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Kern VCG. Leucoplasia oral: tratamento cirdrgico com laser de CO, e de diodo e
analise por imuno-histoquimica da expressdo de proteinas relacionadas a
carcinogénese (p53, COX-2 e EGFR). [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2010.

RESUMO

Leucoplasia oral (LO) € uma lesé@o potencialmente maligna, definida como uma placa
branca que ndo pode ser caracterizada como outra doenca da mucosa oral. Dentro
de certo consenso, as LOs devem ser tratadas, mas nenhum tratamento disponivel
tem a capacidade de prevenir a transformacdo maligna. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a eficacia do tratamento cirdrgico das LOs por lasers de CO; e diodo
e verificar a ocorréncia de desfechos clinicos de recidivas, desenvolvimento de
novas lesbes ou transformacdo maligna apO0s o tratamento. Adicionalmente foi
realizado estudo imunohistoquimico em material biopsiado das lesdes e em tecido
normal gengival (grupo controle). Fatores reconhecidamente de risco como habitos
nocivos (alcool e tabagismo), caracteristicas clinicas das lesfes, grau de displasia,
bem como a expressdo dos anticorpos investigados, foram analisados e
relacionados com a ocorréncia de desfechos clinicos em 40 pacientes atendidos no
ambulatorio de Estomatologia Clinica. Os cortes histolégicos das lesGes foram
classificados de acordo com o grau de displasia e com um sistema binario, e
subsequentemente foram testados para os anticorpos anti-p53, anti-COX-2 e anti-
EGFR através de reacdo imuno-histoquimica. Analise de Kaplan-Meier, seguida do
teste de log-rank e analise de regressdo de Cox avaliaram a ocorréncia de
recorréncia, desenvolvimento de novas lesdes e transformacgédo maligna e possiveis
fatores relacionados com esses desfechos clinicos. Teste de odds ratio e de x°
avaliaram a expressdo dos anticorpos investigados em LOs e grupo controle.
Pacientes com LO apresentaram idade meédia de 60,5 anos e a relagédo
homem/mulher foi de 1,35:1. Habitos de tabagismo e etilismo foram prevalentes em
homens. A maior parte das lesdes era < 2 cm (57,1%), tinha aspecto homogéneo
(67,3%) e displasia epitelial (61,2%); apenas 7 lesbes eram de “alto risco” (sistema
binario). Desfechos clinicos de recorréncia, desenvolvimento de novas lesdes ou

transformacdo maligna foram observados em 37,5% dos pacientes; 2 pacientes



desenvolveram malignidade em sitios distintos da LO inicial. Andlise estatistica
mostrou associagéo entre desfecho de recorréncia e lesbes de alto risco, e entre
desfecho de desenvolvimento de novas lesdes e mulheres acima de 60 anos. Os
anticorpos p53 e COX-2 foram mais expressos em LOs que no grupo controle, mas
a expressdo de nenhum anticorpo foi relacionada com os desfechos clinicos
avaliados. O tratamento por lasers de alta poténcia (CO, e diodo) mostrou-se
eficiente na remocao das lesdes, embora néo tenha evitado desfechos clinicos de
recorréncia, desenvolvimento de novas lesfes e transformacéo maligna. Lesfes de
alto risco e mulheres acima de 60 anos constituiram fatores de risco aos desfechos
clinicos, enquanto os anticorpos analisados nao foram eficientes para prognosticar a

evolucéo das LOs.

Palavras-Chave: Leucoplasia bucal. Marcadores biologicos. Ciclooxigenase 2.
Receptor do fator de crescimento epidérmico. Proteina supressora de tumor p53.
Andlise de sobrevida.



Kern VCG. Oral leukoplakia: surgical treatment with CO, and diode lasers and
analysis of the expression of proteins related to carcinogenesis (p53, COX-2 e
EGFR) by immunohistochemistry [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2010.

ABSTRACT

Oral leukoplakia (OL) is a potentially malignant lesion, defined as a white patch that
cannot be characterized as any other disease of the oral mucosa. In general, OL
should be treated; however no treatment available has been able to prevent
malignant transformation. The aim of this study was to evaluate the efficacy of
surgical treatment with CO, and diode lasers in 40 patients with OL and the
occurrence of clinical outcomes of recurrence, development of new lesions or
malignant transformation, after treatment. Additionally, an immunohistochemistry
study was performed in OL biopsy-specimen and in gingival normal tissue (control
group). Recognized risk factors such as habits (alcohol and tobacco), clinical
characteristics of lesions, grade of dysplasia, as well as the expression of
immunohistochemistry reaction were analyzed. Histological slides of lesions were
classified according to the grade of dysplasia and a binary system, and subsequently
tested for the anti-p53, anti-COX-2 and anti-EGFR antibodies by
immunohistochemistry assay. Kaplan-Meier analysis along with log-rank test and Cox
regression analysis were used to assess the occurrence of clinical outcomes and the
association with risk factors. Odds ratio and x* tests evaluated the expression of the
investigated antibodies in OLs and in the control group. Patients with OL had a mean
age of 60.5 years and the men/women ratio was of 1.35:1. Smoking and alcohol
habits were more prevalent among men than in women. Lesions were clinically
characterized as measuring less than 2 cm (57.1%), with a homogenous aspect
(67.3%) and histologically with epithelial dysplasia (61.2%); only 7 lesions were
classified as of high-risk (binary system). Clinical outcomes (recurrence, development
of new lesions and malignant transformation) were observed in 37.5% patients; 2
patients developed malignancy in areas distant from the initial OL site. Statistical
analysis showed association between recurrence and high-risk lesions, and between
development of new lesions and women over 60 years old. Anti-P53 and anti-COX-2



antibodies were more expressed among OL than in the control group, but no
antibody expression was related to the clinical outcomes analyzed. Surgical
treatment with high-power lasers (CO, and diode) showed to be efficient in the
removal of OL lesions, but it did not avoid clinical outcomes of recurrence,
development of new lesions and malignant transformation. High-risk lesions and
women over 60 years old constituted risk factors for the clinical outcomes, while the
analized antibodies were not usefull markers to characterize OL lesions with higher

risk of malignancy.

Keywords: Oral leukoplakia. Biological markers. Ciclooxygenase 2. Epidermal growth

factor receptor. Tumor suppressor protein p53. Survival analysis.
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1 INTRODUCAO

Leucoplasia € uma lesdo com potencial de malignizacédo, caracterizada por
placas ou manchas brancas, que pode ocorrer na mucosa oral, faringe e laringe
(Slaughter et al., 1953; Axéll et al., 1996). Em reunido coordenada pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) em Londres, Reino Unido, em Maio de 2005, atualizou-se
0 conceito de leucoplasia oral (LO), segundo o qual o “termo leucoplasia deve ser
usado para identificar placas brancas de risco incerto, tendo excluido (outras)
doencas ou condi¢cbes conhecidas que ndo possuem potencial aumentado de
transformacao maligna” (Warnakulasuriya et al., 2007).

O diagnostico da LO é feito por exclusdo de fatores etioldgicos, com excecao
do consumo de tabaco, e pelo exame histopatolégico para exclusdo de outras
doencas especificas. A LO de etiologia desconhecida € denominada idiopatica, e a
associada ao tabagismo de LO tabaco-associada (Axéll et al., 1996; Reibel, 2003).
Outros fatores que podem estar associados a LO, e que também nao excluem seu
diagnéstico, sdo o consumo habitual de alcool, a presenca de Candida sobreposta a
LO e a presenca do papilomavirus humano (HPV). Esses fatores também tém sido
relacionados ao risco de transformacdo maligna (Napier; Speight, 2008; van der
Waal, 2009).

O consumo crénico de alcool permanece controverso na etiologia das LOs e &
descrito na literatura mais frequentemente como um fator sinérgico ao tabaco do que
como um fator de risco independente para o surgimento das leucoplasias (Dietrich et
al., 2004; Napier; Speight, 2008).

Outro fator controverso € a associacdo de Candida ssp a LO. Ainda nao se
sabe se a Candida ssp causa lesdes brancas ndo removiveis a raspagem, ou se é
uma infeccdo superposta as leucoplasias pré-existentes, jA que esse microrganismo
esta presente particularmente em LO localizadas em dorso de lingua ou em mucosa
jugal (van der Waal, 2009).

A presenca do HPV em algumas les6es de LO e em espécimes de carcinoma
epidermoide oral indica que esse virus pode desempenhar algum papel na evolugao
da carcinogénese oral. Entretanto, ainda ndo ha evidéncias consistentes entre a

relacdo do HPV e o progndstico das LO (Napier; Speight 2008).
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De acordo com a literatura, a taxa de transformagéao maligna das LOs varia de
4% a 6%, porém pode chegar a 18%, dependendo da populagdo e dos héabitos
prevalentes em determinadas areas geograficas (Reibel, 2003).

Caracteristicas clinicas, localizacdo das lesbes e presenca de displasias
epiteliais constituem fatores importantes para a andlise do potencial de
transformacdo maligna. Aspecto clinico ndo homogéneo (vegetacdes e &reas
eritematosas coexistentes) associado a localizacdo anatébmica (assoalho bucal e
ventre de lingua) e tipo de mucosa (ndo queratinizada) sédo caracteristicas que
implicam maior grau de suscetibilidade de transformac&o maligna (van der Waal,
Axéll, 2002; Banoczy et al., 2003; Jaber et al., 2003; Reibel, 2003). Alteractes
displasicas do epitélio estdo associadas a atipia celular, perda da maturacdo normal
e da sua estratificacdo (Pindborg et al., 1997). Quanto mais proeminentes e
numerosas elas sdo, mais severa € a displasia, que pode ser classificada em leve,
moderada ou intensa (Pindborg et al., 1997).

De forma geral, por apresentarem risco de malignizacdo, as LOs devem ser
tratadas. No entanto, o tratamento ndo assegura a eliminacdo de risco do
desenvolvimento do carcinoma epidermoide e tampouco elimina a ocorréncia de
recidivas da lesdo (van der Wall; Axéll, 2002; Reibel, 2003; Lodi et al., 2007). Dois
aspectos se mostram relevantes para as leucoplasias: o tratamento e uso de
marcadores para associar o potencial de malignizacao.

O tratamento das LOs é cirdrgico, embora medicamentos topicos, como o
acido retinoico, também sejam utilizados, com indicag&o restrita a alguns casos (Lodi
et al., 2002). A remocao das lesbes pode ser realizada por cirurgia convencional,
cirurgia por laser de alta poténcia, crioterapia, eletrobisturi e terapia fotodinamica
(Laskaris, 2000).

A crioterapia apresenta eficacia limitada devido a falta de precisdo da
profundidade de tecido congelado, enquanto a eletrocauterizacdo promove um pos-
operatorio desfavoravel devido ao dano térmico nos tecidos manipulados, em geral
maior que o dano térmico causado pelo laser (Laskaris, 2000; Yeh, 2000).

Terapia fotodindmica pode ser uma terapia de eficiéncia semelhante ao
tratamento cirargico, mas certamente possui 0 custo mais alto entre os métodos,
pois além do laser (ndo cirdrgico ou de baixa poténcia), requer substancia

fotossensivel, que encarece o procedimento (Sieron et al., 2003).
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O tratamento cirargico com laser de alta poténcia mostra-se vantajoso em
relacdo a técnica cirargica convencional, permitindo controle de sangramento
transoperatério, melhor visibilidade da éarea cirdrgica e intervencdo em lesbes
extensas. Os comprimentos de onda de 10.600 nm do laser de CO,, e de 808 nm do
laser de diodo séo frequentemente utilizados em tecidos moles, sendo o primeiro
absorvido intensamente pela agua e o segundo pela hemoglobina (Ishii et al., 2003;
D’Arcangelo et al.,, 2007). A alta absor¢cdo de energia do laser pelos tecidos
caracteriza o corte preciso e superficial do feixe, minimizando o dano térmico aos
tecidos adjacentes, além da diminuicdo de bacteremia. O reparo tecidual €
caracterizado pela reducdo da contracdo da ferida cirdrgica, uma vez que a
guantidade de miofibroblastos observada em incisées por laser € menor do que a
observada em incisbes por bisturi (Luomanen et al., 1988; Zeinoun et al., 2001). No
entanto, o tempo de reparacdo nas cirurgias a laser é prolongado em relacdo a
cirurgia convencional (Fisher; Frame, 1984; Luomanen et al.,, 1988; Luomanen,
1992).

Sendo a LO uma doenca potencialmente maligna, o exame histopatologico
convencional é util para identificar alteracdes displasicas, porém nem sempre
suficiente para determinar o potencial de malignidade (van der Waal et al., 1997).
Caracteristicas clinicas também podem ndo ser suficientes para caracterizar o
potencial das lesdes (van der Waal; Axéll, 2002; Jaber et al., 2003; Reibel, 2003). A
introducé@o de marcadores biolégicos pode ampliar a identificacao de lesées de maior
risco, auxiliar no planejamento do tratamento e reduzir taxas de transformacao
maligna das lesdes (Scully; Sudbg; Speight, 2003; Tsantoulis et al., 2006; Mithani et
al., 2007).

O objetivo do uso de marcadores moleculares é possibilitar a identificacdo de
alteracbes na expressdo de proteinas codificadas por oncogenes ou por genes
supressores de tumores e relaciona-los ao potencial de malignizagcdo das LOs
(Warnakulasuriya, 2000).

O evento genético mais comum na carcinogénese oral € a mutacado do gene
supressor de tumor p53. O p53 protege a integridade do genoma através da
apoptose ou da cessacdo do ciclo celular quando ocorre dano ao DNA celular
(Giaccia; Kastan, 1998; Smith et al.,, 2001). Outros genes estudados, mais
recentemente, o EGFR e o COX-2 foram relacionados com a promocdo da

proliferacdo celular, entre outros processos da carcinogénese oral (Smith et al.,
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2001; Atula et al., 2006; Tsantoulis et al., 2006; Harari et al., 2007). Estudos mostram
0 aumento da expresséo de proteinas codificadas pelos genes p53, EGFR e COX-2
em displasia oral (Shin et al., 1994; Cruz et al., 2002; Renkonen et al., 2002). De
acordo com um modelo elaborado por Lippman et al. (2005), esses trés genes estéo
relacionados com a progressdo da carcinogénese oral, a partir da ativagcdo do
EGFR, e subsequentemente, com eventos moleculares envolvendo o COX-2,
aumentando a frequéncia de mutacdes (possivelmente do p53), levando entdo a
proliferacéo desregulada do epitélio (Lippman et al., 2005).

O ambulatério de Estomatologia atende pacientes procedentes da
comunidade local e referenciados a FO-USP para o tratamento de diversas doencas,
incluindo as lesdes brancas, principalmente a LO. Embora ndo temos uma
prevaléncia exata da LO em nosso ambulatério, o numero de atendimento
registrados varia entre 5 e 6 casos anuais.

O propodsito deste presente estudo foi inicialmente estabelecer um protocolo
de tratamento das LOs. Adicionalmente, investigar os beneficios clinicos do uso de
marcadores imuno-histoquimicos nessas lesbes para melhor monitoramento dos

pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEUCOPLASIA ORAL: PREVALENCIA E FATORES ASSOCIADOS A SUA
ETIOLOGIA

Desde 1994, a partir do Simpésio de Uppsala, a definicdo das LOs tem sido
modificada com o objetivo de uniformizar critérios de diagndstico, com base no
conceito atual sobre a biologia de doencas orais potencialmente malignas. O novo
consenso estabeleceu que a leucoplasia € uma “lesdo predominantemente branca
gue nao pode ser caracterizada como outra lesédo definivel: algumas leucoplasias se
transformardo em céancer”, considerando ainda a associagdo da LO com o tabaco
(Axéll et al., 1996; Warnakulasuriya et al., 2007).

Estima-se que a prevaléncia mundial da LO varia entre 1% e 5%; o0s
resultados dos estudos epidemioldgicos diferem de acordo com a etnia e habitos da
populacdo avaliada, além dos critérios clinicos utilizados no diagnéstico das lesbes
(Roosaar et al., 2007; Napier; Speight, 2008). A maior parte dos estudos € realizada
em paises onde a populagédo avaliada é de “alto risco” em virtude de seus hébitos
intensos de alcoolismo ou tabagismo, como a India, ou em paises desenvolvidos
onde comumente populacdes procedentes de hospitais sdo avaliadas, o que poderia
superestimar os valores reais (Lim et al., 2003; Fisher et al., 2005; Napier; Speight,
2008). Uma revisao sistematica de trabalhos publicados desde 1986, que utilizou
critérios de diagndstico definidos pelo Simpdsio de Uppsala, estimou a prevaléncia
global da leucoplasia entre 1,7% e 2,7%. No entanto, ressaltaram a limitacdo dessa
revisdo, pois os estudos utilizados para a avaliagdo nem sempre consideraram
populacdes representativas da populagéao adulta (Petti, 2003).

Consumo crénico do tabaco e do é&lcool, infeccdo por Candida sp,
caracteristicas clinicas e grau de displasia, sdo alguns fatores associados a
incidéncia da LO e a sua taxa de transformacdo maligna. O uso do tabaco é
fortemente associado a incidéncia da leucoplasia em paises em que o habito é
prevalente na populacdo em diversas formas de consumo (nuts, quids, areca), assim
como nos paises desenvolvidos, em que o cigarro é a forma mais frequente. O

habito de fumar mais de 20 cigarros por dia foi associado a ocorréncia da LO,
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aumentando o risco de aparecimento dessa lesao em 2,4 a 15 vezes (Dietrich et al.,
2004). Paradoxalmente, LOs em individuos ndo tabagistas parecem ter maior risco
para o desenvolvimento de malignizacdo das lesdes (Napier; Speight, 2008).
Hamadah e Thomson (2009), observou que pacientes ndo fumantes e que nao
consumiam alcool regularmente tiveram piores taxas de sobrevivéncia apés 5 anos
do tratamento cirtrgico (Hamadah; Thomson, 2009). Outros estudos apontam maior
risco de transformacdo maligna das LOs entre as mulheres que ndo possuem o
habito de tabagismo, sugerindo que LOs idiopaticas teriam maior risco de
cancerizacao entre este género (Silverman et al., 1984; Schepman et al., 1998).

O papel do élcool na etiologia da LO ainda é controverso, mas 0 consumo
regular de bebidas alcéolicas em quantidade além do recomendado € comum entre
pacientes com lesdes potencialmente malignas e malignas (Napier; Speight, 2008).
O consumo excessivo do alcool pode ter efeito sinérgico ao cigarro, pois fumantes
gue também sdo etilistas possuem maior risco a neoplasias malignas orais que
somente fumantes. Esse efeito ocorre possivelmente porque a ingestéo cronica de
alcool causa o aumento da penetracdo de carcinégenos na mucosa oral, seja
através do aumento da solubilidade dos carcin6genos ou através do aumento da
permeabilidade da mucosa oral a estas substancias nocivas presentes no tabaco
(Wight; Ogden, 1998; Reichart, 2001).

Lim et al. (2003) detectou o aumento do risco de lesbes malignas ou
potencialmente malignas em 350% para fumantes de mais de 20 cigarros por dia,
tanto em homens quanto em mulheres. Homens que relatavam beber mais de 20
unidades de alcool por semana tinham risco 3 vezes maior de desenvolver neoplasia
maligna ou LO (Lim et al., 2003). Um estudo epidemiolégico na Suécia acompanhou
a evolucdo de LO e constatou que apés 10 anos todos os individuos que
desenvolveram neoplasia maligna eram fumantes e alcodlicos moderados (Roosar et
al., 2007). Em outro estudo, realizado na Itélia, a LO foi encontrada em 13,8% dos
casos de um grupo de homens adultos (> 40 anos) considerado de alto risco por
causa da prevaléncia dos habitos de tabagismo e etilismo, ainda que a associacéo
estatistica para os habitos e a LO tenha sido negativa (Campisi; Margiotta, 2000).
Jaber et al. (1999) observou em seu estudo que o desenvolvimento de displasia
epitelial oral foi influenciado sinergicamente pelo tabaco e pelo alcool (Jaber et al.,
1999).
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A maior parte dos estudos confirma a prevaléncia da LO em homens
(Lumerman et al., 1995; Saito et al., 2001; Jaber et al., 2003; Lim et al., 2003; Petti,
2003; Lee et al., 2006), possivelmente por serem mais frequentes habitos de
tabagismo e consumo de alcool entre este género (Napier; Speight, 2008). No
entanto, como mencionado anteriormente, mulheres portadoras de LO sem habitos
podem ter maior taxa de malignizagcdo das lesbes (Schepman et al., 1998; Saito et
al., 2001; Napier; Speight, 2008).

Associacéo entre o fungo Candida ssp e carcinogénese oral é questionavel.
N&o se sabe se a Candida ssp esta relacionada a etiologia da LO, ou se é uma
infecc@o superposta as lesdes leucoplésicas. Na literatura ha relatos do aumento da
transformacdo maligna em LOs infectadas por Candida ssp, e estudos em animais
revelam que o fungo tem alto potencial de producdo enddgena de nitrosaminas,
substancias carcinogénicas na mucosa oral (Reibel, 2003). Porém clinicamente,
essa associacdo nem sempre € verificada. Silverman et al. (1984) indentificou LOs
superpostas a Candida ssp, porém ndo enontraram relacdo com casos de
transformacdo maligna (Silverman et al.,, 1984). Ainda assim, lesdes com
identificacdo do fungo Candida ssp por citologia esfoliativa ou por PAS de biopsia
incisional devem ser tratadas com antifingico, e o exame citolégico deve ser
repetido para verificagdo da efetividade da terapia, a fim de eliminar possivel
superposicao das lesdes por Candida ssp (van der Wall et al., 1997; Holmstrup et al.,
2006).

A citologia esfoliativa € um método de diagndstico de rotina para lesdes
potencialmente malignas em colo de utero, que também pode ser utilizado em
mucosa oral. Trata-se de um teste minimamente invasivo, sem a necessidade de
anestesia local, para a coleta de amostra do epitélio estratificado de mucosa. Células
provenientes de raspagem da mucosa, e visualizadas em microscépio Optico
representariam a presenca ou ndo de displasia, identificada inicialmente em células
provenientes da camada basal. Embora falso negativos ou falso positivos possam
ocorrer, a técnica tem sido aprimorada, como na citologia esfoliativa de base liquida,
para permitir resultados mais fidedignos (Epstein et al., 2002).

Outro fator relacionado a etiologia das LOs, a presenca do papilomavirus
humano (HPV), especialmente dos subtipos 16 e 18, foi observada em LOs e em
neoplasias malignas orais, mas seu papel na carcinogénese oral permanece

contraditorio (Napier; Speight, 2008). Um trabalho recente realizou teste para
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identificacdo do HPV em 167 pacientes com LO que foram acompanhados
clinicamente para verificacdo de transformagdo maligna. Os autores néo
encontraram associacao entre a presenca do HPV e a transformacdo maligna,
sugerindo que a identificacdo do HPV em LOs néo é indicador do progndstico das

lesdes (Yang et al., 2009).

2.2 FATORES ASSOCIADOS A TRANSFORMACAO MALIGNA DAS
LEUCOPLASIAS ORAIS

Na mucosa oral, a LO pode ocorrer antes do surgimento do carcinoma de
células escamosas, com taxas variaveis descritas na literatura, dependendo da
populacdo estudada e o tempo de estudo (Schepman et al., 1998). De fato, quanto
maior o periodo de acompanhamento das leucoplasias, maior é a taxa de
malignizacdo das lesbes (Silverman et al.,, 1984; Schepman et al., 1998; Napier;
Speight, 2008). Em seu estudo, Schepman et al. avaliou 166 pacientes por 29
meses em média, e detectou 2,9% de transformacdo maligna ao ano. Esta taxa
aumentou em 50% quando o tempo de acompanhamento foi prolongado para 200,8
meses (Schepman et al., 1998). Lee et al. (2000) reportou 31,4% de transformacao
maligna das leucoplasias no periodo de 10 anos (Lee et al., 2000), Lumerman et al.
obteve taxa de 16% durante uma média de 18.4 meses (Lumerman et al., 1995), e
Holmstrup relatou 12% em 7,5 anos (Holmstrup et al., 2006). No entanto, um célculo
da taxa global de transformacdo maligna mostrou que apenas 1,36% das LO
desenvolvem malignidade por ano (Petti, 2003). Scheifele e Reichart (2003) sugerem
a padronizacdo de uma taxa de transformacdo anual para comparar resultados, ja
gue as taxas descritas nos diversos trabalhos da literatura variam com o periodo de
acompanhamento (Scheifele; Reichart, 2003).

Em nacdes desenvolvidas, a maior parte dos individuos € acometida pela LO
entre a 6% e 72 década de vida, ja nos paises em desenvolvimento ocorrem, em
média, de 5 a 10 anos antes (Silverman et al., 1984; Lumerman et al., 1995; Jaber et
al., 2003; Napier et al.,, 2003; Dietrich et al., 2004; Nagao et al., 2005; Napier;
Speight, 2008). A taxa de transformacdo maligna parece ndo variar com a idade

(Petti, 2003). Em estudo retrospectivo de 630 pacientes, divididos em grupos com
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idade acima e abaixo de 35 anos, nao foi identificada diferenca significativa entre os
grupos a taxa de transformacao maligna, que foi de 5,0% para o grupo jovem, e de
5,6% para o grupo mais velho (Jaber et al., 2003).

Na tentativa de relacionar um “perfil clinico” da LO com seu potencial de
cancerizacdo, as lesdes sdo classificadas por sua superficie em homogéneas
(superficie plana branca) e ndo homogéneas (superficie eritroleucoplasica, nodular e
exofitica), pelo tamanho (<2 cm, >2 cm a 4 cm, >4 cm) e localizacdo (areas com
maior ou menor risco) (Axéll et al., 1996; van der Wall; Axéll, 2002). Alguns trabalhos
reportam a mucosa jugal como o sitio de maior incidéncia da leucoplasia (Reichart,
2000; Napier; Speight, 2008), enquanto outros reportam assoalho e lingua (Frame et
al., 1984; Chu et al., 1988; Flynn et al., 1988; Roodenburg et al., 1991; Lumerman et
al., 1995; Shepman et al., 1998; Thomson; Wylie, 2002; Napier et al., 2003; van der
Hem et al., 2005; Hamadah; Thomson, 2009) ou gengiva/rebordo alveolar (Nagao et
al., 2005).

O risco de transformacdo maligna e de displasia epitelial intensa tem sido
relacionado com a localizacdo em borda lateral de lingua e assoalho bucal, e com
caracteristica de superficie ndo homogénea (Silverman et al., 1984; Holmstrup et al.,
2006), mas essa associacdo nem sempre € verificada. Em amostra de LO
predominante em lingua e assoalho, Schepman et al. (1998) ndo encontrou maior
taxa de malignizacao relacionada com a localizacdo das lesdes, mas sim com o
aspecto clinico ndo homogéneo (Schepman et al., 1998). Outro trabalho extenso
relatou ndo haver associacdo estatistica entre as caracteristicas clinicas de
superficie ou localizacdo da lesédo e o grau de displasia epitelial em populacdo do
Oeste europeu (Jaber et al., 2003). Saito et al. (2001) descreveu maior taxa de
transformacdo maligna em leucoplasia de lingua, nenhum caso foi reportado em
assoalho. O autor destacou a possibilidade da falha do tratamento utilizado ser
responsavel pela prevaléncia de casos de malignizacdo em lingua, j& que a
criocirurgia teve alta taxa de insucesso e foi utilizada na maior parte dos casos
naquela localizacéo (Saito et al., 2001).

O tamanho da LO e o aspecto da superficie também parecem estar
relacionados com o risco aumentado a transformagdo maligna. Napier et al.
concluiram que lesdes de grande extensdo (que envolvem mais de um sitio
anatdbmico) tinham aproximadamente 6 vezes mais risco de progressdo para

carcinoma epidermoide, enquanto outros fatores analisados (género, idade,
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tabagismo, aspecto da superficie, localizacdo e tamanho das lesbes) né&o
influenciaram a ocorréncia de transformagao maligna (Napier et al., 2003). Holmstrup
et al. também observaram risco 5 vezes maior de lesdes maiores que 200 mm? para
a transformacao maligna, e 7 vezes maior em lessGes com aspecto ndo homogéneo
(Holmstrup et al., 2006). Porém, nem sempre as caracteristicas clinicas das LOs
(tamanho, localizacdo e a superficie da leséo) sédo relacionadas com maior riscos de
cancerizacao (Saito et al., 2001; Thomson; Wylie, 2002; van der Hem et al., 2005).

Outra caracteristica das LOs que pode indicar risco diferenciado a
malignizacdo é o numero de lesdes presentes na mucosa. LOs multiplas devem ser
analisadas de maneira distinta das LOs Unicas, por possuirem outra suscetibilidade
geneética, ainda pouco estudada. Nesses casos, deve ser enfatizada a possibilidade
do aumento do risco de cancerizacdo das lesfes orais e da mucosa do trato
gastrointestinal como um todo (Lee et al., 2000). O acometimento da LO em
multiplos sitios sugere que o campo de cancerizagdo abrange uma extensdo maior
da mucosa oral que em LOs Unicas (Hamadah et al., 2009). Em estudo sobre
leucoplasias de acometimento multiplo, foram realizadas multiplas bidpsias
incisionais a fim de determinar um “mapa” clinico-histolégico das lesdes espalhadas
pela mucosa, com o objetivo de determinar um protocolo de tratamento cirdrgico por
laser restrito as lesdes em sitios de maior displasia. Todos os pacientes adultos
avaliados eram fumantes e consumiam alcool. A maior parte das lesdes (cerca de
70%) apresentava hiperplasia (sem displasia) ou displasia leve. Leucoplasias
homogéneas ocorreram mais frequentemente em mucosa jugal, mucosa alveolar e
borda lateral de lingua. De maneira similar as LOs Unicas/localizadas, as
leucoplasias multiplas apresentaram displasia moderada ou carcinoma in situ em
regides concideradas de alto risco (palato mole, regido de fauces, ventre de lingua e
assoalho de boca), independente do aspecto clinico da lesdo. Portanto, sugeriu-se a
remocao cirdrgica de lesdes localizadas nessas areas de displasia intensa, ainda
qgue os autores afirmem nao ser possivel prever o comportamento de LOs multiplas,
baseado apenas em aspectos clinicos e histopatologicos (Thomson; Hamadah,
2007). Outro estudo, de Saito et al., verificou maior taxa de transformagéo maligna
em pacientes com multiplas lesbes do que em pacientes com lesdes localizadas
(Saito et al., 1999)
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2.3 PROCEDIMENTO DE BIOPSIA E AZUL DE TOLUIDINA

O diagnostico da leucoplasia depende ndo somente da exclusdo de fatores
etioldgicos conhecidos, mas também de um procedimento de bidpsia incisional bem
realizado. Espécime da bidpsia deve ser representativo da lesdo para definir a
graduacéo da displasia epitelial presente no tecido (Lumerman et al., 1995). O azul
de toluidina é um corante metacromatico que pigmenta DNA mitocondrial em células
que contém volume aumentado de acido nucleico, o qual sugere proliferacdo local
anormal. Aplicacdo topica do azul de toluidina tem sido utilizada como um
procedimento clinico adjunto de baixo custo e facil manipulacdo para o
reconhecimento de lesdes malignas e displasia epitelial de alto grau. A sensibilidade
e a especificidade do corante para identificar lesdes malignas sao altas, em
contraste com a dificuldade de interpretacdo do resultado em leucoplasias, onde o
corante apresenta variagcbes da intensidade do azul. Apesar da variacdo da
sensibilidade do teste para lesbes displasicas descrita na literatura, este corante
pode auxiliar na sele¢do do sitio da biopsia incisional (Allen, 1998; Epstein et al.,
2002; Meltzer, 2007).

2.4 TRATAMENTO DA LEUCOPLASIA ORAL

2.4.1 Modalidades terapéuticas

Poucos estudos compararam os indices de transformacdo maligna de LOs
tratadas cirurgicamente com os de LOs sem tratamento (Saito et al., 2001; Homstrup
et al., 2006; Arduino et al., 2009), porém nota-se nesses estudos uma tendéncia de
indicagdo do tratamento para lesGes com caracteristicas clinicas e histoldgicas de
maior risco. Além disso, ndo existe nenhum estudo randomizado controlado
publicado na literatura (Lodi et al., 2002).

Tradicionalmente, o tratamento indicado para a LO é a excisdo cirdrgica,

independente da severidade de displasia epitelial ou das caracteristicas clinicas das
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lesbes (Kademani; Dierks, 2007; van der Wall, 2009). Outros tipos de tratamento,
como o acido retinoico topico, a crioterapia ou a terapia fotodinamica, foram
investigados, mas nenhum apresentou resultados que comprovadamente
indicassem eficacia na prevencédo da transformacdo maligna das LOs (Lodi et al.,
2002).

Em revisdo sistematica, Lodi et al. (2002) avaliou trabalhos que utilizaram
bleomicina tépica, acido retinoico topico, vitamina A sistémico e beta caroteno
sistémico como tratamento para a leucoplasia. Apesar da melhora clinica das lesoes,
nenhuma dessas terapias foi considerada eficiente para a prevencao da
transformacdo maligna, e eventualmente houve efeitos adversos de varias
severidades, ndo justificando o beneficio dessas modalidades terapéuticas (Lodi et
al., 2002).

O tratamento com crioterapia possui altos indices de recidiva, provavelmente
pela falta de precisédo do volume final de tecido congelado, além da desvantagem de
apresentar longos periodos para reparacao (Yeh, 2000; Saito et al., 2001).

A cirurgia convencional tem como vantagem a conservacado das margens da
lesdo removida para exame histopatoldgico, mas requer procedimento adicional de
enxerto para lesdes extensas e pode causar cicatriz limitante de funcéo para casos

persistentes de recidiva (Kademani; Dierks, 2007).

2.4.2 Tratamento cirargico com lasers de CO, e de diodo

Atualmente, a remocdo de LOs com laser de CO; (a = 10.600 nm) € a
modalidade de tratamento mais comum (Lodi; Porter, 2008). Além do CO,, outro
laser amplamente utilizado para cirurgia em tecidos moles € o de diodo (a = 808
nm); o primeiro laser € intensamente absorvido pela agua e o segundo pela
hemoglobina (Ishii et al., 2003; D’arcangelo et al., 2007).

Entre as vantagens da cirugia com lasers de alta poténcia, estdo o controle de
sangramento, diminuicdo da bacteremia e melhor visualizacdo do campo cirlrgico, a
reducdo da formacdo de cicatriz favorecendo o manejo das LOs e preservando a
mobilidade dos tecidos moles irradiados (Luomanen et al., 1988; Luomanen, 1992).

Particularmente, a cirurgia com laser para LOs extensas é vantajosa, pois permite a
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remocdo de grandes areas sem a necessidade de incisfes auxiliares ou enxertos
para fechamento da ferida cirargica (Meltzer, 2007). Como a reparacdo se da pela
migracdo do epitélio novo formado na periferia para o centro da lesdo, alguns
autores sugerem a vaporizacdo das bordas da lesdo, com a intencdo de diminuir a
possibilidade de recidiva (Ishii et al.,, 2003; van der Hem et al., 2005; Hamadah,;
Thomson, 2009).

A principal desvantagem da técnica com laser em relacdo a cirurgia com
lamina de bisturi € a cicatrizacdo prolongada, de 4 semanas em média (Kademani;
Dierks, 2007; Meltzer, 2007). As complicagdes apos tratamento cirirgico com lasers
de alta poténcia compreendem o desenvolvimento de granulomas (Chu et al., 1988;
Vivek et al., 2008), a sialodenite causada pela obstrucdo do ducto da glandula
submandibular e parestesia de lingua (Thomson; Wylie, 2002).

Apesar das vantagens do uso dos lasers de alta poténcia para a remocao das
LOs, o tratamento ndo assegura a eliminacdo do risco de desenvolvimento do
carcinoma de células escamosas e tampouco elimina recidivas da lesdo (van der
Wall; Axéll, 2002; Reibel, 2003; Lodi; Porter 2008).

ApOs a remocao cirargica das LOs por laser de alta poténcia, recorréncias sao
frequentes nos locais adjacentes as lesdes primarias, assim como o0 surgimento de
novas les6es em sitios diferentes do sitio inicial, independentemente do tempo entre
a excisao e a reaparicao da lesao (Schepman et al., 1998; Laskaris, 2000; van der
Waal; Axéll, 2002; Lodi; Porter, 2008). Na literatura, as taxas de recorréncia
compreendem entre 10% e 57% (Chu et al., 1988; Chiesa et al, 1990; Roodenburg
et al.,, 1991; Schepman et al.,, 1998; Schoelch et al, 1999; Saito et al., 2001,
Thomson; Wylie, 2002; Ishii et al., 2003; Chandu; Smith, 2005; van der Hem et al.,
2005; Vivek et al., 2008; Hamadah; Thomson, 2009). Essa variacdo pode ser
atribuida aos tipos de lasers utilizados, parametros de irradiacdo, critérios de
inclusdo, periodo de acompanhamento e etnia da populacédo estudada (Lodi; Porter,
2008).

Autores que utilizaram microscopio associado ao laser de alta poténcia para
melhor visualizagdo das margens das lesbes reportaram as menores taxas de
recorréncias, entre 10-38% (Frame et al., 1984; Chiesa et al. 1990; Roodenburg et
al., 1991; Chu et al., 1988; van der Hem et al., 2005), enquanto trabalhos que n&o
dispunham de tal equipamento relataram taxas entre 22-57% (Flynn et al., 1988;
Schoelch et al., 1999; Thomson; Wylie, 2002; Chandu; Smith, 2005; Hamadah;
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Thomson, 2009). Em relacdo aos critérios de inclusdo e exclusdo, é importante
observar que estudos que incluiram pacientes com lesées em labio apresentaram
taxas menores de desfechos clinicos (Chiesa et al., 1990; Roodenburg et al., 1991,
van der Hem et al., 2005).

Outro critério relativo a metodologia dos estudos € o grau de displasia das
LOs tratadas. No trabalho de Vivek et al. (2008) pacientes com lesbes que
apresentaram displasia intensa foram excluidos e apenas 3 casos de transformacéo
maligna e 3 casos de recorréncia foram registrados ap6s 3 anos de seguimento dos
pacientes (Vivek et al., 2008). Holmstrup et al. avaliou retrospectivamente pacientes
tratados e néo tratados por cirurgia convencional para o desfecho de transformacgéao
maligna e constatou que a taxa de transformac&o maligna foi de 12% para o primeiro
grupo e de 4% para o segundo, concluindo que o tratamento cirargico nédo foi
eficiente na prevencéo da transformacgéo maligna. No entanto, o critério para selecao
dos pacientes no grupo a ser tratado era presenca de displasia epitelial ou
localizacdo da LO em borda ou ventre de lingua e assoalho bucal. Dessa forma,
71% das lesdes tratadas cirurgicamente apresentaram displasia epitelial, enquanto
apenas 12% das lesBes nao tratadas apresentaram displasia na bidpsia incisional
(Holmstrup et al., 2006). Os critérios escolhidos pelo autor para determinar o
tratamento das LOs correspondem a fatores de maior risco a transformagédo maligna

e provavelmente influenciaram nos resultados do trabalho.

2.5 AVALIACAO HISTOLOGICA DA LEUCOPLASIA ORAL E USO DE
MARCADORES MOLECULARES

2.5.1 Grau de displasia e classificacédo binaria

O grau de displasia epitelial presente em leucoplasia ainda permanece o
melhor método para avaliar lesées de maior risco de desenvolver carcinoma (Lee et
al., 2000; Cowan et al.,, 2001; Reibel, 2003; van der Wall, 2009). Entretanto, a
analise histopatolégica € subjetiva, podendo ocorrer diferencas de atribuicdo da

severidade de displasia entre examinadores (Abbey et al., 1995; Fisher et al., 2004).
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Para um diagndstico mais acurado, é sugerida a revisdo da lamina por outro
avaliador que nao seja o primeiro patologista, e entre duas regides distintas do corte.
A de maior severidade deve prevalecer como resultado com o objetivo de néo
subdiagnosticar uma lesédo, pois espécimes de bidpsia excisional mostram graus
variaveis de displasia ao longo do epitélio (Pentenero et al., 2003).

O sistema de classificacdo mais utilizado para determinar o grau de displasia
€ o da OMS, que reconhece cinco estagios histopatologicos em lesdes epiteliais
precursoras (LOs) de acordo com atipias citolégicas e mudancas arquiteturais
observadas no epitélio: hiperplasia escamosa, displasia leve, displasia moderada,
displasia intensa e carcinoma in situ (World Health Organization Classification of
Tumours, 2005). Outros sistemas de classificacdo histologica das LOs foram
sugeridos na literatura, como o ponto de corte AgQNOR (Silver-stainable Nucleolar
Organizer Region), que pode ser util para distinguir entre displasia leve ou
moderada, o SIN (Squamous Intra-epithelial Neoplasia), utilizado para a
classificacdo de lesbGes cervicais pré-malignas e o SIL (Squamous Intraepithelial
Lesions), utilizado entre patologistas laringologistas (Chattopadhyay; Ray, 2008; van
der Waal, 2009). Em relacdo a esses sistemas, a OMS nao indica o uso do SIN, pois
esta nomenclatura considera a presenca de neoplasia inserida no epitélio, e ndo ha
evidéncias de que todas as LOs evoluirdo em neoplasias (Warnakulasuriya et al.,
2008). Recentemente o grupo de especialistas da OMS do Centro de Céancer e Pré-
cancer Oral sugere o uso de um sistema binario para classificar as lesbes em “baixo
risco” e “alto risco” com o objetivo de prognosticar o risco de transformacgdo maligna
das LOs com mais eficiéncia (Warnakulasuriya et al., 2008; van der Waal, 2009).
Esse sistema foi desenvolvido e testado por Kujan et al., com resultados satisfatorios

em relacdo a concordancia entre os escores dos patologistas (Kujan et al., 2006).

2.5.2 Marcadores moleculares p53, COX-2 e EGFR

Ainda que caracteristicas clinicas ou histolégicas indiguem o risco de
cancerizacdo das LOs, o carcinoma epidermoide oral pode surgir de lesdes
“in6cuas”, sem displasia ou com aspectos clinicos considerados de baixo risco (Cruz

et al.,, 1998; Cowan et al., 2001; Holmstrup et al., 2006). O uso de marcadores
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moleculares pode representar um avancgo na intervencao de lesdes orais com risco
de malignizacdo. Técnicas mais sensiveis para a identificacdo de marcadores
moleculares permitem o reconhecimento de modificacdes precoces do epitélio, antes
mesmo que a alteracdo da morfologia do tecido seja clinicamente perceptivel
(Regezi et al., 1995; Srinivasan; Jewell, 2001; Warnakulasuriya et al., 2008).

A mutacdo do gene p53 € um dos eventos genéticos mais comuns da
carcinogénese oral, e é encontrada em até 80% dos carcinomas de células
escamosas orais (Cruz et al., 1998). Os genes supressores de tumor, como 0 p53,
tém a funcdo de evitar que as células adquiriram caracteristicas malignas, por meio
da regulacao de “check-points” durante o ciclo celular, monitorando a replicacéo do
DNA e da mitose. Acredita-se que a supressao do crescimento celular induzida pelo
p53 promove um mecanismo pelo qual células geneticamente danificadas tém tempo
para a reparacado de seu DNA, razdo pela qual o p53 é chamado de “guardido do
genoma” (Cruz et al., 1998). O p53 quando mutado € inativado, ocorrendo perda da
regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (Mithani et al., 2007). A
deteccdo da proteina p53 através da imuno-histoquimica geralmente indica
presenca da sua forma ineficaz, pois sua forma nativa e funcional possui meia-vida
curta (Giaccia; Kastan, 1998). A expressdo do p53 tem sido detectada por
imunohistoquimica em 10-50% das LOs, sendo mais intensa conforme o aumento
do grau de displasia, e esta relacionada com lesdes de maior risco de transformacéo
maligna, indicando a possibilidade desse marcador molecular em identificar lesGes
de alto risco de malignizacéo (Regezi et al., 1995; Cruz et al., 1998; Lee et al., 2000;
Tanda et al., 2000; Piatelli et al., 2002; Kurokawa et al., 2003; Fan et al., 2006). No
entanto, alguns trabalhos ndo encontraram associagcédo entre 0 aumento da proteina
p53 e a mutacdo do seu gene precursor em leucoplasias e enfatizam a necessidade
de outros marcadores para uso em lesdes iniciais da carcinogénese (Shanavaz et
al., 2000; Warnakulasuriya, 2000). Resultados conflitantes sao atribuidos a
diferencas de metodologia, como a técnica laboratorial para detec¢do da proteina ou
da mutacdo do gene, o acompanhamento ou ndo dos pacientes para verificar o
comportamento clinico da lesdo, além do uso de diferentes métodos de
quantificacdo da expresséao do anticorpo no tecido epitelial (Warnakulasuriya, 2000).
Estudos de imuno-histoquimica mostram marcacédo positiva do p53 no nucleo de

células epiteliais, sendo que em tecidos normais ela € restrita a camada basal,
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enquanto em LOs ela pode ocorrer em camadas mais superiores do epitélio (Cruz et
al., 2002; Fan et al., 2006).

As COX sao enzimas responsaveis pela catalisacdo da reacdo de sintese de
prostaglandinas (PGs). A COX-1 esta presente na maioria dos tecidos em sua forma
constitutiva e media a sintese de PGs que desempenham funcdes fisiologicas
normais, como a prote¢do da mucosa gastrointestinal. No entanto, a COX-2 néo é
detectada na maioria dos tecidos normais e sua producdo pode ser induzida em
resposta a estimulos de citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento e
promotores de tumores. Cada produto derivado das PGs desempenha uma série de
atividades biolégicas, e diversas malignidades aparentam produzir maior quantidade
de certas PGs (por exemplo, PGE;) possivelmente alterando a proliferacéao celular, a
angiogénese, e a apoptose (Banerjee et al., 2002; Lin et al., 2002). A COX-2 pode
ser identificada em varios tipos de neoplasias malignas, principalmente as do trato
gastrointestinal, e em LOs (Chan et al., 1999; Banerjee et al., 2002; Renkonen et al.,
2002; Shibata et al., 2005; Sawhney et al., 2007). Estudos verificaram atraves de
reacoes de imuno-histoquimica a marcacao positiva do COX-2 no citoplasma celular
do epitélio de LOs, enquanto a expressdao da COX-2 em tecidos normais é
praticamente inexistente (Renkonen et al., 2002; Shibata et al., 2005; Atula et al.,
2006).

Receptores de fatores de crescimento (epidermal growth factor receptor) sao
moléculas pertencentes a “familia” denominada erbB ou HER, reguladoras do
crescimento celular (proliferagdo, migracéo e diferenciagéo celular) pois transmitem
sinais extracelulares de proliferacdo, provenientes de seus ligantes, para o
citoplasma, através da membrana plasmatica. Hiperatividade ou aumento da
expressdo do EGFR induz a ativacdo de diversos substratos intracelulares,
desencadeando sinais de mitose e outros eventos ligados a progressao de tumores
(Harari et al., 2007; Specenier; Vermorken, 2007). Quando h4 inibicdo do EGFR, o
ciclo celular é blogueado na fase G1 e outros mecanismos de controle da
proliferacdo sdo desencadeados, entre eles a hipofosforilagdo do retinoblastoma
(Rb). H& 4 subtipos de receptores da erbB (EGFR/erbB1, erbB2/neu, erbB3 e
erbB4), mas o EGFR/erbB1l é o subtipo superexpresso em grande parte dos
carcinomas de células escamosas orais, e esta relacionado a um pior prognostico
dessa malignidade (Hiraishi et al., 2006). A imuno-histoquimica tem sido uma técnica

amplamente utilizada para detectar a expressdo do EGFR em carcinomas orais
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(Grandis et al., 1996; Hiraishi et al., 2006), mas pouco se sabe sobre esse receptor
em LOs (Srinivasan; Jewell, 2001). Assim como o p53, o EGFR foi encontrado super
expresso em tecido adjacente a carcinomas de cabeca e pescoco, e sua expressao
€ expandida as camadas superiores do epitélio a medida que se observa o aumento
de displasia epitelial (Shin et al., 1994; van Oijen et al., 1998).

Ha evidéncias da relacdo entre a expresséo do p53 e da COX-2. A expressao
da COX-2 foi verificada em neoplasias malignas de cabeca e pescoco que
continham a variante mutante do p53, enquanto foi verificada supressdo da
transcricdo da COX-2 pela atividade do gene supressor de tumor p53 em seu estado
normal (Subbaramaiah et al., 1999; Gallo et al., 2003). Essa associacdo parece
ocorrer especialmente em neoplasias malignas de estadiamento inicial, né&o
ocorrendo a mesma relacdo em neoplasias em estagio avancado (Atula et al., 2006).

A ativacdo da sinalizacdo do EGFR pode levar ao aumento da transcrigéo da
COX-2, e consequentemente ao aumento da producdo de PGE,. Essa PG pode
induzir a sinalizacdo do EGFR estimulando a proliferacéo celular por um mecanismo
complexo de feedback (Dannenberg et al.,, 2005). Ha evidéncias da eficacia do
bloqueio simultaneo das vias da carcinogénese mediadas pela COX-2 e pelo EGFR
para a inibicdo do crescimento do carcinoma epidermoide, sendo, portanto possiveis
agentes de quimioprevencao (Chen et al., 2004; Choe et al., 2005).

Segundo um modelo de progresséo da carcinogénese oral, 0 EGFR, COX-2 e
p53 estdo envolvidos em diferentes estagios da progressao do epitélio displasico a
neoplasia maligna (Lippman et al., 2005). No entanto, ndo ha estudos que avaliem a
expressao desses 3 marcadores moleculares em LOs. A expresséo do p53, COX-2 e
EGFR em LOs através de reacbGes imuno-histoquimicas poderia ser util na

investigacdo de LOs de maior risco a transformacao maligna.

2.5.3 Justificativa deste estudo

Aspectos clinicos e histopatoldgicos das LOs ndo sdo suficientes para
identificar lesdes que poderdo desenvolver malignidade. O uso de marcadores
moleculares pode ser util para identificar LOs com maior potencial de malignizacéo e

auxiliar no monitoramento dos pacientes de risco. O tratamento adequado das LOs
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também é relevante, e o laser de alta poténcia pode constituir um recurso

terapéutico para essa finalidade.
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3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

1. Determinar caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com LO;

2. Avaliar o efeito do tratamento de LOs por excisdo com laser de CO, e de diodo;

3. Avaliar a expressao das proteinas p53, COX-2 e EGFR em cortes histologicos
de biépsia incisional das lesdes tratadas;

4. ldentificar fatores que podem afetar a recorréncia, desenvolvimento de novas

lesBes ou transformacdo maligna da LO.
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4 CASUISTICA-MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Este estudo foi composto por 40 pacientes com leucoplasia oral (LO),
atendidos consecutivamente no ambulatorio da Disciplina de Estomatologia Clinica
da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo (FO-USP) no periodo
de 2003 a 2009. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FO-USP (protocolo 160/2007; Anexo A). Os pacientes foram informados sobre os
objetivos do estudo e o termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de cada
participante, conforme as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas

envolvendo seres humanos (Anexo B).

4.2 METODO

4.2.1 Critérios de diagnostico da LO

O diagndstico da LO foi baseado nos critérios estabelecidos no Simpdsio
Internacional sobre Lesdes Brancas da Mucosa Oral, realizado em Uppsala, Suécia,
em 1994, segundo os quais, as LOs devem ter um diagndstico provisorio inicial
baseado em dados do exame clinico (ou seja, a identificacdo de uma leséo
predominante branca em forma de placa ou mancha que nao pode ser caracterizada
como nenhuma outra doenca da mucosa oral), e outro definitivo auxiliado pela
exclusdo de fatores etiologicos, quer sejam mecanico (trauma por friccdo ou
mordiscatum), fisico ou quimico (a excecdo do tabagismo) e pelo exame
histopatolégico. O exame histopatologico € indicado tanto para excluir lesbes que
podem ter aparéncia clinica semelhante as das LOs (especificamente o liquen plano
oral em placa, o nevo branco esponjoso e a candidose hiperplasica) como para

identificar a presenca ou ndo de displasia epitelial. Pacientes em cujas lesbes
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brancas foram identificados possiveis fatores etioldgicos, e nas quais ndo houve
sinais de regressdo em um periodo de 8 semanas apos a eliminagdo dos fatores,
foram incluidos no estudo como portadores de LO. LesOes localizadas em labio ndo

foram consideradas para a analise, ja que podem coexistir com a queilite actinica.

4.2.2 Anamnese, exame clinico e procedimento de bié  psia

InformagBes sobre uso continuo de medicacdo sistémica e/ou topica,
antecedentes médicos recentes e pregressos, historia familiar de neoplasias, habitos
nocivos (tabagismo e etilismo), idade, género, e etnia foram registradas em
prontuario especifico (Anexo C). Exame fisico intraoral incluiu localizagcdo, tamanho
e caracterizagdo morfoldgica das LO (homogénea e ndo homogénea).

Previamente a bidpsia, material obtido das superficies das lesGes por
raspagem foram corados com PAS para pesquisa de Candida spp. Pacientes PAS-
positivos foram tratados com antifingico por duas semanas e retestados.
Posteriormente, as lesdes foram coradas com azul de toluidina para selecionar areas
mais representativas de bidpsia. Areas de aspecto ndo homogéneo da superficie da
lesdo (regides exofiticas, eritematosas, erosivas ou ulceradas) foram
preferencialmente biopsiadas independente de positividade para o azul de toluidina.
Em pacientes com multiplas lesdes foram realizadas mdultiplas biopsias. Lesbes
menores do que aproximadamente 1 cm foram removidas por biopsia excisional.
Espécimes foram fixados em formol a 10% e enviados para analise histopatologica

no Laboratorio de Patologia Bucal da FO-USP.

4.2.3 Andlise histopatologica, grau de displasia e classificacédo binaria

Os critérios de andlise histopatoldgica das LOs seguiram a classificacdo da
OMS (2005) que subdivide as lesbes em hiperplasia, displasia discreta, moderada
ou intensa e carcinoma in situ, de acordo com a severidade e extensdo de

alteracbes citolégicas e arquiteturais presentes no epitélio (World Health
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Organization Classification of Tumours, 2005). Adicionalmente, foi utilizado um
sistema binario que classifica as lesdes de acordo com o numero de alteracdes
observadas na arquitetura do epitélio e na morfologia celular (descritas na Tabela
4.1), caracterizando lesdo de “alto risco” (com no minimo 4 alteracdes arquiteturais e
5 citologicas) e de “baixo risco (menos que 4 alteragdes arquiteturais ou menos de 5
alteracdes citolégicas) (Kujan et al., 2006; Warnakulasuriya et al., 2008). Tanto a
analise histolégica, quanto o grau de displasia, foram realizadas pelo servico de
rotina da disciplina de Patologia Bucal da FO-USP. A analise do sistema binario foi

realizada por um patologista “cego” em relacéo aos dados clinicos.

Tabela 4.1 - Critérios citolégicos e arquiteturais utilizados para a classificacéo binaria

Alteracdes arquiteturais Alteracdes citolégicas
1. Estratificagdo irregular do epitélio 1. Variagdo do tamanho do nucleo
2. Perda da polaridade da camada basal 2. Variacao da forma do ndcleo
3. Projecdes em gota 3. Variacdo do tamanho celular
4. Aumento do numero de figuras mitGticas 4. Variacdo da forma celular

: : L 5. Aumento da proporgao
5. Mitoses anormais superficiais

nucleo/citoplasma

(]

. Queratinizacao precoce 6. Aumento do tamanho do nucleo

\]

. Pérolas de queratina 7. Figuras mitéticas atipicas
8. Aumento do tamanho e da forma do
nucléolo

9. Hipercromatismo

Baseado em Kujan et al. (2006)

4.2.4 Expressdo de marcadores imuno-histoquimicos

4.2.4.1 Reacgdes de imuno-histoquimica

O teste de imuno-histoquimica foi realizado em todos os espécimes viaveis de

biopsia incisional das LOs e em 20 amostras de tecido de gengiva clinicamente
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saudavel obtidas de procedimentos cirargicos de exodontia realizados na Clinica
Odontoldgica da FO-USP. Previamente a coleta de tecido de gengiva saudavel, os
pacientes foram informados sobre os objetivos do estudo e o termo de
consentimento livre e esclarecido foi obtido de cada participante (Anexo D).

Para a realizacdo das reacdes imuno-histoquimicas, os cortes foram
submetidos aos seguintes anticorpos separadamente: anticorpo monoclonal de
camundongo anti-p53 humano (clone DO-7, DAKO, Carpinteria, California, USA),
anticorpo monoclonal de camundongo anti-COX-2 humano (clone CX-294, DAKO),
anticorpo monoclonal de camundongo anti-EGFR humano tipo selvagem (S) (clone
DAK-H1-WT, DAKO), e anticorpo monoclonal de camundongo anti-EGFR tipo
selvagem e mutante (SM) (kit Pharm Dx for manual use, clone 2-18C9, DAKO).

Para controle positivo e negativo das reacGes foram utilizados espécimes de
carcinoma epidermoide oral para os anti-p53 e anti-COX-2, e de condiloma
acuminado oral para o anti-EGFR S. Como controle do anti-EGFR SM foi utilizada
lamina fornecida pelo fabricante. O controle negativo foi realizado omitindo o
anticorpo primario.

A partir dos espécimes fixados em formol e emblocados em parafina, foram
preparados cortes com espessura de 3 pm, estendidos em laminas de vidro
silanizadas, e deixados em estufa a 60T por 24 hor as antes de iniciar as reacoes
imuno-histoquimicas. Primeiramente, os cortes foram desparafinados em dois
banhos de xilol e, em seguida, reidratados em cadeia descendente de etanois. Apés
a reidratacao, foi feita a remocgéo do pigmento formolico através de incubagdo em
hidréxido de amoénia a 10% em solucdo alcodlica (etanol 95%), por 10 minutos, e
lavagem em agua subsequentemente.

Os cortes receberam tratamento de recuperagcao antigénica, com EDTA pH
9,0 para o anti-p53 e TRIS-EDTA pH 9,0 para o anti-COX-2 e o anti-EGFR S, em
banho maria, durante 30 minutos. Ao final do tratamento de recuperacao antigénica,
os cortes foram imediatamente lavados em agua corrente, durante 10 minutos, e
imersos em agua destilada. Em seguida, seguiram para a etapa de bloqueio da
peroxidase enddgena tecidual, realizada pela incubacdo em dois banhos, de 15
minutos cada, em solucdo 1:1 de peroxido de hidrogénio a 10% e metanol. Repetida
a lavagem em agua, foram imersos em solucéao de TRIS pH 7,4, com dois banhos de

5 minutos cada.
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Os anticorpos foram diluidos em solucdo tampéao de TRIS, pH 7,6, acrescidos
de albumina bovina a 1%, em uma diluicdo de 1:75 para o p-53 e de 1:100 para o
anti-COX-2 e o anti-EGFR S e foram incubados sobre os cortes durante 30 minutos
para o anti-p53, e 120 minutos para o anti-COX-2 e o anti-EGFR S. Para a
incubacgéo do anticorpo de ligagdo e do complexo terceario, foi usado o sistema o kit
LSAB+ (DAKO) para o anti-p53 e o sistema Advance HRP (DAKO) para os anti-
COX-2 e anti-EGFR S. Todas as condicbes experimentais precedentes, e as
descritas a seguir, foram otimizadas previamente em laboratorio.

As reacOes foram reveladas pela diaminobenzidina (DAKO Liquid DAB+,
K3468) através de incubacdo por 10 minutos e, apés lavagem em TRIS e agua
deionizada, para remocdo de excessos, 0s cortes foram contracorados com
hematoxilina de Mayer. Desde a utilizacgdo do anticorpo secundario até a
contracoloracgédo todos as etapas foram realizadas automaticamente com o auxilio do
Autostainer DAKO e entre cada etapa realizada na maquina, os cortes passaram por
lavagens em solucéo tampéao de TRIS pH 7,6.

Para o anti-EGFR SM, o tratamento de recuperacédo antigénica, bloqueio da
peroxidase enddgena, incubacdo do anticorpo e do complexo terceario, revelacéo e
contracoloragdo, foram utilizados reagentes contidos no kit e as reacdes foram
realizadas manualmente de acordo com as instru¢gdes do fabricante.

Desidratacdo em série crescente de etanois seguida de diafanizacdo em xilol
e montagem das laminulas com resina Permount, concluiram as reacdes realizadas
e as laminas seguiram para analise em microscopia de luz (microscépio modelo
CHS, Olympus Optical Co., Ltd, Jap&o).

4.2.4.2 Analise da expressao dos anticorpos

A expressao dos anticorpos anti-p53, anti-EGFR (S e SM) e anti-COX-2 foi
avaliada por dois individuos calibrados previamente, 0os quais realizaram analise
qualitativa, verificando se houve marcacdo positiva e em que estrato do epitélio
(camada basal, parabasal ou espinhosa) ocorreu (Cruz et al, 1998; Shin et al., 1994).

Células foram consideradas positivas para os anticorpos quando houve marcacéo do
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nacleo celular para o anti-p53, do citoplasma para o anti-COX-2, e da membrana
celular para os anti-EGFR.

4.2.5 Tratamento cirargico com laser de alta poténcia

O tratamento cirdrgico consistiu da excisdo das LOs com laser de CO, (UM-
L30, Union Medical Engeneering Co, EUA; 10.600 nm, 5-10 W, modo continuo) ou
laser de diodo (GaAlAs, ZAP softlase, ZAP Lasers Inc., EUA; 808 nm, 2—4 W, modo
continuo). O laser de CO, foi preferencialmente utilizado devido as propriedades de
seu comprimento de onda, que promove corte rapido e dano térmico superficial. O
laser de diodo foi utilizado para lesdes de dificil acesso cirdrgico (por exemplo,
palato mole) devido ao seu sistema de entrega que permite o contato da fibra optica
com o tecido, reduzindo riscos de acidentes por irradiacdo em tecidos normais
adjacentes.

A técnica de excisdo inclui em geral a demarcacdo das lesdes por
vaporizagcdo com 1 mm de profundidade a 5 mm de sua margem. Em seguida, com o
auxilio de uma pinga clinica posicionada no sulco demarcado, as lesGes foram
tracionadas verticalmente e ressecadas em sua base utilizando o laser como um
instrumento de corte. O tecido conjuntivo subjacente a area removida foi deixado
exposto a cavidade bucal, com reparacdo da &rea cirurgica ocorrendo por segunda
intencdo. Complicacdes ocorridas apds o tratamento cirdrgico foram tratadas e
registradas. Os pacientes foram monitorados a cada 3 meses, sendo o periodo
minimo de acompanhamento de 6 meses. Pacientes que ndo retornaram as
consultas de seguimento ndo foram excluidos e seus dados foram registrados até a

data da ultima consulta.

4.2.6 Desfechos clinicos pés-tratamento cirurgico d 0S pacientes

Os desfechos clinicos considerados foram: recorréncias, aparecimento de

novas lesdes, ocorréncia de transformagéao maligna.
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4.2.7 Andlise estatistica

4.2.7.1 Curva de Kaplan-Meier, log-rank e analise de regressdo de Cox para

analise de desfechos clinicos

Os desfechos clinicos (recorréncia, novas lesdes e transformacdo maligna)
foram analisados pela curva de Kaplan-Meier (analise de sobrevida).

A curva de Kaplan-Meier, complementada pelo teste de log-rank, foi utilizada
para analisar fatores que podem afetar a ocorréncia dos desfechos clinicos,
especificamente género, idade, localizacdo da lesédo, tamanho da leséo, superficie
da lesdo, grau de displasia, classificagdo binaria, consumo de alcool, tabagismo e
histéria familiar de neoplasia maligna. Os fatores foram dicotomizados para facilitar a

analise estatistica, conforme detalhado na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Fatores considerados para analise estatistica

Fatores Dicotomizacgéao
Género Feminino Masculino
Idade = 60 anos < 60 anos
Localizacdo da Borda lingua, ventre lingua, , o
. Demais localizagdes
les&o fauce, assoalho bucal
Tamanho da lesédo =2cm <2cm
Superficie da lesédo N&o homogénea Homogénea
_ _ Ausente, discreta ou
Grau de displasia Intensa
moderada
Classificagéo _ o
o Alto risco Baixo risco
binaria
Alcool Consumo habitual (>200g/semana) Consumo esporadico
Tabagismo Sim N&o
Historia familiar de , .
Sim Nao

neoplasia maligna
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O risco (hazard ratio) da ocorréncia dos desfechos para cada fator estudado
foi avaliado pela analise univariada de regressdo de Cox. Analise multivariada de
regressao de Cox foi realizada para verificar se ha associagéo entre os fatores ou se
sdo independentes para os desfechos clinicos analisados. Para a analise
multivariada de Cox somente os fatores com P < 0,1 obtidos na analise univariada

foram considerados. Significancia estatistica foi estabelecida para P < 0,05.

42.7.2 Odds ratio e x* para andlise da expressdo dos marcadores imuno-

histoquimicos

Teste de odds ratio (razdo de chance) foi utilizado para avaliar a frequéncia
da expressao dos anticorpos anti-p53, anti-EGFR e anti-COX-2 entre os grupos de
lesbes LO e grupo controle (tecido de gengiva normal), entre lesbes com e sem
desfechos clinicos, entre lesbes de alto e baixo risco e entre lesbes que
apresentaram e que nao apresentaram displasia epitelial intensa.

Teste de x* avaliou possiveis diferencas de expressdo entre os anticorpos
EGFR S e EGFR SM nos grupos de lesdes LO e no grupo controle (tecido de

gengiva normal).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E HABITOS

A amostra deste estudo consisitiu de 40 pacientes, 23 homens— idade média
de 56,56 anos (variacdo, 28—84 anos)— e 17 mulheres, idade média de 64,53 anos
(variagcéo, 33—88 anos).

Dezesseis pacientes relataram historia familiar de neoplasia maligna,
envolvendo o trato gastrointestinal (6 casos), a mucosa oral (4 casos), a mama ( 2
casos), o utero, pele e pulméo (1 caso em cada 6rgéo), e 1 caso de localizagdo néo
especificada. Dois pacientes relataram historia pregressa de neoplasia maligna (1
caso mama, e outro com 2 neoplasias distintas, em cordas vocais e prostata).

Consumo habitual de tabaco e/ou alcool foi constatado em 19 homens
(82,6%), dos quais 7 (30,4%) relataram consumo regular de tabaco e alcool, 11
(47,8%) somente de tabaco e 1 (4,3%) somente de alcool, enquanto 5 (21,7%) nao
relataram habitos de risco. Entre as mulheres, foi constatado habito de tabagismo
em 6 pacientes (35.3%) e nenhum envolvendo consumo de alcool (Tabela 5.1).
Apenas 2 pacientes (homens) cessaram o habito de fumar apds serem orientados a

respeito da relacdo da LO com o tabaco.

Tabela 5.1 - Idade e habitos de risco (fumo e alcool) de acordo com o género de pacientes com
LO atendidos na Clinica de Estomatologia, de 2003 a 2009

Género

Homens Mulheres
Idade
< 60 anos 15 6
= 60 anos 8 11
Tabagismo
< 20 cig/dia 11 6
> 20 cig/dia 7 0
nao 5 11
Alcool*
< 200 g/semana 3 0
2 200 g/semana 5 0
nao 15 17

*De acordo com o0 consumo seguro de alcool estabelecido pelo Centers for Disease Control and
Prevention, 2005
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5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DAS LOS

Caracteristicas clinicas e localizacdo das lesGes estdo detalhadas na tabela
5.2. O aspecto homogéneo foi a caracteristica clinica predominante nas LOs (33/49;
67,3%), a maioria das lesées media menos que 2 cm de didametro (28/49; 57,1%), e
0s sitios mais afetados foram: borda de lingua (13/49; 26,5%), mucosa jugal (10/49;
20,4%) e assoalho bucal (7/49; 14,3%).

Tabela 5.2 - Caracteristicas clinicas (tipo e tamanho) de acordo com a localizacdo das LOs (n = 49)

Caracteristicas de superficie Tamanho

Localizacéo Homog N&o homog Total <2cm 2a4d4cm >4cm  Total

13

w

Borda de lingua 13
Mucosa jugal

Assoalho bucal

[N
o
[N
o

Palato duro
Gengiva
Rebordo alveolar
Palato mole
Fauces

Dorso de lingua

Ventre de lingua
Trigono
retromolar
Subtotal
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Homog = homogénea
N&o homog = ndo homogénea

5.3 TRATAMENTO CIRURGICO COM LASER DE ALTA POTENCIA

Um total de 49 lesdes foi observado nos 40 pacientes; 9 pacientes
apresentavam mais de uma lesdo. O tempo meédio de acompanhamento dos

pacientes foi de 22 meses (variacdo, 671 meses).
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Remocao cirdrgica por laser de alta poténcia foi o tratamento preferencial
para a maioria das lesbes. Tratamento por vaporizagédo foi indicado em 8 lesbes
devido a proximidade delas a superficie dental (3 casos), a ductos salivares (2
casos) e a vasos sanguineos superficiais (3 casos). Bidpsia excisional com laser de
alta poténcia foi realizada em 12 lesdes menores que 1 cm.

Durante o poés-operatério o sintoma mais frequentemente relatado foi de
“queimacao”, controlado pelo uso de bochechos com cloridrato de benzidamina
0,15%. O uso de analgesicos foi prescrito quando necessario. A ocorréncia de dor
esteve associada a localizacdo da LO, principalmente em borda de lingua e mucosa
jugal. Medicacao antiinflamatéria ndo esteroidal foi utilizada para 7 pacientes, 5
tinham LOs em borda de lingua, 1 em mucosa jugal e 1 em assoalho. Os sintomas
ocorreram predominantemente do 3° ao 10° dia ap0s a intervencao cirurgica.

Reparo com re-epitelizacdo completa da mucosa tratada por cirurgia a laser
foi observado em 4 a 5 semanas apds o tratamento. Durante a reparagdo 2
pacientes apresentaram tecido hiperplasico de aspecto granulomatoso, removidos
por vaporizacdo com laser de CO, em um caso, e por cirurgia convencional em

outro, com subsequente reparacao completa.

5.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Andlise histopatolégica das bidpsias das LO revelou que 61,2% dos
espécimes apresentaram displasia epitelial (30/49), 9 (18,3%) com displasia intensa,
14 (28,6%) com displasia moderada e 7 (14,3%) com displasia leve. Analise pela
classificacdo do sistema binario (Kujan et al., 2006) identificou apenas 7 lesdes de
alto risco e 42 lesbes de baixo risco.
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5.5 DESFECHOS CLINICOS OBSERVADOS (RECORRENCIAS,
DESENVOLVIMENTO DE NOVAS LESOES E TRANSFORMACAO MALIGNA)

Recorréncia (reaparecimento da lesdo no mesmo sitio inicial) foi observada
em 7 pacientes (17,5%); desenvolvimento de novas lesdes (surgimento de leséo de
LO em sitio distinto do inicial) em 4 pacientes (10%); desfechos de recorréncia
seguidos de desenvolvimento de nova lesdo em 4 pacientes (10%). Desfechos
clinicos (recorréncia ou desenvolvimento de novas lesdes) foram mais frequentes
em lingua (6 casos) e assoalho bucal (3 casos). Dois pacientes (5%) desenvolveram
lesdo maligna (carcinoma epidermoide) em sitios diferentes da leséo inicial.
Malignizacdo ocorreu em média 11,3 meses apos o tratamento da leséo inicial.

Detalhamento dos casos com desfechos clinicos sdo mostrados na tabela 5.3.

5.5.1 Curva de Kaplan-Meier (analise de sobrevida), log-rank e analise de

regressao de Cox

Curva de Kaplan-Meier mostrou que a probabilidade de os pacientes estarem
livres de qualquer desfecho clinico apos 20 meses foi de aproximadamente 50%
(Figura 5.1). Para o desfecho de recorréncia isoladamente, foi de aproximadamente
70% (Figura 5.2), e para o desfecho de novas lesées, de 50% (Figura 5.3). ApGs 20
meses de acompanhamento, a curva manteve-se no mesmo nivel para o desfecho

de recorréncia, porém decresceu para o desfecho de novas lesdes.



Tabela 5.3 - Detalhamento de caracteristicas clinicas e histolégicas de pacientes com LOs que tiveram desfechos de recorréncia, desenvolvimento de novas

lesBes ou transformag&o maligna

Classificacéo

NO idade  Género Locahzagao Grau de displasia do risco Desfecho Tempo para o Tempo de
da leséo (OMS, 2005) . desfecho acompanhamento
(Kujan, 2006)

1 28 M Borda lingua Intensa Alto risco Recorréncia 3 meses 30 meses

2 62 F Assoalho bucal Intensa Baixo risco RecorrenNC 'a 6 meses 27 meses
Nova lesdo 7meses

3 78 F Mucosa jugal Moderada Baixo risco Recorréncia 8 meses 13 meses

4 66 F Gengiva vestibular Sem displasia Baixo risco Nova lesdo 17 meses 29 meses

5 78 F Mucosa jugal Sem displasia Baixo risco Recorrenj:la 6 meses 24 meses
Nova lesdo 20 meses

6 70 M Borda lingua Moderada Alto risco Recorréncia 9 meses 56 meses

7 73 F Mucosa jugal Moderada Baixo risco Recorrenj:la 2 meses 43 meses
Nova lesdo 24 meses

8 55 M Ventre lingua Sem displasia Baixo risco Recorréncia 1 més 6 meses

9 64 F Borda lingua Moderada Baixo risco Nova lesdo 7 meses 20 meses

10 83 M Fauce Intensa Alto risco ;r;?gls:](;rmagao 6 meses 12 meses

11 58 F Dorso lingua Sem displasia Baixo risco Recorréncia 6 meses 27 meses

12 55 F Assoalho bucal Discreta Baixo risco Nova lesdo 4 meses 6 meses

13 38 M Dorso lingua Moderada Baixo risco Recorren~c a 24 meses 49 meses
Nova lesdo 24 meses

14 79 F Borda lingua Moderada Baixo risco Nova lesdo 41 meses 67 meses

15 38 M Rebordo alveolar Sem displasia Baixo risco Recorréncia 12 meses 27 meses

16 45 M Borda lingua Intensa Baixo risco Recorréncia 9 meses 71 meses

17 57 F Mucosa jugal Sem displasia Baixo risco ;r:l?;(;rmagao 19 meses 20 meses

18 58 M Assoalho bucal Intensa Alto risco Recorréncia 1 més 18 meses

6v
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Figura 5.1 - Curva de Kaplan-Meier para os desfechos clinicos em conjunto (recorréncia,
desenvolvimento de novas lesdes ou transformacao maligna)
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Figura 5.2 - Curva de Kaplan-Meier para o desfecho de recorréncia
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Figura 5.3 -Curva de Kaplan-Meier para o desfecho de desenvolvimento de novas lesdes

Teste de log-rank mostrou associacdo estatisticamente significante para o
grupo de pacientes com lesdes de alto risco em comparacdo com os de lesGes de
baixo risco, para os desfechos clinicos analisados conjuntamente (P = 0,009) e para
o desfecho de recorréncia isoladamente (P = 0,037) (Figuras 5.4A e 5.4B). Para o
desfecho de novas lesdes isoladamente, verificou-se associacdo estatisticamente
significante para o grupo de pacientes > 60 anos (P = 0,024) e para as mulheres (P
= 0,059) (Figuras 5.5A e 5.5B).
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Figura 5.4 - Curva de Kaplan-Meier dos grupos de pacientes apresentando lesdes iniciais
de alto ou baixo risco, para os desfechos clinicos em conjunto (recorréncia,
desenvolvimento de novas lesdes ou transformacdo maligna); log-rank P =
0,009 (A) e para o desfecho de recorréncia isoladamente; log-rank P = 0,037

(B)



o
© 1,00
) _
Q
2]
@
3
g o7
Q
o
g
= 0,50 —— Homens
2 —— Mulheres
@
S
& 025
S >
QO
o
o
0,00
T T T T T
0 20 40 60 80
Tempo apds a cirurgia (meses)
» 1,00
o
0
Q
@ 075
> _
o
c
[}
©
o 0,50
o 4
= ~——— < 60anos
Q
g —— 260 anos
S 02
E
S
o)
S
a 000
T T T T T
0 20 40 60 80

Tempo apds a cirurgia (meses)

Figura 5.5 - Curva de Kaplan-Meier dos grupos de pacientes para o desfecho de
desenvolvimento de novas lesGes de acordo com o género; log-rank P =
0,059 (A) e aidade; log-rank P = 0,024 (B)
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O resultado da analise de regressao univariada de Cox (Tabela 5.4) para os
fatores associados aos desfechos clinicos analisados em conjunto mostrou que
pacientes classificados como portadores de lesdes de alto risco apresentam um
risco maior para o desenvolvimento de desfechos clinicos do que pacientes com
lesbes de baixo risco (hazard ratio = 4,09; IC = 1,65-10,14). Outros fatores
analisados (género, idade, localizagcdo da lesdo, superficie da lesdo, grau de
displasia, alcool, tabagismo, histéria familiar de neoplasia maligna) nao tiveram
influéncia estatisticamente significante como fatores de risco para a ocorréncia de
desfechos clinicos (P > 0,05). Com relacdo ao tamanho das lesdes, observou-se
maior risco para o desenvolvimento dos desfechos clinicos em lesdes maiores que 2
cm do que lesdes menores que 2 cm, porém a diferenca néo foi estatisticamente
significante (P = 0,094). Utilizando a analise de regressdo multivariada de Cox para
avaliar se existe associacdo entre lesbes de alto risco e lesdes > 2 cm para a
ocorréncia dos desfechos clinicos verificou-se que lesGes de alto risco constituem
por si so fator de risco independentemente do tamanho da lesédo (hazard ratio = 4,8;
IC = 1,72-13,49; Tabela 5.5).

Tabela 5.4 -Analise de regressdo univariada de Cox para desfechos clinicos em conjunto
(recorréncia, desenvolvimento de novas lesdes e transformac&o maligna)

Variavel Hazard ratio P IC (95%)
Género 1,06 0,895 0,41-2,70
Idade 1,51 0,370 0,61-3,75
Localizagéo da leséo 0,94 0,894 0,38-2,32
Tamanho da lesao** 2,19 0,094 0,87-5,53
Superficie da lesé@o 1,37 0,486 0,55-3,41
Grau de displasia 2,24 0,124 0,80-6,26
Classificacéo binaria 4,09 0,002~ 1,65-10,14
Alcool 0,68 0,651 0,13-3,50
Tabagismo 0,88 0,781 0,36-2,11
Histoéria familiar de neoplasia maligna 0,64 0,382 0,24-1,72

* estatisticamente significante (P < 0,05)
** yariavel considerada para analise de regresséo multivariada (P < 0,01)

Tabela 5.5 - Andlise de regressao multivariada de Cox para desfechos clinicos em conjunto
(recorréncia, desenvolvimento de novas lesdes e transformacdo maligna)

Variavel Hazard ratio P IC (95%)

Tamanho da lesao 2,4 0,069 0,93-6,26
Classificacdo binéria 4.8 0,003 1,72-13,49
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Andlise de regresséo univariada de Cox foi usada para testar isoladamente os
desfechos de recorréncia e novas lesbes, mas nao para transformagao maligna, pois
houve apenas 2 casos com este desfecho.

Andlise de regressdo univariada de Cox usada para testar os desfechos
clinicos isoladamente mostrou que o risco para o desfecho de recorréncia (Tabela
5.6) foi maior para pacientes com lesbes de alto risco comparado com o de
pacientes com lesdes de baixo risco (hazard ratio = 3,69; IC = 1,03-13,11). Como
nenhuma outra variavel testada apresentou valor de P estatisticamente significante e
valores de P < 0,1, para o desfecho de recorréncia ndo foi realizada analise de
regressao multivariada de Cox. O risco do desfecho de novas lesbes (Tabela 5.7) foi
maior para pacientes do género feminino (hazard ratio = 4,22; IC = 0,94-18,85) e
para pacientes com idade = 60 anos (hazard ratio = 5,32; IC = 1,10-25,54), mas
somente o Ultimo apresentou diferenga estatisticamente significante. Analise de
regressao multivariada de Cox para pacientes do género feminino e pacientes com
idade = 60 anos mostrou que os dois fatores (idade e género) sdo interdependentes
para a ocorréncia de novas lesdes. Os dois fatores isoladamente nédo tém influéncia
estatisticamente significante no desenvolvimento de novas lesdes (P > 0,05; Tabela
5.8).

Tabela 5.6 - Analise de regresséo univariada de Cox para o desfecho clinico de recorréncia

Variavel Hazard ratio P IC (95%)
Género 0,58 0,393 0,17-1,99
Idade 0,96 0,950 0,31-2,98
Localizacdo da lesao 0,76 0,637 0,25-2,28
Tamanho da lesdo 1,93 0,240 0,64-5,85
Superficie da leséo 1,52 0,443 0,51-4,50
Grau de displasia 2,55 0,122 0,77-8,39
Classificacao binéaria 3,69 0,044* 1,03-13,11
Alcool 1,01 0,990 0,19-5,17
Tabagismo 1,34 0,617 0,42-4,24
Histéria familiar de neoplasia maligna 0,57 0,367 0,16-1,92

*estatisticamente significante (P < 0,05)
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Tabela 5.7 - Andlise de regressao univariada de Cox para o desfecho clinico de desenvolvimento de
novas lesdes

Variavel Hazard ratio P IC (95%)

Género** 4,22 0,059 0,94-18,85
Idade 5,32 0,037* 1,10-25,54
Localizagéo da leséo 0,64 0,459 0,20-2,04
Tamanho da lesédo 2,62 0,168 0,66-10,36
Superficie da lesédo 0,40 0,244 0,09-1,83
Grau de displasia 0,52 0,577 0,05-4,95
Classificagéo binaria® - - -

Alcool 1,16 0,874 0,17-7,74
Tabagismo 0,38 0,167 0,09-1,49
Historia familiar de neoplasia maligna 1,70 0,447 0,42-6,81

* estatisticamente significante (P < 0,05)
** yariavel considerada para analisede regresséo multivariada (P < 0,01)
° nao foi possivel realizar o teste

Tabela 5.8 -Analise de regressdo multivariada de Cox para o desfecho clinico de
desenvolvimento de novas lesdes

Variavel Hazard ratio P IC (95%)
Género 3,10 0,138 0,69-13,90
ldade 4,14 0,101 0,75-22,64

5.6 EXPRESSAO DOS ANTICORPOS ANTI-P53, ANTI-COX-2, ANTI-EGFR S E
ANTI-EGFR SM

As reacdes imunohistoquimicas foram realizadas em 39 das 49 lesdes de LO;
10 blocos parafinados de bidpsia de LO ndo apresentavam material suficiente para
processar as reagoes.

O anticorpo anti-p53 foi positivo em 26 lesbes de LO (26/39; 66,6%) e em 4
espécimes do grupo controle (4/20; 20%). No entanto, a expressao no grupo
controle foi restrita & camada basal, enquanto no grupo LO ndo houve predominio de

expressao em uma camada especifica (Figuras 5.6A e 5.6B).
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Figura 5.6 - Padrdo de marcacdo do anticorpo anti-p53 nas LOs (A) e no grupo controle (B) (aumento
de 100 x)

O anticorpo anti-COX2 foi positivo em 21 lesdes de LO (21/39; 53,8%),
apresentando padrdo de expressdo focal e mais frequente na camada basal,
especialmente em lesbes com displasia epitelial intensa ou de alto risco. Em
espécimes do grupo controle o anti-COX2 marcou a camada basal em apenas 2
casos (2/20; 10%; Figuras 5.7A e 5.7B).

Figura 5.7 - Padréo de marcacdo do anticorpo anti-COX-2 nas LOs (A) e no grupo controle (B)
(aumento de 100 x); em detalhe pode-se observar marcagdo citoplasmatica de células
epiteliais na camada basal, parabasal e espinhosa (aumento de 400 x)
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Os anticorpos anti-EGFR apresentaram padrédo de expressao uniforme em
lesdes de LO e no grupo controle. O anticorpo anti-EGFR S foi positivo desde a
camada basal até a camada espinhosa em 11 lesGes do grupo de LO (11/39; 28%) e
em 11 espécimes do grupo controle (11/20; 55%). O anticorpo anti-EGFR SM foi

positivo desde a camada basal até a espinhosa em 20 lesdes de LO (21/39; 53,8%)
e em 10 espécimes do grupo controle (10/20; 50%; Figuras 5.8A, 5.8B e 5.9A, 5.9B).

Figura 5.8 - Padrdo de marcacdo do anticorpo anti-EGFR S (A) e anti-EGFR SM (B) no grupo
controle (aumento de 100 x); nota-se a expressdo dos dois clones nos mesmos
estratos do epitélio (camada basal)

Figura 5.9 - Padréo de marcac¢do do anticorpo anti-EGFR S e anti-EGFR SM no grupo de LOs
(aumento de 100 x); nota-se a expressdo do anti-EGFR S restrito a camada basal (A),
enquanto a expressao do anti-EGFR SM se estende até camada espinhosa (B)
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5.6.1 Analise da expressédo dos anticorpos

De acordo com os resultados observados na analise microscopica, a variavel
expressao dos anticorpos foi dicotomizada para permitir a andlise estatistica.

* Anticorpos anti-p53 e anti-COX-2 dicotomizados em: auséncia de marcacao e
marcacdo em qualquer estrato do epitélio (camada basal, parabasal ou
espinhosa).

* Anticorpos anti-EGFR S e anti-EGFR SM dicotomizados em: auséncia de
marcacgado na camada espinhosa (sem marcagédo, marcagdo nas camadas basal
ou parabasal) e marcagéo na camada espinhosa.

A analise pelo teste de odds ratio mostrou associacdo estatisticamente
significante da expressdo do p53 (OR = 4,66; IC = 1,45-14,96) e do COX-2 (OR =
10,50; IC = 2,13-51,52) no grupo de pacientes com LO comparados com a do grupo
controle (Tabela 5.9). Nao houve diferenca estatisticamente significante quando a
expressao dos anticorpos (p53, COX-2, EGFR S e EGFR SM) no grupo de pacientes
com desfechos clinicos foi comparada com a dos pacientes sem desfechos clinicos
(P > 0,05; Tabela 5.10). Nado houve diferenca estatisticamente significante da
expressao dos anticorpos (p53, COX-2, EGFR S e EGFR SM) entre o grupo de
lesbes de baixo risco comparado com a do grupo de lesdes de alto risco (P > 0,05;
Tabela 5.11). Nao houve associacdo estatisticamente significante da expressao dos
anticorpos p53, EGFR S e EGFR SM entre as lesbes com displasias intensas
comparadas com as lesdes de menor grau de displasia e sem displasia (P > 0,05;
Tabela 5.12). Dada a amplitude de expressdo do anticorpo anti-COX-2 nao foi
possivel executar o teste estatistico.

A andlise do teste de x* mostrou que a diferenca de expressdo entre 0s
anticorpos anti-EGFR S e anti-EGFR SM nos cortes histolégicos das LOs néo foi
estatisticamente significante (P = 0,064; Tabela 5.13). Também néo houve diferenca
estatisticamente significante de expressao entre os anticorpos anti-EGFR S e anti-
EGFR SM nos cortes histolégicos de mucosa gengival normal do grupo controle (P =
1; Tabela 5.14).
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Tabela 5.9 -Distribuicdo da marcacdo dos anticorpos nos grupos de pacientes com LO e grupo

controle
Marcacao do Grupo LO  Grupo controle :
anticorpo (n = 39) (n = 20) Odds ratio P IC (95%)
p53
positiva 26 6 4,66 0,016* 1,45-14,96
negativa 13 14
COX2
positiva 21 2 10,50 0,002~ 2,13-51,52
negativa 18 18
EGFR S
esp positiva 11 11 0,32 0,08 0,10-0,08
esp negativa 28 9
EGFR SM
esp positiva 20 10 1,05 0,8 0,35-3,09
esp negativa 19 10

* estatisticamente significante (P < 0,05)
esp positiva: marcacdo positiva na camada espinhosa
esp negativa: auséncia de marcacdo na camada espinhosa

Tabela 5.10 - Distribuicao da marcacéo dos anticorpos nos grupos de pacientes de LO com desfecho
clinico e sem desfecho clinico

Marcacso do Grupo com Grupo sem '
anticorpo desfecho desfecho Odds ratio P IC (95%)
(n=18) (n=21)
p53
positiva 12 14 1 0,733 0,16-2,39
negativa 6 7
COX2
positiva 11 10 1,72 0,602 0,48-6,20
negativa 7 11
EGFR S
esp positiva 5 6 0,96 0,762 0,23-3,89
esp negativa 13 15
EGFR SM
esp positiva 11 9 2,09 0,414 0,58-7,55
esp hegativa 7 12

esp positiva: marcacao positiva na camada espinhosa
esp negativa: auséncia de marcacdo na camada espinhosa
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Tabela 5.11 - Distribuicao da marcacéo dos anticorpos de acordo com a classificacéo binaria

Marcacao do Alto risco Baixo risco :
anticorpo (n=7) (n = 32) Odds ratio P IC (95%)
p53
positiva 3 23 0,29 0,302 0,05-1,58
negativa 4 9
COX2
positiva 6 15 6,80 0,147 0,73-36,11
negativa 1 17
EGFR S
esp positiva 1 10 0,36 0,660 0,03-3,46
esp negativa 6 22
EGFR SM
esp positiva 3 17 0,66 0,940 0,12-3,44
esp hegativa 4 15

esp positiva: marcacédo positiva na camada espinhosa
esp negativa: auséncia de marcacao na camada espinhosa

Tabela 5.12 - Distribuicdo da marcagcédo dos anticorpos de acordo com a classificagdo da displasia

(OMS,2005)
Marcacao do Intensa N&o intensa :
anticorpo (n=09) (n = 30) Odds ratio P IC (95%)
p53
positiva 5 21 0,53 0,686 0,11-2,42
negativa 4 9
COX2°
positiva 9 12 - - -
negativa 0 18
EGFR S
esp positva 1 10 0,25 0,380 0,02-2,28
esp negativa 8 20
EGFR SM
esp positiva 5 15 1,25 0,930 0,27-5,58
esp negativa 4 15

° ndo foi possivel realizar o teste
esp positiva: marcacédo positiva na camada espinhosa
esp negativa: auséncia de marcacao na camada espinhosa
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Tabela 5.13 - Distribuicdo da marcacao das proteinas EGRF S e EGFR SM entre as lesdes
leucoplasicas

~ x2
Marcacado do EGFR S EGFR SM 2 ~
anticorpo (n=39) (n=39) X P ((.j‘,gr\r(eaﬁ:g P
esp positiva 11 20
_ 4,33 0,037 3,42 0,064
esp negativa 28 19

* estatisticamente significante (P < 0,05)
esp positiva: marcacédo positiva na camada espinhosa
esp negativa: auséncia de marcacao na camada espinhosa

Tabela 5.14 -Distribuicdo da marcacéo das proteinas EGRF S e EGFR SM entre espécimes do grupo

controle
x2
Marcacao do EGFR S EGFR SM 2 ~
anticorpo (n=20) (n =20) X P ((.j‘,gr\r(eaﬁ:g P
esp positiva 11 10

esp positiva: marcacao positiva na camada espinhosa
esp negativa: auséncia de marcag¢ado na camada espinhosa
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6 DISCUSSAO

Durante o periodo de 2003 a 2009, 40 pacientes com LO foram examinados e
diagnosticados em nossa clinica, correspondendo a média de 5,7 pacientes ao ano.
Comparativamente, a frequéncia de atendimento de pacientes com LO em nossa
clinica aproxima-se a da média de atendimento relatada em outros estudos, de 8,6
pacientes por ano (Schepman et al. 1998; Saito et al., 2001; Thomson; Wylie, 2002;
Chandu; Smith, 2005; van der Hem et al., 2005; Holmstrup et al., 2006). Alguns
desses estudos séo realizados em centros de referéncias, onde a meédia de
atendimento ultrapassa 11 pacientes por ano.

Embora ndo haja dados exatos da prevaléncia da LO em nossa populacao, o
namero de atendimentos anuais registrados neste estudo indica que € uma doenca
de relativa frequéncia, o que demanda investiga¢gbes constantes, sobretudo por ser
uma lesédo cancerizavel. O fato de a LO ser uma doenca geralmente assintomatica,
sendo por isso diagnosticada, na maioria dos casos, em exame clinico de rotina,
representa um dado que pode caracterizar uma sub-representacdo da doenca em
ambulatorios.

Estudos populacionais em geral mostram que a LO afeta predominantemente
individuos na faixa etaria entre 50 e 70 anos, e com maior incidéncia em homens,
com a relacdo homens/mulheres de 2,5 a 3:1 (Petti, 2003). A média de idade
observada nos pacientes deste estudo foi de 60,5 anos, com maior prevaléncia em
homens, porém a relagdo homem/mulher foi de 1,3:1, semelhante a de resultados de
outros estudos similares, mostrando que a LO tende a ocorrer com igual frequéncia
em homens e mulheres em atendimento ambulatorial (Napier; Speight, 2008). A
maior prevaléncia da doenca em homens, verificada em estudos populacionais,
pode ser explicada pela maior exposi¢cdo dos homens aos habitos de tabagismo. A
tendéncia do numero de casos de LO ocorrer de forma similar em homens e
mulheres nos ambulatérios deve-se provavelmente a maior procura pela mulher a
cuidados preventivos de saude, permitindo a identificagdo da LO com mais
frequéncia, enquanto nos homens a identificagdo ocorreria em menor proporgao e
de forma mais casual.

Em relacdo a localizacdo das lesdes, este estudo mostrou que borda lateral

da lingua, mucosa jugal e assoalho bucal foram os sitios mais afetados, em ordem
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decrescente. Estudos epidemiolégicos indicam resultados um pouco diferentes,
sendo a mucosa bucal a area mais afetada (Napier; Speight, 2008). Caracteristicas
clinicas predominantemente observadas neste estudo foram o aspecto homogéneo
(67,3%) e tamanho de até 4 cm (89,9%). Segundo a literatura, LOs em areas como
borda lateral da lingua e assoalho bucal, aspecto ndo homogéneo e lesdes maiores
que 4 cm apresentam maior risco de malignizac¢do (van der Waal, 2009). Todavia, ha
registros de malignizacdo de LOs também em lesGes de aspecto homogéneo e
menores que 4 cm. Clinicamente ndo ha dados que possam prognosticar com
confiabilidade lesdes que irdo ou néo ter transformagé&o maligna. Baseado nisto, n&o
houve diferenca de conduta clinica entre pacientes que apresentaram lesfes
homogéneas e ndo homogéneas e também leses menores ou maiores que 4 cm.
Essa conduta incluiu lesdes que nao apresentaram displasia epitelial. Quanto a
localizacdo, lesdes localizadas em borda e assoalho de lingua tiveram uma
avaliacdo mais rigorosa, pois como ja mencionado, o indice de malignizacdo nessas
areas € acentuadamente mais elevado.

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar a eficacia do laser de alta poténcia
no tratamento das LOs. Dados do aspecto terapéutico mostraram que os lasers de
alta poténcia utilizados (de CO, e de diodo) foram eficientes para a remocéo
cirirgica das LOs, e o0 pds-operatorio foi bem tolerado pela maioria dos pacientes,
independentemente do tipo de laser. A sintomatologia dolorosa esteve mais
associada a areas de atrito constante, como borda lateral da lingua e mucosa jugal,
do que em areas menos sujeitas a traumas, como o assoalho bucal.

Complicacdes poOs-operatérias foram observadas somente em dois casos,
caracterizadas pela reparacéo tardia associada ao aparecimento de granulomas nas
areas irradiadas. Em um dos casos esta complicacdo pdde ser atribuida a menor
vascularizacdo do local da cirurgia (palato duro) associada ao intenso habito de
tabagismo, e, no outro caso, a condicao sistémica do paciente (diabetes mellitus) e
possivel trauma da regido. Complicacdes apds a remocédo das LOs por laser de alta
poténcia provavelmente ndo sdo comuns (ha poucos casos relatados na literatura),
porém esses tipos lasers devem ser manipulados somente por profissionais
habilitados.

Embora o tratamento preferencial para as LOs seja o cirargico, principalmente
pelo uso dos lasers, devido a rapidez e ao melhor controle do sangramento que

esses instrumentos cirdrgicos oferecem, os pacientes ndo permanecem livres de



65

recorréncia ou do aparecimento de novas lesdes (Lodi; Porter, 2008). Durante
avaliacbes periddicas apOs excisdo cirdrgica das LOs, recorréncias ou
desenvolvimento de novas lesdes foram observados em 37,5% dos pacientes;
recorréncias isoladamente corresponderam a 27,5% dos casos. Esses resultados
ndo diferem dos dados relatados na literatura cientifica, que registram uma variacao
de 10% a 57% (Lodi; Porter, 2008).

VariacOes do percentual de recorréncias e desenvolvimento de novas lesdes
tém sido atribuidas a critérios de inclusdo e exclusdo dos pacientes e aos
equipamentos cirargicos utilizados. Especificamente, alguns estudos excluiram
pacientes com alto grau de displasia, favorecendo a diminuicdo das taxas de
recorréncia; outros utilizaram microscépio associado ao laser, 0 que permite uma
melhor execucédo da técnica, reduzindo também o grau de recorréncia (Frame et al.,
1984; Chu et al., 1988; Chiesa et al., 1990; Roodenburg et al., 1991; van der Hem et
al., 2005; Holmstrup et al., 2006; Lodi; Porter, 2008; Vivek et al., 2008).

Apenas 2 casos com transformacdo maligna foram observados neste estudo,
correspondendo a 5% da casuistica, compativel com o0s percentuais de
transformacdo maligna das LOs registrados na literatura (4%-12%). Deve ser
ressaltado que os 2 casos observados ocorreram em localizagdes distintas do sitio
inicial da LO. O desenvolvimento de lesGes malignas em sitios distintos da lesao
inicial também foi notado em outros estudos (Schepman et al., 1998; Chandu; Smith,
2005; Hamadah; Thomson, 2009), sugerindo a presenca de alteracdes distribuidas
em toda a mucosa oral, corroborando com a ideia da existéncia de um campo de
cancerizacdo que acomete o epitélio oral como um todo. Essas malignizacbes em
sitios distintos da lesao inicial reforcam a necessidade do acompanhamento dos
pacientes com LO por periodo indefinido, tdo longo quanto possivel.

Outro dado importante em relagéo a esses 2 casos de transformacgédo maligna
foi a deteccdo do carcinoma epidermoide somente na bidpsia excisional. A analise
histopatolégica das bidpsias incisionais dessas lesdes mostraram hiperqueratose
com displasia epitelial intensa. Esse evento foi observado também em outros
trabalhos, pois bidpsias incisionais s&o pouco representativas em lesbes
potencialmente malignas (Thomson; Wylie, 2002; van der Hem et al., 2005).

Para evitar a falha na identificacdo de areas de malignidade em LOs sugere-
se a realizagdo de biopsias mais extensas (punch com minimo de 6 mm),

preferencialmente em areas de aspecto erosivo ou verrucoso (van der Hem et al.,
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2005). A remocao completa das lesGes e sua subsequente analise histopatolégica
sao importantes para determinar o grau de displasia e detectar eventual presenca de
carcinoma epidermoide (Chiesa et al., 1990; Lumerman et al., 1995). Desse modo,
embora o tratamento cirdrgico das LOs nao seja eficaz como uma intervencéao de
prevencédo de transformacdo maligna, ela pode desempenhar o papel de detectar o
cancer em um estagio inicial quando este nao é identificado na bidpsia incisional
(Lodi; Porter, 2008).

Apos 20 meses de seguimento clinico, a probabilidade dos pacientes estarem
livres de qualquer desfecho clinico (recorréncia, desenvolvimento de novas lesdes e
transformacdo maligna) foi de aproximadamente 50%. Apés esse periodo, a curva
para o desfecho de recorréncia manteve-se sem variagdes, enquanto a curva para o
desfecho de novas lesGes decresceu. No que se refere as recorréncias, ainda que o
controle local das lesdes tenha sido aparentemente estabelecido durante o periodo
analisado, o seguimento dos pacientes deve ser mantido, pois a porcentagem de
pacientes livres de LO tende a diminuir com o tempo de acompanhamento (Chiesa
et al., 1990; Chandu; Smith, 2005; Hamadah; Thomson, 2009).

Dos fatores analisados que podem contribuir com os desfechos clinicos, os
mais significativos foram as alteracbes morfologicas epiteliais severas,
caracterizadas como lesdes de alto risco. Os fatores género feminino e idade
superior a 60 anos também estiveram associados ao desenvolvimento de novas
lesbes. Portanto, os resultados deste estudo mostraram que lesdes de alto risco,
género feminino e idade superior a 60 anos devem ser considerados fatores de
maior relevancia para o risco de malignizagédo das LOs. Na literatura consultada nao
h& consenso entre os fatores de risco para os desfechos clinicos, inclusive alguns
autores ndo observaram nenhuma associagao entre os fatores e desfechos (Saito et
al., 2001; Thomson; Wylie, 2002; van der Hem et al., 2005). Porém, alguns fatores
como paciente do género feminino sem habitos de tabagismo, tamanho da lesé&o, e
displasia epitelial intensa, sao referenciados como 0s mais frequentemente
associados aos desfechos clinicos (Schepman et al.,, 1998; Napier et al., 2003;
Chandu; Smith, 2005; Holmstrup et al., 2006).

Poucos estudos analisaram conjuntamente a classificagdo binéria (lesdes de
alto e baixo risco) e o grau de displasia para a ocorréncia de desfechos clinicos pos
tratamento cirdrgico de LOs. Como analisado neste estudo, a classificacdo binaria

pode ser mais eficiente do que a classificagcdo da displasia ao prognosticar lesbes
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com maior risco a recorréncias, devendo ser incluido na avaliagdo histopatoldgicas
das LOs, como também sugerido em recente artigo de Warnakulasuryia et al. (2008).

Considerando apenas fatores intrisecos as lesdes (tamanho, aspecto de
superficie e alteracdes morfologicas do epitélio), algumas condutas como o aumento
da area de excisdo, complementada pela vaporizacdo das margens cirdrgicas,
auxiliam na redugdo de recorréncias e asseguram a remogdo de lesbées com
malignizacao incipiente, conforme mostram os resultados dos estudos de Chiesa et
al. (1990) e Hamadah e Thomson (2009).

Estudos realizados nas ultimas décadas ndo evidenciaram nenhum tipo de
marcador especifico que possa servir como indicador confiavel no progndstico das
LOs (Warnakulasuriya, 2000; Warnakulasuriya et al., 2008). Diversos marcadores
moleculares associados a transformacdo maligna tém sido investigados para
diferentes tipos de neoplasias malignas. No presente estudo os marcadores EGFR,
COX-2 e p53 foram selecionados para investigacdo, pois ha evidéncias da
participacdo deles no processo inicial da carcinogénese (Lippman et al., 2005).

Os padrdes de expressao do p53, COX-2 e do EGFR SM observados em
nosso estudo estdo de acordo com os relatados na literatura (Cruz et al., 2002;
Renkonen et al., 2002; Shibata et al., 2005; Fan et al., 2006). A frequéncia e o
padrdo de expressdo dos marcadores p53 e COX-2 observada nas LOs, em
comparacao ao observado no grupo controle, sugerem que as LOs tém alteracoes
moleculares epiteliais semelhantes as observadas em neoplasias malignas orais.
Embora as LOs expressem os marcadores p53 e COX-2 de maneira significativa,
estes marcadores nao foram associados a lesdes que tiveram desfechos clinicos
desfavoraveis (recorréncia, desenvolvimento de novas lesfes ou transformacao
maligna). A auséncia de correlacdo entre os marcadores e os desfechos clinicos
deve-se provavelmente ao processo biologico de indugdo epitelial envolvido nos
desfechos de recorréncias e no desenvolvimento de novas lesdes, ndo associado
aos marcadores moleculares investigados. Quanto ao desfecho de transformacéo
maligna, os dados apresentados neste estudo s&o limitados na avaliacdo deste
aspecto, uma vez que apenas 2 casos de malignizacdo foram observados. Em
carater especulativo, pode-se dizer que os marcadores p53 e COX-2 podem ser
Gteis como indicadores da existéncia de potencial de malignizacdo de lesGes, mas

nao necessariamente como indicadores precisos de transformacao maligna.
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Associacdo significante entre expressdo do p53 e o grau de displasia foi
verificada em 2 estudos (Kurokawa et al., 2003; Cruz et al., 2002), enquanto em
outros essa associacdo nao foi evidenciada (Kannan et al., 1996; Piatelli et al., 2002;
Fan et al., 2006). Os achados do estudo de Kannan et al. (1996) mostraram ainda
gue a expressdo do p53 foi mais frequente nas lesdes nao displasicas que nas
displasicas. No presente estudo, também n&o foi observada uma associacdo
estatisticamente significante entre a expresséo do p53 e o grau de displasia ou em
LOs de baixo risco. Os diferentes resultados apresentados em relacdo a expressao
do p53 em LOs podem ser explicados pelas diferengcas de metodologias no
processamento das rea¢fes de imuno-histoquimica e na quantificacdo da expressao
do anticorpo.

Considerando o grau de displasia observado nas LOs, apenas o COX-2 foi
expresso em todas as lesbes apresentando displasia intensa e em 6 das 7 lesdes
classificadas como de alto risco. Os dados em relacdo a severidade da displasia
estdo de acordo com os resultados de outro estudo semelhante (Shibata et al.,
2005). Seria importante investigar se LOs com transformac&o maligna apresentam
marcacao positiva para a COX-2, o que nao foi possivel realizar neste presente
estudo. Esse tipo de investigacdo apresenta conflito ético, pois a andlise da
expressdo da COX-2 em LOs como indicador de transformacdo maligna sé poderia
ser feita se as lesbes permanecessem sem tratamento cirirgico e fossem
acompanhadas por tempo necessario até a ocorréncia da malignizacao.

A expresséao dos dois clones do anti-EGFR (S e SM) observada em tecidos
normais mostra que esses receptores estao presentes normalmente no epitélio da
mucosa oral, enquanto que em LOs ha uma tendéncia da perda da expressédo do
ant-EGFR S na camada espinhosa do epitélio. A auséncia de associacdo
estatisticamente significante entre a marca¢cao do EGFR SM na camada espinhosa e
as LOs possivelmente ocorreu pelo tamanho insuficiente da amostra. A possibilidade
de que houvesse diferenca na expressdo entre os clones do anti-EGFR poderia
indicar que ndo ha diferenca relevante entre 0 numero de receptores presentes em
tecido normal e o leucoplasico, mas que os receptores mutados observados no
epitélio de LOs possivelmente desempenham um papel distinto dos receptores
normais. Para confirmar esta hipotese, seria necessario investigar a expressao em
LOs e tecido epitelial normal de um anticorpo anti-EGFR que marcasse somente 0s

receptores mutados.
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Os resultados deste e de outros estudos imuno-histoquimicos mostraram-se
limitados no que diz respeito a ampliar a capacidade de prognosticar LOs com maior
risco de malignizacéo. Fatores como idade, género e classificacdo binaria, aléem de
outros de importancia ja estabelecida, como a extensdo da leséo, localizacéo e grau
de displasia, sdo os indicadores com os quais devemos nos basear para avaliar
lesbes com maior potencial de malignizagdo. O tratamento proposto constitui um
recurso importante de remocéo de lesbes com malignizacdo precoce clinicamente
nao detectaveis, embora ndo tenha acdo de alterar os eventos de recorréncia,

desenvolvimento de novas lesbes ou transformacgéo maligna.
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7 CONCLUSOES

1. LOs sao lesoes de relativa frequéncia em nosso ambulatério; mulheres estiveram
menos expostas ao habito de tabagismo.

2. Tratamento por lasers de alta poténcia (CO, e diodo) mostrou-se eficiente na
remocdo das lesdes, mas nao evitou desfechos clinicos de recorréncia,
desenvolvimento de novas lesdes e transformacao maligna.

3. Idade acima de 60 anos no género feminino constituiu fator de risco ao
desenvolvimento de novas lesGes apos o tratamento.

4. Lesdes de alto risco foram associadas a ocorréncia de recorréncias apos o
tratamento.

5. Os marcadores p53, COX-2 e EGFR (clone S e clone SM) ndo constituiram

indicadores associados ao risco aumentado de desfechos clinicos.
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ANEXO B — Termo de consentimento para pacientes com LO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PAR_TICIPACAO EM
PESQUISA

OBJETIVOS

As informagfes abaixo sdo para esclarecer e peslia participacdo voluntéria neste
estudo, que tem o objetivo de acompanhar placaxdésana boca (também chamadas de
leucoplasias orais) tratadas com laser cirdrgicaeaizar estudo laboratorial (também
chamado de reacdo imunohistoquimica) do materibidmna bidpsia incisional de rotina na
Clinica de Estomatologia, Faculdade de Odontoldgi&niversidade de Sdo Paulo (FOUSP).
O titulo da pesquisa é “Estudo do potencial degnadacdo da leucoplasia oral marcadores
imunohistoquimicos e da utilizacdo de laser de, €Qle diodo como tratamento”. Este
trabalho esta sendo conduzido pela cirurgid-dentidvian Cunha Galletta Kern, aluna

regular do curso de pos-graduacéo de DiagnosticalBla FOUSP em nivel de doutorado.

BENEFICIOS

O tratamento convencional das placas brancas em(lBucoplasias orais) consiste na
remocao cirurgica, seja por lamina de bisturi aelale alta poténcia. A utilizacdo do laser
cirrgico para o tratamento desta condicdo temaggms como: controle de sangramento,
maior visibilidade para o cirurgido, reducdo do giende cirurgia, menor cicatriz, menor
bacteremia, e dispensa a necessidade de sututta)(@da entanto, apresenta a desvantagem
de ter uma cicatrizagao relativamente mais longeagiécnica tradicional. Caso vocé prefira a
cirurgia por lamina de bisturi a cirurgia por lgseu ainda declinar da condicdo de
participante desta pesquisa, ndo havera prejuiztethalimento e do tratamento na Clinica de
Estomatologia da FOUSP. A duracdo do tratamentondépendente deste estudo, sendo
garantido mesmo apos a conclusado da pesquisa.

DESCRICAO DO ESTUDO E RISCO POTENCIAL

Caso vocé tenha concordado em participar da pesosera realizado o protocolo de
tratamento de rotina da disciplina de Estomatol@jiaica, que consiste em:

- exame de citologia esfoliativa: coleta de c&wascamativas da mucosa da boca por
meio de raspagem de uma escova estéril na aresatatbranca. Este procedimento nao déi,
nem provoca ferida.

- coloragdo com azul de toluidina: aplicacdo dElcA@cético 1% embebido em
algodao para limpeza da area da lesdo branca, guidage aplicacdo do corante azul de
toluidina 10% por 1 minuto, e novamente aplicacéoadido acético 1% para remocdo do
excesso de corante. Este procedimento ndo doi, prenoca ferida e é realizado para
verificar se ha alguma area favoravel para a &gz da biopsia incisional.

- bidpsia incional: coleta de parte da lesdo aaicavés da remocdo com lamina de
bisturi, sob anestesia local. Este procedimente@eessario para confirmacdo da hipotese
diagnostica clinica. Eventualmente, durante o mp&Esaiorio, sera necessario o uso de
medicamento analgésico, de custo do préprio pacient
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Confirmado o diagndstico de leucoplasia oral, cigrde recebera o tratamento, que
consistira na remocao cirurgica da lesdo brancalaser cirargico. Este procedimento € de
risco minimo, considerando a possibilidade de at&eela irradiacdo de outras areas que
nado sejam a lesdo. Eventualmente, durante o pdatdpe, serd necessario o uso de
medicamento analgésico, de custo do proprio paciétetornos periodicos serdo marcados
para controle da doencga, durante 1 ano.

Parte da lesdo branca removida sera enviada aig&de Patologia Bucal da FOUSP,
para a conclusdo do diagnostico e estudo laboahtatenominado de reacdo de
imunohistoquimica.

GARANTIA DE SIGILO/ DUVIDAS E ESCLARECIMENTOS

Os registros de sua participacéo neste estudoasdinlenciais, e permanecerao sob a
guarda do pesquisador responsavel e a disposicaCaiité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da FOUSP. N&o se fareo do estudo ou depois deste e em
qualqguer tipo de apresentacdo ou publicacdo diEmtiuso de informacdo que possa
identificd-lo ou comprometé-lo. Vocé podera, eainéd, vir a ser solicitado a confirmar por
escrito que participou desse estudo. Caso tenhanalglvida, vocé podera perguntar direta e
pessoalmente ao pesquisador, ou ainda atravétettmee(11) 3091-7883.

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO
Apos ler estas informacgdes e de ter minhas duwdasientemente esclarecidas pelo

pesquisador, eu , RG
, concordo em participéordea voluntaria neste estudo.

Sao Paulo, de de

(Assinatura do participante da pesquisa ou doeymesentante legal)

Endereco do participante:
Bairro: CEP:

Telefone: Cidade:
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ANEXO C — Formulario utilizado para o protocolo de tratamento das leucoplasias orais

PROTOCOLO DE LASERS DE ALTA POTENCIA EM LEUCOPLASIA S

N° USP: N° Semiologia:

Nome: ldade:
Endereco: CEP:

Cidade: Estado:  Natural de:

Telefones: res: cel: com;

RG: Profisséao: Género: ( )M ( )F
Data de nascimento: / / Estado Civil:

leucoderma ( ) feoderma ( ) melanoderma ( )odsrma ( )

Caracteristicas da lesao:

Tamanho: <2cm () >2cmadcm () >4cin(

Quantidade: Tipo: ( ) homogénea ( ) ndo-homogénea

Duragao: dias meses _ anos

Cor: () branca ( ) predominantemente brancé ) branca com areas de eritema

Superficie: ( ) lisa ( ) corrugada ( ) estaaf ) verrucosa () papular

Removivel por raspagem: ( ) ndo ( ) sim Presenca de ulceragdes: ( ) sim ( ) ndo
Localizacao da leséo:

Lingua ( )D ( )E ( )dorso () ventre Mga jugal ( )D () E

Rebordo Alveolar Superior ( )D ( )E ( )) P () anterior

Rebordo Alveolar Inferior ( )D ( )E ()Y )P () anterior

Palato duro ( ) D ( ) E () linha média Palatole ( ) D ( ) E () linha média
Assoalho de boca ( ) D () E () linha média

Sintomatologia:

Ausente ( ) ardéncia( ) dor ()

Exame histopatoldgico da(s) lesdo(des):

Data Numero do AP Grau de Displasia




Exames complementares:

Cit. Esfoliativa

Data (positivo/negativo para Azul de Toluidina

candidose) (positivo/negativo)

HISTORIA MEDICA

Hipertensdo( ) Ha quanto tempo:

Medicamento(s): Tempo de uso:

Diabetes( ) tipo 1 ( ) tipo 2 H& quanto tempo:

Medicamento(s): Tempo de uso:
Cardiopatia ( ) Ha quanto tempo:
Medicamento(s): Tempo de uso:

Outras enfermidades ( )

Ha quanto tempo:

Medicamento(s): Tempo de uso:

(rim, figado, pulmao, tiredide)

Outros medicamentos

( ) ndo

Medicamento: Tempo de uso:

Medicamento: Tempo de uso:

HISTORIA FAMILIAR DE MALIGNIDADE ( ) sim/local:
HABITOS

Fumo( )sim ( )ndo Ha quantotempo: Quantidade:

Tipo: Parou h& quanto tempo:

Alcool ( ) sim ( )ndo Ha quanto tempo: Quantidade:

Tipo: Parou ha quanto tempo:

Drogas( ) sim ( ) ndo Ha quanto tempo: Quantidade:

Tipo: Parou h& quanto tempo:

86



LASER UTILIZADO: CO2 ( )DIODO ( ) POTENCIA W

CONDUTA CLINICA E PROCEDIMENTOS REALIZADOS

87



88

ANEXO D — Termo de consentimento para pacientes do grupo controle

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PAR_TICIPACAO EM
PESQUISA

OBJETIVOS

As informagfes abaixo sdo para esclarecer e peslia participacdo voluntéria neste
estudo, que tem o objetivo de acompanhar pacieotes placas brancas na boca,
denominadas de leucoplasia oral (este ndo e o &), ctratadas com laser cirdrgico, e
realizar estudo laboratorial (também chamado de&meamunohistoquimica) do material
colhido na biopsia incisional de rotina na Clinide Estomatologia, Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP)itulb da pesquisa € “Estudo do
potencial de malignizacdo da leucoplasia oral ntbmess imunohistoquimicos e da utilizagéo
de laser de COe de diodo como tratamento”. Este trabalho est@dcs@onduzido pela
cirurgid-dentista Vivian Cunha Galletta Kern, aluegular do curso de pdés-graduacao de
Diagnostico Bucal da FOUSP em nivel de doutorado.

BENEFICIOS

A sua participacdo nesta pesquisa nao trara loeveefliretos a vocé, porém podera
beneficiar pacientes portadores da leucoplasig arah lesdo que pode se transformar em
cancer de boca com o passar do tempo, sem tra@mregoiente até o presente momento.
Caso vocé prefira ndo participar ou declinar dad@o de participante desta pesquisa, nao
havera prejuizo do atendimento e do tratamento lirdc& Odontolégica da FOUSP. A
duracdo do tratamento é independente deste estidy garantido mesmo apos a concluséo
da pesquisa.

DESCRICAO DO ESTUDO E RISCO POTENCIAL

Caso vocé tenha concordado em patrticipar da mssogera realizada a coleta de um
pequeno fragmento de tecido gengival normal querdoiovido durante o procedimento
cirdrgico, sem prejuizo para o fechamento da fevidaua cicatrizacdo. Este fragmento sera
utilizado para um estudo laboratorial denominadgée imunohistoquimica. O objetivo deste
estudo € comparar a reacdo deste fragmento conac@orede fragmentos da lesdo de
leucoplasia oral de outros pacientes, para possergk estabelecer quais lesfes de
leucoplasia possuem risco de transformacdo mal@nagja, de se transformarem em cancer
de boca.

O procedimento para a coleta do fragmento de degahgival removido durante o
procedimento cirargico ndo tem nenhum risco pac&yonem prejudicara seu tratamento.

GARANTIA DE SIGILO/ DUVIDAS E ESCLARECIMENTOS

Os registros de sua participacédo neste estudoasdimlenciais, e permanecerao sob a
guarda do pesquisador responsavel e a disposici€Caiité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da FOUSP. N&o se fareo do estudo ou depois deste e em
qualquer tipo de apresentacdo ou publicacdo dimmtiuso de informacdo que possa
identificd-lo ou comprometé-lo. Vocé podera, eainéd, vir a ser solicitado a confirmar por
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escrito que participou desse estudo. Caso tenbanalglvida, vocé podera perguntar direta e
pessoalmente ao pesquisador, ou ainda atravétetftmte(11) 3091-7883.

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGCAO

Apbés ler estas informagfes e de ter minhas diwdisientemente esclarecidas pelo

pesquisador, eu

, RG

, concordo em participéordea voluntaria neste estudo.

Sao Paulo, de de

(Assinatura do participante da pesquisa ou doeymesentante legal)

Endereco do participante:

Bairro: CEP:
Telefone: Cidade:
HABITOS
Fumo( )sim ( )ndo Ha quantotempo: Quantidade:
Tipo: Parou h& quanto tempo:
Alcool ( ) sim ( )ndo Ha quanto tempo: Quantidade:
Tipo: Parou ha quanto tempo:
Drogas( ) sim ( ) ndo Ha quanto tempo: Quantidade:

Tipo:

Parou ha quanto tempo:
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