liquendide, que pode ser considerada como fator confundidor [15, 11, 40].

Diversas séries, no entanto, parecem demonstrar a associacdo de LPO e CCEO. EISEN
(2002) encontrou 6 (0,8%) CCEO dentre 723 individuos com LPO [10]. XUE et al (2005)
encontraram a mesma taxa de malignizagao (0,8%) dentre 674 chineses com LPO [13].
CARBONE et al (2009) estudaram 808 pacientes com LPO dos quais 15 (1,8%)
desenvolveram carcinomas orais, sendo que apenas 5 deles eram tabagistas [16]. No
estudo coorte realizado por BOMBECCARI et al (2011), durante 81 meses, 8 dentre 327

pacientes desenvolveram CCEO sobre lesbes de LPO [41].
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Os mecanismos envolvidos na transformacao maligna do LPO ainda ndo foram bem
esclarecidos [15, 42]. A existéncia da resposta inflamatéria crénica produz um processo
repetitivo de proliferagcdo e destruicdo de células basais, podendo gerar instabilidade
genética [42]. Esta ultima aumenta o risco de erros genéticos e ja foi associada ao
desenvolvimento de alteracdes displasicas e de CCEO [43]. Em um estudo que utilizou
citometria de DNA observou-se aneuploidia moderada em alguns casos de LPO do tipo
erosivo [44].

Outros trabalhos sugerem que a liquefagdo da camada basal representa uma alteragéo
do ciclo celular que pode estar relacionada ao potencial de transformagao maligna do LPO
[45, 46] . HIROTA et al (2002) avaliaram o indice mitotico e a expressédo de Ki67, p53 e
ciclina D1, dentre outros reguladores, e observaram paralisagado do ciclo celular, bem como
estimulo proliferativo e morte celular, concomitantemente, nas camadas basal e supra-basal
no LPO [47]. Outro trabalho aponta que a metilagcdo dos genes p16 e miR-137 pode

desempenhar algum papel nessa desregulagao do ciclo celular no LPO [48].

1.2.2-P16

Em geral, durante o processo de malignizagdo ocorrem alteracbes de moléculas
reguladoras do ciclo celular, dentre as quais encontram-se os inibidores do ciclo celular da
classe INK4 (p15INK4b, p16INK4a, p18INK4c e p19INKd), que s&o inibidores homdlogos de
quinases dependentes de ciclinas relacionadas a proliferagado celular (CDK4 e CDKG6). A
proteina p16INK4a (P16) liga-se a CDK4 e a CDKG6, evitando a ligagdo dessas quinases as
ciclinas do tipo D. Consequentemente, ha inibicdo da fosforilagdo mediada por CDK4/6 de

membros da familia retinoblastoma (Rb). Assim, a expressao de P16 produz um estado de
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hipofosforilagdo das proteinas da familia Rb e, dessa forma, interrope o ciclo celular [49, 50]

Portanto, o gene que codifica a proteina P16 consiste em um importante supressor de
cancer humano. Isso pode ser demonstrado pelo fato do locus 9p21 (INK4a/ARF/INK4b) -
codificador da proteina P16, entre outros produtos — encontrar-se ausente em diversos
tumores, incluindo melanoma, adenocarcinoma pancreatico, glioblastoma, leucemias, cancer
de pulmao de células n&o pequenas e carcinoma de bexiga [49]. Alteragbes no locus 9p21 e
consequente supressao da expressao do gene P16 parecem representar um evento inicial
no desenvolvimento de carcinomas orais [51-53].

MUIRHEAD et al (2006) encontraram uma relag&o inversa entre a expressao de P16 e de
Rb em uma série de 45 CCEO [54]. Os autores sugeriram que a supressao do gene p16, e a
consequente inibicdo da proteina P16, acarreta em ativacdo do Rb, que ocasiona a
passagem para a fase S do ciclo celular no cancer de boca. Outros trabalhos com CCEO
encontraram resultados semelhantes associados a alteragdes do gene P16 tais como
metilacdo, mutacdo pontual e delecdo [55, 56]. No entanto, a superexpressao de P16
também foi encontrada em alguns estudos envolvendo CCEO [57, 53, 50].

Nas neoplasias intraepiteliais cervicais, a inibigdo da proteina Rb pelo virus do papiloma
humano (HPV) resulta em niveis elevados de P16 devido a regulacéo por feedback negativo.
Dessa forma, a expressdo de P16 tem uma boa correlagdo com o grau de neoplasia
intraepitelial cervical, sendo considerada um marcador sensivel para essa lesao [27].
CHEAH et al (2012) demonstraram um aumento da expressdo de P16 nas lesbes
precursoras do cancer de colo uterino, e sugeriram que a detecgdo por imunohistoquimica
de P16 no colo do utero pode substituir a identificacdo do DNA do HPV de alto risco, além

de funcionar com marcador de prognostico para o carcinoma dessa regiao [26].
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Por sua vez, CHEN et al (2012) encontraram superexpressao de P16 somente nos casos
de CCEO que foram positivos para HPV por hibridizacéo in situ [58]. Por analogia com o
carcinoma cervical, deduziu-se que, nesses casos, 0 cancer bucal estaria associado ao
HPV, principalmente nos pacientes n&o expostos aos fatores de risco como tabaco, alcool e
betel [58, 59]. NEMES (2006), por outro lado, demonstrou a expressado de P16 em CCEO
mesmo sem a identificagdo do DNA do HPV [60].

Existe controvérsia também em relagdo a expressao de P16 nas displasias orais (DO).
Alguns trabalhos evidenciam uma relagéo direta entre a expressdo aumentada de P16 e o
grau de DO [61, 62]. Entretanto, outros estudos sugerem que a reducdo da expresséo de
P16 esta relacionada as lesbes displasicas orais [63, 64]. BRADDLEY et al (2006) e
BUAJEEB et al (2009), por sua vez, ndo consideraram que a expressao de P16 fosse util na
diferenciagao entre DO e lesdes nao displasicas na boca [65, 51].

Um estudo utilizando lesdes displasicas da mucosa oral que progrediram para CCEO nao
identificou relacdo significativa entre a expressao de P16 e o surgimento do cancer de boca
[59]. No entanto, esse mesmo trabalho evidenciou uma relagdo significativa (p <0.01) na
presenca ou auséncia de P16 nas lesdes precursoras € no carcinoma escamoso delas
resultante. Os autores concluiram que a ndo expressao de P16 em lesdes displasicas nao
exclui a possibilidade de transformag&o maligna. Porém, sugeriram que a marcacgéo forte por
essa proteina pode indicar alto risco de cancerizagao, e ressaltaram a necessidade de mais
estudos com P16.

A imunoexpresséo de P16 foi avaliada em outro interessante trabalho realizado por
ANGIERO et al (2008), com casos de displasia e CCEO na cavidade oral [66]. Nesse
estudo, a amostra foi dividida da seguinte forma: grupo 1 - 29 fragmentos de mucosa normal
/ hiperplasia ou displasia leve, grupo 2 - 14 pecas com displasia moderada ou grave e grupo

3 - 11 amostras de carcinomas invasivos. A expresséo da proteina P16 foi ausente no grupo
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1, presente em 85,7% dos casos no grupo 2 (displasia moderada / severa) e em 54,5% das
areas de carcinoma de infiltracdo do CCEOQO no grupo 3.

Recentemente, DRAGOMIR et al (2012) observaram marcag&o nuclear e citoplasmatica
de P16 em 22 de 34 casos de CCEO [53]. O estudo demonstrou ainda uma marcacgao de
P16 maior no epitélio displasico adjacente aos carcinomas que nos préprios tumores
(intensidade média de 45,4% e 31,1% respectivamente). Os autores acreditam que o P16
seja um marcador especifico para o epitélio oral displasico.

Trés estudos bastante atuais avaliaram a expressdo de P16 em lesdes de LPO. No
primeiro deles, POOMSAWAT et al (2011) estudaram 23 casos de LPO [29]. As células
positivas para P16 apresentaram marcagao nuclear e/ou citoplasmatica. Para considerar um
caso positivo nesse estudo, estabeleceu-se o parametro de, no minimo, cinco células
coradas dentre 500 células, contadas em cinco a oito campos de microscopia 6ptica (200 X)
escolhidos aleatoriamente.

De acordo com esses critérios, os autores identificaram 15 (65%) casos de LPO positivos
para P16, enquanto todos os casos do grupo controle, composto por dez fragmentos de
mucosa oral normal, foram negativos (p=0.0005). Na maioria dos casos, a marcagéo do
anticorpo P16 estava presente tanto no nucleo como no citoplasma, e variou em intensidade
de fraca a forte. A média de células consideradas positivas no LPO foi de aproximadamente
2%. Os autores desse trabalho sugeriram que a fase G1 do ciclo celular encontra-se
alterada e tal alteragao pode estar relacionada ao potencial de malignizagédo do LPO.

Em outro estudo recente, MONTEBUGNOLI et al (2011) avaliaram a expressédo de P16
em 56 casos de LPO [28]. Os autores fizeram comparagao com um grupo constituido por 36
casos de leucoplasia oral sem displasia, outro grupo heterogéneo de 23 lesdes inflamatérias
inespecificas (incluindo ulceragdes cronicas e hiperplaisas gengivais), além de um grupo

controle com 14 fragmentos de mucosa oral normal. Os casos foram considerados positivos
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para P16 quando apresentaram marcacao >5% das células contadas em cinco campos
diferentes de 0,12 mm? (ampliagdo de 400X).

As lesdes de LPO foram subdivididas em reticulares e atroficas, sendo que, 57 e 79%
dos casos foram considerados positivos, respectivamente. No entanto, essa diferenca nao
foi considerada estatisticamente significativa. As leucoplasias foram subdivididas de acordo
com a presenga ou auséncia de inflamagdo. No primeiro subgrupo, 42% dos casos foram
positivos, enquanto no segundo todos foram negativos (p<0,05). Dentre as lesdes
inflamatorias, 43% foram positivas, enquanto no grupo controle todos os casos foram
negativos para P16.

A diferenca entre LPO e leucoplasia em geral foi estatisticamente significativa (p < 0,01).
Entretanto, a diferenga entre os grupos de LPO / inflamagéo inespecifica e LPO / subgrupo
de leucoplasia com inflamagdo n&o foi considerada significativa. Os achados de
MONTEBUGNOLI et al (2011) permitem supor que a expressao de P16 seja influenciada
pela presenca de inflamacao [28]. Os autores acreditam que nos casos de LPO isso pode
estar relacionado a presenga de TNF-a e interferon-y, ndo sendo possivel correlacionar a
expressao de P16 com o potencial de malignizacédo do LPO.

No estudo mais recente, SALEHINEJAD et al (2014) avaliaram a expressao de P16 em
15 casos de LPO, aléem de 45 CCEO (15 bem diferenciados, 15 moderadamente
diferenciados e 15 indiferenciados) e de 8 fragmentos de mucosa normal [30]. As células
positivas foram contadas em 5 campos com a maior populagdo de células (hot spots), em
microscopia otica (400 X), e o resultado foi expresso como percentagem. Os casos positivos
para P16 foram aqueles nos quais a marcagao nuclear ou citoplasmatica superou 70% das
células contadas.

Considerando esses critérios, os autores encontraram 4 (26,7%) amostras positivas para

LPO (>70%). Dentre os demais casos de LPO, 5 apresentaram marcacéo inferior a 10% e os
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6 restantes apresentaram marcacao positiva entre 10 e 70%. Os casos de CCEO e controle
foram negativos para P16 nessa pesquisa e todos apresentaram marcagao inferior a 10%
das células contadas.

A expressédo de P16 em células do epitélio oral normal, utilizadas como grupo controle
em alguns trabalhos, variou de ausente a menor que 10% das células [59, 28-30]. Exceto
por alguns dos casos nao especificados pertencentes ao grupo de inflamagao inespecifica
do trabalho de MONTEBUGNOLI et al (2011), nao existem relatos sobre a expressédo de P16
no epitélio de hiperplasias fibrosas orais [28]. Por outro lado, ABRAHAO et al (2011)
encontraram superexpressdo de P16 em dois casos dentre 5 hiperplasias epiteliais orais

[57].

1.2.3-BUB3

BUB3 é uma proteina envolvida no controle da segregacdo dos cromossomas
durante a divisdo celular, o que € essencial para estabilidade genémica. No processo da
mitose, durante a metafase, desenvolve-se o fuso mitdético no equador da célula, onde
ocorre a ligagcado das cromatides irmas aos microtubulos do fuso através dos cinetécoros. O
fuso mitdtico € responsavel pela organizagdo e correta separacdo dos cromossomas em
divisdo. Somente apds essa organizagdo, durante a anafase, € que deve ocorrer a
separagao das cromatides irmas e se iniciar a migragao para os polos da célula em divisao.
[31, 67]

O checkpoint mitético (spindle checkpoint assembly) € um mecanismo que atua

controlando a transicdo da metafase para a anafase. Esse mecanismo tem como objetivo



24

impedir ou retardar a segregagao dos cromossomas até que a montagem do fuso mitético e
a adesao de cromossomos aos microtubulos de forma bipolar ocorra adequadamente,
através dos cinetécoros. Dessa forma, garante a separagdo correta de todos os

cromossomos para as células filhas. [68, 69, 31, 70].

As proteinas BUBR1, BUB3, CDC20 e MAD2 fazem parte do complexo de proteinas
do checkpoint mitético (CPCM) e ficam localizadas nos cinetocoros dos cromossomos que
ainda nao se ligaram de forma bipolar ao fuso mitético, sinalizando essa condigdo. As
proteinas do CPCM séo recrutadas em uma sequéncia interdependente, cujo objetivo final é
ativar a CDC20. Esta ultima, por sua vez, ativa o complexo de promocgédo da anafase /
ciclossoma (APC/C), um tipo de ligase E3-ubiquitina que funciona como regulador chave da
transicdo metafase-anafase [31].

Um estudo avaliou o papel dos genes BUB3, BUB1 e BUBR1 na interagao
cinetécoro-microtubulo utilizando interferéncia de RNA e microscopia de alta resolugdo. Os
autores observaram que em células com deplecdo de BUBR1 a ligagdo cinetocoro-
microtubulo foi totalmente comprometida. Por outro lado, nas células com deplecao de BUB3
e BUB1 houve uma ligagao defeituosa, com tendéncia unilateral [31].

Corroborando esse achado, em outro trabalho que utilizou diversas técnicas de
biologia molecular, LARSEN, AL-BASSAM et al. (2007) observaram que mutagdes
especificas em BUB3 podem desestabilizar interagcdo com BUB1, permitindo o recrutamento
de cinetécoros ndo aderidos [69]. Os autores sugeriram ainda que a alteragcdo cromossomial
nas ceélulas filhas decorrente dessa falha pode acarretar no desenvolvimento de neoplasias
malignas.

Entretanto, a superexpressdo do gene BUB3 também pode estar implicada na

carcinogénese, como foi observado em tumores gastricos em um estudo realizado com PCR
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e Ki67 [71]. Nesse trabalho, ficou evidenciada uma forte correlagdo entre a expresséo de
BUB1, BUBR1 e BUB3 e o indice de proliferagao celular nos tumores, que foi avaliado pela
imunoexpressao de Ki67.

Em outro estudo que utilizou um modelo de tumorigénese em Drosophilas foi
observado que BUB3 e as demais proteinas do CPCM s&o essenciais para a vida da célula,
uma vez que sua auséncia causa a morte celular [72]. Por outro lado, a falta de BUB3 no
cinetécoro, embora tenha produzido aneuploidia, n&o induziu isoladamente o
desenvolvimento de neoplasisa nesse modelo. A falta de proteinas do CPCM no cinetocoro
interrompeu a sinalizagdo e o consequente recrutamento de BUB3 no citosol. Porém, a
deple¢cao de BUB3 no cinetécoro e no citosol em células com apoptose inibida produziu
tumor, independente da atividade de P53. Isso sugere que o BUB3 tem algum outro papel
possivelmente associado ao controle do ciclo celular, além daquele que ja desempenha no

CPMC.

1.2.4 - SOX4

O gene SOX4 é um membro da familia de fatores de transcricdo SOX (sex-
determining region Y-related high mobility group box). Essa familia desempenha um papel
chave em muitos aspectos do desenvolvimento, tais como determinagcdo do sexo,
desenvolvimento neuronal, formacao de testiculos, diferenciacdo dos linfocitos e formacgao
de cartilagem. [73, 74]

Nos vertebrados, mais de 20 genes foram identificados na familia SOX e
classificados nos grupos A a G, de acordo com as semelhangas na sequéncia de DNA. O
grupo SOX-C foi relacionado a processos do desenvolvimento cardiaco embrionario, do

sistema nervoso e dos timocitos, além da diferenciagdo de osteoblastos. O gene SOX4 faz
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parte desse grupo e codifica uma proteina SOX4 de 474 aminoacidos com 3 dominios. Um
deles parece promover a morte celular por apoptose. [73, 74]

Trabalhando com linhagens de células neoplasicas pulmonares e do célon, PAN et
al (2008) demonstraram relagbes importantes entre o SOX4 e o P53, um conhecido
regulador do ciclo celular [32]. A deplegdo de SOX4 em células onde foi induzido dano no
DNA acarretou na diminuicdo da atividade de P53. Os autores observaram que o SOX4
comportou-se como um sensor para o dano de DNA que ativa, em sequéncia, o P53. O
estudo demonstrou também que ocorre interacdo entre P53 e SOX, considerada
fundamental para as fungdes protetoras do P53. Por fim, a pesquisa evidenciou que SOX4
reduziu a degradacdo do P53.

Em um estudo conduzido por HUR (2010) envolvendo 58 amostras de carcinoma
hepatocelular, a correlagdo entre SOX e P53 foi observada de forma semelhante ao
anteriormente descrito [74, 75]. Nesse trabalho, foi encontrada maior expressdo de SOX4
nas ceélulas neoplasicas que no tecido hepatico normal. Ndo ficou evidenciada correlagao
significativa entre a expressao citoplasmatica de SOX4 e o progndstico (taxas de sobrevida
livre de doenca e de sobrevida global). Entretanto, curiosamente, verificou-se que os
pacientes com superexpressao nuclear de SOX4 tiveram melhor progndstico que aqueles
com expressao nuclear negativa ou fraca. Os autores sugeriram que a localizagdo nuclear
de SOX4 pode funcionar como indicador para melhor prognostico no carcinoma
hepatocelular.

Evidéncias de que SOX4 aumenta os niveis de 3-catenina foram obtidas em estudo
com culturas de células [76]. Além disso, a deplecdo de SOX4 resultou, no mesmo trabalho,
em uma redugao significativa dos niveis de c-myc e ciclina D. Com isso, os autores
sugeriram que SOX4 controla o nivel de R-catenina enddgena, cuja desregulagdo esta

vinculada a diversos tipos de cancer.
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JAFARNEJAD et al (2010) também estudaram a express&o nuclear de SOX4 em
melanomas [77]. Eles observaram uma correlagdo negativa na expressdo de SOX4 entre os
melanomas metastaticos e os melanomas primarios, bem como entre os melanomas
metastaticos e os nevos displasicos, com a menor expressido ocorrendo nos tumores
mestastaticos. A sobrevida em 5 anos foi menor nos tumores onde foi constatada baixa
expressdo de SOX4. Foi observado ainda um aumento significativo da migragédo celular,
implicado na capacidade de invasdo neoplasica, em duas linhagens de melanomas
cultivadas apos a deplecao de SOX4.

Um estudo prospectivo entre 1997 e 2006, envolvendo 136 pacientes que foram
submetidos a cirurgia para tratamento de tumor primario de vesicula biliar, avaliou a
imunexpressao de SOX4 [73]. Os autores observaram que os tumores com maior expressao
de SOX4 eram aqueles de menor grau histolégico, em estagios mais iniciais e associados a
maior sobrevida dos pacientes.

A superexpressao de SOX4 foi demonstrada por LIU et al (2006) em amostras de
cancer de prostata comparadas as de tecido prostatico normal adjacente, utilizando-se
técnicas de microarray e imunoistoquimica [78]. Nesse trabalho, os autores demonstraram,
através do silenciamento de SOX4 pela transfeccdo de micro RNA de interferéncia de RNA,
que ocorreu apoptose em células neoplasicas prostaticas. Portanto, sugere-se que SOX4
possa ser um alvo terapéutico para esses tumores. Além do mais, a transfeccdo estavel de
SOX4 em ceélulas prostaticas normais induziu a formagado de colénias de células em agar
mole, sugerindo que SOX4 pode ser um oncogene.

Em um estudo com mais de 400 casos de céncer colorretal, ficou demonstrada
superexpressdo de SOX4 em comparagdo com mucosa normal adjacente [79]. Observou-se
ainda que, o aumento dos niveis de transcricdo do gene SOX4 correspondeu ao aumento da

expressao imunoistoquimica da proteina SOX4 nesses tumores. Também foi percebido que
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a marcacao para SOX4 no tecido foi especifica para células neoplasicas. Por fim, o estudo
correlacionou a maior expressdo do SOX4 com o pior progndéstico desses tumores.

A expressao imunoistoquimica de SOX4 em um trabalho com 57 casos de
carcinoma urotelial da bexiga foi forte em 49 (86%), moderada em 4 (7%), fraca em 1 (2%) e
ausente em 3 (5%) das amostras tumorais [80]. Por outro lado, SOX4 foi positivo em apenas
46% dos controles. A marcag¢ao imunoistoquimica de SOX4 foi observada tanto no nucleo
como no citoplasma. No mesmo trabalho, a expressdo do gene SOX4, avaliada por PCR em
tempo real, foi moderadamente aumentada na maioria dos tumores. Contudo, em alguns

deles foi diminuida, quando comparada ao tecido normal.

1.2.5 - Ki67

As células humanas estdo equipadas com mecanismos de controle da divisdo celular.
Mutacbdes no conteudo genético destas células podem superar estas defesas e contribuir
para a formagdo de tumores malignos. Existem varias moléculas, tais como p53, pRb,
p21,p27, p16, topoisomerase Il, ck-19 e ki67, que estdo envolvidas no controle do ciclo
celular. Algumas delas podem ser utilizadas como marcadores biolégicos para tentar avaliar
o risco de malignizagao em diferentes tecidos ou lesdes precursoras. [66, 81, 82]

As lesbes malignas podem surgir a partir de um descontrole na proliferagao celular,
em geral por uma alteragdo na regulagao do ciclo celular [83]. Em um tecido normal, o ciclo
inicia-se pela fase G1, onde ocorre um aumento celular e a célula prepara-se para realizar a
copia do seu DNA. A replicagcdo ocorre na fase S, permitindo que a célula duplique seus
cromossomos. Em seguida, comecga a fase G2, durante a qual a célula prepara-se para a
fase M, onde a célula divide-se ao meio produzindo duas células filhas, com o0 mesmo

numero de cromossomos. As ceélulas filhas imediatamente entram em fase G1 e podem
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reiniciar o ciclo celular. Na fase GO, a célula fica quiescente, em repouso, mas em qualquer

momento pode entrar no ciclo e iniciar a multiplicacéo. [84]

O Ki67 é uma proteina de cerca de 395kD que pode ser detectada nas fases G1, S,
G2 e M do ciclo celular, mas ndo na fase GO. Isso significa que ela é detectada
exclusivamente nos nucleos das células em divisdo. Esse periodo definido de expressao

nuclear torna a proteina Ki-67 um marcador confiavel para células em proliferagao. [85]

KANNAN et al (1996) avaliaram a expresséo de Ki67 em 5 amostras de mucosa oral
normal, 30 de leucoplasia e 15 de CCEO invasivo, e observaram que o indice de
proliferagao foi bem mais elevado nos CCEO (43%) que na mucosa oral normal (11%). Nas
leucoplasias, a expressdo de Ki67 foi intermediaria, entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre as lesdes ndo-displasicas e lesdes displasicas [83]. Os autores sugeriram
que a correlagdo encontrada entre a progressédo do tumor e a expressao do antigeno ki67
pode ser util na carcinogénese oral.

A imunoexpressao de Ki67 em CCEO e em displasia na cavidade oral foi avaliada em
outro trabalho, realizado por ANGIERO et al (2008) [66]. Nesse estudo, a amostra foi
dividida em trés grupos, a saber: 1 - Fragmentos de mucosa normal, hiperplasia ou displasia
leve (n=29); 2 - Pegas com displasia moderada ou grave (n=14) e 3 - Amostras de
carcinomas invasivos (n=11). A imunoexpresséo de Ki67 nos grupos 2 e 3 foi de 100% em
ambos, enquanto que no grupo 1 ndo foi observada a expressao de Ki67. Foram usados
como critérios para considerar positiva a amostra tanto o numero relativo de nucleos corados
como sua localizagdo nos 2/3 superiores do epitélio nas lesdes displasicas, enquanto que
nos CCEO a avaliagao foi feita nas areas de infiltracao.

No estudo realizado por HAMADAH et al (2010), os indices de proliferagdo celular

foram determinados utilizando-se Ki67 através de imunoistoquimica em lesdes preé-
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cancerosas orais, divididas em unicas e multiplas [86]. Noventa e seis pacientes foram
selecionados e 132 lesbes foram excisadas e analisadas. Os indices de proliferagdo em
lesbes unicas foram maiores do que aqueles encontrados nas lesdes multiplas. Foi
verificada ainda uma relagéo positiva entre o grau de displasias e a marcagao para Ki67.

O Ki67 também foi utilizado para o diagndstico diferencial entre sialometaplasia
necrosante e CCEO. Um estudo realizado com 13 casos de sialometaplasia necrosante, 16
casos de CCEO bem diferenciados e 4 CCEO moderadamente diferenciados evidenciou
marcacgao imunoistoquimica positiva de Ki67 em todos os 20 casos de neoplasia, enquanto
que em nenhuma sialometalasia necrosante a coloracgéo foi positiva [87].

DWIVEDI et al (2013) estudaram 30 casos de leucoplasias (15 sem displasia ou com
displasia leve e 15 com displasia moderada ou severa), 15 casos de CCEO (5 bem
diferenciados, 5 moderadamente diferenciados e 5 pouco diferenciados) e 5 casos de
mucosa bucal normal [88]. Os autores encontraram correlagdo positiva entre o indice de
expresséo de Ki67 e o grau de displasia, bem como a marcagéo supra basal do Ki67 e o
grau de displasia. Outro trabalho recente com metodologia semelhante e amostra um pouco
maior obteve resultados muito parecidos [89]. Ambos sugeriram que a analise da expressao
imunoistoquimica de Ki67 pode ser usada de forma confiavel para o diagnostico das

displasias do epitélio oral, bem como na determinagdo do progndstico para CCEO.

Ja o trabalho de TANIGUCHI et al (2002) utilizou amostras de LPO de 44 pacientes,
além de mucosa bucal normal de 10 pacientes, com o objetivo de examinar se a atividade
proliferativa do epitélio oral no LPO estava alterada [24]. A média (+ desvio padrdo) do indice
proliferativo de Ki67 em espécimes de LPO (42,04 + 33.56) foi significativamente maior (P =

0,03) do que nas amostras de controle (28,23 + 15,61). Isso demonstra que o LPO pode
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apresentar uma desordem proliferativa secundaria, provavelmente devido a quebra repetida
das células em divisdo que conduzem a um estado elevado de proliferacao.

ACAY et al (2006) avaliaram a marcacao de Ki67 em 22 casos de LPO. As células
que apresentavam cor nuclear castanha foram consideradas positivas [22]. Apenas um dos
22 casos de LPO foi negativo para Ki67. A expressdo média foi superior a 60 células
positivas para cada 500 células contadas (>12%). Os autores sugeriram, com base também
na analise de expressao de P53, que o LPO pode apresentar potencial maligno.

A expresséo de Ki67 em LPO foi também avaliada na pesquisa de ZANGARAN et al
(2012) [25]. Os autores compararam 17 casos de hiperplasia epitelial (sem displasia), 20
casos de displasia epitelial (10 moderadas e 10 severas) e 20 casos de CCEO (10 bem
diferenciados e 10 pouco diferenciados) com 16 casos de LPO, através de
imunuistoquimica.

As areas de maior reacédo ao Ki67 foram identificadas e a proporgéao de células com
marcagao nuclear foi determinada apds a contagem de 1.000 células. O indice de expressao
no LPO (13,88%) foi maior que nas hiperplasias (5,14%) e menor que nas displasias
(19,16%) e no CCEO (41,22%). A diferenca s6 nado foi considerada significativa entre LPO e
displasia moderada. Portanto, sugeriu-se que o LPO tenha algum potencial de
malignizag&o. Isso posto, os autores recomendaram que os profissionais de saude atentem
cuidadosamente para as lesdes de LPO, visando detectar potenciais mudancgas sutis na fase

inicial do processo de transformag&o maligna.



2 JUSTIFICATIVA
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Considerando que o LPO é uma lesdo comum na pratica clinica e apresenta
potencial de malignizagdo, faz-se necessario estudar possiveis marcadores para
predizer o seu curso clinico. Embora a proteina P16 seja considerada um marcador
confiavel para malignizagédo no colo uterino, ainda existem controvérsias em relagéo
ao seu papel no processo de carcinogénese bucal. At¢é o momento, s6 foram
realizados trés estudos avaliando a imunoexpressao dessa proteina em lesdes de
LPO. Da mesma forma, somente quatro estudos foram realizados, até o momento,
avaliando a expresséao de Ki67 em LPO. Além do mais, n&o existem estudos sobre a
expressédo de BUB3 e SOX4 em LPO. O melhor entendimento da expressédo dessas
proteinas podera ser utilizado na busca de biomarcadores seguros para predizer o

risco de desenvolvimento de CCEO, em especial a partir do LPO.
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3.1 - Objetivo geral:

Verificar se existe diferenca na imunoexpressao de P16, BUB3, SOX4 e Ki67

entre LPO, LPC, hiperplasia Fibrosa oral (HFO) e displasia oral (DO).

3.2 - Objetivos especificos:

1- Verificar a imunoexpressao de P16, BUB3, SOX4 e Ki67 em LPO;

2- Verificar a imunoexpressao de P16, BUB3, SOX4 e Ki67 em LPC, HFO e
DO;

3- Verificar se existe diferengca na imunoexpressao de P16, BUB3, SOX4 e
Ki67 entre os tipos de LPO;

4- Verificar se a presencga de inflamacgao pode alterar a imunoexpressao de
P16 em HFO e DO.

5- Identificar possiveis biomarcadores para malignizagéo dentre as proteinas

estudadas, para LPO e os demais grupos.
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4 - MATERIAL E METODO

Este é um estudo retrospectivo, que incluiu casos de LPO, LPC, DO e HFO
obtidos a partir de blocos de parafina contendo fragmentos de tecido previamente
fixados em formol, retirados dos arquivos do Laboratério de Patologia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB-Unb). Os dados médicos de cada paciente, incluindo
a idade, o sexo e a localizagdo das lesbes foram coletados a partir dos mesmos
arquivos. Este trabalho foi aprovado pelo conselho de avaliacdo institucional do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da UnB (CEPFM

042/2010).

4.1 - AMOSTRA

O diagnostico dos casos de LPO e LPC foi determinado com base clinica e
histologica. Todos os casos de LPO apresentavam, obrigatoriamente, envolvimento
bilateral da cavidade bucal. Com base nos aspectos clinicos, as amostras de LPO
foram dividias em trés subtipos, a saber:

1) LPO RETICULAR (RET) - quando somente estrias ou placas

esbranquicadas foram relatadas;

2) LPO ERITEMATOSO (ERT) - quando areas evermelhadas ou atroficas

também foram descritas;

3) LPO EROSIVO (ERO) — quando ulceragdes foram acrescentadas as demais

caracteristicas previamente descritas.

Os critérios histolégicos utilizados para o diagnéstico de LPO foram

previamente relatados por VAN DER MEIJ & VAN DER WAAL (2003) [36].

Resumidamente, considerou-se necessaria a presenga de um infiltrado linfocitario
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bem definido, disposto em banda logo abaixo do epitélio, em associagao a areas de
liquefagédo das células da camada basal. Além do mais, nenhum sinal de displasia
epitelial poderia ser observado nesses casos. Os critérios histologicos adotados para
o diagnéstico do LPC foram os mesmos descritos acima, sendo que a lesao,
necessariamente, precisava envolver a pele.

O diagndstico de DO foi baseado apenas nos aspectos histolégicos. Os
critérios adotados ja foram previamente definidos pela OMS [4]. Dessa forma, os
casos de DO foram separados em trés grupos, a saber:

1) DO Leve (DO-L) - quando as atipias celulares ou arquitetbnicas estavam
confinadas ao tergo inferior (ou basal) do epitélio;

2) DO Moderada (DO-M) — quando as atipias celulares e arquitetonicas
estavam confinadas aos tergcos médio e basal do epitélio;

3) DO Severa (DO-S) — quando as atipias celulares e arquitetonicas, além de
envolver os tercos médio e basal, alcangaram o ter¢o superior do epitélio.

Os critérios histolégicos utilizados para sele¢do dos casos de HFO foram
proliferagdo constituida por tecido conjuntivo denso revestido por epitélio escamoso.
O epitélio poderia apresentar hiperceratose e/ou acantose. Entretanto, se algum
sinal de displasia fosse encontrado, o caso em questao seria descartado. Para ser
incluido nesse grupo, além dos aspectos histolégicos acima descritos, o diagndstico
clinico precisava sugerir uma origem traumatica para a lesédo biopsiada.

Nos grupos de DO e HFO também foi investigado o infiltrado inflamatorio
préximo ao epitélio. Nesses casos, a inflamagao foi classificada em ausente, leve,

moderada ou intensa.
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4.2 - IMUNOISTOQUIMICA

As reacdes de imunoistoquimica foram realizadas utilizando-se um protocolo
de estreptavidina-biotina. Os dados relativos ao fabricante, clone, dilui¢ao,
tempo/temperatura de incubagcdo e tamp&do de recuperagdo antigénica dos
anticorpos primarios encontram-se resumidos na Tabela 1. Todos os anticorpos
primarios foram diluidos em 1% de albumina de soro bovino tamponada. As demais
etapas do processo estao descritas a seguir:

1. Desparafinizagédo por passagem em xilol;

2. Reidratagao em alcoois hidratados, agua corrente e agua destilada;

3. Recuperagdo antigénica: realizada com tampao de citrato (10mM - pH6,0) em
panela de pressao, por 4 minutos (sob pressdo), com as laminas submersas neste
tampao;

4. Resfriamento a temperatura ambiente, imersas no tampao citrato;

5. Lavagem das ldminas em agua corrente e agua destilada;

6. Bloqueio da peroxidase enddgena: com peroxido de hidrogénio 0,3% — 2 banhos
de 15 minutos, seguido de lavagem em agua corrente e agua destilada;

7. As laminas foram colocadas em cubas com ranhuras em solugéo PBS (Phosphate
Bufferes Saline) e entdo foram submetidas a imunocoloragao;

8. As laminas contendo as amostras foram incubadas com o anticorpo primario em
camara umida overnight (18 horas) sob refrigeragéo (4° C);

9. As laminas foram submetidas a lavagens com PBS a fim de retirar o excedente de
anticorpo do material em 3 banhos de 5 minutos, cada;

10. Em seguida, fez-se a incubagdo com o anticorpo secundario biotinilado (kit

LSAB, Dako Cytomation) em camara umida a 37°C, por 1 hora;
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11. As laminas foram submetidas a lavagens com PBS em 3 banhos de 5 minutos,
cada;

12. Subsequentemente, fez-se a incubacdo com o complexo streptavidina-
peroxidase (kit LSAB, Dako Cytomation) em cémara umida a 37°C, durante 30
minutos;

13. As laminas foram submetidas a lavagens com PBS em 3 banhos de 5 minutos,
cada;

14. Os anticorpos primarios foram detectados utilizandos-e o Kit Polyvalent HRP
Plus (Spring Bioscience, Pleasanton, CA) e substrato cromogénico diaminobenzidina
(DAB Dako Corporation, Carpinteria, CA) e peréxido de hidrogénio (0,1%) em PBS,
com imersao das laminas por 5 minutos;

15. Lavagem em agua corrente e agua destilada e contra coloragdo com
Hematoxilina de Harris;

16. Lavagem em agua corrente e banho em agua amoniacal para azular as células:
1 mergulho;

17. Lavagens em agua corrente e agua destilada seguida de desidratacdo em
banhos de alcoois (5 banhos) e diafanizagdo em banhos de xilol (4 banhos).

18. Montagem com meio de montagem permanente (Entellan, Merck, Alemanha) e

laminula.
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) ) o Recuperagéo Controle
Anticorpo Clone Fabricante Diluicdo Incubacgéao
antigénica Positivo
. Carcinoma de colo
BD Pharmingen . ;

P16 G175-405 ~ BDPhamingen 4:200  18h/4°C  Citrate pH 6,0 to tore
BUB3  EPR5319(2) , ABCAM = 1:500 18h4°C  Citrate pH 6,0 Glandula mamaria
SOX 4 Policional ~, ABCAM 1:800  18n/4°C Citrate pH 6,0 Glandula mamaria

Ki67 SP6 BIOCARE 1:50  18h/4°C Citrate pH 6,0  Tonsila palatina

Concord, CA, USA

4.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE P16, BUB3, SOX4 E KI67

ApoOs a reagdo de imunoistoquimica, as laminas histolégicas de cada caso
foram escaneadas através do digitalizador histolégico ScanScope CS (Aperio
Solutions ePathology, CA, EUA), em aumento de 40X (resolugédo: 0,25 p/pixel),
utilizando o ImageScope (programa Aperio Software, CA, EUA). Pelo menos cinco

campos foram selecionados aleatoriamente para cada caso, fotografados e salvos

como arquivos de imagem TIFF (Figs. 5 e 6).

As células epiteliais positivas e negativas foram contadas utilizando o
programa Imaged (Instituto Nacional de Saude Mental, Bethesda, MD, EUA) células

(Fig. 7) . A avaliacdo quantitativa foi realizada pela contagem total de 500 células

(positivas + negativas) nas camadas basal e suprabasal do epitélio de cada amostra.



e : i PR el o BT

— Corte histoldgi caneado, caso LPO
22/BUB3. Campos demarcados para fotografia
(retdngulos coloridos) — Aumento de 40X.

igur ) Ftogrfia do campo 04, caso LPO
22/BUB3. Area selecionada para contagem de células -
Aumento de 400x.

igura 7 — Tela do programa Image J, area do capo
4, caso LPO 22/BUB3. 1 - células positivas, 2 - células
negativas, zoom do programa a partir de aumento de

400X.
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Apos o procedimento de contagem, o indice de positividade (IP) foi obtido
através da percentagem de células positivas para cada marcador e os resultados
foram comparados. Para os anticorpos BUB3 e Ki67, as células epiteliais que
exibiram coloragdo nuclear acastanhada foram consideradas como positivas. Para
anticorpos os P16 e SOX4, as células que apresentaram coloragdo acastanhada

tanto nuclear, como citoplasmatica, foram consideradas positivas.

4.4 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando-se o programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS ® versédo 20.0 para Windows, SPSS Inc. / IBM Group,
Chicago, EUA). Todos os testes foram bicaudais e considerou-se o nivel de
significancia estatistica de 5%. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para
verificar a distribuicdo de frequéncia das variaveis quantitativas. Teste de Kruskal-
Wallis foi aplicado para verificar se houve diferenga estatistica entre os grupos. Em
seguida, quando houve significancia estatistica, o teste post hoc de Dunn foi
utilizado para identificar entre quais pares de grupos encontrava-se a diferengca. O
teste do qui-quadrado foi utilizado para variaveis categoricas. O teste de correlagéo

de Spearman avaliou a expressao das quatro proteinas estudadas.
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Um total de 120 casos, obtidos de blocos de parafina armazenados, foram
igualmente distribuidos nos grupos de LPO, LPC, DO e HFO. A média de idade (+
desvio padrdo) geral foi de 49,3 + 14,8 anos, e a proporgdo de mulheres para
homens foi de 1,72. A mucosa jugal foi o local de onde a maioria das bidpsias orais
(LPO, DO, HFO) foram tomadas 25,6% (23/90). A localizagdo das bidpsias na boca
nao foi esclarecida em 33% dos casos. Quanto as lesbes cutaneas (LPC), as
biépsias nos membros superiores foram a maioria, correspondendo a 23,3% desse
grupo. Maiores informagdes a respeito dos dados relativos a idade, género e
localizacédo encontram-se na Tabela 2. A localizacao das bidpsias intraorais pode ser
observada no Grafico 1.

Tabela 2 — Dados Clinicos

Mucosa da Boca Pele
LPO DO HFO ~ LPC
(N=30) (N=30) (N=30) (N=30)
Idade
Média 51,8 494 49 47,2*
(95%Cl) (46,2 a 57,1) (43,2 a 55,6) (43,6 a 54,4) (41,9 a 52,4)
Sexo
Masculino (%) 9 (30) 12 (40) 11 (36,7) 12 (40)**
Feminino (%) 21 (70) 18 (60) 19 (63,7) 18 (60)
Local da Biopsia
Mucosa jugal (%) 15 (50) 3 (10) 5(16.7) Membro sup. (%) 7 (23,3)
Labios (%) 2(6,7) 5(16,7) 2(6,7) Tronco (%) 5 (16,3)
Gengiva (%) 3 (10) 2 (6,7) 2(6,7) Membro inf. (%) 4 (13,3)
Lingua (%) 3 (10) 3 (10) 1(3,3) Pescogo (%) 3 (10)
Palato (%) 1(3,3) 3 (10) 2(6,7) Penis (%) 1 (3,3)
Fundo de vestibulo (%) 2(6,7) - 2(6,7) Face (%) 1 (3,3)
Trigono Retromolar (%) - 1(3,3) 1(3,3) Cabeca (%) 1 (3,3)
Rebordo Alveolar (%) - - 1(3,3) N&o Informado (%) 8 (26,7)
Soalho Bucal (%) - 1(3,3) -
N&o informado (%) 4 (13,3) 12 (40) 14 (46,7)
total 30 (100) 30 (100) 30 (100) total 30 (100)

*p=0,71 (ANOVA)
** P= 0,83 (Teste Qui Quadrado)
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Grafico 1 — Localizagado das bidpsias da mucosa oral segundo a leséo
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Os dados referentes a imunoexpressdo de todas as proteinas estdo
sintetizados na Tabela 3 e detalhados nos apéndices 1 a 4. As figuras 8 a 11
ilustram algumas reagdes de imunoistoquimica realizadas na pesquisa em cada
grupo da amostra.

Verificou-se que o IP de P16 apresentou diferenca significativa entre os
grupos estudados (Grafico 2). O IP mais elevado foi observado no LPC, seguido por
LPO, HFO e DO (p <0,001). O teste post hoc mostrou que as diferencas estatisticas
significativas encontravam-se entre os seguintes grupos: LPO/LPC; LPO/DO,;
LPC/DO e LPC/HFO. O IP de BUB3 também foi maior no LPC seguido de LPO, HFO
e DO (Grafico 3). Uma diferenca estatistica limitrofe para expressdo de BUB3 foi
observada entre os grupos (p = 0,04). No entanto, o teste post hoc mostrou que a

diferenca encontrava-se apenas entre LPC e DO (p = 0,04).
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O maior IP para SOX4 foi encontrado no LPC, seguido por HFO, DO e LPO
respectivamente (Grafico 4). Uma diferenga estatistica significativa foi encontrada na
expressdo SOX4 entre os grupos (p <0,001). Apos o teste post hoc, notou-se que a
diferenga encontrava-se apenas entre LPO/LPC (p < 0,001) e LPC/DO (p = 0,001).
O IP do Ki67 foi maior na DO, seguido de LPO, LPC e HFO (Grafico 5). Uma
diferenga significativa entre os grupos foi observada na expressao de Ki67 (p
<0,001). O teste post hoc mostrou que a diferenga foi percebida entre LPO/HFO,

LPC/DO e DO/HFO.

Grafico 2 — Imunoexpressao de P16
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Grafico 3 - Imunoexpressao de BUB3
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Grafico 4 — Imunoexpressao de SOX4
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Grafico 5 — Imunoexpresséao de Ki67

—
@
B |

—

p < 0,001

60—

40

Ki67

204

T T T T
liquen oral displasia hiperplasia liquen cutaneo

A respeito do infiltrado inflamatoério proximo ao epitélio, esse estava ausente
em 9, leve em 18 e moderado em 3 dos casos de HFO. A inflamagao estava
ausente, leve e moderada em 4, 18 e 8 dos casos de DO, respectivamente. Nao foi
observada inflamag&o intensa em nenhum caso de HFO ou DO. O IP de P16 foi
menor nas lesbes com inflamagdo moderada, seguido por lesdes com infiltragao leve
e ausente. No entanto, a diferenga n&o foi estatisticamente significativa (p = 0,1). Ja
a expressao de BUB3 apresentou maior expressdao de acordo com o grau de
inflamagéo, mas também nao foi encontrada diferenga estatisticamente significativa
nesses casos (p =0,1).

A expressao de Ki67 variou de forma semelhante a de BUB3, de acordo com
a presengal/intensidade de inflamagdo. Mais uma vez nao foi observada diferenca

significativa (p = 0,47). Por outro lado, a expressdo de SOX4 foi estatisticamente
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diferente de acordo com o grau de inflamagédo (p = 0,039). Essa diferenga, no
entanto, foi observada apenas entre DO com inflamagdo moderada e DO sem

inflamacéo (p = 0,043).

Tabela 3 - Expresséao de P16, BUB3, SOX4 e Ki67 no liquen plano oral (LPO), liquen plano
cuténeo (LPC), displasia oral (DO) e hiperplasia oral (HFO).

Valor Valor de

LPO" LPct Dot HFO' dep* p*
20,65 86,59 7,85 11,8 0,002 °
P16 < ade
(14,02 — 23,95) (49,80 —91,80) (5,22— 18,12) (6,82 — 18,5) <
80 83,20 71,4 77 )
BUB3 0.04 0,04
(60,15—88,3)  (60,95—89,4) (38,1 79,75) (53,1-91,9)
66,1 86,8 72,4 82,3 <@
SOX4 < )
(11,2-86,2)  (78,65—-92,4) (61,05-82,55)  (71,95— 88,65) 0,001
11,6 8,24 14,4 5,5 0,005 ©
. d
Ki67 (56— 15,15) (540 —13,45) (11,25— 22,80) (3,00-745 < <
0,012

TDados apresentados em indice de positividade (percentis 25 e 75)

2LPO X LPC, ® LPO X DO, °LPO X HFO, ¢ LPC X DO, °LPC X HFO, DO X HFO
* Teste de Kruskall-Wallis

** Teste post hoc de Dunn

Dentre as formas de LPO, foram encontrados os seguintes casos: 15 RET, 6
ERT e 5 ERO. Em quatro casos nédo foi possivel identificar a forma clinica com
clareza. Nao houve diferengca estatistica na expressdo imunoistoquimica das
proteinas estudadas entre os subtipos de LPO.

No grupo de DO, 27 lesées mostraram displasia leve, enquanto apenas 3
apresentaram displasia moderada. N&o foram encontrados casos de displasia
severa. Nao houve diferenca estatistica na expressido de P16, BUB3, SOX4 ou Ki67,
de acordo com o grau de displasia epitelial.

No grupo de LPO, foi observada uma correlagao positiva entre a expresséo

de SOX4 e BUB3 (r = 0,492; p = 0,006). Nos casos LPC, foi encontrada correlagéo
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positiva moderada na expressao dos seguintes anticorpos: P16 e BUB3 (r = 0,413; p
= 0,023), P16 e SOX4 (r = 0,369; p = 0,045), BUB e Ki67 (r = 0,395; p = 0,031) e
BUB3 e SOX4 (r = 0,414; p = 0,023). Do mesmo modo, uma correlagao positiva
moderada também foi observada entre a expressao de BUB3 e Ki67 nos casos de
DO (r = 0,492; p = 0,006). No entanto, foi encontrada correlagdo negativa moderada
entre os mesmos anticorpos no grupo de HFO (r = - 0,384; p = 0,036). Além disso,
esse grupo também mostrou uma correlagao positiva moderada entre P16 e BUB3 (r
= 0,369; p = 0,45). Nenhuma outra correlagdo foi considerada significativa entre os

quatro grupos.



Figura 8 - Expressédo de P16, BUB3, SOX4 e Ki67 em LPO, caso 22. A) P16 -
imunomarcagéo citoplasmatica fraca; B) BUB3 - imunomarcagédo nuclear forte; C)
SOX4 - imunomarcacdo moderada nuclear e citoplasmatica; D) Ki67 -
imunomarcacao nuclear fraca.
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Figura 9 - Expressdo de P16, BUB3, SOX4 e Ki67 em LPC, caso 12. A) P16 -
imunomarcagéo nuclear e citoplasmatica forte; B) BUB3 - imunomarcacgéao nuclear forte;
C) SOX4 — imunomarcacgéo nuclear e citoplasmatica forte; D) Ki67 - imunomarcagao
nuclear fraca na camada basal.
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Figura 10 - Expressédo de P16, BUB3, SOX4 e Ki67 em DO, caso 29. A) P16 -
imunomarcagdo nuclear e citoplasmatica forte na camada basal; B) BUB3 -
imunomarcacgéo nuclear forte; C) SOX4 - imunomarcacao nuclear e citoplasmatica
moderada; D) Ki67 - imunomarcacao nuclear forte na camada basal.
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Figura 11 - Expressao de P16, BUB3, SOX4 e Ki67 em HFO, caso 23. A) P16 —
imunomarcagéo citoplasmatica incipiente; B) BUB3 - imunomarcac¢éo nuclear forte;
C) SOX4 - imunomarcacao nuclear e citoplasmatica forte; D) Ki67 - imunomarcagao
nuclear fraca.
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DISCUSSAO

56



57

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de verificar se
existe diferenga na imunoexpressao de P16, BUB3, SOX4 e Ki67 entre LPO, LPC,
HFO e DO. Os objetivos secundarios foram avaliar se existe variagdo na
imunoexpressao das mesmas proteinas, de acordo com os tipos de liquen ou a
presenga de inflamacéo e identificar possiveis marcadores bioldgicos.

A média de idade encontrada no grupo de LPO foi 51,8 anos. Os casos
envolveram em sua maioria as mulheres (70%). Esses dados estdo de acordo com
aquilo que tem sido relatado na maioria das séries publicadas na literatura [41, 10,
13]. Deve ser mencionado ainda, que nao houve diferenga estatistica em relacéo ao
género e a idade dentre os grupos de LPO, LPC, HFO e DO (Tabela 2). Esse fato
contribui para a validac&do dos resultados encontrados no presente trabalho.

O Ki67 é um anticorpo largamente utilizado em pesquisas relacionadas com
proliferacdo celular, lesdes precursoras e cancer, inclusive bucal [19, 5, 20, 21]. A
expresséo de Ki67 nos grupos estudados se comportou como o esperado. O grupo
de DO, que possui 0 maior risco presumido de transformagdo maligna foi o que
apresentou o maior IP de Ki67, seguido pelo grupo de LPO, que presumivelmente
apresentaria um risco intermediario de malignizagdo. Além do mais, ndo houve
diferencga estatistica entre esses dois grupos.

Um aspecto interessante € que 8 dentre 30 casos de LPO da nossa série
apresentaram |IP acima da mediana encontrada para expressao de Ki67 (IP = 14,4)
no grupo de DO. Isso pode sugerir que apenas alguns casos de LPO apresentem
potencial de transformag&o maligna, ndo a maioria. Considerando que as amostras
para pesquisa foram obtidas dos arquivos do laboratério, infelizmente nao foi
possivel obter dados adicionais, tais como tabagismo, etilismo, histéria familiar de

cancer, tempo de doenca, dentre outros, que pudessem apontar possiveis
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explicagbes para maior indice de proliferagdo celular nesses casos especificos,
diferenciando-os dos demais. A expressédo de Ki67 nos grupos de LPC e HFO foi
bem menor e estatisticamente significativa quando comparada tanto com LPO
quanto com DO. Vale notar que o IP de Ki67 no LPO foi mais que o dobro do
encontrado no grupo de HFO.

A expressédo de Ki67 encontrada em nosso grupo de LPO (IP = 11,6) foi
semelhante ao que foi retratado em outros estudos (13 e 13,8%) [22, 25]. Além
disso, MONTEBUGNOLI et al (2006) encontraram uma expressao ainda maior de
Ki67 em sua série de LPO (>20%) [23]. Esses achados, em conjunto, parecem
corroborar que o LPO apresenta um potencial de transformagao maligna na boca. A
expressao de Ki67 no presente trabalho pode também ser considerada como uma
referéncia confiavel para comparacdo com os anticorpos P16, BUB3 e SOX4, com a
intencao de avaliar a possibilidade de utiliza-los como biomarcadores.

O P16 pertence a familia de proteinas INK4a, que exerce papel importante no
ciclo celular. P16 leva a inibicdo da fosforilagdo do Rb, interrompendo o ciclo celular
[49, 50]. A superexpressao de P16 foi detectada em alguns casos de CCEO de
forma semelhante ao que acontece na NIC e no cancer de colo uterino [57, 53, 50].

O aumento da expressido de P16 em NIC esta bem estabelecido em associagao
com o HPV, que por sua vez, inibe a atividade da proteina do Rb devido a um
processo de regulagéo por feedback negativo, o que leva ao aumento (ou acumulo)
de P16. Sua expressao ja foi correlacionada com o grau de displasia em NIC e vem
sendo utilizada com seguranga como biomarcador para cancer de colo uterino [26,
27]. No entanto, o papel do P16 nas lesbdes precursoras de CCEO continua

controverso.
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A expressdo de P16 no LPO foi previamente comparada a mucosa oral
normal, a leucoplasias sem displasia (com ou sem inflamagédo), ao CCEO e a
algumas lesbes inflamatorias em trés estudos recentes [28-30]. Em todos houve
casos positivos para P16 no LPO, enquanto a mucosa oral normal e as lesbes sem
inflamagdo foram negativas, incluindo CCEO. Por outro lado, no estudo de
MONTEBUGNOLI et al. (2011), as lesdes consideradas inflamatérias e as
leucoplasias em que havia inflamacéo apresentaram expressao de P16 semelhante
ao LPO [28]. Os autores sugeriram entdo que a inflamagao pode ser a raz&o da
superexpressdao de P16. Entretanto, vale ressaltar que os grupos pesquisados
nesses estudos ndo eram homogéneos.

No presente trabalho, os critérios de selecdo dos grupos foram bem
definidos. As lesbes com baixo risco de transformagdo maligna (HFO) foram
separadas das lesdes displasicas do epitélio (DO), com consequente potencial de
malignidade, como descrito anteriormente. Os resultados aqui encontrados
mostraram uma expressao intensa de P16 no LPC, intermediaria no LPO, seguida
pela HFO, e a menor expressao de P16 ocorreu no grupo de DO.

A expressdo de P16 nos trabalhos anteriores apresentou diferencas.
POOMSAWAT et al (2011) consideraram 15 dentre 23 casos de LPO positivos
(65,2%), MONTEBUGNOLI, VENTURI et al (2011) relataram 36 de 56 (64%) casos
positivos, enquanto SALEHINEJAD et al (2014) encontraram apenas 4 de 15
(26,7%) casos [28-30]. Entretanto, o critério de positividade utilizado em cada estudo
foi a expressao de P16 > 1%, > 5% e > 70%, respectivamente. Em nossa amostra,
29 dentre 30 casos de LPO apresentaram expressao de P16 > 5%, enquanto um

unico caso apresentou expressao de P16 maior que 70%.
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As discrepancias nos resultados entre os estudos também podem estar
relacionadas com os diferentes clones dos anticorpos utilizados em cada pesquisa.
Isso, além das outras diferengas metodologicas ja mencionadas, torna a
comparagao entre resultados seriamente prejudicada. Por esta razdo, optou-se no
presente estudo por simplesmente expressar dados em IP, o que corresponde a
porcentagem de células com resultados positivos. Consideramos nosso método mais
facil de ser reproduzido, além de permitir uma melhor comparacao de resultados no
futuro.

Dentre as formas de LPO, a ERT e especialmente a ERO foram
consideradas com maiores chances de desenvolvimento CCEO em diferentes
trabalhos [16, 10, 13]. No entanto, semelhante ao observado em um estudo anterior,
nao houve diferenga significativa entre os subtipos de LPO quanto a expressao de
P16 em nosso estudo [28]. O mesmo ocorreu com as demais priteinas estudadas no
presente trabalho.

Com excegao de alguns casos ndo bem especificados, nao existem relatos sobre
a expressdo de P16 no epitélio bucal em hiperplasias fibrosas [79]. No presente
estudo, a IP P16 foi de 11,8 em 30 HFO. A expressao de P16 em epitélio de lesdes
semelhantes deve ser explorada em pesquisas futuras e podera ser comparada aos
dados aqui relatados. A expressdo P16 em LPC foi extremamente elevada (IP =
86,59). Uma diferenca em relagdo ao LPO era esperada, uma vez que o
comportamento clinico e o potencial de malignidade sao diferentes entre eles. Ainda
assim, a expressdo P16 no LPC foi surpreendentemente alta. Como esse € um
estudo pioneiro na avaliacédo de P16 em LPC, ndo existem dados para comparagao

que permitam compreender melhor a alta expressao de P16 nessas lesoes.
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Existe grande controvérsia quanto a imunoexpressdo de P16 em DO. Alguns
trabalhos mostram uma relagao direta entre a expressao elevada de P16 e o grau de
displasia epitelial [61, 62]. No entanto, outros trabalhos sugerem que a expresséo
reduzida de P16 € que estaria associada a displasia epitelial na mucosa oral. [63,
64].

Em nosso estudo, a expressdao de P16 teve diferengca estatisticamente
significativa entre os grupos, sendo que a DO apresentou o menor IP para P16.
Ainda assim, ndo poderiamos afirmar que a expressao de P16 € um marcador
confiavel de transformagdo maligna das lesbes da mucosa oral, considerando que
HFO mostrou expressdo mais intensa do que DO, mas menor expressao do que
LPO. Estes resultados estdo de acordo com os dados de outros estudos que
desencorajam o uso de P16 com essa finalidade [65, 51, 59, 30].

A presenca e o grau de inflamagao foram avaliados nas amostras HFO e DO, no
entanto, ndo foi observada influéncia da inflamagéo na expressao de P16 em nosso
estudo, como foi sugerido por MONTEBUGNOLI, VENTURI et al [28]. O aumento da
expressao de P16 em casos de liquen pode estar associado com alteragbes no
controle do ciclo celular e apoptose, previamente observadas nestas lesdes [48]. A
possivel influéncia do HPV sobre a expressao de P16, em algumas das lesdes aqui
estudadas, deve ser investigada em pesquisas futuras.

O BUB3 é membro do complexo de proteinas do checkpoint mitético,
essencial para estabilidade gendmica, que esta associado a correta segregacéo
cromossOmica durante a mitose. O checkpoint mitético controla a transicao da
metafase para anafase durante a divisdo celular, evitando a segregacao
cromossOmica até que a ligagao bipolar dos cromossomos aos microtubulos do fuso

celular ocorra adequadamente [70, 67, 31, 69, 68].
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O BUB3 permite a localizagdo de BUB1 no cinetdcoro durante a mitose. Isto
€ necessario para ativar checkpoint mitotico [90]. Mutagbes especificas no gene
BUB3 podem desestabilizar a interface BUB3-BUB1, desativando o checkpoint e
consequentemente o controle sobre o fuso, levando a falhas na segregacéo
cromossOmica, fendtipos alterados nas células filhas e ao desenvolvimento de
cancer [69].

Alguns estudos tém relacionado a expresséo desregulada de BUB3 a diferentes
tipos de cancer [71, 91, 68]. A baixa expressdao do gene BUB3 pode levar a
segregagcao cromossOmica anormal e permitir que mutagdes oncogénicas
especificas aparegam [68]. Por outro lado, a superexpressédo do gene BUB3 também
foi correlacionada a alta expresséo de Ki67 em céncer gastrico [71].

O presente trabalho € pioneiro na avaliagédo da expressdo imunoistoquimica de
BUB3 em LPO, LPC, HFO e DO. Cabe destacar que nido houve diferenca
significativa quanto a expressao de BUB3, exceto entre LPC e DO. Apesar da DO
apresentar o menor IP, os dados ndo sao suficientes para sugerirem com certeza um
papel protetor para BUB3.

A maior parte das pesquisas publicadas envolvendo BUB3 utilizam diversas
técnicas de biologia molecular [92, 68, 31, 93, 67, 90, 70, 94, 95]. Os resultados aqui
encontrados utilizando-se imunoistoquimica, uma técnica clinicamente aplicavel com
menor custo, poderdao ser utilizados como referéncia em futuros trabalhos. Mais
estudos devem ser realizados para melhor elucidar o possivel uso de BUB3 como
um marcador biolégico para o CCEO em diferentes lesdes orais. A inclusdo de
displasia de alto grau e CCEO deve ser considerada para atingir este proposito.

Assim como BUB3, nenhum estudo avaliou a expressdo de SOX4 em LPO

até o momento. SOX4 é um gene da familia SOX (sex-determining region Y-related



63

high mobility group box) que parece estar envolvido em uma variedade de processos
fisiologicos tais como desenvolvimento cardiaco e do sistema nervoso, além de
diferenciagao de osteoblastos e de timdcitos. Diferentes tipos de cancer também tém
sido associados a expressao desregulada de SOX4. [79, 80, 75, 77, 96, 73]

O SOX4 interage e estabiliza o P53, in vitro e in vivo. Dessa forma, SOX4
interrompe o ciclo celular e promove apoptose, funcionando como um supressor do
crescimento tumoral [32]. A atividade supressiva foi observada em tumores de
bexiga e melanomas, onde o prognadstico foi melhor quanto maior a expressao SOX4
nos casos estudados [80, 73, 77]. No entanto, SOX4 também foi relatado como um
oncogene em ceélulas de neoplasia de prostata em humanos. Nesses casos, a
expressdo imunoistoquimica de SOX4 foi positivamente correlacionada ao grau de
neoplasia prostatica [78].

WATANABE et al (2013) estudaram 50 casos de CCEO e encontraram
correlagao significativa entre a expressao de SOX4 e o estadiamento do tumor [97].
A expressao de SOX4 nos CCEO pouco diferenciados foi maior do que a observada
nos tumores bem diferenciados. Além disso, foi encontrada expressao elevada de
SOX4 nas metastases para linfonodos. Os autores sugeriram que SOX4 pode
apresentar algum papel na diferenciagdo do cancer de boca.

No presente estudo, a expressao de SOX4 foi elevada em todos os grupos.
Os valores de IP foram mais baixos na DO e no LPO, sem diferenga estatistica entre
esses dois grupos. Isso pode indicar um efeito protetor de SOX4 em lesdes da
mucosa bucal e no LPC, semelhante ao sugerido por JAFARNEJAD et al (2010) em
melanomas [77]. Novas pesquisas utilizando SOX4, com maior numero de casos

comparando LPO, DO e CCEO, precisam ser realizadas para testar essa hipétese.
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No grupos de LPO e LPC foi observada correlagdo positiva entre a
expressdo de SOX4 e BUB3, o que pode sugerir que ambos apresentem
comportamento semelhante, reforcando a tendéncia de funcionarem como fatores
de protecao para CCEO. Por outro lado, a expressdo de BUB3 e Ki67 apresentou
correlagao positiva moderada em DO e negativa em HFO.

Os resultados aqui apresentados reforgcam a hipotese de que o LPO tem um
potencial intermediario de transformac&o maligna quando comparado a DO e HFO.
A expresséo de P16 observada no presente estudo contribui para a hipétese de que
tal marcador ndo se comporta de forma confiavel para o cancer de boca, diferente
do que ocorre no colo uterino. Os resultados também sugerem qua a inflamagéo
adjacente ao epitélio ndo influencia a expressao de P16. A expressdo de BUB3 e
SOX4 observada aqui levanta a hipétese de que ambos possam atuar como fatores
protetores em relacdo ao cancer de boca, apontando a necessidade de mais

estudos com o objetivo de investigar essa possibilidade.
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7 — Conclusao

Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas na
imunoexpressao de P16 entre aguns dos grupos estudados, porém, tais achados
nao indicam que a proteina P16 se comporte como marcador confiavel.

Nao foi encontrada diferenga na imunoexpressao de P16, BUB3, SOX4 e
Ki67 entre os tipos de LPO. Nao houve diferenga significativa na imunoexpresséo de
P16 em HFO e DO na presenca ou auséncia de inflamacéo.

Uma diferenga significativa foi observada na expressdo de Ki67 entre os
grupos, exceto entre LPO e DO, sugerindo um potecial parecido de malignizag&o
entre esses dois grupos.

Foi encontrada diferenca estatistica para expressao de BUB3 e de SOX4
apenas entre poucos grupos. Tanto SOX4 como BUB3 apresentaram expressao que

pode sugereir um papel como fator de protegéo nas lesdes estudadas.
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Dados relativos ao grupo de LPO

caso
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25
26
27
28

29
30

Sexo Idade localizacdo P16 BUB Ki67 SOX4 FORMA
F 74 Lingua 41,50 62,80 14,20 8,20 RET
M 59 Labio inf 7,10 84,40 16,20 20,20 RET
M 46 Mucosa jugal 13,40 45,00 8,60 1,80 ERT
F 60 Mucosa jugal 22,00 90,40 5,00 17,80 ERT
F 44 Lingua 22,30 10,60 20,20 0,00 RET
F 27 Mucosa jugal 16,10 52,20 13,60 7,60 RET
F 40 Mucosa jugal 20,50 77,60 0,00 13,60 ERO
M 49 Mucosa jugal 20,80 80,00 18,54 5,00 RET
F 83 Mucosa jugal 30,90 78,80 19,60 65,00 ERO
F 60 Mucosa jugal 11,40 100,00 18,00 66,60 ERO
M a7 Gengiva 21,20 99,60 11,80 86,20 RET
F 39 Mucosa jugal 20,20 92,20 22,20 95,20 RET
F 57 Mucosa jugal 14,20 84,20 8,80 85,80 -

F 52 Mucosa jugal 16,00 84,40 18,60 86,20 RET
F 70 Mucosa jugal 66,60 92,60 4,60 65,60 ERO
M 33 Mucosa jugal 74,00 23,40 13,20 37,40 RET
F 41 - 25,60 51,20 8,00 93,20 -
M 37 Palato 3,20 28,00 1,80 9,40 RET
F 28 Mucosa jugal 49,10 34,60 3,80 11,80 ERO
M 36 - 13,50 74,60 13,86 7,60 RET
F 55 - 22,80 87,60 1,00 59,40 RET
F 49 Gengiva 6,40 84,80 7,60 69,00 ERT
M 52 Lingua 24,40 63,60 13,00 68,80 RET
F 52 Mucosa jugal 23,80 64,00 6,00 71,40 ERT
Fundo de
F 75 vestibulo 19,20 87,40 14,80 76,20 ERT
M 63 Labio 16,20 82,00 2,40 84,80 -
F 32 Gengiva 21,60 74,40 580 99,20 ERT
F 69 - 22,60 80,00 11,40 87,80 -
Fundo de
F 52 vestibulo 13,00 92,20 10,80 87,40 RET
F 69 Mucosa jugal 17,60 90,60 14,00 98,80 RET
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Dados relativos ao grupo de LPC

Caso
1
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23
24
25
26
27
28
29
30

Sexo Idade localizacao P16 BUB Ki67 SOX4
M 58 Coxa 76,60 94,80 18,60 78,00
F 61 Ombro 87,80 92,40 51,60 89,00
M 17 - 87,80 44,00 11,80 53,80
M 51 - 98,20 87,60 15,40 92,40
F 61 Tronco 92,40 90,60 19,00 74,25
F 39 Coxa 98,60 95,40 14,20 86,40
F 62 - 93,20 92,40 6,40 93,80
M 58 Penis 91,60 82,80 13,20 92,20
M 55 - 98,20 79,60 3,20 89,40
M 46 Pescogo 49,40 32,00 7,80 61,20
F 18 - 91,00 85,00 23,00 91,00
F 38 Antebraco 78,20 81,60 7,00 93,80
F 51 Face 73,20 91,60 9,08 92,60
M 57 - 74,00 85,60 11,40 86,60
F 44 Antebrago 91,40 89,00 6,40 94,20
M 43 Face 78,20 92,40 9,00 89,20
F 74 Cabeca 97,40 84,20 5,60 92,60
M 42 - 39,60 86,00 12,20 78,00
F 44 Perna 88,20 84,00 4,20 90,40
M 46 Regido supraptbica 62,40 59,00 4,80 84,60
F 50 Brago 17,40 56,00 16,80 78,60
F 47 Coxa direita 49,80 75,80 12,40 87,00
Regido abdominal
F 14 inferior a direita 27,40 61,60 8,68 78,67
M 57 Regido axilar 89,20 69,20 3,60 80,80
F 26 Antebraco direito 85,39 59,00 7,40 84,60
F 59 Dorso da mio 88,00 58,20 3,60 80,80
F 57 Pescoco 24,60 83,60 4,00 95,20
F 41 Abdome 93,40 75,20 4,60 92,40
M 47 Pescoco 49,80 64,80 7,20 76,60
F 53 Brago 24,80 54,40 6,20 83,00




9.3 — APENDICE 3

Dados relativos ao grupo de Displasia Oral

Caso Sexo Idade Localizagdo P16 BUB Ki67 SOX 4 Grau DO Inflamacdo
1 F 57 Palato 9,10 58,40 12,60 85,00 leve leve
2 F 54 Mucosa Jugal 4,40 78,20 44,74 73,80 leve moderada
3 M 42 Mucosa Jugal 9,40 76,80 13,40 73,20 leve leve
4 F 79 Lingua 0,00 77,80 15,80 67,00 leve moderada
5 M 65 Lingua 31,20 32,60 10,00 46,80 leve leve
6 M 15 Gengiva 67,60 59,40 11,40 43,40 leve leve
7 F 50 Labio 7,40 92,00 69,20 67,00 moderada moderada
8 F 53 Palato 5,50 19,40 10,40 64,20 leve leve

Trigono

9 M 53 retromolar 7,90 72,20 7,80 77,40 leve leve
10 F 9 Lingua 0,20 70,60 12,00 82,00 leve leve
11 F 30 Mucosa jugal 0,00 58,20 34,40 38,00 leve leve
12 M 46 - 0,00 38,60 12,80 62,00 leve moderada
13 F 34 - 0,00 17,60 16,20 82,40 leve leve
14 F 34 - 6,30 27,20 4,60 60,00 leve leve
15 M 43 Palato 5,60 49,80 10,80 83,00 moderada leve
16 M 53 - 7,80 86,00 14,40 61,40 leve leve
17 F 62 - 7,60 22,80 3,40 56,20 leve moderada
18 M 22 Labio 7,70 82,31 14,60 71,60 leve moderada
19 F 57 - 43,20 36,60 24,60 59,20 leve moderada
20 M 70 - 26,30 40,40 22,20 13,00 moderada  moderada
21 M 73 Labio 54,20 82,00 24,60 83,20 leve leve
22 F 48 - 14,60 91,40 21,20 82,40 leve ausente
23 F 63 - 0,20 77,40 13,20 84,40 leve leve
24 F 65 - 6,80 83,80 19,00 81,60 leve ausente
25 F 56 Soalho bucal 11,60 87,60 14,40 83,80 leve leve
26 F 29 - 44,60 73,20 15,00 71,40 leve ausente
27 F 53 - 64,00 29,60 8,40 85,66 leve ausente
28 M 50 Labio 13,20 54,40 29,20 67,20 leve leve
29 M 60 Labio 10,60 73,00 34,40 80,00 leve leve
30 F 57 Gengiva 15,40 79,00 13,80 98,00 leve leve
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Dados relativos ao grupo de Hiperplasia Oral

Caso Sexo Idade localizagao P16 BUB Kie7  SOX4 Inflamagao
1 M 69 Palato 52,20 77,40 5,20 87,00 moderada
2 M 54 - 15,00 68,20 4,20 78,40 leve
3 F 15 Gengiva 8,80 42,69 580 88,60 leve
4 F 65 Freio Labial 4,80 52,20 0,60 63,60 leve
5 F 49 - 0,00 79,00 3,00 66,80 ausente
6 M 27 Lingua 17,40 77,00 3,00 49,40 leve
7 F 52 Palato 11,00 35,20 16,40 92,00 leve
8 F 52 Mucosa jugal 0,80 30,20 14,40 65,60 ausente
9 F 53 - 7,40 29,60 7,20 73,00 leve
10 F 54 - 24,80 71,80 9,40 92,60 leve

Fundo de
11 F 54 vestibulo 18,40 53,40 6,60 68,80 leve
12 M 56 Mucosa jugal 24,50 66,80 10,20 79,80 ausente
13 F 31 Mucosa alveolar 44,20 87,40 4,00 95,20 leve
14 M 37 - 11,60 92,20 1,40 83,40 ausente
15 F 66 - 12,00 98,00 7,00 82,80 ausente
16 F 66 Mucosa jugal 15,50 83,40 4,76 86,00 leve
17 F 52 - 9,80 74,40 16,20 87,40 leve
18 F 49 Mucosa jugal 17,80 93,80 2,40 76,80 moderada
19 F 28 Gengiva 34,60 83,80 8,20 84,40 leve

Trigono
20 F 50 retromolar 21,10 94,80 6,20 85,40 leve

Rebordo
21 F 60 alveolar 14,00 96,80 1,40 90,00 moderada
22 M 58 Mucosa jugal 7,00 39,40 5,80 65,40 leve
23 M 42 - 0,30 36,20 10,60 29,80 leve
24 F 64 Labio inferior 6,90 79,60 2,80 77,60 ausente
25 M 71 - 6,60 62,40 5,00 88,80 ausente
26 M 43 - 7,20 99,40 7,00 90,20 ausente
27 F 46 - 18,80 91,80 6,80 81,80 leve
28 M 54 - 4,00 75,40 2,60 95,80 leve
29 M 22 - 13,60 96,20 3,60 79,60 ausente
30 F 32 - 1,00 77,00 3,20 73,40 leve




