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RESUMO

Gimenez LCO. Leucoplasia verrucosa proliferativa, analise de biomarcadores
presentes na progressao da lesdo [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2018. Versao Corrigida.

Multiplas lesbes orais que progridem em um curso irreversivel lento mediante
expansdo de areas afetadas, no sentido de um pior prognéstico, caracterizam a
leucoplasia verrucosa proliferativa. A referida lesdo apresenta perfil agressivo
circunstanciando indeterminado numero de recidivas e alto potencial de
transformacao neoplasica. A tal fato, se atribui a frequente incidéncia em carcinoma
verrucoso bem como em carcinoma espinocelular de boca invasivo e potencialmente
metastatico, inserindo-se este em indices de maior prevaléncia quando comparado
ao carcinoma verrucoso em pacientes com leucoplasia verrucosa proliferativa.
Vincula-se ao contexto supracitado, o envolvimento de vias de sinalizacdo celular
ocasionando o desarranjo de um complexo sistema o qual abarca atividade de
oncogenes, inibicdo de genes supressores de tumor e alteracdo de reguladores do
sistema de reparo do DNA, encerrando-se, por sua vez, em diversos fatores
favoraveis a carcinogénese, dentro 0s quais a regulacdo negativa de cascatas pro-
apoptoticas e estimulo a proliferacéo celular desordenada. A este processo se pode
relacionar o desconcerto da via PISK/Akt/mTOR e de um membro do complexo de
pré-replicacdo, o MCM3. Para tanto, a analise pormenorizada do perfil evolutivo da
lesdo por meio do rol de diagndsticos pregressos, bem como por meio do
cruzamento de dados epidemiolégicos, além da caracterizacdo de neoplasias
malignas provenientes da leucoplasia verrucosa proliferativa por meio da expressao
dos biomarcadores pAkt, pmTOR e MCM3, vém a explanar aspectos ainda pouco
estudados desta intrigante entidade clinicopatolégica. Neste sentido, o presente
trabalho analisou o histérico diagndstico de 28 pacientes com leucoplasia verrucosa
proliferativa submetendo a analise imuno-histoquimica para as supracitadas
proteinas, o montante de 34 amostras dos mesmos pacientes, integrando estas, 28
de leucoplasia verrucosa proliferativa, 4 de carcinoma verrucoso e 2 de carcinoma
espinocelular. Dos resultados obtidos, foi possivel depreender a prevaléncia de

lesbes em mucosa jugal, rebordo alveolar e lingua confirmando ainda seu perfil



evolutivo em face as multiplas les6es com alto potencial recidivante e latente insurgir
do carcinoma espinocelular, este podendo ainda ser embasado por expressiva
marcacao de pmTOR, pAkt e MCM3.

Palavras-chave: Leucoplasia verrucosa proliferativa, carcinogénese, pmTOR, pAkt,
MCM3.



ABSTRACT

Gimenez LCO. Proliferative verrucous leukoplakia, analysis of biomarkers present in
lesion progression [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2018. Verséo Corrigida.

Multiple oral lesions that progress in a slow irreversible course by expansion of
affected areas, in the sense of a worse prognosis, characterize proliferative
verrucous leukoplakia. The said lesion presents an aggressive profile, with an
indeterminate  number of recurrences and a high potential for neoplastic
transformation. To this fact, it is attributed to frequent incidence in verrucous
carcinoma as well as invasive and potentially metastatic invasive mouth squamous
cell carcinoma, inserting itself in indices of higher prevalence when compared to
verrucous carcinoma in patients with proliferative verrucous leukoplakia. It is linked to
the aforementioned context, the involvement of cell signaling pathways, causing the
disruption of a complex system which encompasses oncogenes activity, inhibition of
tumor suppressor genes and alteration of DNA repair system regulators, ending in
several factors favorable to carcinogenesis, in which negative regulation of pro-
apoptotic cascades and stimulation to disordered cell proliferation. To this process
one may relate the dissatisfaction of the PI3K / Akt / mTOR pathway and a member
of the pre-replication complex, MCM3. Thus, the detailed analysis of the evolutionary
lesion profile through the role of previous diagnoses and the cross-referencing of
epidemiological data, as well as the characterization of malignant neoplasms from
proliferative verrucous leukoplakia by the expression of the biomarkers pAkt, pmTOR
and MCM3, come to clarify aspects that have not yet been studied in this intriguing
clinicopathological entity. Thus, the present study analyzed the historical diagnosis of
28 patients with  proliferative  verrucous leukoplakia  submitting to
immunohistochemical analysis for the aforementioned proteins, the amount of 34
samples from the same patients, comprising 28 of proliferative verrucous leukoplakia,
4 of verrucous carcinoma and 2 of squamous cell carcinoma. From the results
obtained, it was possible to detect the prevalence of lesions in the buccal mucosa,
alveolar ridge and tongue, and the confirmation of its evolutionary profile in the face

of the multiple lesions with high recurrent and latent insurgent potential of squamous



cell carcinoma, which may be supported by a significant mark of pmTOR, pAkt and
MCM3.

Keywords: Proliferative verrucous leukoplakia, carcinogenesis, pmTOR, pAkt, MCM3.
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1 INTRODUCAO

Ano de 1985, Hansen descreve uma leséo leucoplasica oral de crescimento
lento, continuo e irreversivel que se inicia como simples hiperqueratose e progride
para envolvimento multifocal com alto potencial de transformacdo neoplasica e maior
prevaléncia em pacientes do sexo feminino. A esta designou “leucoplasia verrucosa
proliferativa” (LVP). O referido diagnostico compde hoje parte dos laudos emitidos
nas inumeras bidpsias as quais se submetem o0s pacientes acometidos por este
quadro e todo o contexto que o mesmo comporta ao qual se somam mudltiplas
lesbes, profusas recidivas e meticuloso, tanto quanto extenso, acompanhamento.

Em face a descrita conjuntura, todos os esfor¢cos voltados para uma maior
precisdo diagnéstica bem como superior compreensdo do comportamento bioldgico
da lesdo, se fazem pertinentes em face ao grande potencial de transformacéo
maligna que apresenta a LVP, o que se observa em uma estimativa de 70% dos
casos com progressao para carcinoma nos sitios anatbmicos previamente
acometidos pela referida leséo, vindo a incorrer em carcinoma verrucoso (CV) ou, de
maneira mais prevalente e mais drastica, em carcinoma espinocelular de boca
(CEB).

A definicdo de marcadores moleculares que possam apontar de maneira
confiavel este processo de transformacdo € uma necessidade que se complementa
a analise histopatolégica pormenorizada bem como as investigacdes clinicas, a fim
de melhor aclarar a progressao neoplasica em lesdes de LVP. Para tanto, o
presente ensaio reuniu trés biomarcadores, pmTOR, pAkt e MCM3, objetivando a

verificacdo de seu potencial carcinogénico anti-apoptético e de proliferacao celular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os tépicos subsequentes abrangem as principais tematicas do presente
ensaio, estas distribuidas de maneira segmentada, mas congruente, trazendo
aspectos relevantes consistentes da literatura cientifica para os seguintes
enunciados: leucoplasia verrucosa proliferativa, carcinogénese e vias envolvidas,
pmTOR, pAkt, e, por fim, MCM3.

2.1 Leucoplasia verrucosa proliferativa

Leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) foi descrita inicialmente por Hansen
et al. em 1985 e reconhecida como entidade clinicopatolégica distinta das
leucoplasias orais pela Organizacdo Mundial da Saude em 2005. Apresenta perfil
agressivo com acometimento multifocal, grande potencial de recidiva e alto risco de
transformacao maligna (1-7).

Com acentuada predilecdo pelo sexo feminino (1,2,6—9) em uma faixa etaria
mais avanc¢ada, girando em torno da sexta década de vida (1,2,8,10), a LVP nao
apresenta predilecéo racial (10). Outra caracteristica notadamente atribuida a esta
lesdo € seu surgimento, evolucdo e recidiva sem qualquer correlacdo com o
tabagismo (2,7,9,11) ou com o consumo de alcool (7,11), permanecendo sua
etiologia ainda indefinida (1,2).

Em sua fase inicial a lesdo pode apresentar, clinicamente, aspecto plano,
esbranquicado e homogéneo, vindo a exibir superficie exofitica verrucosa com
progressdo em dimenséo, acometendo ainda, novos sitios anatdmicos da cavidade
oral com possiveis areas de eritroleucoplasia em um curso evolutivo lento e
irreversivel (1,2,9,11,12). Considerando ainda que existe todo um processo evolutivo
lento compreendendo ampla gama de possibilidades com relagédo ao aspecto clinico,
lesBes iniciais em placa de margens pouco definidas ou mesmo com areas
eritematosas em acometimento bilateral podem levar a suspeita de uma lesao auto-

imune, o liquen plano oral. Somando-se tais aspectos a um resultado histopatologico
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inespecifico ou baseado em &reas ndo representativas da lesdo, eleva-se a
possibilidade de incorrer em equivocos diagndsticos. Para tanto, estes pacientes
devem ser avaliados de modo criterioso e complementar clinica e
histopatologicamente. Um estudo recente chamou a atencao por relacionar a LVP ao
liguen plano oral, como sendo este um possivel precursor de LVP, relatando ainda
casos de transformacéo em carcinoma espinocelular de boca (CEB) e carcinoma
verrucoso (CV) (13).

Areas gengivais e rebordo alveolar s&o os sitios anatdmicos mais comumente
acometidos pela LVP (3,5,9,11), seguidos por mucosa jugal em mulheres e lingua
em homens (2,9). Ressalta-se, por oportuno, uma correlacdo entre local de
acometimento e maior prevaléncia de transformacao maligna, sendo estes gengiva e
lingua (11).

Da mesma forma que se observa progressdo clinica, como mencionado
anteriormente, em uma analise histopatolégica a lesdo pode consistir inicialmente,
em simples hiperqueratose ou hiperparaqueratose vindo, subsequentemente, a
apresentar areas de acantose epitelial (8,11,14), grande parte das vezes com a
ocorréncia de projecdes em gota no sentido da lamina prépria (15), diferentes graus
de displasia e até, chama-se atencdo ao fato, CV ou CEB, exibindo variacdes
histopatoldgicas entre pacientes bem como entre sitios anatémicos distintos de um
mesmo paciente (2,5). Cabe ressaltar que, apesar da displasia epitelial ser
largamente relacionada a severidade da lesdo, o desenvolvimento de neoplasias
pode nao ser precedido pela ocorréncia de displasia intensa (7), ainda assim,
gradacdes histopatolégicas de progressdo foram propostas, como a de 1985,
seguindo a sequéncia que compreende hiperqueratose, diferentes graus de displasia
epitelial, CV e CEB (1), e a gradacdo de 1999, partindo de hiperqueratose sem
displasia epitelial, hiperplasia verrucosa irreversivel que, invariavelmente precederia
0 CV e, por fim, CEB (16).

O diagnéstico da LVP é essencialmente retrospectivo sendo, para tanto, de
grande importancia a histéria de lesdes brancas proliferativas anteriormente
examinadas. Devido a esta condigcdo diagnostica, que se deve ao perfil progressivo
inerente da lesdo e que, por sua vez, requer acompanhamento e tratamento
agressivo com remocado cirirgica e amplas margens (1-3,8,10), estudos prévios
apontaram no sentido de melhor elucidar possiveis critérios diagnésticos, como uma

revisdo de literatura que classificou tais critérios em major e minor, sendo suficiente
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a soma de trés critérios major para indicar LVP, dentre estes, presenca de lesGes
leucoplasicas em pelo menos dois locais distintos da mucosa oral, area verrucosa,
espalhamento dessas areas no desenvolvimento da lesédo, recidiva em areas
previamente tratadas e alteracdo histopatoldégica podendo variar entre simples
hiperqueratose e carcinoma espinocelular. E os critérios minor compreendendo
presenca de, no minimo trés centimetros de lesé@o leucoplasica considerando todas
as lesbes presentes, sexo feminino, ndo tabagista e evolucdo da lesdo de cinco
anos (17).

A correlacdo entre LVP e niveis aumentados de IL-6 foi observada com
enfoque para as &reas verrucosas da lesdo, se mostrando aumentada ainda com

relacdo a amostras controle e diminuida quando comparada ao CEB (18).

2.2 Carcinogénese e vias envolvidas

O surgimento do cancer, de uma maneira geral, baseia-se na exposicdo do
DNA celular a fatores intrinsecos e extrinsecos que podem levar a erros na
replicacdo e consequentes mutagcdes de forma cumulativa ao longo da vida do
individuo. Agentes mutagénicos tais como tabaco, que pode ter seu efeito
potencializado pelo alcool, raios ultravioleta, bem como algumas infeccbes virais
sdo, muitas vezes, responsaveis por danos no material genético celular (19,20). As
mutacdes ndo corrigidas sdo passadas para células filhas que, através de
sucessivas expansdes clonais somadas ao surgimento de novas mutacfes
vantajosas a essas células, culminam na origem e desenvolvimento de um cancer
que é constitutivamente heterogéneo (20).

A progressao neoplasica, outro fator intrinseco a carcinogénese, passa pelas
células tronco tumorais e seu mecanismo de auto renovacdo, bem como por sua
capacidade de gerar novas linhagens celulares neoplasicas (21). Além disso, o
crescimento desordenado de células neoplasicas refratarias a extingdo, é
ocasionado pelo aumento no potencial de proliferacdo celular concomitante com a

inibicdo da apoptose, processo de morte celular programada (22).
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2.2.1 PmTOR e pAkt

Dentre as vias de sinalizagdo celular afetadas pelo processo descrito
anteriormente, estd a via PI3K/Akt/mTOR, por meio da qual se desencadeia um
complexo sistema que abarca angiogénese, sobrevivéncia de célula alterada,
capacidade de invasao e metastase, resultando seu desajuste em um aumento no
potencial de desenvolvimento neoplasico (23).

A referida via, envolve o gene mTOR, este codifica a proteina alvo quinase da
rapamicina em mamiferos (MTOR/S6), componente critico no desarranjo de vias
celulares envolvidas no processo carcinogénico (24). MTOR age regulando a
progressdo do ciclo celular, também desempenhando um importante papel na
inibicdo da apoptose. A capacidade da célula de se manter viva evitando a morte
celular programada é basilar para o avan¢o neoplasico, sendo representada ndo sé
por mMTOR mas também pela proteina de mesma via Kinase B (PKB), ou pAkt para a
forma fosforilada (25-29).

Por outro lado, a inibicdo de mTOR se mostra bastante positiva resultando
ndo s6 na inducdo apoptotica das células neoplasicas como também na ativacao da
proteina supressora de tumor p53, codificada pelo gene de mesmo nome. Um modo
de se observar a expressdo de mTOR ¢é identificando a expressdo da proteina
ribossomal S6K1, uma vez que mTOR modula a fosforilagdo dos principais
reguladores de tradugao proteica: S6K e a proteina de ligagdo 4EBP1 (25,30,31).

O proto-oncogene anteriormente citado, serinal/treonina Akt, juntamente com
MTOR, atua na inibicdo de fatores pré-apoptéticos e ativacdo de proteinas anti-
apoptoticas, controlando ainda, mecanismos criticos para o crescimento tumoral
como crescimento celular, proliferacéo, sobrevivéncia, angiogénese, invasao tumoral
e resisténcia a tratamentos radio e quimioterapicos (25-29,32,33).

A ativacao de Akt resulta de sua fosforilagdo por PDK1 em Thr308 ou PDK2,
MTOR-RICTOR em Ser473 (34,35), e sua superexpressao tem sido amplamente
observada em estudos de amostras oriundas de cancer. Uma vez fosforilada, pAKT
atua na sobrevivéncia celular (36—38). Sua forma ativada foi previamente
relacionada a um processo oncogénico de transicdo epitélio-mesequimal em

linhagens de carcinoma espinocelular por meio do qual queratinécitos neoplasicos
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passam a adquirir propriedades naturais de fibroblastos apresentando ainda
aumento no potencial invasivo por perda da adeséao intercelular (39).

Na Figura 2.1 subsequente, pode ser observada a atuacdo de mTOR em seu
complexo 2, mTORC2 (insensivel a rapamicina e integrado por mTOR, Rictor,
mLST8/GBL e Sin1) na ativacdo de Akt e consequente ativacdo de MDM?2
culminando na supressao da proteina p53 (regulada pelo gene supressor de tumor
TP53, também conhecido como “guardido do genoma”). A forma ativada de Akt
remete ainda a um importante papel desempenhado por este, que se perfaz na
supressdo do heterodimero supressor de tumor TSC, predominantemente em
citoplasma (40), e ativacdo de mTOR em seu complexo 1, mTORCL1 (sensivel a
rapamicina e composto por mTOR, Raptor e mLST8/GBL), este, regulando
negativamente 4EBP1 (supressor da transcricdo de mRNA) e, positivamente S6K
(regulador positivo da transcricdo de mRNA) e S6 (23,38,41,42).

Cabe ressaltar, por oportuno, a regulacdo positiva do fator de transcricado NF-
KB exercida por Akt, bem como por mTOR/mMTORC1, tal como exibe a cascata de
moduladores ilustrada abaixo, culminando em um contexto favoravel a proliferacéo
celular, a um estado anti-apoptético, inflamatdrio e congruente a angiogénese (23).
O supracitado mTORC1, também ja foi alvo de analise em CEB contribuindo para o
desenvolvimento deste por meio da ativacdo do receptor nuclear ERRa (potencial
ativador do processo de transcri¢do por sua ligacdo ao DNA) e seu gene alvo OPN,
diferente de mTORC2. OPN, por sua vez, se mostrou forte indicador do avanco
neoplasico por seus niveis aumentados em condigbes de metastases, exibindo

ainda superexpresséo em casos de CEB (43,44).
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Figura 2.1 — Atuacéo da via PISK/Akt/mTOR na génese do carcinoma espinocelular de

) 1 ¢

cabeca e pescoco (Broek et al., 2015)
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Mantendo-se ainda no contexto da via de sinalizacao celular PI3K/Akt/mTOR,
a Figura 2.2 nos permite atentar para a atuacdo, em membrana celular, de PI3K na
producdo de PIP3 por meio de PIP2, aquela, responsavel pela ativacdo de Akt em
decorréncia da fosforilagdo em seu dominios Thr308 e Ser473, possibilitando, para
tanto, a correlacdo entre Akt e a inibicAo da apoptose por meio da regulacdo
negativa de Caspase 9 e sua cascata pro-apoptotica subsequente, supressao ainda
de FKHR com consequente bloqueio de Fas Ligand (FasL) e modulacédo negativa de
Bad desencadeando a ativagéo de Bcl-2 e Bcl-x (45).

A imagem ilustra ainda a ativagéo da Ciclina D1 por meio do silenciamento de
um supressor de tumor, GSK3, resultando no estimulo a proliferacdo celular (45). A
supracitada ativagdo de Akt por PIP3 em seus dominios ligados a PDK1 e PDK2 por
meio da fosforilacdo, permite que pAkt deixe a membrana celular podendo alocar-se
em citoplasma ou nucleo (46). Note que a reversao de todo o processo aqui descrito
se faz exequivel no pinaculo da via por meio da modulacdo negativa efetivada por
PTEN (45).
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Figura 2.2 — Representacdo esquematica da via PI3K/Akt/mTOR e sua atuacdo no avan¢o da

carcinogénese (Yap et al., 2018)
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Akt pode ser encontrada tanto em citoplasma quanto em nucleo (37,47) em

virtude de sua capacidade de fosforilacdo que abrange milhares de proteinas

originarias de ambos os sitios celulares (38), independente da atividade quinase ou

fosforilacdo de seus segmentos Thr308 e Ser473 (37). Estudos apontam ainda

maiores niveis de atividade em citoplasma celular quando comparado a sua

dindmica nuclear (38,40). Por conseguinte, sua concentracdo neste pode advir de

translocacdo mediada por processo ativo utilizando-se de ligagédo a outras proteinas

nucleares (37). Apesar de estudos anteriores apontarem para a nao ativagao direta
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de pAkt quando intranucleo sugerindo tratar-se de um resultado restrito ao referido
processo de translocacdo, sendo, para tanto, o pAkt nuclear originario de citoplasma
(48-50), existem demonstracdes que corroboram com seu processo de fosforilacéo
ja no interior nuclear (37).

Andlise dos efeitos de Akt especificamente em ndcleo aponta para uma
interacdo, quando fosforilada, com a proteina Ebpl, esta também localizada em
nucléolo e citoplasma (51,52), aumentando sua acao anti-apoptotica (36). Ressalta-
se ainda, o aumento na concentracdo de Akt em nucleo, frequentemente observado
em ceélulas neoplasicas em respaldo a este contexto pré-carcinogénico, alertando
para o0 nucleo como local decisivo na transformacdo celular, sobrevivéncia e
migracdo (37). Por outro lado, intensa proliferacdo celular relacionada a
hiperatividade de Akt relaciona-se a uma maior concentracdo de tuberina em
citoplasma celular, uma vez que esta se encontra regulada negativamente em
ndcleo quando em franca atividade o Akt (40).

A expressdo de mTOR e pAkt em sua forma fosforilada, foi previamente
analisada em amostras de CEB, tecido com displasia epitelial e mucosa oral normal,
evidenciando notadamente marcagdo em todos os casos de carcinoma, e em parte
dos casos de displasia, sem que, no entanto, viesse a esbocar positividade em
amostras de tecido normal, o que também pdde ser observado para pAkt, com
positividade crescente para amostras de displasia epitelial e CEB, respectivamente,
indicando maior expressao desses marcadores no processo da carcinogénese (53).

A progressdo neoplasica em CEB por meio da disseminagdo de células
alteradas a linfonodos cervicais tendo como regulador chave a proteina GSK3p, foi
também observada mediante atuacdo de Akt/mTOR (54). A modulacdo positiva da
mesma via, também em amostras de CEB, foi corroborada por um estudo que
avaliou sua expressdo comparativamente ao CV e espécimes de tecido nao
neoplasico, obtendo diferencas de coloracdo entre as varidveis em questdo com
positividade para CV e CEB em maior intensidade para o ultimo (55).

Estudos da via que integra Akt e mTOR, apontam sua regulagcdo como
promitente alvo no avanco de tratamentos para o cancer (33,39,43,54,56),
salientando, a vista disso, a regulacdo da circunscricdo celular de Akt em nucleo
como possivel fator terapéutico (37). Corroborando com tais indicagdes terapéuticas,
a eficacia no tratamento de CEB por meio da supressdo de mTORC1 e mTORC2/Akt

mediante aplicagdo de um competidor molecular de ATP, AZD2014, foi previamente
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observada, implicando em radiossensibilidade pelas células neoplasicas (57).

2.2.2 MCM3

Alteracbes do ciclo celular com significativo e desordenado processo de
proliferacdo, compreendem a um dos pilares responsaveis pela cadeia da
progressdo neoplasica. Para tanto, marcadores imuno-histoquimicos como Ki67 e
MCMs, que estdo diretamente relacionados a atividade proliferativa da célula,
permitem avaliar amostras de lesdes com potencial de transformacdo ou ja
neoplasicas, visando corroborar com o prognostico das mesmas.

Dos marcadores de proliferacdo citados, o Ki67 é o mais utilizado, tratando-se
de um anticorpo da classe IgG1 que se liga a uma proteina (pKi67), e esta, por sua
vez, reage com antigeno nucleolar de células em proliferacdo, localizando-se em
areas distintas conforme a fase do ciclo celular (58—-63). A familia de MCMs, por sua
vez, consiste em um grupo proteico de manutencdo minicromossomal, constituindo-
se em um heteroexadmero que, uma vez ativado, desempenha importante papel no
iniciar da sintese de DNA. Tal processo € desencadeado por sua acdo enzimatica de
helicase, também denominada DNA-helicase, promovendo a abertura da hélice do
acido desoxiribonucleico em duas fitas simples para subsequente replicacao (64,65).

O referido processo € desencadeado em circunscri¢cdo intranuclear quando
ainda em fase G1 do ciclo celular mediante o acoplamento dos fatores de replicagao
CDT1 e CDC-6 ao complexo de reconhecimento de origem ORC, estando este
aposto a cromatina. Ligados os referidos fatores de replicacdo ao ORC, somando-se
ainda um composto globular inativo de MCMs, a tal conjunto denomina-se “complexo
de pré-replicacdo”, ou Pre-RC, este, responsavel pela progressdo do ciclo celular
para a fase subsequente (65).

Na fase S, com a dissociagdo do Pre-RC, o heteroexamero de MCMs ainda
em nucleo, mas ndo mais ligado a cromatina, passa por um processo de fosforilagcao
por meio de CDK2 tornando-se ativo, ao passo que CDC-6 é transladado para
citoplasma e CDT1 destina-se a protedlise ficando eventuais remanescentes deste,
alocados a geminina a fim de se evitar que novos processos de replicagdo sejam

iniciados durante as fases S, G2 e M (65).
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A anteriormente descrita dinAmica de replicacdo do material genético celular
abarca uma série de estudos na tentativa de aclarar seu papel na proliferacao
celular de lesbes potencialmente malignas, bem como de neoplasias ja
estabelecidas. Destarte, a marcacdo imuno-histoquimica, por meio do MIB1,
anticorpo monoclonal produzido pelos recombinantes do Ki67, pdde ser observada
na camada basal e em areas consideradas de microinvasdo em amostras de CV
(66—68) mostrando positividade pouco significativa em LVP quando comparada as
proteinas MCM2 e MCM5 (11,69). Além disso, amostras examinadas para MCM2
evidenciaram marcagdo positiva em células das camadas basal e parabasal do
epitélio ao passo que o Ki67 so pode ser observado em camada parabasal (7).

Melhores resultados obtidos por meio do complexo MCM, que regula a
replicacdo do DNA por meio dos fatores CDT1 e CDC6, sdo possiveis pela
ancoragem que estes promovem entre as subunidades MCMs 2-7 e a cromatina,
formando um complexo de pré-replicacdo que permite o inicio da fase S do ciclo
celular seguida pelas fases G2 e M. Este mecanismo permite que sejam
diferenciadas células quiescentes de células proliferativas pois, uma vez iniciado, o0s
MCMs mostram-se presentes em todo o ciclo de divisao celular e inicio da fase de
diferenciacéo, ou seja, seu tempo de meia vida € prolongado, quando comparado ao
marcador de atividade proliferativa mais utilizado, o Ki67 (70).

Outro componente do complexo MCM e aqui estudado MCM3, também
correlacionado aos altos indices proliferativos, mostrou maior intensidade de
expressdo em amostras de CEB, quando comparado ao Ki67, ao passo que este,
por sua vez, se fez mais significativo em amostras com processo inflamatorio ativo,
podendo indicar a inexisténcia de influencia inflamatoria na imunopositividade de
MCM3 (71).

Ainda em analise de CEB, displasia epitelial e grupo controle representado
por mucosa oral integra, a expressdo de MCM3 restringiu-se a camada basal desta,
apresentando escassas células marcadas em camada suprabasal, ao passo que sua
imunopositividade passou a abranger todo o tergo inferior epitelial em amostras de
displasia epitelial moderada abarcando todos os segmentos epiteliais quando em
displasia intensa. J4 os casos de CEB bem diferenciados apresentaram células néo
marcadas adjacentes as pérolas cérneas, destoando do CEB indiferenciado, no qual

se mostrou disseminada a imunomarcacao (72).
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Muito embora 0 MCM2, assim como os MCMs 4, 5 e 6, ja tenham sido
amplamente relacionados a agressividade de neoplasias malignas, o MCM3 ainda é
pouco mencionado podendo mostrar-se um importante biomarcador celular para o
estudo da carcinogénese com o potencial de melhorar a eficacia diagnostica, e, por
conseguinte, o prognostico e a avaliacdo de resposta ao tratamento para lesbes pré-
malignas e carcinomas (73-77).
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3 PROPOSICAO

O presente ensaio trds em seu escopo 0 objetivo de perscrutar o perfil
progressivo da leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) de acordo com o grau de
displasia epitelial por meio da expressdo imuno-histoquimica dos biomarcadores
pmTOR, pAkt e MCM3, recuperando ainda, dados diagndsticos dos pacientes
inseridos na analise a fim de se verificar a existéncia de correlacdo entre o
diagnoéstico da lesdo de estudo, demais alteracdes epiteliais correlatas, carcinoma

verrucoso (CV) e carcinoma espinocelular de boca (CEB).

3.1 Proposicdes especificas

1 Verificar comparativamente dados epidemioldogicos referentes aos
pacientes com LVP considerando resultados diagndésticos de biopsias
registradas para estes pacientes, dentre eles CV, CEB e demais
alteracoes epiteliais tais como hiperqueratose (HQ),
hiperparaqueratose (HP) e displasias epiteliais em seus diferentes
niveis, bem como correlacionar diagndstico, sitio anatébmico e espaco
de tempo entre bidpsias a fim de se elucidar o processo de progressao

da lesao;

2 Submeter amostras de lesdes epiteliais provenientes de pacientes
diagnosticados com leucoplasia verrucosa proliferativa em seus
diferentes graus de displasia epitelial (discreta, moderada e intensa) a
reacdo imuno-histoquimica para os biomarcadores pmTOR, pAkt e
MCM3, avaliando os resultados obtidos de modo convergente a
constatacdo de diagnosticos de enfermidades correlatas de maior

potencial lesivo como o CEB.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo, sob o parecer de
namero 1.774.957/2016 (Anexo A).

4.1 Material

Compuseram recursos para efetivacdo do estudo aqui disposto, dados
epidemioldgicos e amostras teciduais oriundos do Servico de Patologia Cirdrgica
integrado ao Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo (FO-USP).

4.1.1 Casos e amostras teciduais

Integram o presente ensaio, 28 pacientes diagnosticados com leucoplasia
verrucosa proliferativa (LVP) originarios de um total de 141 bidpsias registradas no
mesmo Servico de Patologia Cirdrgica, sendo, destas, 130 distribuidas entre LVP,
carcinoma verrucoso (CV), carcinoma espinocelular de boca (CEB), e demais
alteracdes epiteliais correlatas, entenda-se lesdes de LVP que receberam
diagnéstico descritivo. Os 11 remanescentes consistiram em diagnosticos alheios a
LVP.

Compondo a amostragem pertinente as reacdes imuno-histoquimicas,
espécimes teciduais previamente fixados em formol a 10% em blocos de parafina
dos 28 casos com diagnostico de LVP, foram somados a 4 amostras com
diagnostico de CV e 2 de CEB, totalizando, para tanto, 34 blocos, todos oriundos

dos pacientes aqui computados.
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4.2 Métodos

Os topicos subsequentes versam sobre a coleta e verificagdo dos dados
epidemiologicos, processo imuno-histoquimico para os anticorpos pmTOR, pAkt,
MCM3 e devido exame de seus produtos, bem como sobre a analise estatistica dos

resultados obtidos.

4.2.1 Dados epidemiologicos

Os 28 pacientes inseridos no estudo, tiveram seus dados clinicos coletados
por meio do banco de dados do referido Servico, compondo estes, informacdes
acerca dos aspectos sequentes: idade, sexo, cor da pele, tabagismo, etilismo,
sintomatologia e sitios anatdmicos acometidos. Foram levantados ainda, para cada
paciente, todos os registros pregressos de bidpsias constantes em nossos arquivos.
Estes foram tabulados e analisados de modo a se estabelecer correlagbes com o
diagnostico aqui evidenciado, a leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP).

O espaco de tempo compreendido entre o primeiro diagndéstico de LVP, ou
lesdo correlata, e o ultimo registrado também foi averiguado de modo a possibilitar
inferéncias acerca do numero de biépsias, em média, as quais sdo submetidos os
pacientes de LVP, bem como o tempo para ocorréncia e confirmacao de neoplasia
maligna. Somam-se ainda as analises, possiveis correlacdes entre os carcinomas
originarios de quadros de LVP e o sexo dos pacientes, sitios anatbmicos acometidos
e os tipos de alteragbes epiteliais antecedentes, tais como hiperqueratose (HQ),
hiperparaqueratose (HP) e displasias epiteliais em suas diferentes intensidades.

4.2.2 Imuno-histoquimica

Para proceder as reagfes imuno-histoquimicas, foram efetuados cortes de 3

MM nas amostras emblocadas em parafina, sendo estes estendidos em laminas
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previamente tratadas pelo agente de adesdo 3-aminopropyltriethoxysilane
(organosilano da marca SIGMA), e posteriormente mantidas em estufa a 60°C
overnight.

O efetivo processo imuno-histoquimico iniciou-se com a desparafinizacdo por
meio do xilol em um primeiro banho de 30 minutos em estufa a 60°C. Novo banho
em xilol por mais 15 minutos em temperatura ambiente precedeu a reidratacdo em
cadeia descendente de etandis quanto a concentracdo, partindo de banhos em
etanol absoluto até etanol 80%, finalizando com banho em agua destilada.

Recuperagdo antigénica foi realizada em banho-maria a 98°C por 30 minutos,
com imersdo das laminas em &cido citrico pH 6,0. Ap6s banho em &gua destilada
procedeu-se o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual por meio da imersdo em
solucdo de metanol e perdxido de hidrogénio 6% na proporcdo de 1/1 por duas
vezes de quinze minutos. As laminas foram imersas por trés vezes de 5 minutos na
solugcéo tampao empregada, esta composta por Tris 50mM e NaCl 150 mM em pH
7,6, possibilitando a incubacdo dos anticorpos primarios, tal como seguem
especificados na tabela subsequente, bem como dos anticorpos secundarios

utilizados na amplificacéo do sinal oriundo da reacdo antigeno-anticorpo.

Tabela 4.1 — Relacdo entre anticorpos e respectivos sistemas de
amplificacdo, recuperacdo antigénica e tempo de incubagéo
ANTICORPO Anti-pmTOR Anti-pAkt Anti-MCM3
CLONE Ser2448 Thr308 101
TITULACAO 1:50 1:25 1:50
Sistema Sistema Sistema

AMPLIFICACAO Ervision Envision Advance

Acido citrico (PM Acido citrico (PM Acido citrico (PM
192,12) pH 6,0  192,12) pH 6,0  192,12) pH 6,0

ANTIIQ(EECNICA em bapho Umido em ba_nho umido em ba_nho Uumido
aquecido a 95°C aquecido a 95°C aquecido a 95°C
30 minutos 30 minutos 30 minutos
A INCUBACAO 18h - 4°C 18h - 4°C 18h - 4°C
Cell Signaling Santa Cruz Dako
MARCA Technology Biotechnology Carpinteria
MA, USA CA, USA CA, USA

Com a finalidade de amplificar o sinal da reagdo antigeno-anticorpo, foram
realizadas incubagfes dos anticorpos de ligacdo e complexo terciario por meio dos
kits EnVision® + System-HRP (DAKO, K4004, Carpinteria, CA, USA) para o0s
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anticorpos Anti-pAkt e Anti-pmTOR, por 40 minutos, e ADVANCE™ HRP Link
(DAKO, Produktionsvej, Denmark), 45 minutos, e ADVANCE™ HRP Enzyme, mais
45 minutos, para o anticorpo Anti-MCM3 .

Apos incubacédo e novo tamponamento, as reacdes foram reveladas por meio
da diaminobenzidina (DAKO Liquid DAB+, K3468, DAKO, Carpinteria, CA, USA) em
um espaco de tempo de 10 minutos. Uma vez lavados para remogao de excessos,
os cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer por 1 minuto e deixados
sob discreta queda de agua corrente por 5 minutos.

Finalizando o processo, os cortes foram gradualmente desidratados por meio
da sequencia ascendente de etandis em concentracdes de 70 a 100%, e

diafanizados em xilol para montagem com laminulas de protecéao.

4.2.3 Analise da Imunomarcacao

A imunopositividade para os anticorpos testados foi considerada mediante
ocorréncia de coloragdo acastanhada celular. No caso dos anticorpos pmTOR e
pAkt foram verificadas marcacdes citoplasmaticas e nucleares. Para o anticorpo
MCM3 foram consideradas positivas as marcacdes nucleares, apenas.

Para pmTOR e pAkt foram realizadas verificacdes de marcacdo em areas de
camada espinhosa e camadas germinativas (compreendendo esta Ultima as
camadas basal e parabasal), bem como classificagdo semi-quantitaiva de
positividade distribuida por escores de 0 a 3. Tal classificacdo, também efetuada
para MCM3, diferiu neste pelo emprego de analise quantitativa, qual seja:
determinacdo do numero exato de células imunorreativas permitindo a referida
classificacdo em escores, tal como indicado na Tabela 4.2, em congruéncia com a

metodologia aplicada em estudos anteriores (11,78).
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Tabela 4.2 — Graduacdo em escores da positividade imuno-
histoquimica nos casos sob analise

ESCORES Intervalo percentual de células imunorreativas

0 0-5% das células positivas

1 > 5 e £ 25% das células positivas

2 > 25% e 2 50% das células positivas
3 > 50% das células positivas

Para esta analise, foram capturadas quatro imagens por amostra de campos
mais corados (hot spot) em aumento de 400x utilizando-se de microscopio Optico
(Axio Imager A2, Zeiss, Oberkochen, Germany) acoplado a video-camera de alta
resolucdo (Axio Cam HRc-Zeiss®) por meio de software especifico (Axio Vision,
Zeiss).

Das imagens selecionadas, utilizando-se do software WCIF ImageJ (Wright
Cell Imaging Facility), foram contadas um minimo de 500 células/lamina, dividindo o
total de células marcadas pelo montante de células contadas e multiplicado por 100
para a obtencdo da porcentagem de marcacdo e posterior distribuicdo em escores

conforme indicado anteriormente na Tabela 4.2.
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5 RESULTADOS

Os dados obtidos no presente ensaio foram organizados em banco de dados,
submetidos a analises estatisticas efetuadas por meio do software BioEstat 5.3 e
seguem distribuidos entre os tdpicos “Casuistica e aspectos clinicos” e “Resultados

imuno-histoquimicos”.

5.1 Casuistica e aspectos clinicos

Dos 28 pacientes que compuseram o0 estudo, 26 eram mulheres
correspondendo a 93% dos pacientes, restando somente 2 do sexo masculino (7%),
com média de idade de 71,28 + 10,24 (média + desvio padrdo) sendo minima de 43
e maxima de 87. Vinte e um pacientes eram leucodermas (88%), 2 xantodermas
(8%) e 1 melanoderma (4%). Dezessete pacientes nao tabagistas (94%) para 1
tabagista (6%). Da mesma maneira, apenas 1 paciente apresentava referéncia a
etilismo (6%) o contrario de outros 16 (94%). Parte dos dados componentes das
variaveis tabagismo, etilismo e cor da pele ndo puderam ser obtidos.

Foram recuperados todos os diagndsticos emitidos aos pacientes com LVP
inseridos no presente estudo, totalizando 141 resultados, quais sejam: carcinoma
espinocelular de boca (CEB), processo inflamatério crbnico inespecifico (PICI),
papiloma (PA), hiperqueratose (HQ), acantose (AC), leucoplasia verrucosa
proliferativa (LVP), displasia epitelial de moderada a intensa (DEM-I), mucosite (MC),
displasia epitelial discreta (DED), mucosite de interface (MCI), liquen plano oral
(LPO), hiperqueratose (HP), candidiase (CA), carcinoma verrucoso (CV), carcinoma
espinocelular de boca superficialmente invasivo (CEBSI), candidiase hiperplasica
(CAH), papilomatose (PL), displasia epitelial intensa (DEI), tampao de queratina
(TQ), hiperplasia (HI), disqueratose (DQ), atipia (AT), hiperplasia verrucosa (HV),
ulceracao (UL), e displasia epitelial intensa (DEI), como se pode observar na Tabela

5.1, juntamente com o tempo entre biopsias e sitios anatdmicos que seguem aqui
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assinalados: fundo de sulco (FS), mucosa jugal (MJ), rebordo alveolar (RA), lingua
(LG), assoalho de boca (AB), trigono retromolar (TR), gengiva (GV), labio (LB), local
nao informado (LNI) e palato (PT). Destes, 130 correspondendo a resultados
diagnosticos correlatos a LVP, ou seja, lesdes deste quadro diagndstico de
pacientes ja diagnosticados com LVP que receberam resultados descritivos variados
devido a sua natureza de curso progressivo que implica em diagnéstico
retrospectivo. Os outros 11 resultados corresponderam a diagndésticos diversos nao

relacionados ao quadro de LVP.

Tabela 5.1 — Numero de casos, especificacdo de paciente, nimeros de
biopsias, diagndsticos e respectivos sitios anatdmicos

(N) PACIENTE BIOPSIA DIAGNOSTICO LOCALIZACAO
1 Pac. 1 1(1) CEB FS
Pac. 1 1(2) PICI * MJ
Pac. 1 1(3) PA * MJ
Pac. 1 1(4) HQ RA
Pac. 1 1(5) HQ /AC FS
Pac. 1 1(6) LVP MJ
Pac. 1 1(7) LVP MJ
Pac. 1 1(8) LVP MJ
2 Pac. 2 2(1) HQ / DEM-I MJ
Pac. 2 2(2) HQ/MC LG
Pac. 2 2(3) HQ / DED LG
Pac. 2 2(4) HQ /MC AB
Pac. 2 2(5) HQ / DEM-I RA
Pac. 2 2(6) MCI S/d LPO * LG
Pac. 2 2(7) MCI S/d LPO * LG
Pac. 2 2(8) HP / AC/MC RA
Pac. 2 2(9) HQ/AC AB
Pac. 2 2(10) HQ / AC / DEM RA
Pac. 2 2(11) LVP /CA RA
Pac. 2 2(12) LVP RA
Pac. 2 2(13) DED RA
Pac. 2 2(14) LVP RA
Pac. 2 2(15) HQ / AC / DEM LG
Pac. 2 2(16) LVP TR
Pac. 2 2(17) LVP RA
Pac. 2 2(18) HQ / MCI LG
Pac. 2 2(19) LVP LG
Pac. 2 2(20) HQ / AC / DED RA
Pac. 2 2(21) HQ/AC RA
Pac. 2 2(22) cVv RA
Pac. 2 2(23) HP / AC RA
Pac. 2 2(24) LVP LG
Pac. 2 2(25) LVP LG
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11
12
13

14

15

16

17

18

Pac. 2 2(26) LVP LG
Pac. 2 2(27) PICI/ UL * LG
Pac. 2 2(28) AC/DED/CA/MC RA
Pac. 2 2(29) HQ/AC/CA/MC MJ
Pac. 2 2(30) HQ /AC TR
Pac. 2 2(31) HQ / AC / DEM RA
Pac.3 3(1) CEB RA
Pac.3 3(2) LVP MJ
Pac.4 4(1) LVP GV
Pac.4 4(2) CEBSI LG
Pac.5 5(1) LVP LG
Pac.6 6(1) LVP MJ
Pac.7 7(1) CEBSI PT
Pac.7 7(2) CAH MJ
Pac.7 7(3) HP / PL/ AC MJ
Pac.7 7(4) HP /PL/AC MJ
Pac.7 7(5) LVP MJ
Pac.7 7(6) HQ / DEI LB
Pac.7 7(7) LVP MJ
Pac.7 7(8) cVv LB
Pac.7 7(9) LVP MJ
Pac.8 8(1) HQ/AC LG
Pac.8 8(2) HQ /AC/MC LG
Pac.8 8(3) LVP LG
Pac.9 9(1) PICI/ UL RA
Pac.9 9(2) LVP RA
Pac.10 10(1) LVP LG
Pac.10 10(2) CEB LG
Pac.11 11(1) LVP RA
Pac.12 12(1) LVP RA
Pac.13 13(1) LVP MJ
Pac.13 13(2) LVP RA
Pac.13 13(3) LVP PT
Pac.14 14(1) LVP GV
Pac.14 14(2) LVP GV
Pac.14 14(3) LVP RA
Pac.15 15(1) HP / DEM MJ
Pac.15 15(2) LVP /CA MJ
Pac.15 15(3) LPO MJ
Pac.15 15(4) HQ / DEM LB
Pac.15 15(5) LVP/CA LNI
Pac.15 15(6) HP / MC MJ
Pac.15 15(7) HQ / DED LB
Pac.16 16(1) LVP MJ
Pac.16 16(2) HQ/AC GV
Pac.16 16(3) HQ /AC / DED LG
Pac.17 17(1) LVP MJ
Pac.17 17(2) LVP RA
Pac.18 18(1) HQ MJ
Pac.18 18(2) HQ LB
Pac.18 18(3) HP / DED LG
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19

20

21

22
23

24

25

26

27

Pac.18
Pac.18
Pac.18
Pac.18
Pac.18
Pac.18
Pac.19
Pac.19
Pac.19
Pac.19
Pac.19
Pac.20
Pac.20
Pac.20
Pac.21
Pac.21
Pac.21
Pac.21
Pac.22
Pac.23
Pac.23
Pac.24
Pac.24
Pac.24
Pac.24
Pac.25
Pac.25
Pac.25
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.26
Pac.27
Pac.27
Pac.27
Pac.27

18(4)
18(5)
18(6)
18(7)
18(8)
18(9)
19(1)
19(2)
19(3)
19(4)
19(5)
20(1)
20(2)
20(3)
21(1)
21(2)
21(3)
21(4)
22(1)
23(1)
23(2)
24(1)
24(2)
24(3)
24(4)
25(1)
25(2)
25(3)
26(1)
26(2)
26(3)
26(4)
26(5)
26(6)
26(7)
26(8)
26(9)
26(10)
26(11)
26(12)
26(13)
26(14)
26(15)
26(16)
26(17)
26(18)
26(19)
27(1)
27(2)
27(3)
27(4)

HP / DED
HP / AC / MC / CA
HP / AC / MC / CA

HP / DEM

LVP
CEB
HP / AC
CEBSI
HP
LVP
AC/TQ
HI / PL
DQ /AT
LVP
cv
LVP
LVP
LVP
LVP
LVP
LVP
LVP
CEB
CEB
CEB
LVP
LVP
CEB
cv
cv

HQ / AC

HQ / AC

HP / AC / MC
HQ / MC
LVP
HV
MCI
PA
PA
CEBSI
cVv
HQ / DEI / MC
LVP
HP / DEM-|
HP / DEM
LVP
LVP
HQ
LVP
LVP
HQ /AC / UL

MJ
MJ
MJ
MJ
MJ
MJ
RA
LG
RA
PT
LG
MJ
RA
MJ
MJ
RA
RA
RA
RA
RA
MJ
MJ
PT
FS
MJ
MJ
TR
MJ
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
MJ
MJ
MJ
MJ
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Pac.27 27(5) HQ /AC/ MC MJ
Pac.27 27(6) HQ / MC LNI
Pac.27 27(7) CEB LG
28 Pac.28 28(1) CA * MJ
Pac.28 28(2) LVP LG
Pac.28 28(3) DEI LG

* Dados nao contabilizados pra efeito de analises quantitativas ou qualitativas

Para as proximas andlises foram desconsiderados resultados diagndsticos
repetidos para cada paciente o que nos deu um montante de 87 para efeitos de
analises quantitativas e qualitativas, ou seja, computou-se a frequéncia de tipos
diagnésticos de LVP e correlatos por paciente, ou seja, desconsiderando resultados
diagnosticos reincidentes para cada caso como mostra o Grafico 5.1. Neste, se
observa o total de pacientes (28) todos diagnosticados com LVP, 4 diagnosticados
também com CV, 11 com CEB e/ou CEBSI, 9 que receberam diagnostico de HQ, 6
de HP, 4 de DED, 4 de DEM, 2 de DEM-I, 3 de DEI, 9de AC,2de PL,1TQ, 1HI, 1
DQ, 1 AT e 1 HV.

Gréfico 5.1 — Distribuicdo do niumero de pacientes por tipo diagnéstico
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No Gréfico 5.2 destacam-se os principais resultados diagnésticos recebidos pelo
pacientes de LVP, haja vista tratar-se de quadro progressivo em que pesem sejam
observados quadros de lesbes brancas por HQ ou HP (com a presenca ou ndo de PL),

diferentes niveis de displasia epitelial e ocorréncias de transformag¢éo maligna para CV ou
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CEB, como melhor se nota no Gréfico 5.3.

Grafico 5.2 — Distribuicdo do nimero de pacientes por tipo diagndstico: Aspectos mais incidentes no
diagndstico final
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Grafico 5.3 - Distribuicdo do nimero de pacientes por tipo diagnéstico: LVP e lesbes de desfecho
na progressao, CV e CEB+CEBSI
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As amostras, estas paramétricas de dados quantitativos categoricos,
mostraram distribuicdo ndo-Gaussaniana como obtido por meio do teste de Shapiro-
Wilkis. Para tanto, foi executado o teste Exato de Fisher a fim de se determinar
maior correlacéo entre a progressédo da LVP para CV ou CEB, adotando-se como
nivel de significancia Alpha p valor < 0,05 para aceite da hip6tese alternativa e
rejeicdo da hipotese de nulidade. O numero de ocorréncias do CEB, somado aos

resultados diagnosticos de carcinoma espinocelular de boca in situ (CEBSI) se
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mostrou mais prevalente que o CV, confirmado pelo p = 0,041 obtido por meio do
teste exato de Fisher.

Comparacdes multiplas (post-hoc) foram realizadas entre as variaveis HQ e
os diferentes graus de displasia epitelial, quais sejam, DED, DEM, DEM-I e DElI, por
meio do teste Kruskal-Wallis que nos remeteu o valor de p = 0,098 com graus de
liberdade 4. Da mesma maneira, a HP foi verificada cruzando-se os dados com o0s
graus de displasia epitelial gerando valor p = 0,612 com graus de liberdade 4.
Ambos nédo estatisticamente significantes, ndo permitindo, para tanto, inferir maior
correlacdo entre a ocorréncia de uma ou outra especificacdo de camada cornea a
algum grau de displasia epitelial em particular.

Os diagnosticos recebidos pelos pacientes de CEB e/ou CEBSI também
foram correlacionados aos diagndsticos recebidos de DED, DEM, DEM-I e DEI por
meio do teste Kruskal-Wallis indicando a inexisténcia de padréo estatisticamente
significante, o que também foi constatado cruzando-se os dados de displasia com o
CVv.

Tabela 5.2 — Indica¢do das correlagdes realizadas entre os dados contidos nas colunas (C1) e (C2)

(C1) (C2) P (C1) (C2) P
LVP N CEB+CEBSI p 0,041 DED —  CEB+CEBSI (ns)d
LVvP - cVv DEM —  CEB+CEBSI
DEM-I —  CEB+CEBSI
HQ - DED p 0,098 DEI —  CEB+CEBSI
HOQ - DEM
HQ - DEM-1 DED - cv p 0,900p
HOQ - DEI DEM - cv
DEM-I - cV
HP - DED p 0,612p DEI - cV
HP - DEM
HP - DEM-1
HP - DEI

a Teste exato de Fisher. b Teste Kruskal-Wallis

A sintomatologia, dado este que, em tese, acompanha as informacdes
enviadas conjuntamente a cada bidpsia, foi recuperada dos casos aqui inseridos o
gue nos remeteu a um percentual de 75% para lesdes assintomaticas e 25% para
lesBes consideradas sintomaticas.

Considerando o namero de bidpsias relacionadas, foram contabilizados os
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sitios anatdomicos afetados por lesbes de LVP em seus diversos aspectos e
diagndsticos desconsiderando os casos correspondentes as lesfes malignas. Os
resultados obtidos mostraram maior prevaléncia no acometimento de MJ (n=32), LG

(n=30) e RA (n=30) conforme representado pelo Gréfico 5.4.

Grafico 5.4 - Distribuicdo do nimero de biépsias com diagndsticos correlatos & LVP por sitio
anatémico
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Com o intuito ainda de se correlacionar sitios anatbmicos com o
desenvolvimento neoplasico, foram contabilizadas as biopsias diagnosticadas com
CV e CEB e/ou CEBSI para cada sitio anatdmico. Para CV, se observou maior
prevaléncia no acometimento de lingua (n=3) e a ocorréncia também em RA (n=1),
MJ (n=1) e labio (n=1). Também no CEB e ou/CEBSI, a LG apresentou maior
prevaléncia no acometimento (n=5), seguida por MJ (n=3), PT (n=2), FS (n=2) e RA
(n=1), como evidencia o Gréfico 5.5.
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Grafico 5.5 - Distribuicdo do namero de bidpsias com diagnésticos de CV e CEB+CEBSI por sitio
anatémico
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5.2 Resultados imuno-histoquimicos

As amostras submetidas aos processos imuno-histoquimicos consistiram de
28 espécimes de LVP, ou seja, uma amostra para cada paciente diagnosticado,
tendo sido estas, diagnosticadas propriamente como a leséo de estudo na emisséo
dos respectivos laudos. Também integraram tais processos laboratoriais 04
amostras de CV e 02 de CEB, todos diagnosticados com LVP.

Em uma primeira andlise, foi obtida a propor¢cdo de casos com positividade
citoplasmatica e/ou nuclear para os anticorpos pmTOR e pAkt distribuidos por
escores (0, 1, 2 e 3) se utilizando de andlise semiquantitativa. Por conseguinte, as
marcacfes imuno-histoquimicas foram classificadas por presenca ou auséncia
(variaveis dicotbmicas) nas camadas epiteliais espinhosa e germinativas, quais
sejam, estratos basal e parabasal.

Para o reagente MCM3, foram considerados positivos 0s casos apresentando
marcacgao acastanhada nuclear, resultados estes obtidos pela contagem do total de
células marcadas e divisdo pelo total de células marcadas e ndo marcadas
presentes no campo capturado, considerando um minimo de 500, e sequente
multiplicacdo por 100 permitindo, para tanto, a entdo classificacdo por escores

(analise quantitativa). Outra verificacdo permitiu determinar areas de abrangéncia
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imunopositiva considerando a seguinte divisao: terco epitelial inferior (voltado para a
membrana basal), terco médio e terco superior (voltado para a camada cornea).

5.2.1 PmTOR

Positividade para o reagente pmTOR, pdde ser observada por marcacao
acastanhada de maior intensidade em camadas altas do estrato espinhoso epitelial
abrangendo tanto area de citoplasma celular quanto area de nucleo (Figura 5.1A),
neste Ultimo caso evidenciando ainda células mitéticas tal como mostra a Figura
5.1B.

Figura 5.1 — Reacdo imuno-histoquimica em amostra de LVP para o anticorpo pmTOR: Objetiva
10x (A); objetiva 40x (B)

Os resultados obtidos apontaram uma ampla marcacgdo citoplasmatica pelo
reagente pmTOR em amostras de LVP, para a qual 100% (n=28) dos casos ficou
contido nas searas dos escores 3 (86%), 2(11%) e 1(4%). Complementando estes,
verificou-se ainda uma parcela de casos positivos apresentando marcacdo nuclear
de 21% (n=6), estes, classificados em escore 3 (14%, n=4) e escore 1 (7%, n=2). O
esboco taxativo dos resultados acima descritos pode ser observado na Tabela 5.3.

Em analise por segmentos epiteliais, todos 0s casos apresentaram marcacao

em camada espinhosa quando analisada em citoplasma, e os 21% (n=6) de
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imunopositividade nuclear mencionados anteriormente, também se fez presente no
referido extrato epitelial.

Ja as camadas germinativas compuseram alvo de marcacao citoplasmatica
em 57% (n=16) dos casos e de marcacao nuclear em 7% (n=2) destes. Esta ultima,
marcacao nuclear em camadas germinativas, foi verificada em amostras de
pacientes que também apresentaram diagndsticos de neoplasia, quais sejam: Pac.7
(CV em LB e CEBSI em PT) e Pac.18 (CEB em MJ). Compuseram ainda os 4 casos
de positividade nuclear restrita a camada espinhosa: Pac.1 com CEB em FS, Pac.16
sem diagndéstico de neoplasias, Pac.24 com CEB em PT, CEB em FS, e CEB em MJ

e Pac.27 apresentando CEB em LG.

Tabela 5.3 — Marcagdo imuno-histoquimica para pmTOR em LVP distribuida em escores e
segmentos epiteliais (camada espinhosa e camadas germinativas)

+ +

PmTOR/LVP Citoplrfls)mética % Nu(cl)ear %
Esc(3) 24 86% 4 14%
Esc(2) 3 11% 0 0%
Esc(1) 1 4% 2 7%
Esc(0) 0 0% 22 79%
C.Espinhosa(+) 28 100% 6 21%
C.Espinhosa(-) 0 0% 22 79%
C.Germinativas(+) 16 57% 2 7%
C.Germinativas(-) 12 43% 26 93%
Total (+) 28 100% 6 21%

Vislumbra-se, no Grafico 5.6, a distribuicdo por escores considerando tanto
marcacao citoplasmatica quanto nuclear para o reagente pmTOR em laminas de
LVP. Neste, € possivel notar a grande incidéncia em escore 3 para marcacao

citoplasmatica bem como em escore 0 para marcagao nuclear.
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Gréfico 5.6 — Distribuicdo de marcacao citoplasmatica e nuclear para pmTOR em LVP considerando
a proporcao de células positivas classificadas por escores
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O Grafico 5.7, por seu turno, exibe a especificidade de marcacao
(citoplasmética e nuclear) por camadas epiteliais para pmTOR em lesfes de LVP,
por meio do qual se observa que tanto a camada espinhosa quanto as camadas
germinativas, sao frequentemente positivas para marcacdo citoplasmatica, ao
contrario do que ocorre quando se analisa a positividade nuclear. Nota-se ainda
moderado predominio de marcacdo em camada espinhosa quando comparado as

camadas germinativas.

Gréfico 5.7 — Distribuicdo de marcacao citoplasmatica e nuclear para pmTOR em LVP considerando
0 segmento epitelial (camada espinhosa e camadas germinativas)
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A Figura 5.2 A-B subsequente, traz o resultado imuno-histoquimico de
PMTOR em amostra de CV, pela qual se pode observar marcacdo acastanhada a

exemplificar sua maior prevaléncia em citoplasma de células centrais.

Figura 5.2 — Rea¢d@o imuno-histoquimica em amostra de CV para o anticorpo pmTOR: Objetiva

Todos os casos de CV oriundos de pacientes diagnosticados com LVP,
quando submetidos ao reagente pmTOR, mostraram positividade citoplasmatica
ficando dentro dos escores 3 e 2 com 75% (n=3) e 25% (n=1), respectivamente.
Considerando ainda a marcacao citoplasmatica, esta se mostrou evidente apenas
em camada espinhosa epitelial, ndo ocorrendo de maneira significativa em camadas
basal e parabasal, como se observa expressamente na Tabela 5.4. Por outro lado,
apenas 1 caso (25%) apresentou marcacao nuclear e esta se fez evidente tanto em
camada espinhosa quanto em camadas germinativas, sendo este originario do

Pac.21 em cujos diagnosticos, constou-se apenas CV em MJ e LVP em RA.
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Tabela 5.4 - Marcacdo imuno-histoquimica para pmTOR em CV de pacientes também
diagnosticados com LVP, distribuida em escores e segmentos epiteliais (camada espinhosa e
camadas germinativas)

+ +
pmTOR/CV Citoplés)mética % Nu(cl)ear %
Esc(3) 3 75% 1 25%
Esc(2) 1 25% 0 0%
Esc(1) 0 0% 0 0%
Esc(0) 0 0% 3 75%
C.Espinhosa(+) 4 100% 1 25%
C.Espinhosa(-) 0 0% 3 75%
C.Germinativas(+) 3 75% 1 25%
C.Germinativas(-) 1 25% 3 75%
Total (+) 4 100% 1 25%

Por meio do Gréfico 5.8, se nota a concentracdo de casos positivos em

escore 3 em marcacao citoplasmatica e em escore 0 para marcacdo nuclear.

Grafico 5.8 — Distribuicdo de marcac¢do imuno-histoquimica para pmTOR em CV de pacientes
também diagnosticados com LVP, considerando a proporcao de células positivas classificadas por
escores
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A distribuicao de células marcadas por estratos epiteliais pode ser visualizada
no Grafico 5.9, no qual se evidencia homogeneidade de marcacdo entre as camadas
espinhosa e germinativa para ambos os tipos de positividade (citoplasmatica e

nuclear).
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Grafico 5.9 — Distribuicdo de marcacao citoplasmética e nuclear para pmTOR em CV de pacientes
diagnosticados também com LVP, considerando o segmento epitelial (camada espinhosa e camadas

germinativas)
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Na sequéncia, se verifica a reagdo para 0 mesmo anticorpo em amostras
neoplasicas de CEB originarias de pacientes diagnosticados com LVP, como se
verifica na Figura 5.3 A-B, na qual acastanhada pigmentacdo distribui-se
amplamente por citoplasma e eventuais nucleos celulares.

Figura 5.3 — Reacao imuno-histoquimica em amostra de CEB para o anticorpo pmTOR: Objetiva
10x (A); objetiva 40x (B)

Amostras de CEB de pacientes com LVP submetidas a reacdo imuno-
histoquimica para pmTOR, como mostra a Tabela 5.5, resultaram em proporcao de

marcacao citoplasmatica compativel com escore 3 em seus 2 casos (100%), ficando
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em 50% (n=1) a ocorréncia de marcagdo nuclear de amostra oriunda do Pac.18,
esta também em escore 3 e o0 outro caso (Pac.24) em escore 0 para positividade em
nacleo. Ambos os casos de CEB (100%, n=2) tiveram sua marcacao citoplasmatica
localizada tanto em camada espinhosa quanto em camadas germinativas, da

mesma maneira, 0 caso de marcacgéo nuclear abrangeu ambos o0s estratos epiteliais.

Tabela 5.5 — Marcagdo imuno-histoquimica para pmTOR em CEB de pacientes também
diagnosticados com LVP, distribuida em escores e segmentos epiteliais (camada espinhosa e

camadas germinativas)
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Na sequéncia se nota a expressdo grafica da distribuicdo de marcacao
citoplasmatica e nuclear para pmTOR nos casos de CEB (Grafico 5.10) com

prevaléncia de escore 3 para positividade em citoplasma e divisao entre escore 3 e 0

para positividade nuclear.
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Grafico 5.10 — Distribuicdo de marcacéao citoplasmatica e nuclear para pmTOR em CEB de pacientes
também diagnosticados com LVP, considerando a proporcdo de células positivas classificadas por
escores
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No Gréfico 5.11 é possivel notar distribuicdo homogénea de positividade para
pmTOR por camadas epiteliais espinhosa e germinativas.

Grafico 5.11 — Distribuigdo de marcacao citoplasmética e nuclear para pmTOR em CEB de pacientes
diagnosticados também com LVP, considerando o segmento epitelial (camada espinhosa e camadas
germinativas)
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Em analise gréfica inclusiva para amostras de LVP, CV e CEB (total n=34)
submetidas a reacdo imuno-histoquimica para o anticorpo pmTOR, se pode
observar ampla prevaléncia de resultados escore 3 com 85% (n=29) dos casos em

marcacao citoplasmatica. Em contrapartida, ao se verificar a classificacdo em
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escores para a marcacao nuclear, esta se mostrou pouco incidente nas lesdes
estudadas, ficando em 76% (n=26) a taxa de escore 0, ou seja, de 0-5% o total de

células positivas, como delineado no Grafico 5.12.

Grafico 5.12 — Distribuicdo de marcacao citoplasmatica e nuclear para pmTOR em LVP, CV e
CEB, ambas neoplasias de pacientes diagnosticados também com LVP, considerando a proporgéo
de células positivas classificadas por escores

MTOR/Escores
P BEsc(3) ®Esc(2) mEsc(l) Esc(0)

30

[
25 — 3

20

- 22
£ 15

10

4 3
0 —— —

LVP/Cit. LVP/Nuc. CVI/Cit. CV/Nuc. CEBJ/Cit. CEB/Ndc.

Contrapondo ainda os resultados do reagente pmTOR para as lesbes
analisadas, LVP, CV e CEB por meio do Gréfico 5.13, é possivel depreender que
existe uma distribuicdo equivalente entre positividade de camada espinhosa e
germinativas para as amostras de neoplasia (CV e CEB) ao passo que a marcacéo
em camada espinhosa se faz preponderante com relacdo as camadas germinativas

em amostras de LVP.
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Grafico 5.13 — Distribuicdo de marcacéo para pmTOR considerando camadas epiteliais (espinhosa e

germinativas) em LVP, CV e CEB, ambas neoplasias de pacientes diagnosticados também com LVP
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5.2.2 PAkt

Pigmentacdo acastanhada por reacédo ao anti-pAkt em amostras de LVP, se
mostrou difusa cobrindo porc¢des inferior, média e superior da camada espinhosa
epitelial com maior intensidade de marcacdo nas duas ultimas, como exibe a Figura
5.4 A-B, abarcando, ainda, estratos germinativos. Tanto citoplasma quanto nucleo se
mostraram positivos para o referido anticorpo em proporcdes dispares. Ademais,
proeminente marcacao melhor ilustrada pela Figura 5.4 B, foi observada em figuras
de mitose, tal como anteriormente verificado em amostras submetidas ao anti-
pmTOR.
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Figura 5.4 — Reacdo imuno-histoquimica em amostra de LVP para o anticorpo pAkt: Objetiva
10x (A); objetiva 40x (B)

Todos os casos de LVP (n=28) submetidos a reacdo imuno-histoquimica para
0 anticorpo pAkt mostraram positividade, ainda que em diferentes graus de
marcacao. Tal distribuicdo se mostrou inclinada ao escore 3 com 86% (n=24) dos
casos de positividade citoplasmatica e 68% (n=19) dos casos de positividade
nuclear, como esboca a Tabela 5.6. A marcacdo nuclear se mostrou prevalente para
pAkt, sendo a menor parcela composta por 18% (n=5) dos casos de escore 0, estes
originarios dos seguintes pacientes: Pac.7 (também diagnosticado com CV em LB e
CEBSI em PT), Pac.10 (com CEB em LG), Pac.11 (sem neoplasias), Pac.19 (CEBSI
em LB) e Pac.22 (sem neoplasias).

Analisando esta marcagdo por segmento epitelial, pode ser observada
positividade citoplasmatica em camada espinhosa para 96% (n=27) dos casos e em
camadas germinativas para 71% (n=20). Ainda considerando a localizacdo de
marcacgao, positividade nuclear em camada espinhosa ocorreu em 75% (n=21) das
amostras e em camadas germinativas ficou em 57% (n=16).
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Tabela 5.6 — Marcacao imuno-histoquimica para pAkt em LVP distribuida em escores e segmentos
epiteliais (camada espinhosa e camadas germinativas)

+ +

PAKI/LVP Citoplfg\s)mética % Nu(cl)ear %
Esc(3) 24 86% 19 68%
Esc(2) 3 11% 4 14%
Esc(1) 1 4% 0 0%
Esc(0) 0 0% 5 18%
C.Espinhosa(+) 27 96% 21 75%
C.Espinhosa(-) 1 4% 7 25%
C.Germinativas(+) 20 71% 16 57%
C.Germinativas(-) 8 29% 12 43%
Total (+) 28 100% 23 82%

Por meio do Gréfico 5.14 se nota a prevaléncia de escore 3, tanto para
marcacao citoplasmatica quanto nuclear, ao passo que no escore 0 se enquadra

apenas a categoria marcacgdo nuclear.

Grafico 5.14 — DistribuicAo de marcagdo imuno-histoquimica para pAkt em LVP considerando a

proporcao de células positivas classificadas por escores
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Destoando do observado para o reagente pmTOR, nos resultados obtidos por
meio da utilizagcdo do pAkt em lesbes de LVP, é possivel notar certa tendéncia a
paridade tanto entre as ocorréncias de positividade em area de camada espinhosa e
camadas germinativas, bem como entre marcagfes de cunho citoplasmético e

nuclear, tal como indica o Grafico 5.15, destacando-se a frequéncia desta ultima.
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Grafico 5.15 - Distribuicéio de marcagéo citoplasmatica e nuclear para pAkt em LVP considerando

0 segmento epitelial (camada espinhosa e camadas germinativas)
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Nucleos bem marcados além de coloracdo acastanhada levemente
esmaecida em citoplasma celular podem ser observados por todos os estratos
epiteliais da amostra de CV que vem ilustrar a reacado desta neoplasia ao anti-

pAkt, tal como ilustrado por meio da Figura 5.5 A-B.

Figura 5.5 — Reacao imuno-histoquimica em amostra de CV para o anticorpo pAkt: Objetiva 10x (A);
objetiva 40x (B)

Da mesma maneira que o observado em lesbes de LVP, todas as amostras

de CV (n=4) foram positivas para pAkt integrando em todos os casos escore 3 para
positividade citoplasmatica. J& a marcacdo de nucleo dividiu-se em escore 3 com
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75% (n=3) dos casos e escore 0 com uma fatia de 25% (n=1), este proveniente do
Pac.2, associado ao registro de inUmeras biopsias sendo destas apenas uma de
neoplasia, o referido CV.

O montante das amostras (100%, n=4) também exibiu marcacao
citoplasmatica em camadas germinativas, porém 50% (n=2), apenas, revelou
positividade nuclear para as mesmas, conforme exposto na Tabela 5.7. Pacientes de
cujos resultados apontaram positividade nuclear em camadas germinativas foram:
Pac.21 (além do analisado CV de MJ, somente LVP) e Pac.26 (3 CVs em LG e
CEBSI também em LG). Os outros 2 resultados negativos para marcacdo nuclear
em camadas basal e parabasal foram: o Pac.2 supracitado e o Pac.7 (diagnosticado
com o CV de LB aqui analisado, além de CEBSI em PT).

Tabela 5.7 — Marcacao imuno-histoquimica para pAkt em CV de pacientes diagnosticados também

com LVP, distribuida em escores e segmentos epiteliais (camada espinhosa e camadas germinativas)

+ +

PAKUCYV Citopl:gls)m atica % Nu(clzaar %
Esc(3) 4 100% 3 75%
Esc(2) 0 0% 0 0%
Esc(1) 0 0% 0 0%
Esc(0) 0 0% 1 25%
C.Espinhosa(+) 4 100% 3 75%
C.Espinhosa(-) 0 0% 1 25%
C.Germinativas(+) 4 100% 2 50%
C.Germinativas(-) 0 0% 2 50%
Total (+) 4 100% 3 75%

Por meio do Gréfico 5.16, é possivel perceber a predominancia de escore 3
para marcacdo nuclear e citoplasméatica de pAkt em amostras de CV tal como o

observado em amostras de LVP.
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Gréfico 5.16 — Distribuicdo de marcacdo imuno-histoquimica para pAkt em CV de pacientes
diagnosticados também com LVP, considerando a propor¢cédo de células positivas classificadas por

escores
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Expressdo esquematica dos resultados para o referido anticorpo em amostras
de CV quando considerado o segmento epitelial envolvido pela reacédo, € exibida no
Gréfico 5.17 subsequente, no qual se observa certo equilibrio entre as variaveis
camada espinhosa e germinativas enquanto ocorre desnivel entre as variaveis

marcacao citoplasmatica e nuclear com menor predominancia desta.

Grafico 5.17 — Distribuicdo de marcacao citoplasmatica e nuclear para pAkt em CV de pacientes
também diagnosticados com LVP, considerando o segmento epitelial (camada espinhosa e camadas

germinativas)
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Exuberante e amplamente disseminada marcacao tanto citoplasmatica quanto
nuclear pode ser vista em amostras de CEB submetidas ao reagente pAkt, como

demonstrado na Figura 5.6 A-B.

Figura 5.6 — Rea¢do imuno-histoquimica em amostra de CEB para o anticorpo pAkt: Objetiva 10x
(A); objetiva 40x (B)
PAK L e

Resultados obtidos pela exposicdo de amostras teciduais de CEB originarios
de pacientes com LVP, ao reagente pAkt integraram em sua totalidade (100%, n=2)
escore 3 tanto em marcagdo citoplasmatica quanto nuclear, como indicado na
Tabela 5.8.

Também compuseram integralmente (100%, n=2) os resultados de
positividade citoplasméatica e nuclear em camada espinhosa, bem como resultados
de marcacéo citoplasmatica em camadas germinativas, ficando em 50% (n=1) a
porcdo de marcagdo nuclear destas.

Quando nos remetemos aos pacientes dos quais foram obtidas as amostras
em andlise, ao se considerar a ocorréncia de positividade tanto nuclear quanto
citoplasmatica em camadas espinhosa e germinativas, tais resultados advieram do
Pac.18 (diagnéstico de neoplasia: apenas o CEB de MJ aqui em analise), ficando o
Pac.24 (CEB em PT e o CEB em FS aqui estudado) com auséncia especificamente

de positividade nuclear em camadas germinativas.
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Tabela 5.8 — Marcacdo imuno-histoquimica para pAkt em CEB de pacientes diagnosticados também

com LVP, distribuida em escores e segmentos epiteliais (camada espinhosa e camadas germinativas)

+ +
PAKU/CEB Citoplés)mética % Nu(cl)ear %

Esc(3) 2 100% 2 100%

Esc(2) 0 0% 0 0%

Esc(1) 0 0% 0 0%

Esc(0) 0 0% 0 0%
C.Espinhosa(+) 2 100% 2 100%

C.Espinhosa(-) 0 0% 0 0%
C.Germinativas(+) 2 100% 1 50%
C.Germinativas(-) 0 0% 1 50%
Total (+) 2 100% 2 100%

O Gréfico 5.18 disposto abaixo, ilustra a concentracdo dos casos de CEB em

grau maximo de marcacao indicado pelo escore 3.

Grafico 5.18 — Distribuicdo de marcac¢do imuno-histoquimica para pAkt em CEB de pacientes
diagnosticados também com LVP, considerando a proporcéo de células positivas classificadas por

escores
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Camada espinhosa e camadas germinativas neoplasicas de CEB foram
igualmente afetadas pela reacdo ao pAkt quando considerado o citoplasma celular,
tal como ilustra o Grafico 5.19, ficando a marcacdo nuclear em déficit quando em

analise os estratos basal e parabasal.
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Grafico 5.19 — Distribuicdo de marcacédo citoplasmatica e nuclear para pAkt em CEB de pacientes
também diagnosticados com LVP, considerando o segmento epitelial (camada espinhosa e camadas

germinativas)
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Por meio do Gréfico 5.20 é possivel visualizar em paralelo a distribuicdo de
marcacgao para o reagente pAkt em amostras de LVP, CV e CEB (total n=34), bem
como sua expressiva prevaléncia em escore 3, ficando em 88% (n=30) por
positividade citoplasmatica, e 71% (n=24) quando considerada marcacao nuclear. A
prevaléncia em escore 2, segunda maior observada somando-se marcacdo nuclear
e citoplasmaética, foi composta apenas e tdo somente por amostras de LVP (n=7).
Em terceira posicdo aloca-se escore 0 com marcacao nuclear em LVP (n=5) e em
CV (n=1), totalizando 6 casos com 0-5% de células positivas.
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Gréfico 5.20 — Distribuicdo de marcacao citoplasmatica e nuclear para pAkt em LVP, CV e CEB,
ambas neoplasias de pacientes diagnosticados também com LVP, considerando a proporcdo de

células positivas classificadas por escores
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Ainda dispostos de maneira comparativa, os dados obtidos pela utilizacdo do
reagente pAkt em LVP, CV e CEB, exibem propor¢des relativamente equivalentes
entre si para positividade em camada espinhosa e camadas germinativas (Grafico
5.21).
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Grafico 5.21 — Distribuicdo de marcacdo para pAkt considerando camadas epiteliais (espinhosa e
germinativas) em LVP, CV e CEB, ambas neoplasias de pacientes diagnosticados também com LVP
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5.2.3 MCM3

Marcacfes acastanhadas com especificidade nuclear foram observadas em
amostras submetidas a reag¢do imuno-histoquimica mediante aplicacdo do reagente
anti-MCM3, como ilustra as Figuras 5.7 A-B, 5.8 A-B e 5.9 A-B em espécimes de LVP,
CV e CEB, respectivamente. Como se nota nas imagens referenciais, a
imunopositividade para o assinalado anticorpo tende a concentrar-se no terco inferior
do epitélio, no sentido da membrana basal, passando a se mostrar presente também
nos tercos médio e superior de maneira diretamente proporcional ao comprometimento
tecidual. Importa salientar que os casos observados com marcacdo em terco superior,

apresentaram também, naturalmente, positividade em tercos médio e inferior.
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Figura 5.7 — Reacdo imuno-histoquimica em amostras de LVP para o anticorpo MCM3: Objetiva 10x
(A); objetiva 40x (B)
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O total de espécimes positivos para MCM3 em lesdes de LVP ficou em 96%
(n=27). Na distribuicdo por escores de imunomarcacao, observou-se predominancia
de escore 2 com 46% (n=13) dos casos e escore 3 com 32% (n=9), ficando em 18%
(n=5) o escore 1 e 4% (n=1) o escore 0, assim como exibe a Tabela 5.9.

Ao se analisar a abrangéncia de tal marcacao pelos segmentos epiteliais,
foram considerados terco inferior (adjacente a membrana basal), terco médio e terco
superior (adjacente a camada cérnea), ficando o primeiro com 96% (n=27) dos
casos, ou seja, todos os casos de LVP gue foram positivos para MCM3 abarcaram
as camadas mais baixas do tecido epitelial. Estendendo-se ainda para terco médio,
a marcacao de 25% (n=7) dos casos se fez evidente. Por fim, apenas e tdo somente
7% (n=2) dos casos mostraram também imunopositividade em terco superior
epitelial.

Os pacientes que apresentaram imunopositividade em terco inferior e médio
epitelial foram os que seguem: Pac.6, Pac.9, Pac.20, Pac.22 e Pac.28, todos sem
diagndstico de neoplasias; Pac.10 com CEB em LG e Pac.25 com CEB em MJ.
Integraram ainda o grupo de pacientes cujos resultados abrangeram adicionalmente
terco superior Pac.10 (CEB em LG) e Pac.20 (sem neoplasias). O resultado descrito,
a priori, ndo permite diferenciar tragos de iminente ou n&o iminente tendéncia a

transformacao neoplasica por meio da utilizacdo de MCM3 em amostras de LVP.
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Tabela 5.9 — Marcacao imuno-histoquimica para MCM3 em LVP, distribuida em

escores e segmentos epiteliais (terco inferior, médio e superior)

MCM3/LVP (+) Nuclear %

Esc(3) 9 32%
Esc(2) 13 46%
Esc(1) 5 18%
Esc(0) 1 4%
Tercgo inferior 27 96%
Terco médio 7 25%
Terco superior 2 7%
Total (+) 27 96%

Amostras de CV submetidas ao reagente MCM3 mostraram positividade
nucleo-especifica em células basais e parabasais, bem como em células de camada
espinhosa, abrangendo area de tercos inferior, médio e superior. A Figura 5.8 A-B

exibe tal marcacdo em um dos espécimes analisados.

Figura 5.8 — Reacao imuno-histoquimica em amostras de CV para o anticorpo MCM3: Objetiva 10x
(A); objetiva 40x (B)

Todos os casos de CV (n=4) oriundos de pacientes diagnosticados com LVP
foram positivos para MCM3, todos classificados em escore 3 como apontado pela
Tabela 5.9. Tal marcacéo, naturalmente, se fez presente em terco inferior epitelial
para 0 mesmo numero de casos (100%, n=4), abrangendo ainda terco médio em
50% (n=2) dos casos e alcancando terco superior em 25% (n=1) destes. Até terco

médio atingiu a marcacdo de amostras oriundas do Pac.7 (CEBSI em PT e 0 CV
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analisado em LB) e do Pac.21, este, por sua vez, chegando até terco superior, com
diagnoéstico unicamente do CV em MJ aqui inserido.

Tabela 5.10— Marcagdo imuno-histoquimica para MCM3 em CV, distribuida em

escores e segmentos epiteliais (ter¢o inferior, médio e superior)

MCM3/CV (+) Nuclear %
Esc(3) 4 100%
Esc(2) 0 0%
Esc(1) 0 0%
Esc(0) 0 0%
Terco inferior 4 100%
Terco médio 2 50%
Terco superior 1 25%
Total (+) 4 100%

Na sequéncia, em abordagem aos resultados envolvendo CEB frente ao
reagente de proliferagéo celular MCM3, a Figura 5.9 A-B vem ilustrar tal reacdo em
suas marcacfes nucleares especificas abarcando os trés segmentos epiteliais

analisados.

Figura 5.9— Reacao imuno-histoquimica em amostras de CEB para o anticorpo MCM3: Objetiva 10x
(A); objetiva 40x (B)

Os espécimes analisados de CEB de pacientes com LVP também mostraram
positividade integral para MCM3 (100%, n=2) classificados em escore 3 (50%, n=1)
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e escore 1 (50%, n=1). Estes ainda exibiram positividade em terco inferior para
100% (n=2) dos casos, em terco médio (50%, n=1) e em terco superior (50%, n=1),
como se observa na Tabela 5.11. O caso de imunopositividade em abrangéncia a

tercos médio e superior foi oriundo do Pac.18 (referido caso de CEB em MJ).

Tabela 5.11 — Marcagdo imuno-histoquimica para MCM3 em CEB, distribuida em

escores e segmentos epiteliais (tergo inferior, médio e superior)

MCM3/CEB (+) Nuclear %
Esc(3) 1 50%
Esc(2) 0 0%
Esc(1) 1 50%
Esc(0) 0 0%
Terco inferior 2 100%
Terco médio 1 50%
Terco superior 1 50%
Total (+) 2 100%

Por conseguinte, o Gréafico 5.22 vem esbocar os dados obtidos pela
distribuicdo em escores para o MCM3 em amostras de LVP, CV e CEB (total n=34).
Neste, se pode notar predominio de escore 3 para as trés varidveis somadas,
totalizando 41% (n=14) dos casos, ainda que os casos de LVP tenham ficado, em

sua maioria, dentro do escore 2.
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Grafico 5.22 — Distribuicdo de marcacao nuclear para MCM3 em LVP, CV e CEB, ambas
neoplasias de pacientes diagnosticados também com LVP, considerando a proporcdo de células
positivas classificadas por escores
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A abrangéncia de marcacao de terco inferior para médio e superior nos casos
de LVP, CV e CEB pode ser visualizada no Gréfico 5.23 pelo qual se pode
depreender maior restricdo em LVP as camadas baixas epiteliais com uma maior

tendéncia a distribuicdo uniforme entre os tercos epiteliais por lesdes de CV e CEB.
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Grafico 5.23 — Distribuicdo de marcacdo para MCM3 considerando segmentos epiteliais (terco
inferior, médio e superior) em LVP, CV e CEB, ambas neoplasias de pacientes diagnosticados
também com LVP
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6 DISCUSSAO

O presente ensaio foi composto por 93% de pacientes do sexo feminino
diagnosticadas com leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) em uma proporcéo de
13:1 mulheres/homens, confirmando a maior prevaléncia no acometimento de
pacientes do sexo feminino como averiguado em estudos anteriores (1,2,6-9).
Quanto a faixa etéaria, esta se mostrou ampla com uma distribuicdo partindo de 43 a
87 anos de idade, a considerar idade no momento da bidpsia inicial, resultando em
uma média de idade de 71,28 sendo esta mais avancada que a descrita na
literatura, qual seja: sexta década de vida (1,2,8,10). Pacientes leucodermas
corresponderam a maior parte dos casos, muito embora ndo haja que se falar em
predilecao por cor de pele ou origem (10).

Outro aspecto analisado que pode aqui ser inferido, assentindo com a
literatura, € a ndo correlacdo entre o tabagismo e o surgimento, evolucéo e recidiva
da LVP, uma vez que os pacientes declarados ndo tabagistas, assim como né&o
etilistas, compuseram a maior parte da amostragem, divergindo do que notadamente
se confirma para leucoplasias orais (2,7,9,11).

No tocante aos apontamentos precipuos da LVP assinalados por Hansen em
1985 (1) e embasados por ensaios posteriores, quais sejam, curso evolutivo com
progressdo em dimensdo e surgimento de novos focos em multiplicidade de
acometimento (1,2,9,11,12), destacamos dados que refletem tais circunstancias
inerentes a LVP: dos 28 pacientes estudados, 130 foram as bi6psias em cujos
resultados se inseriam no contexto da patologia em andlise, resultando em uma
proporcao de 4 bidpsias/paciente, com o valor minimo de 1 bidpsia/paciente e valor
maximo de 30 bidpsias/paciente.

Compuseram diagnosticos nao relacionados, ou ndo diretamente
relacionados, a LVP: processo inflamatorio cronico inespecifico (PICI), papiloma
(PA), mucosite (MC), mucosite de interface (MCI), liquen plano oral (LPO),
candidiase (CA), candidiase hiperplasica (CAH) e ulceracdo (UL). Destes, cabe
mencionar incidéncia do fungo Candida albicans em lesdes de CA e CAH, de
maneira isolada ou, na maioria das vezes, conjunta com a LVP, com maior

incidéncia em mucosa jugal (MJ) neste ultimo caso, como mostram os 9 diagnosticos
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distribuidos pela Tabela 5.1.

Acerca ainda dos diagnésticos nao correlacionados diretamente a LVP e
somados aos diagnosticos descritivos, podemos citar a ocorréncia da mucosite
(MC), ou seja, a presenca de infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear
concentrado em 4&reas justaepiteliais da lamina propria. Tal condicdo esteve
presente em 17 diagnoésticos descritivos correlacionados a LVP, o que nos remete a
um dos aspectos histopatolégicos que podem estar presentes nos cortes de LVP
somando-se as alteracfes epiteliais.

Também constou em nosso rol diagndstico a ocorréncia de 1 paciente com 1
diagnostico de liqguen plano oral (LPO) em MJ e 1 paciente com 2 diagndsticos de
mucosite de interface sugestivo de liquen plano oral (MCI S/d LPO) em lingua (LG),
0 que nos remete a algumas possibilidades tais como a somatdria de descricao
clinica tendenciosa com material de bidpsia em areas ndo representativas mais
inflamacdo em banda justaepitelial, ou mesmo um quadro de comprometimento
imunologico de LPO concomitante a LVP como correlacionado em um estudo
recente (13).

Ja os casos com diagndsticos relacionados a LVP, como carcinoma verrucoso
(CV), carcinoma espinocelular (CEB), carcinoma espinocelular superficialmente
invasivo (CEBSI) e os diagnésticos descritivos inerentes ao respectivo quadro,
seguem abordados na sequéncia. Para estes, se considerou o niumero de pacientes
com determinado resultado a fim de se verificar a frequéncia de cada tipo
diagnéstico, ndo sendo computados, para tanto, diagnosticos reincidentes por
paciente.

Das lesBes correlatas, tal como apontado pelo Grafico 5.1, obtivemos
resultados que englobaram hiperqueratose (HQ) e hiperparaqueratose (HP) com
prevaléncia do primeiro, diferentes graus de displasia epitelial, ou seja, displasia
epitelial discreta (DED), displasia epitelial moderada (DEM), displasia epitelial de
moderada a intensa (DEM-I) e displasia epitelial intensa (DEI), sendo estes,
juntamente com a acantose (AC), os principais resultados e de maior incidéncia nos
diagnosticos descritivos (Gréafico 5.2), além de outros, também verificados como
papilomatose (PL), tampao de queratina (TQ), hiperplasia (HI), disqueratose (DQ),
atipia (AT) e hiperplasia verrucosa (HV). Tais resultados (Grafico 5.1) consistem em
elementares da propria patologia estudada em seu aspecto histopatolégico e se

fazem inevitaveis em seu perfil descritivo, visto tratar-se de lesdo de curso
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progressivo e diagndéstico essencialmente retrospectivo (1-3,8,10).

Estima-se que a ocorréncia de progressdo neoplasica na LVP gire em torno
de 70% dos casos. Em nosso ensaio obtivemos um percentual de 14% incidindo em
CV e, compondo a maioria dos casos no referido contexto, 39% em CEB e/ou
CEBSI (diferenca estatisticamente significante com p = 0,041) resultando em um
total de 54% dos casos de LVP com transformagdo maligna, como ilustrado no
Grafico 5.3. Tal contexto ressalta-nos o obscuro prognéstico ao qual aponta a
enfermidade em analise por seu alto potencial gerador de CEB (9,11,14), neoplasia
maligna tendente a processos metastéticos e oObito.

A maior parte das lesdes de LVP foram declaradas assintomaticas e os sitios
anatdbmicos mais acometidos pelas lesdes foram MJ, LG e rebordo alveolar (RA) em
proporcdes pouco destoantes entre si e leve predominancia da primeira, divergindo
parcialmente, no entanto, de estudos que apontam RA e gengiva (GV) como areas
de maior acometimento (3,5,9,11). Para tais variaveis foi considerada ainda, sua
relacdo com os casos de CV, CEB e CEBSI, dados estes os quais ressaltaram uma
maior prevaléncia no envolvimento de LG tanto para CV como para CEB e/ou
CEBSI, estando s6 a LG envolvida no acometimento neoplasico de 42% dos casos,
seguida por MJ com 21% dos casos, como indicado pelo Gréafico 5.5, ao passo que
encontramos na literatura, além da referéncia a predominéncia de LG nestes casos,
a prevaléncia também de GV (11) o que nao foi observado em nossa pesquisa,
ficando um n=0 para o sitio anatdmico em questao.

A andlise das proteinas Akt/mTOR por reacao imuno-histoquimica se voltou
para suas formas ativadas por fosforilacdo, atuantes na sobrevivéncia celular,
supressdo da apoptose e correlacdo prévia a progressao de displasias epiteliais a
CEB (25,26,36—38,79,80). Analise anterior de pmTOR em displasias epiteliais de
boca apresentou pequena parcela de positividade nestas (53), em contrapartida,
todos os casos de LVP em nosso estudo se mostraram pmTOR-positivos, em
congruéncia com o marcante potencial de transformacdo neoplasica apresentado
pela referida lesao (2,5).

A marcacao de pAkt em amostras de LVP, CV e CEB se fez evidente tanto
em circunscricdo de nacleo quanto em citoplasma celular, todos com alto indice de
marcagao em escore 3, ao passo que os resultados obtidos para pmTOR ficaram em
maior parte contidos no escore 3 apenas por marcacao citoplasmatica. Os indices

de negatividade nuclear para o referido anticorpo se mostraram proporcionalmente
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decrescentes partindo de LVP a CV e CEB apontando correlacdo entre marcagéo de
nacleo e maior agravo tecidual. Soma-se a isto a seguinte constatacdo: amostras de
LVP que apresentaram nucleos marcados para pmTOR, em sua expressiva maioria,
estiveram relacionados a outros diagnoésticos de neoplasia (CEB, CEBSI e CV).

Como apontado anteriormente, a marcagao nuclear se fez prevalente para
pAkt, diferindo do ocorrido para pmTOR, e sua dupla localizagéo se deve ao grande
numero de proteinas ligaveis (na casa dos nove mil), estas oriundas de ambos os
compartimentos celulares (38). No entanto, apesar da maioria das amostras
apresentar imunopositividade em proporgcdes superiores a metade de suas células
(escore 3) tanto em nucleo quanto em citoplasma, para este, se mostrou maior a
frequéncia do referido grau de marcacéo, tal como o esperado devido aos maiores
niveis de atividade citoplasmatica de Akt (38,40). Por outro lado, a menor, mas ainda
frequente positividade nuclear observada foi previamente relacionada aos processos
de transformacdo celular, sobrevivéncia, potencial migratorio e inibicdo da morte
celular programada (36,37).

Quando considerados os pacientes cujos casos de LVP se mostraram pAkt-
negativos, 3 destes detinham diagnosticos de neoplasia e 2 sem tais diagnosticos,
ndo indicando de imediato potenciais correlacdes progndsticas, muito embora deva
ser considerado o curso evolutivo da LVP e seu acometimento multifocal resultando
em possibilidades de biopsias com estagios variados de displasia epitelial e
alteracdes celulares (5).

Tendo em vista ainda a classificagdo em escores das lesdes aqui estudadas,
apesar do predominio de escore 3 para pAkt em LVP, esta variavel abarcou sozinha
0 segundo maior grau de marcacdo observado, o escore 2, a0 passo que as
neoplasias, CV e CEB, permaneceram quase que massivamente em escore 3,
delineando uma ascensdo no grau de marcacdo conforme o comprometimento
epitelial, partindo de diferentes graus de displasia epitelial (diagnéstico de LVP) até
as estabelecidas neoplasias (CV e CEB), podendo tal esboco indicar indices
diretamente proporcionais ao avan¢o neoplasico por meio de seus efeitos anti-
apoptotico, de proliferacdo e crescimento celular por sintese proteica, tal e qual
constatado em estudos anteriores (45,53,55).

Outro método de andlise para os resultados imuno-histoquimicos de pAkt e
pmTOR compreendeu sua ocorréncia por segmento epitelial. As células das

camadas basal e parabasal compdem o0s estratos germinativos do epitélio,
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apresentando, para tanto, maior potencial proliferativo o que diminui a medida em
que estas passam pela camada espinhosa chegando as camadas altas desta e,
consecutivamente, a camada cornea, encerrando-se na esfoliacdo (81). Logo, ao se
considerar o comportamento inerente a cada estrato do referido tecido, se faz
pertinente a busca por padrées de marcacao por segmento epitelial. Neste interim, a
imunopositividade para pAkt ja foi observada em células das camadas basal e
parabasal de displasia epitelial de boca (53) ao passo que, no presente ensaio,
amostras de LVP CV e CEB apresentaram discreta predominancia de
imunopositividade em camada espinhosa, porém, sem consideraveis diferencas
entre as lesdes estudadas, pouco contribuindo com a caracterizacdo das lesdes de
menor a maior comprometimento epitelial segundo o presente critério.

Ainda no contexto das por¢cdes epiteliais marcadas, no tocante ao pmTOR foi
observada massiva imunopositividade em camada espinhosa para as trés lesdes
estudadas, por vezes se estendendo tal marcacdo para as camadas germinativas.
Tal ocorréncia, por sua vez, se fez relacionar as neoplasias ja estabelecidas
destoando das lesbes de LVP, 0 que nos sugere uma maior tendéncia a marcagao
de camadas basal e parabasal conforme aumenta o comprometimento do tecido
afetado.

Passando a abordar analises laboratoriais indicativas de altera¢cdes no ciclo
celular com propensdes proliferativas, seguem dados comentados acerca dos
resultados imuno-histoquimicos do marcador MCM3. Nos referidos resultados, pode
ser observada imunopositividade apenas e tdo somente por marcacao nuclear
especifica, assim como verificado em estudos pregressos (71,78). A tal fato atribui-
se a dindmica pela qual se desencadeia o avanco do ciclo celular partindo da fase S
para as fases subsequentes por meio da ligacdo formada entre o conjunto de MCMs,
o complexo ORC e os fatores de replicacdo CDT1 e CDC-6 acoplados a cromatina,
ou seja, em area intranuclear (65).

No presente ensaio, tais resultados tiveram sua analise por duas diferentes
perspectivas: nimero de células marcadas permitindo classificagdo por escores (tal
como efetuado para pAkt e pmTOR) e abrangéncia de marcacgéo por terco epitelial.
Na primeira, se péde notar predominio de escore 3 para as amostras de LVP, CV e
CEB, conjuntamente, muito embora a LVP tenha mostrado maior indice em escore
2. Por outro lado, a varidvel CV achou-se integralmente inserida em escore 3 ao

passo que CEB dividiu-se entre escores 3 e 1, compondo este, um resultado pouco
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contributivo para o comportamento biologico em face ao perfil proliferativo
comumente apresentado por estas lesdes.

Em segunda analise, a varidvel LVP se mostrou mais inclinada a exibir
positividade para MCM3 em nucleo de células oriundas das camadas baixas do
epitélio, ou seja, limitando-se a terco inferior em camadas basal, parabasal e
espinhosa adjacente. Da mesma maneira se pode observar para CV, que, assim
como a LVP, apresentou resultados decrescentes de terco inferior a superior,
ficando a variavel CEB, no entanto, dividida entre um caso de marcacao restrita a
terco inferior e outro com marcacédo disseminada por todo o tecido neoplasico. Ainda
gque mantida tal tendéncia de marcacdo decrescente, partindo de basal as
adjacéncias cérneas, pertinente se faz salientar que a acentuacdo de tal padréao
apresentou maior inclinacdo para LVP, ficando os casos de CV e CEB com uma
inclinacdo mais ténue, indicando, para tanto, distribuicdo de maior equilibrio entre os
tercos epiteliais marcados. Soma-se a este entendimento, estudos prévios que
apontam maior abrangéncia de marcacéao partindo de terco inferior a medida que se
tem maior grau de alteracdo epitelial, ou seja, de mucosa higida as displasias e CEB
(72,78).

Quando resgatado o historico diagnéstico dos pacientes de LVP que
apresentaram imuno-positividade para MCM3 abarcando tercos médio e superior
epitelial, pouco se pbde estreitar tais achados a um indicativo de maior potencial de
transformacao neoplésica, visto comporem tais achados, pacientes que, em sua
maioria, ndo apresentaram concomitantes diagnosticos de CV ou CEB. No entanto,
apesar de tal afirmacéo se valer para uma olhar retrospectivo no quadro de lesdes ja
apresentadas por estes pacientes, o0 mesmo nao se pode assegurar para 0
comportamento bioldgico futuro a que estdo sujeitos estes mesmos pacientes, que

podem vir a encerrar lesées neoplasicas em espacos de tempo variaveis.
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7 CONCLUSOES

A presente obra enseja em seu escopo as seguintes conclusdes: Leucoplasia
verrucosa proliferativa (LVP) consiste em um quadro de lesbes multifocais e
altamente recidivantes que acometem predominantemente mucosa jugal seguida de
rebordo alveolar e lingua em propor¢cdes equivalentes. Tais lesdes antecedem, em
aproximadamente a metade dos casos, ao carcinoma espinocelular de boca (CEB).
Depreende-se, ainda, que marcadores imuno-histoquimicos correlacionados a
tendéncia anti-apoptética a que se servem células alteradas no sentido da
carcinogénse, podem contribuir no tracar prognostico de lesdes oriundas de LVP,
tais como os abarcados pelo presente estudo, pmTOR e pAkt, os quais tendem a se
mostrar ativos em grande numero de células bem como em amplas é&reas de
abrangéncia tecidual. Outrossim, o0 reagente MCM3, relacionado a um
comportamento biolégico de cunho proliferativo, vem a complementar o perfil
evolutivo da LVP com marcacdes que se estendem das camadas germinativas as

camadas altas epiteliais.
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Serdo analisadas 151 amostras teciduais em blocos de parafina provenientes de 31 pacientes
diagnosticados com leucoplasia verrucosa proliferativa em pelo menos uma das bidpsias registradas no
Servico de Patologia Cindrgica, integrado a disciplina de Patologia Bucal do Departamento de Estomatologia
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cor, tabagismo, sintomatologia, sitio anatdmico, diagnostico e data da bidpsia. A partir dessas amostras sera
feita analise morfoldgica em cortes histoldgicos, bem como analise imunohistoquimica utilizando os
marcadores: pAKT, pmTOR, p53 mutada e MCM-3.

Objetivo da Pesquisa:

Tracar o perfil evolutivo da leucoplasia verrucosa proliferativa considerando seus diferentes graus de
comprometimento tecidual diferenciando cronologicamente as lesdes de cada paciente por meio da analise
morfoldgica e imuno-histoquimica para os biomarcadores pAKT, pmTOR,p53 mutada e MCM3, bem como

caracterizar biologicamente carcinomas provenientes da leucoplasia verrucosa proliferativa.
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anatomopatoldgico, ndo havendo riscos diretos por parte do paciente. Os beneficios indiretos referentes ao
conhecimento que sera produzido pelo estudo justificam a utilizacdo do material.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo prevé a utilizacio de cortes histolégicos provenientes Servico de Patologia Cirdrgica, integrado &
disciplina de Patologia Bucal do Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da USP.
Méo houve a necessidade de TCLE por tratar-se de dados secundarios coletados ndao por ocasido da
pesquisa. Mo entanto, e a utilizacdo desse material deve ser feita de forma a manter o sigilo da identidade
dos sujeitos e esclarecido o que sera feito apds a utilizacdo, pelos pesquisadores, do material arquivado. O
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de 2016.
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anuéncia com a realizacdo do estudo.

Recomendagoes:
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O CEP-FOUSP solicita Carta de autorizacdo pelo uso de prontuarios do responsavel pela Instituicdo,
ressaltando o cumprimento destas normativas.

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatorios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatorio final ao término do trabalho. Qualquer modificacdo do
projeto original deve ser apresentada a este CEP, de forma objetiva e com justificativas, para nova
apreciacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

O protocolo apresentado esta adequado aos preceitos éticos para sua realizacao.
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