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Resumo

A leucoplasia bucal (LB) é a principal lesao cancerizavel da cavidade oral. O
diagnéstico deve ser confirmado pelos achados histologicos, para excluir qualquer outra
alteracdo da mucosa bucal e verificar sinais de malignidade, além da gradacdo da
displasia epitelial. A via de sinalizacio WNT/B-catenina compde a regulacdo de uma
grande variedade de processos fisiologicos em diferentes espécies, com um papel
decisivo no desenvolvimento embrionario, proliferacdo e diferenciacdo celular.
Alteragdes em componentes desta via também ja foram descritos nas neoplasias da
cavidade oral e desordens cancerizaveis da mucosa oral. O objetivo deste trabalho foi
identificar o padrdo de transcri¢do de genes (expressdo funcional) pertencentes a via de
sinalizacdo WNT/B-catenina e sua relagdo com os respectivos produtos génicos em uma
amostra tecidual de LB, bem como sua relacio com fatores clinico-patolégicos
considerados marcadores de sua transformacdo maligna. Para tal, uma amostra de
conveniéncia de LB foi selecionada dentes os pacientes atendidos no servigo de
diagnostico estomatoldgico (FOUFU) de 1994 a 2014. A avaliagdo de expressao génica
e proteica foram realizadas pelo método de gqPCR e Imunohistoquimica
respectivamente. A maior parte dos pacientes pertencia ao género masculino (53,8%) e
apresentava idade mediana de 56 anos, variando de 34 a 93 anos. A maior parte dos
pacientes era tabagista e o local de maior acometimento foi a mucosa de bochecha.
Aproximadamente 75% dos pacientes apresentavam LBR e em seis casos foi
evidenciada transformacdo maligna da lesdo. Tamanho inicial da lesdo foi um fator
associado a um maior risco de transformagao maligna. No geral, a expressao relativa de
todos os genes, foi maior no grupo controle do que no grupo LB. Verificou-se a
expressdo mais elevada de proteina Wntl, B-catenina, c-Myc, CiclinaD1 na mucosa
normal do que no grupo de LB. Para GSK3f, APC e E-caderina foi maior expressao no
grupo LB do que no grupo de controlo. A interrup¢do do tabagismo oferece melhor
progndstico ao paciente, refletindo numa melhora clinica e histologica das LB. Em
conclusdo, o presente estudo mostrou que uma reducdo na expressao de CCNTBI,
CDHI e APC pode ser um evento crucial na progressdo e transformacdo maligna das
LB e que um aumento da expressdao de CCNDI na LAR pode ser considerado um fator
de piora do prognéstico destas lesoes.

Palavras-chave: Leucoplasia bucal, Carcinoma de células escamosas bucal,
Transformacdo maligna, Displasia epitelial, WNT/B-catenina.



Abstract

Oral leukoplakia (LB) is the main precancerous lesions of the oral cavity. The
diagnosis must be confirmed by histological findings, to exclude any alteration of the
oral mucosa and verify signs of malignancy, as well as gradations of epithelial
dysplasia. The WNT/B-catenin pathway comprise the regulation of a wide variety of
physiological processes in different species, with a decisive role in embryonic
development, cell proliferation and differentiation. Alterations in components of this
pathway have also been reported in neoplasms of the oral cavity and precancerous
disorders of oral mucosa. The objective of this study was to identify the pattern of gene
transcription (functional expression) belonging to the signaling pathway WNT/B-catenin
and their relationship with their gene products in a tissue sample of LB and its
relationship with clinicopathological factors considered markers of malignant
transformation. For this purpose, a sample of LB was selected in patients treated at the
oral diagnosis department (FOUFU) from 1994 to 2014. The evaluation of gene and
protein expression were performed by qPCR and immunohistochemistry method
respectively. Most patients belonged to males (53.8%) and had a median age of 56
years, ranging from 34-93 years. Most of the patients were smokers and the place most
affected was the cheek. Approximately 75% of patients had LBR and in six cases was
evidenced malignant transformation of the lesion. Initial lesion size was a factor
associated with an increased risk of malignant transformation. Overall, the relative
expression of all genes was higher in the control group than in the group LB. It was
found higher protein expression of WNT 1, B-catenin, c-Myc, CiclinD1 in normal
mucosa than in group LB. For GSK3p, APC and E-cadherin was higher expression in
the LB group than in the control group. The smoking cessation offers better prognosis
for the patient, reflecting a clinical and histologic improvement of LB. In conclusion,
the present study showed that a reduction in the expression of CCNTBI, CDHI and
APC may be a critical event in the progression and malignant transformation of LB and
increased CCND1 expression in LAR can be considered a prognosis worsening factor of
this disease.

Keywords: Oral leukoplakia, Squamous cell carcinoma, Malignant transformation,
Epithelial dysplasia, WNT/B-catenin pathway.



INTRODUCAO




1-INTRODUCAO
1.1 Leucoplasia Oral

O carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) esta entre os dez canceres
humanos mais comuns, representando 90% de todos os canceres nessa regido (INCA,
2016). Embora ainda indefinida, sua etiologia tem sido mais frequentemente atribuida
ao tabagismo, alcoolismo e ao HPV (Warnakulasuriya et al., 2007). Parte de sua histéria
natural estd vinculada a presenca de lesdes cancerizaveis, em especial as leucoplasias

como exemplificado na Figura 1 (Lapthanasupkul et al., 2007).
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Figura 1 — Imagens clinicas de paciente diagnosticado com leucoplasia em mucosa de bochecha
retrocomissural esquerda. O acompanhamento de oito anos revelou transformacéo maligna para
carcinoma de células escamosas . Fonte: Fotos de acervo pessoal do CD Mestre Luiz Fernando

Barbosa de Paulo.

Leucoplasia bucal (LB) tem sido considerada pela Organizacio Mundial de
Saide (OMS), em documento especifico (Barnes et al., 2005), como parte do grupo de
lesdes epiteliais precursoras do cancer bucal (e de outras mucosas), sem merecer, na sua
obra de referéncia, uma definicdo objetiva, como identificada nas séries anteriores a
2005 (WHO, 1978; Axell et al., 1984; Axell et al., 1994). Contudo, de acordo com um
grupo de trabalho colaborador da OMS, coordenado pelo Prof. Warnakulasuriya, o
termo leucoplasia tem sido utilizado para reconhecer lesdes de mucosa expressas
clinicamente com placas brancas, que possuem risco questiondvel de transformacdo
maligna, excluidas aquelas outras doencas que ndo apresentam nenhum risco de
malignizacdo, ndo possuindo um quadro histopatoldgico diagnéstico. Portanto,

Warnakulasuriya et al. (2007) definiram a LB como sendo uma placa branca de risco
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questiondvel, tendo excluido outras doencas ou disturbios conhecidos que ndo carregam
risco aumentado para cancer. Acrescentam os autores que um diagndstico provisorio de
leucoplasia é feito quando uma lesdo predominantemente branca identificada
clinicamente, ndo pode ser claramente diagnosticada como nenhuma outra doenga ou
desordem da mucosa bucal. Desta forma, a realizacdo de biopsia é mandatdria para
avaliacdo dos aspectos histologicos que descartem outras possibilidades diagndsticas
(Warnakulasuriya et al., 2007; Dionne et al., 2014). Completa os autores, que o
diagnéstico definitivo € feito quando qualquer fator etioldgico, exceto tabaco e nds de
areca, seja excluido, e os achados histopatolégicos tenham descartado outro tipo de
doenca (Warnakulasuriya et al., 2007; Van der Waal., 2009). Embora ndo estejam
relacionadas a achados histopatolégicos especificos, algumas LB mostram graus
variados de displasia epitelial ou mesmo carcinoma in situ (Warnakulasuriya et al.,

2007; Lapthanasupkul et al., 2007).

Clinicamente, as leucoplasia podem ser classificadas em homogéneas e nado
homogéneas (Figura 2). A primeira forma surge como uma placa levemente elevada,
fina, de coloragdo branco-acinzentada, uniforme, podendo apresentar bordas bem
definidas ou que se fundem gradualmente a mucosa normal adjacente. J4 as lesdes nao
homogéneas podem ser nodulares, verrucosas ou ainda com a presenca de Aareas
eritroplasicas permeando as é&reas brancacentas (Warnakulasuriya et al., 2007;
Lapthanasupkul et al., 2007). O diagndstico clinico das LB pode ainda ser auxiliado por
ferramentas e procedimentos auxiliares que destacam caracteristicas proprias das lesoes,
tais como autofluorescéncia, quimiluminescéncia ou mesmo a pigmentacao por corantes

vitais, tais como azul de toluidina e lugol (Dionne et al., 2014).
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Figura 2 — Imagens de leucoplasias bucais. Em (A), nota-se lesio homogénea em
assoalho bucal, com discreto pregueamento superficial, que ndo se traduz como verrucosidades
ou fissuras. Em B pode-se notar outra lesdo ndo homogénea em regido lateral de ventre lingual e
soalho bucal de bordos irregulares e areas verrucosas. Fonte: Unidade de Diagnodstico

Estomatolégico (UDE) da Universidade Federal de Uberlandia.

A etiologia da LB tem sido considerada dentro do campo etiolégico dos CCEB:
alcool e tabaco, em especial o tabaco fumado, constituem-se os fatores mais
frequentemente citados nesta relagdo, chegando a ser descrito em 80% de todos os
casos. Todavia, casos associados ao uso do tabaco ndo fumado (tabaco mascado, por
exemplo) tém sido também considerados. E mais, casos tém sido descritos que tanto
CCEB quanto de LB podem desenvolver em pacientes sem aparente exposi¢ao a fatores
causais conhecidos. Isto tem sido relatado especialmente em pacientes abaixo dos 40
anos de idade, para os quais a exposicio ao HPV tem sido um fator relevante
(Rodrigues et al., 2000; Ariyawardana et al., 2007; Van der Waal et al., 2010; Dionne et
al., 2014). Outro aspecto importante na dindmica da patogenia destas lesdes é que a
exposicdo ao tabaco tem sido associada ao aparecimento de displasia nestas lesdes
(Jaber, 2010). Nao obstante, revisdes criticas realizadas sobre a pertinéncia desta relacdo
tem mostrado que nao ha seguranca estatistica em assumir definitivamente esta classica

presunc¢ao (Arduino et al., 2013).

A transformacdo maligna das LB para CCEB tem sido um fato bem

documentado ha anos. Alguns estudos ainda afirmam que 0,13% a 36,4% de todas
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leucoplasias orais sofrem transforma¢do maligna apds um periodo de 1 a 11 anos (Lee
et al., 2006). Em um estudo, Petti e Scully (2003) estimaram uma taxa de transformacgao
maligna para a populacdo em geral da ordem 5,56%. Diferencas em relacdo a amostra
estudada, diferencas sécio-econdmico-culturais entre as diversas populagdes estudadas,
a localizacdo das lesdes, os desenhos de estudo utilizados e o tempo de
acompanhamento dos pacientes sdo alguns dos fatores justificadores das variagdes dos

indices de transformacgdo encontrados (Arduino et al., 2013).

Tém sido relatados na literatura alguns fatores assumidos como classicamente
relacionados a transformacdo maligna para as LB: sexo feminino, lesdes de longa
duracdo, incidéncia em pacientes ndo fumantes (auséncia relativa de causa), lesdes
localizadas em lingua e soalho bucal, dimensdo acima de 200 mm?, leucoplasias ndo
homogéneas e a presencga de displasia em diversos graus (Banoczy & Siba, 1976; Lee et
al., 2000; Holmstrup et al., 2006; van der Waal, 2009; Arduino et al., 2013; Dionne et
al., 2014; Warnakulasuriya & Ariyawardana, 2016).

Mais recentemente, as pesquisas t€ém sido direcionadas ao estudo das
modificagdes que sdo implicadas na progressdo das LB para CCEB e que, portanto,
possam ter importancia prognostica para elas. Eventos genéticos e epigenéticos,
vinculados as alteracdes morfoldgicas (atipias e displasias epiteliais) e da proliferacdo
celular tem sido alvo de investigacdes com esta finalidade (Chattopadhyay et al., 2002;
Ray et al., 2003; Fan et al., 2006; Chattopadhyay e Ray, 2008; Kuribayashi et al., 2009;
Scully e Bagan, 2009). Encontrar marcadores que possam discernir entre casos que
progredirdo para cancer, poderdo favorecer sobremaneira o progndstico do paciente

(Nasser et al., 2011; Lingen et al., 2011).

Alguns estudos avaliando a expressdo suprabasal de p53, angiogénese, presenca
de tipos de HPV de alto risco, como o HPV 16, padrdes de expressdo imunoistoquimica
de ciclina DI, B-catenina, p27 e p63 ja foram realizados em lesdes displasicas da
cavidade oral. (Van der Wall, 2009; Lingen et al., 2011). Contudo, ainda nao ha um
biomarcador ou uma gama de biomarcadores que possam ser utilizados para se
estabelecer progndstico mais preciso de lesdes displasicas da mucosa bucal, levando a

necessidade de novas pesquisas (Smith et al., 2009; Van der Waal, 2009).
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Mais ainda, algumas evidéncias de maior frequéncia de transformag¢do maligna
em determinadas localiza¢Ges, poderiam estar relacionadas a ocorréncia de aneuploidias
e perdas de heterozigosidade (Zhang et al., 2001a; Zhang et al., 2001b; Islam et al.,
2010; Castagnola et al., 2011; Zhang et al., 2012). Todavia, tem sido aconselhado ndo
considerar o status da ploidia de DNA como um unico fator de predicdo para a

transformacdo maligna das LB (Bremmer et al., 2011).

Parece mais consensual, muito embora sem isencao de criticas, o papel que tem
assumido a identificacdo e avaliacdo da displasia epitelial como fator preditor de
transformacdo maligna e prognéstico (Dionne et al., 2014; Warnakulasuriya &
Aiyawanandra, 2016). Alguns autores chegam a considerar a intensidade da displasia
como um fator preditor “padrdo ouro” (do inglés, gold standard predictor)
(Warnakulasuriya et al., 2008; Mehenna et al., 2010; Warnakulasuriya et al., 2011,
Dionne et al., 2014). A percepcdo de uma gradual progressdo das alteragcdes
morfologicas em células individuais da camada basal em direcdo a superficie, e de
arquitetura na configuracdo do tecido epitelial, tem embasado a formulacdo de
gradacoes das displasias, com objetivo de identificar ai, alguma relevancia na predicao

da transformag¢do maligna (Mithani et al., 2007; Arduino et al., 2013).

Revisando a transformacdo maligna em LB, Warnakulasuriya & Ariyawardana
(2016), realizaram uma revisdo sisteméitica com o objetivo de identificar os niveis de
transformacdo maligna destas lesdes, bem como os fatores que seriam
significativamente implicados com estes fendmenos. Os autores encontraram uma taxa
estimada de transformacdo maligna para a populacdo estudada foi de 3,5%, em um
espectro variando de 0,13% a 34,0%. A média de transformac¢ao maligna foi de 14,9%.
Além disto, também evidenciou que a taxa anual média de transformacado maligna foi de
3,8%, variando de 0,3% a 6,9%. Baseado nas observacdes recolhidas, os seguintes
fatores foram determinantes neste processo: idade avancada, sexo feminino, LB maiores
que 200mm’, typo homogéneo de LB, tipo eritroleucoplasia, e mais altos graus de
displasia epitelial. Neste estudo, os autores realgaram alguns trabalhos relevantes nesta
linha, relacionados a presenca de displasias nas lesdes biopsiadas e seu significado na
transformacdo maligna, descritos sumariamente a seguir. Em estudo conduzido na
Dinamarca, Shhepman et al. (1998) seguiram 166 pacientes diagnosticados em um

intervalo de 21 anos, com um periodo de seguimento de aproximadamente dois anos.
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Os autores observaram 20 pacientes (12,0%) desenvolveram carcinoma de células
escamosas. A andlise estatistica univariada mostrou que mostrou risco aumentado de
transformacdo maligna em mulheres ndo fumantes, com LB ndo homogéneas e com alto
grau de displasia epitelial. Holmstrup et al. (2006) ndo observaram nenhuma relacdo
entre transformacdo maligna e presenca de displasia, independentemente do seu grau. Ja
Arduino et al. (2009), seguindo 207 casos de LB em pacientes italiano, por um periodo
médio de 54 meses, concluiram que o risco de transformacdo maligna ndo parece ser
previsivel. Em sua amostra, todos os casos apresentavam algum grau de transformacao
maligna. Também Liu et al. (2012) observaram transformacdo em amostra de LB em
Shangai em 17,8% dos pacientes. Entre os fatores associados ao alto risco de
transformacdo maligna, os autores nomearam idade mais avancada, localizacio latero-
ventral lingual, o tipo ndo homogéneo, e a presenca de alto grau de displasia. Ho et al.
(2012) observaram taxas de transformac¢ao maligna de 3% e 15% em uma amostra de 65
casos de LB apresentando algum grau de displasia. Nesta amostra, os autores
observaram que a pior evolugdo foi observada para os casos com os mais altos graus de

displasia.

Em funcdo da subjetividade na identificacdo da displasia, em especial na sua
gradacdo, qualidade da amostra estudada, representatividade do fragmento biopsiado em
relacdo a toda a lesdo, a busca pelo melhor caminho ainda tem sido uma constante na
literatura (Barnes et al., 2005; Kujan et al., 2006). Vérias tentativas de se definir o
melhor critério para identificacdo e gradacdo da displasia epitelial em leucoplasia t€ém
sido exploradas em trabalhos avulsos e por iniciativa da OMS (WHO, 1978; Pindborg et
al.,, 1997; Warnakulasuriya et al., 2001; Kujan et al., 2006; Warnakulasuriya et al.,
2007; Warnakulasuriya & Ariyawardana, 2016). Em 2005, a OMS (Barnes et al., 2005)
delimitou critérios histopatologicos para melhor caracterizar a displasia em leucoplasias,
considerando alteragdes histoldgicas importantes, que poderiam contribuir para um
diagnostico mais preciso. Essas alteragdes foram divididas em dois grupos: o primeiro,
comportando os aspectos arquiteturais do epitélio (alteracdo na estratificacdo do
epitélio, perda da polaridade de células basais, cones epiteliais “em forma de gota”,
aumento do nimero de figuras mitéticas, disqueratose, pérolas de queratinas nos cones
epiteliais); e um segundo grupo que agrega as alteragOes citoldgicas do epitélio
(anisocariose, anisonucleose, pleomorfismo nuclear, anisocitose, pleomorfismo celular,

aumento da dimensdo nuclear, figuras mitdticas atipicas, aumento do nimero e da
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dimensdo dos nucléolos, hipercromatismo). O documento da OMS enfatiza que a
displasia deve ter seu diagndstico definido pela presencga de caracteristicas histolégicas
e citoldgicas especificas, podendo ser graduada em leve, moderada e intensa. Em geral,
a displasia leve € caracterizada por uma alteragdo arquitetural limitada no terco inferior
do revestimento epitelial, acompanhada por uma atipia citologica minima. A displasia
moderada estende-se para o terco médio do epitélio, apresentando um grau maior de
atipia citologica. A displasia severa acomete dois tercos do epitélio, mostrando uma
considerdvel alteracdo arquitetural associada a uma grande atipia citologica. As
alteracoes utilizadas para essa gradacdo estdo compiladas na Tabela 1 e ilustradas na

figura 3.

Tabela 1: Critérios morfocitoldgicos para gradagdo de displasia epitelial (OMS)

Alteracoes de Arquitetura Alteracoes Citologicas

Perda de Polaridade da camada basal Alteracdo do tamanho nuclear e celular
Projecdes epiteliais em forma de gota Pleomorfismo nuclear e celular

Aumento do nimero de mitoses Aumento da proporcao nucleo / citoplasma
Mitoses superficiais anormais Nucleos aumentados de tamanho
Ceratinizacdo celular prematura Figuras de mitose atipicas

Nucléolos numerosos e aumentados

Hipercromatismo

Adaptacdo da Tabela 3.6 encontrada em Barnes et al. (2005), intitulada: “Critérios
usados para o diagnostico de displasia”.
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Figura 3 — Cortes histolégicos corados em H&E. Em A, nota-se epitélio apresentando
hiperceratose e hiperplasia de camada basal. Em B, evidencia-se Leucoplasia apresentando
displasia epitelial leve. Em C, observa-se outro caso de Leucoplasia apresentando displasia
epitelial moderada. Em D pode-se notar a presenca de intenso desarranjo arquitetural e
citolégico em uma lesdo apresentando displasia epitelial severa. Hematoxilina e Eosina

(aumento original: 40X).

Apesar dos critérios para diagnostico preconizados pela OMS serem amplamente
reconhecidos e aceitos, hd uma grande variabilidade na interpretacdo inter e intra
examinadores quanto a presenca ou auséncia de displasia epitelial, bem como com sua
gradacdo histologica e critérios arquiteturais e citologicos utilizados (Kujan et al.,
2007). Warnakulasuriya et al. (2008) acreditam que essa variabilidade € atribuida,
principalmente, a subjetividade inerente aos critérios utilizados na gradagdo da lesdo,
além de variabilidade nos critérios de amostragem das biopsias, a utilizacdo de
procedimentos auxiliares para melhorar a precisdo na identificacdo de lesdes

displasicas, por exemplo (Barnes te al., 2005; Kujan et al., 2006).
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Em vista disso, Kujan et al. (2006, 2007) propuseram e avaliaram um sistema
binario de gradacdo baseado nos mesmos critérios citoldgicos e arquiteturais epiteliais
estabelecidos pela OMS (Barnes et al., 2005). Nesta proposta, os autores procuram
agrupar as alteragcdes em displasia epitelial de baixo risco de transformacgao, designadas
neste trabalho como lesdes de baixo risco (LBR), e displasia epitelial de alto risco de
transformacdo maligna, designadas aqui como lesdo de alto risco (LAR). O objetivo,
segundo os autores, era exatamente reduzir as categorias de gradagdo, para polarizar a
interpretacdo, diminuindo a influéncia da subjetividade na categorizacdo intermediaria
da displasia. Baseados na histéria de transformacdo maligna de uma série de casos de
leucoplasias, e da expressdo das alteragdes citologicas e arquiteturais epiteliais nestas
lesOes, os autores assim agruparam estas alteracdes afim de definir as categorias de risco
J4 mencionadas: LAR: observacdo de, no minimo, quatro alteracdes arquiteturais e
cinco alteragdes citoldgicas; LBR: associada a observacdo de menos que quatro
alteracOes arquiteturais ou menos de cinco alteragdes citoldgicas. De acordo com os
autores, esta proposta mostrou um alto nivel de concordancia de acerto de gradacdo
pelos patologistas bucais participantes da avaliacdo. Com esta proposta, foi possivel
identificar que aproximadamente 11,0% das lesdes de baixo risco sofreram
transformacdo maligna, enquanto que 28 lesdes das 35 consideradas de alto risco
(80,0%) transformaram-se em CCEB. Ou seja, pelo sistema bindrio, os autores puderam
identificar uma maior associacao entre transformacao maligna e LAR. Os autores ainda
identificaram valores de 0,85 de sensibilidade, 0,80 de especificidade, 82,0% de
acuricia, e valores preditivos negativos e positivos da ordem de 85,0% e 80,0%,

respectivamente.

Todavia, ainda assim, as evidéncias relativas a estas presuncdes sao escassas
(Arduino et al., 2013). E nesse contexto que a leucoplasia bucal pode ser considerada
como um importante problema de satde publica no Brasil e no mundo, e esfor¢cos t€ém
sido direcionados a descoberta dos mecanismos associados ao seu diagnoéstico, a sua
evolucdo (progressdao) e a transformagdo maligna (Arduino et al., 2013;

Warnakulasuriya & Ariyawardana, 2016).

N

As leucoplasias normalmente ndo estdo associadas a morbidade e mortalidade
relevantes por si mesmas. Sendo a maioria assintomatica, o principal objetivo do

tratamento serd sempre prevenir a transformacdo maligna. Como consequéncia da
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incerteza na previsdo de malignizacdo, muitos individuos recebem tratamentos sobre
lesdes que, pelos diferentes fatores sugeridos como indicadores da progressdo da lesdo,
nunca progrediriam para CCEB (Lodi et al., 2006; Lodi et al., 2008; Van der Waal,
2009).

As opcdes de tratamento disponiveis permanecem limitadas, em grande parte
desconhecidas e predominantemente consistem de excisdo cirdrgica da lesdo (Van der
Waal, 2009; Montebugnoli et al., 2012). A excisdo cirtirgica tradicional por bisturi pode
ser em alguns casos a melhor op¢do. No entanto, em pacientes com lesdes extensas a
cirurgia pode ser dificil, dolorosa, provocar danos estéticos e funcionais graves, requerer
anestesia geral e inclui complicacdes como a formacgao de cicatrizes. Para tais situacdes,
estdo disponiveis diferentes modalidades de tratamento como a criocirurgia e cirurgia a
laser (e.g. evaporacdo) (Lodi et al., 2006; Lodi et al., 2008; Van der Waal, 2009;
Montebugnoli et al., 2012).

Nao se conhecem beneficios entre qualquer um dos tratamentos clinicos
(vitamina A, retindides, beta caroteno ou carotendides, bleomicina, cha e cetorolaco)
quando comparados a placebo. O tratamento com beta caroteno, licopeno e vitamina A
ou retinodides, tem sido associado a indices significativos de resolucdo clinica, quando
comparados com placebo ou inexisténcia de tratamento (Lodi et al., 2006; Lodi et al.,

2008; Van der Waal, 2009).

Embora ndo haja evidéncias cientificas de que o tratamento, de qualquer
modalidade, realmente previna ou impeca o possivel desenvolvimento futuro de um
CCEB, indica-se tratar ativamente as leucoplasias independente da presenca ou auséncia
de displasia epitelial (Warnakulasuriya et al., 2007; Van der Wall, 2009;
Warnakulasuriya et al., 2016). Também ndo ha dados cientificos disponiveis sobre o
possivel valor do acompanhamento e o intervalo apds o tratamento, mas sugere-se que
nos casos sem displasia epitelial seja feito acompanhamento em intervalos de seis meses
por toda a vida e nos casos com displasia epitelial, além do tratamento, deve ser feito
acompanhamento em intervalos de trés meses por toda a vida. As limitacdes atuais na
habilidade de predizer quais lesdes evoluirdo para uma transformac¢do maligna resultam
em muitos pacientes tratados de maneira inadequada (Napier et al., 2003;

Warnakulasuriya et al., 2007; Van der Wall, 2009; Warnakulasuriya et al., 2016 ).
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1.2 A via de sinalizacio WNT

A via de sinalizacdo WNT compde a regulacdo de uma grande variedade de
processos fisioldgicos em diferentes espécies, com um papel decisivo no
desenvolvimento embrionario (Klaus & Birchmeier, 2008). As WNTSs constituem uma
familia de glicoproteinas secretadas, ricas em aminodcido cisteina, com
aproximadamente 350-400 aminoidcidos. Nos seres humanos, existem 19 membros
conhecidos dessa familia, os quais desempenham papéis essenciais na diferenciacio,

proliferacdo e sobrevivéncia celular (Giles et al., 2003; MacDonald et al., 2009).

A transducio de sinal se inicia com a ligacdo das glicoproteinas WNTs a dois
membros distintos de receptores de superficie celular: o receptor da familia Frizzled
(FZ) e receptores da familia de proteinas relacionadas a receptor LDL, conhecidos como
LRP, os quais atuam como co-receptores essenciais para a interacdo entre WNT e FZ.
Até o presente momento, 10 receptores FZ e dois membros da familia LRP, os
receptores LRP-5 e 6, foram identificados em seres humanos. Os receptores FZ tem um
dominio amino terminal rico no aminodcido cisteina, local em que ocorre a ligacao das
WNTs, sete dominios transmembranares e uma por¢do carboxi-terminal voltada para a

face citoplasmética da membrana celular (Lusting & Behrens, 2003).

As glicoproteinas WNTSs ligam aos receptores de superficie celular e estimulam
trés vias de sinalizacdo WNTs distintas: a via canOnica, a via de polaridade planar da
célula e a via WNT/célcio (Lusting & Behrens, 2003). A via candnica, também
conhecida como via classica, ativa genes-alvo através da estabilizacdo de B-catenina no
citoplasma e sua translocacao até o nicleo (Dihlmann & Doeberitz, 2005). Na auséncia
de sinalizacdo WNT, o pool citosdlico de B-catenina € continuamente degradado, como
resultado da sua fosforilagao pela proteina GSK3 e subsequente degradagdo através da

via ubiquitina-proteosomo (Dakeng et al., 2012).

Além da GSK3p, outras proteinas fazem parte do complexo citoplasmético de
destruicdo da - catenina, como a axina, a caseina quinase -1(CKI) e a proteina APC
(do inglés: adenomatous poliposis coli) (Dakeng, et al., 2012). Axina e APC formam
uma estrutura (scaffold) que permite a GSK3[ fosforilar especificamente - catenina,

bem como as prdprias proteinas APC e axina, sendo que a fosforilacdo delas ¢é
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importante para a manutencao da estabilidade do complexo de destruicdao (Giles et al.,

2003).

Sobre a fosforilagdo de B-catenina, estudos t€m mostrado que ela ocorre nos
residuos de aminoacidos Ser 33, 37, 45 e Thr 41 em duas etapas, como segue: o residuo
Ser 45 é primeiramente fosforilado pela CKI, a qual € seguida pela fosforilacdo dos
outros residuos de aminoacidos pela GSK3 (Amit et al., 2002). Apés a finalizagdo
dessa etapa, a B-catenina € entdo reconhecida pela ubiquitinaligase- - TrCP, induzindo
a sua ubiquitinacdo, uma etapa inicial do processo de degradacio de proteinas

intracelulares pelo sistema ubiquitina-proteosomo (Giles et al., 2003).

Quando a via de sinalizagdo WNT € ativada, o complexo de destruicio APC-
Axina-GSK3p ¢ inativado, permitindo que a -catenina seja translocada do citoplasma
para o nucleo, mediado pela Gal-3, onde se liga aos fatores de transcricdo TCF/LEF
para promover a ativacdo da transcricdo de genes alvos tais como MYC, CCNDI e
MMP7 (Shimura et al., 2004; Dakeng et al., 2012). Para que isso ocorra, a proteina
WNT deve se ligar ao receptor FZ na célula-alvo e promover o recrutamento da proteina
Dishevelled (Dsh) proximo a membrana plasmatica, onde interage com o receptor FZ,
etapa essencial para inibir o complexo de destruicdo. Em relacdo aos receptores LRP, na
presenca de WNTs ativadoras, LRP 5 e 6 sdo fosforilados por GSK3f e CKI, o que
também promove o recrutamento de proteinas Dsh bem como a translocacido da axina
para a membrana plasmética e a inativacdo complexo de destruicdo (Klaus &
Birchmeier, 2008). As vias ndo canodnicas sao menos estudadas e os seus papéis durante

a tumorigénese permanecem ainda desconhecido (Lusting & Behrens 2003).

Sinais inibitorios da via WNT sdo modulados extracelularmente por proteinas
secretadas, tais como as proteinas relacionadas com o Frizzled (FrzB), fator inibitorio de
WNT-1 (WIF-1) e Cerberus Xenopus. Esses fatores se ligam a WNT e antagonizam a
sua funcdo. Outro antagonista desta via € o Dkk (Dickkopf) que se liga ao co-receptor

LRP e bloqueia sua disponibilidade (Lusting & Behrens, 2003).

A via de sinalizagdo Wnt regula varios processos fisioldgicos que, quando
desregulados, sdo importantes na promog¢do tumoral, como proliferacio celular,
angiogénese, senescéncia, morte celular e metistases (Qiang et al., 2005; Ye et al.,

2007; Ramachandran et al., 2011; Anastas & Moon, 2013). Além disso, a alta
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frequéncia de mutagcdes em componentes dessa via em diferentes tipos de neoplasias
ressalta a sua importancia durante o processo da carcinogénese (Anastas & Moon,
2013). De fato, o papel da via Wnt no desenvolvimento de tumores foi descrito pela
primeira vez hé trinta anos através da indugdo da expressdo, por inser¢ao pro-viral, de
um gene até entdo desconhecido chamado int-1, promovendo a inducdo espontanea de
hiperplasias e tumores mamarios em ratas (Nusse & Varmus, 1982). A partir de entdo
outros estudos evidenciaram a participacdo de diferentes componentes dessa via de

sinalizagcdo no desenvolvimento tumoral (Anastas & Moon, 2013).

Dentre as mutacdes mais estudadas, t€ém-se aquelas que afetam a proteina APC,
as quais foram inicialmente estudadas em pacientes portadores de polipose adenomatosa
familiar, uma doenga caracterizada pelo desenvolvimento de numerosos pdlipos
adenomatosos e um grande risco do surgimento de tumor colorretal (Anastas & Moon,
2013). Além do carcinoma colorretal, mutacdes em APC foram identificadas também
em outras neoplasias, como adenomas gastricos, hepatoblastomas e carcinoma de

prostata (Oda et al., 1996; Lee et al., 2002; Miyaki et al., 1999; Gerstein et al., 2002).

Além disso, mutacdes no gene de B-catenina (CTNNBI1) foram identificadas em vérios
tipos de neoplasias humanas, incluindo tumores gastrointestinais, carcinoma
endometrial, carcinoma hepatocelular, melanomas e tumores pancreaticos (Miyaki et
al., 1999; Saegusa et al., 2001; Takayasu et al., 2001; Abraham, et al., 2002; Clements
et al., 2002; Breuhahn et al., 2006). Somado a essas alteracdes genéticas, nos ultimos
anos outros mecanismos de ativacdo da via can6nica Wnt foram descobertos, tais como
alteracdes epigenéticas que levam ao silenciamento de genes que codificam as proteinas
inibidoras WIF-1 e DKK e a superexpressdao de proteinas Wnts e dos receptores FZ
(Aquilera et al., 2006; Chan et al., 2007; Sato et al., 2007; Klaus & Birghmeier, 2008;
Veeck et al., 2009).

1.3 A via WNT em Leucoplasia.

Alteracdes em componentes da via Wnt também ja foram descritos nas
neoplasias da cavidade oral e desordens (ou alteragdes) cancerizaveis da mucosa oral,
tanto para lesdes cancerizaveis, isoladamente, quanto na dindmica da transformacgdo
maligna a partir das lesdes displasicas. Embora haja evidéncias que indiquem alteracdes

da via Wnt/B-catenina na carcinogénese bucal, alguma controvérsia ainda persiste
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quanto a sua interpretacdo e significado (Liu et al., 2000; Lo Muzio, 2003;
AbdulMajeed et al., 2013; Varelas et al., 2014; Sridevi et al., 2015).

A expressdo imuno-histoquimica de E-caderina e cateninas (o, B e y) foi
observada em displasias em padrio semelhante ao epitélio normal. Todavia, uma
importante queda nesta expressdo foi observada em casos de displasia mais intensa,
carcinoma in situ em estreita vizinhanca com carcinomas invasivos. Estes achados, tem
sugerido a Williams et al. (1998) que a ruptura do complexo E-caderina/p-catenina

constitui-se em evento tardio no processo de carcinogénese bucal (Williams et al, 1998)

Nakahara et al. (2000), relataram auséncia de expressdo imuno-histoquimica de
ciclina D1 em mucosa normal, com discretissimo aumento para leucoplasias (2,0%) e
epitélio da borda de CCEB (5,0%). Estes resultados contrastam com um aumento para
35,9% dos casos de CCEB. Neste trabalho, os autores ndo conseguiram identificar
nenhuma correlacdo entre a expressdo de ciclina D1 e a atividade proliferativa nas
lesdes. Todavia, nenhuma interpretacao dos achados pode ser considerada para o papel

de ciclina D1 no processo de carcinogénese bucal.

Bankfalvi et al. (2002), também observaram semelhante distribuicio de [3-
catenina em epitélio proximo da édrea invasiva do CCEB e em epitélio normal,
envolvendo estrato intermedidrio profundo e queratindcitos basais; quanto a E-caderina,
sua expressdo foi localizada no estrato espinhoso, sendo negativa na superficie e em
camada basal. Contudo, os autores puderam constatar por expressao Imuno-
histoquimica, uma pan-expressividade no tecido epitelial displasico, envolvendo todas
as camadas teciduais nas lesdes tidas como carcinomas in situ. Em poucos casos,
salienta o autor, E-caderina e B-catenina tiveram sua expressdo reduzida. Uma reducao
de expressdo para E-caderina e B-catenina foi também observada nos casos de CCEB,
guardando uma estreita correlagdo entre a expressdo das duas proteinas. Dado
interessante foi que a expressao de E-caderina mostrou reduzida em casos recorrentes.
Os autores concluiram que ha uma perturbacdo de expressdo do complexo E-caderina/[3-
catenina na carcinogénese bucal e que estas alteracdes podem ter impacto no processo

de transformac¢do maligna das alteragdes cancerizaveis.

Sikdar et al (2003), destacam que a perda de heterozigosidade em genes

supressores de tumor, tais como o gene da polipose adenomatosa do colon (APC) e do
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gene mutado na oncogénese do cancer de célon (MCC, do inglés mutated colon cancer
gen), constitui-se num dos primeiros eventos da carcinogénese bucal. Com base neste
pressuposto, os autores analisaram se este evento estava também implicado na
carcinogénese bucal em indianos fumadores e mascadores de tabaco. Os autores
observaram uma expressdo minima de LOH no gene APC (3,0%), e auséncia de LOH
no gene MMC para os casos de leucoplasia. Auséncia de LOH em MMC nos pacientes
com CCEB foi acompanhado de um discreto aumento de LOH no gene APC do mesmo
grupo. Para os autores, estes resultados mostram que o comprometimento destes genes

pode ndo ser um evento precoce na carcinogénese bucal.

Em 2006, Kévesi & Szende (2006) publicaram um estudo no qual investigaram
a expressdo de ciclina D1, p27 e p63 em LB. Os autores notaram uma expressdo de
ciclina D1 diretamente proporcional ao grau da displasia observada nas LB, sendo
também mais forte nas eritroleucoplasias. E uma localizacdo basal e parabasal foi
bastante caracteristica de sua expressao. Baseado no fato de que o aumento da displasia
estd diretamente relacionado com a transformac¢do maligna epitelial (Warnakulasuriya
& McDonald, 1995; Liu et al, 2000, Dionne et al, 2015; Warnakulasuriya et al, 2016), e
que as ciclinas foram mais evidenciadas nos casos de alta gradacdo de displasia, os
autores formulam a hipétese de que ciclina D1 pode representar um poderoso marcador
de transformacdo maligna nas LB. Semelhante interpretacdo foi também abordada por

Turatti et al., 2005; Santos-Garcia et al, 20006).

Shiratsuchi et al. (2007) avaliaram possiveis mutacdes nos genes de - catenina
(CNNTB1) e APC, bem como a expressdo de ciclina D1 (CCNDI) e o actimulo
nuclear/citoplasmético de B-catenina em 44 casos de carcinoma mucoepiderméide de
cabeca e pescogo. Os autores observaram que em 15,4% dos casos foram encontrados
mutacdes em [-catenina e o seu acimulo citoplasmatico em 13,6%. Muta¢des em APC
foram observadas em apenas dois casos de CME de baixo grau. Com relacdo a
expressao de ciclina DI, 38,5% dos casos apresentaram amplificacio do gene
correspondente (CCNDI1) e 43,2% superexpressdo, o que foi significativamente

correlacionada com o acimulo de - catenina (Shiratsuchi et al., 2007).

A localizacdo celular de B-catenina (CNNTBI1) também parece ser um fator
importante no desenvolvimento de CCEB. Isso foi demonstrado por Ishida e

colaboradores (2007), que encontraram expressdao nuclear de -catenina em 92% dos
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casos de leucoplasias com displasia e em 29% das leucoplasias sem displasia. Também
observaram que a expressdo nuclear de B-catenina aumentou de maneira significativa
com a severidade das displasias. Por fim, nesse mesmo estudo, os autores observaram
que a expressdo Wnt-3 e ciclina D1 (CCND1) era significativamente maior nos casos
com expressdo nuclear da B-catenina. Os autores concluiram que a ativacdo da via de
sinalizacdo Wnt/B-catenina é importante na progressdo das displasias nas leucoplasias

bucais (Ishida et al., 2007).

- e y-cateninas também foi avaliada por Lo Muzio et al. (2009) quanto a sua
expressao em lesdes displasicas envolvendo a mucosa bucal. Por meio de ensaios
imuno-histoquimicos, os autores puderam observar suas expressdes em amostras de
displasias bucais, controladas pela sua expressdao em amostras de mucosa bucal normal.
Os autores puderam observar que ambas as cateninas mostraram uma reducdo ou
mesmo auséncia de expressdo nas displasias, associadas inversamente a intensificagao
da gradacdo das mesmas. Também acompanhando a intensificacdo da displasia ocorreu
um deslocamento desta expressdo da membrana para o citoplasma em ambas as
proteinas estudadas. Os autores ndo conseguiram encontrar nenhuma diferenca de
expressdo para as cateninas quanto comparou suas expressdes para casos que
transformaram e nao transformaram em CCEB. Estes achados falaram aos autores de
que as alteracdes na expressdo das cateninas pode ser um evento consequente a

transformacdo maligna, e ndo relacionado a sua indugao.

Na mesma linha de avaliacdo, Fujii et al. (2011) também mostraram evidéncias
da participacdo da via Wnt/B-catenina no processo de carcinogénese bucal. Neste
estudo, os autores evidenciaram um padrdo crescente de [-catenina desde a mucosa
bucal normal, passando pela displasica até o carcinoma invasivo. Este padrio de
expressao foi estreitamente correlacionado com a expressao de Ki-67, mostrando um
aumento da atividade proliferativa nos estdgios investigados da carcinogénese.
Curiosamente, os autores encontraram um aumento na expressao de Dickkopf (Dkk)-3
nestas fases da carcinogénese. Dkk-3 constitui-se uma proteina classicamente
relacionada com a inibicdo da via Wnt/B-catenina. Esta expressdo de Dkk-3 tem sido
encontrada pelos autores no citoplasma das células displasicas e nos CCEB, em
especial. Segundo os autores, a mudanca da expressao de Dkk-3 para o citoplasma das

células epiteliais displasicas nas displasias € no CCEB sinaliza para o fato da proteina
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ndo estar funcionalmente ativa neste compartimento, ndo interferindo na regulacdo do

complexo E-caderina/f-catenina.

Em 2012, Chaw et al. avaliaram a expressao proteica de E-caderina, B-catenina,
APC e Vimentina, bem como a confirmagcdo da expressdo génica de E-caderina e
Vimentina por qPCR. Ficou evidenciado a diminui¢do da expressdo da E-caderina e um
aumento da expressdo de vimentina, o que pode ser correlacionado com um pior
prognéstico da doenca. A localizacdo celular de [-catenina deixou de ser
predominantemente membranar, para uma localizagdo citoplasmatica/nuclear,
acompanhado de aumento da gravidade da doenca. Com base na expressdao do grupo
controle, pode se notar que a expressao de APC foi reduzida para os casos de displasia
leve, mas aumentou para CCEB. A expressdao génica de E-caderina (CDHI) nas
displasias e CCEB foram inferiores a 1% dos valores encontrados nos tecidos tido como
normais, e a expressao de mRNA de vimentina foi 3,7 vezes maior para CCEB do que
para a mucosa normal. Em lesdes orais potencialmente malignas, a expressao
membranar reduzida e o ganho de expressdo citoplasmatica/nuclear de B-catenina, bem
como a expressao aberrante de APC podem ser marcadores de transformacao maligna

(Chaw et al., 2012).

Avaliando a expressio de marcadores de senescéncia e seu papel na
carcinogénese bucal, Bascones-Martinez et al. (2012) compararam entre outros
marcadores, a expressao de ciclina D1 entre amostras de mucosa normal, LB com e sem
displasia e CCEB. Os autores puderam notar que embora a expressdo de ciclina D1
aumentasse dos grupos de LB sem displasia para LB com displasia, as diferencas nao
foram estatisticamente significativas. Estes resultados, associados a presenca também de
Rb e maspin nestas lesdes, corrobora a ideia de que o envelhecimento funcionando
como supressor tumoral. Ou seja, o envelhecimento estaria relacionado como um fator
proé-carcinogenese. Estes achados reproduzem em linhas gerais, outros resultados
(Mishra & Das, 2009; Lo et al., 2011; Ramasubramanian et al., 2012). Estes resultados
sdo complementares aos achados de Yogesh et al (2011) que também evidenciaram uma
relacdo entre a redugcdo da expressdo de E-caderina a hiperplasia basilar, perda de

coesdo celular, mitoses, perda de polaridade celular e cones epiteliais “em gota”.

Em outro estudo indiano, Ramakrishna et al. (2013) confirmaram os achados de

que a expressao de ciclina D1 € identificada em camadas parabasais do epitélio normal e
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ndo conseguiram identificar diferencas significativas entre sua expressdo nos diferentes
graus de displasia incluidos no estudo. Os autores encontraram que o consumo de
tabaco fumado tem uma relagdo direta com o aumento da expressao de ciclina D1 no
epitélio bucal. Ainda, segundo os autores, estes achados reforcam a ideia de que a
ciclina D1 é um marcador da carcinogénese bucal, em especial pela sua correlacio com

o fendmeno de hiperplasia basal encontrada nestas lesdes.

Kaur et al. em 2013, avaliaram a expressdo génica e proteica de E-caderina
(CDH1) e B-catenina (CNNTB1) em amostras de CCEB, lesdes displasicas da mucosa
bucal e em tecidos normais. Perdas da expressdo de E-caderina e [3-catenina sdo os
primeiros eventos na tumorigénese oral; suas associacdes com comportamento
agressivo do tumor e recorréncia da doenca reforcam o seu potencial como marcadores
prognésticos. Correlacdo de perda da expressio de E-caderina e [-catenina com
acumulacdo citoplasmética da molécula de adesao de leucocitos ativados (ALCAM, do
inglés activated leukocyte cell adhesion molecule), tanto in vitro como em in vivo
sugere que estas mudangas no sistema de adesdo celular podem desempenhar papel

fundamental na tumorigénese oral.

Niveis reduzidos de expressdo para y-catenina, 3-catenina e E-caderina foram
relatados também por Kyrodimou et al. (2014), achados diretamente relacionados com a
desmogleinas-3 (Dsg-3). Este achado foi diretamente relacionado ao grau da displasia e
a presenca de CCEB, constituindo-se para os autores, uma evidéncia que da ao achado

um importante valor preditor da transforma¢do maligna de leucoplasias.

Em recente trabalho, Freitas Silva et al. (2014) confirmaram a importancia da
ruptura estrutural do complexo E-caderina/B-catenina na transformacao maligna, a partir
de sua reduzida expressdao em lesoOes displésicas intensas e auséncia em CCEB. Esta
alteracdo parece envolver ndo somente a via da p-Akt, quanto também do Twist. Isto
ficaria mais evidente na transformacao maligna, quanto estas proteinas estariam em uma
relacdo inversa de expressdo em relagdo a E-caderina. Os achados remetem a uma
provavel interagdo destas proteinas no processo de transformacido maligna, podendo,

inclusive, constituirem-se em potenciais marcadores desta transformacao.

von Zeidler et al. (2014) também exploraram a importancia da expressdo de E-

caderinas em leucoplasias como sendo sinal precursor de sua transformag¢ao maligna.
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Para tanto, estudaram sua expressdo em amostras de mucosa normal, LB e CCEB
metastiticos. De acordo com os autores, houve diferencas significativas na sua
expressdo entre os diferentes grupos estudados. Chamou a atencdo, que a expressiao
tornava-se reduzida naquelas lesdes de maior risco de transformac¢do maligna, ou seja,
com mais altos niveis de displasia. Segundo os autores, a queda na expressdo de E-
caderina sinaliza para fenomenos de perda de adesdo celular como evento precoce na
progressdo de lesdes cancerizdveis para CCEB. Importante que estas reducdes foram
encontradas principalmente nas camadas parabasais nos casos de LB de baixo risco e
envolveu todo o epitélio nas de alto risco. Na mesma linha, Freitas Silva et al. (2015)
também encontraram um padrao citoplasmatico de expressao de -catenina em amostras
de mucosa bucal e de displasias bucais. Estudando por meio de ensaio imuno-
histoquimico a expressdo proteica de [-catenina, os autores encontraram que esta
expressdao tornava-se também membranar a medida do aumento da gradacdo da
displasia epitelial, mas havia uma reducio inversamente proporcionalmente associada a
acentuacdo do grau da displasia. Os autores reforcam a ideia de que a mudanca de
compartimentalizagdo na expressao e o aumento de sua expressdo citoplasméitica nos

casos displésicos, pode ser um evento marcador do processo de carcinogénese bucal.

A perda de heterozigosidade (LOH), mutacdes e alteragdes epigenéticas de APC
foram relatadas em diferentes estudos em amostras de CCEB (Largey et al., 1994;
Sikdar et al., 2003). Em geral, os estudos mostram que as alteragdes no gene APC levam
a uma reducdo na expressdo da proteina APC e, por consequéncia, da sua atividade
supressora tumoral (Largey et al., 1994). Baseado nisso, Gao e colaboradores (2005),
avaliando 34 amostras de CE oral, encontraram LOH e hipermetilacdo do gene APC em
31 casos. Em apenas cinco casos foi observado LOH juntamente com hipermetilagdo de
APC. Esse estudo ainda analisou a expressdo de -catenina e verificou um aumento nos
tumores pouco ou moderadamente diferenciados, indicando que a LOH e o acumulo de

[-catenina parecem contribuir para a progressao maligna de CCEB (Gao et al., 2005).

28



PROPOSICAO

29



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar o padrdo de transcri¢do de genes (expressao funcional) pertencentes a
via de sinalizacdo Wnt/B-catenina e sua relacdo com os respectivos produtos génicos em
uma amostra tecidual de LB e sua relacdo com fatores clinicopatologicos considerados

marcadores de sua transformacao maligna.

2.2 Especificos

2.2.1 Descrever as caracteristicas sociodemograficas e clinicopatoldgicas da amostra
estudada de LB e os eventos de transforma¢do maligna detectados nos casos durante o

seu acompanhamento clinico;

2.2.2 Avaliar a expressdo génica de genes da via Wnt/B-Catenina, a saber, CNNTBI,
GSK3p, APC, CDHI, c-MYC e CCND1, em leucoplasias bucais;

2.2.3 Avaliar a expressdo das proteinas da via Wnt/B-Catenina, a saber, Wnt-1, E-

caderina, B-catenina, APC, c-Myc e Ciclina D1 em leucoplasias bucais;
2.2.4 Analisar a relacdo da expressdo génica e proteica da via Wnt/B-catenina no ambito

funcional da via e com os fatores clinicopatolégicos na amostra de LB que possam

indicar risco de transformacdo maligna.
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3 Materiais e Métodos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas da Universidade
Federal de Uberlandia (CAAE: 04461813.1.0000.5152), segundo o parecer de nimero
680.597 (ANEXO A). Todos os pacientes participantes do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B).

3.1 Casuistica

A amostra estudada foi composta de LB (CID:K13.2) diagnosticadas em
pacientes provenientes do atendimento realizado no ambulatério da Unidade de
Diagnéstico Estomatologico e de Cirurgia Bucomaxilofacial da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia (FOUFU), prospectivamente, e de
casos recuperados retrospectivamente, a partir dos registros dos arquivos do Laboratorio
de Patologia Bucomaxilofacial da mesma Instituicdo. No total, foram levantados 39
pacientes portadores de LB. Dois destes pacientes apresentaram duas lesdes que foram
incluidas no estudo, o que resultou em uma amostra referéncia de 41 lesdes. Outros sete
pacientes tiveram mais de uma biopsia realizada nas mesmas lesdes em tempos
diferentes: duas biopsias em cinco pacientes, e trés biopsias em outros dois. Para estes
pacientes, o intervalo de tempo entre as biopsias variou entre trés e 96 meses.

Trinta dos 39 pacientes incluidos no estudo, 30 tiveram material coletado
prospectivamente, no periodo entre 2012 e 2014. Para estes casos, parte do material foi
fixada em solu¢d@o de formol tamponado (pH ~7,2) a 10%, designada a partir de agora
como formalina, e incluidos em parafina; outra parte foi armazenada em freezer -86°C,
até o momento dos experimentos de expressdao génica funcional. Os demais casos foram
fixados em formalina e incluidos em parafina, e se mantiveram arquivados no
Laboratorio de Patologia Bucomaxilofacial da FOUFU. Para estes, o diagndstico de LB
foi realizado entre 1994 e 2011.

Todos os casos tiveram o seu diagndstico clinicopatoldgico baseado nos critérios
divulgados pela OMS (Barnes et al, 2005) e em estudos publicados por grupos de

trabalho designados pela OMS para discussdo e proposicdo de conceitos sobre lesdes
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potencialmente cancerizdveis (Warnakularusiya et al., 2007; Warnakulasuriya et al.,
2008; van der Waal, 2009).

Para todos os casos admitidos no estudo, os seguintes dados sociodemogrificos
e clinicopatoldgicos foram coletados: idade, sexo, localizacdo (considerada como o
epicentro da lesdo), tamanho, tipo de leucoplasia (homogénea ou ndo homogénea), e
sintomatologia associada, exposi¢do a fatores etiologicos classicamente reconhecidos
para as LB informados pelo paciente (exposi¢ao a dlcool e produtos do tabaco fumado),
histéria médica pessoal de cancer, e a data do diagndstico da lesdo maligna
(transformagdo maligna), a partir do diagndstico histopatolégico.

Todos os casos foram analisados histopatologicamente para a caracterizacido de
atipias celulares e alteracdes de arquitetura tecidual (Figura 2), designados como
parametros para a identificacdo e gradacio de displasias, de acordo com orientacdes da
OMS (Barnes et al, 2005). Por sua vez, a gradagdo da displasia foi realizada seguindo-se
os critérios de Kujan et al. (2006), como segue:

1. LB de alto riso de malignizacdo (LAR): observacdo de, no minimo, quatro

alteracdes arquiteturais e cinco alteracdes citologicas;

2. LB de baixo risco de maligniza¢ao (LBR): associada a observa¢do de menos

de quatro alteragdes arquiteturais ou menos de cinco alteragdes citoldgicas.

Todos os casos incluidos no estudo tiveram dados de acompanhamento minimo
de 12 meses.

Como critério de exclusdo, estabeleceu-se a auséncia dos dados
sociodemograficos e clinicopatoldgicos mencionados, auséncia de material suficiente
para a realizacao dos ensaios de expressao génica funcional ou de imuno-histoquimica,
e acompanhamento do paciente menor que 12 meses. Desta forma, incluimos casos que
apresentaram material para analise concomitante de expressao génica funcional, e casos
para os quais apenas materiais para analise imuno-histoquimica de proteinas via Wnt/B-
Catenina estavam disponiveis.

A rotina de coleta foi estabelecida com os seguintes passos:

1. Para os casos inseridos prospectivamente: apds a biopsia, os fragmentos

eram hemisseccionados com lamina de bisturi, em ambiente limpo e
esterilizado. Um dos fragmentos foi imediatamente introduzido em
nitrogénio liquido (-96°C), e depois de congelamento rapido, transferido para
o freezer -86°C, onde ficava armazenado até o momento dos ensaios de

expressao génica; o outro fragmento era introduzido em formalina, na qual
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ficava imerso no minimo 24 horas e ndo mais que 72 horas, quando entdo era
processado para inclus@o em parafina e obtenc¢do dos cortes histologicos para
a realizacdo da técnica de coloragdo Hematoxilina/eosina e ensaios imuno-
histoquimicos.

2. Para os casos ji previamente fixados em formalina e incluidos em parafina
armazenados nos arquivos do Laboratério Institucional de Patologia, os
blocos selecionados foram recortados para obtenc¢do dos cortes histologicos
para confec¢do de novas laminas para andlise a partir de coloracdes de
Hematoxilina/eosina, e para obtencdo dos cortes histoldgicos utilizados nos
ensaios imuno-histoquimicos.

Todos os cortes obtidos foram armazenados em ambiente seco e em temperatura

refrigerada durante o dia.

Um terceiro grupo de amostras foi estabelecido como grupo controle (n = 16) na
para a realizagdo dos ensaios imuno-histoquimicos, constituido por fragmentos de
tecidos epiteliais histologicamente normais, provenientes de margens adjacentes de
lesdes benignas (hiperplasia fibrosa) com caracteristicas morfoldgicas de normalidade, e
de fragmentos teciduais diagnosticados como ndo apresentando alteragdes patoldgicas
aparentes ou mesmo com diagnoéstico de tecido normal.

Um quarto grupo, também identificado como controle (n = 11), foi configurado
e utilizado para os experimentos de expressao génica funcional por qPCR (quantificagdo
de amplicons pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real). Este grupo foi
constituido por fragmentos de mucosa de bochecha e gengiva de pacientes saudaveis,
ndo tabagistas, resultantes de procedimentos terapéuticos diversos, e por fragmentos de
mucosa adjacentes a mucoceles tratadas por exérese no Ambulatorio de Diagnostico
Estomatoldgico e no Programa de Cuidados Especificos a Doencas Estomatoldgicas
(PROCEDE) da Faculdade de Odontologia da UFU.

Todos os componentes dos grupos controles eram ndo tabagistas, com idades

variando entre 20 a 40 anos.

3.2 Ensaio imuno-histoquimico

A técnica utilizada para identificacdo da expressdo das proteinas Wnt-1, B-
catenina, GSK3p, APC, E-caderina, c-Myc e Ciclina D1 foi a da estreptavidina-biotina-

peroxidase. Aspectos relativos as diluicdes consideradas para cada anticorpo, o0s
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controle positivos empregados, e as respectivas referéncias de catdlogo estdo detalhados

na Tabela 2.

Tabela 2 — Anticorpos utilizados nos ensaios imuno-histoquimicos, com os respectivos
clones, origem, cédigo do anticorpo, fabricante, diluicdes de uso e o0s respectivos

controles positivos empregados.

Anticorpo Clone Origem Cédigo Fonte Diluicao Controle +
Wnt-1A - Policlonal/Coelho ab15251 Abcam 1:100 Ca Mama
B-Catenina H-102 Policlonal/Coelho sc-7199 Santa Cruz 1:500 Ca Mama
GSK3-B 3D10 Monoclonal/Camundongo ab93926 Abcam 1:1500 Ca Mama

APC C-20 Policlonal/Coelho sc-896 Santa Cruz 1:400 Ca Colon
E-caderina SPM471  Monoclonal/Camundongo sc-56527  Santa Cruz 1:50 Célon Normal
c-Myc C-19 Policlonal/Coelho sc-788 Santa Cruz 1:500 Colon Normal
Ciclina D1 SP4 Monoclonal/Coelho ab16663 Abcam 1:50 Ca Basocelular

*Procedéncia dos anticorpos: Abcam, Cambridge, UK e Santa Cruz Biotechnology, Sta Barbara, CA, USA

Para o ensaio imuno-histoquimico, cortes teciduais de 3um de espessura,
provenientes de tecido fixado em formol e incluidos em parafina foram obtidos e
montados em laminas polarizadas StarFrost® (Knittel Glaser, Brunsvique, BS,
Alemanha). Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em concentragcdes
decrescentes de etanol (100% a 70%). Para a remocao do pigmento formolico, os cortes
foram imersos em solu¢do de hidréxido de amodnio 10% em etanol 95%, por 10 min., e,
em seguida, lavados por sete passagens em agua destilada. A recuperacdo antigénica foi
realizada de acordo com padronizacdes desenvolvidas no Laboratério, utilizando-se
solucdo tampdao EDTA, IM (pH 8.0) em Decloaking Chamber™ NxGen (Biocare
Medical, Concord, CA, USA) com ciclo de 110°C por 15 min.. Apés o resfriamento e
lavagem em cinco banhos de dgua destilada, os cortes foram submetidos primeiramente,
ao bloqueio da biotina endégena com solucdo de clara de ovo, na propor¢cdo de duas
claras de ovo para 200 mL de agua destilada. Essa solucdo € previamente
homogeneizada e filtrada e entdo incubada com as laminas a 37°C, por 20 min., seguida
de lavagens por 10 passagens em dgua destilada, para retirar todo o excesso da solugdo.
Na sequéncia, deu-se o bloqueio da avidina enddgena utilizando-se leite em pod
desnatado Molico® (Nestlé Brasil Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil), na propor¢do de 30g de
Molico® para 180 mL de agua destilada, a 37°C por 20 min., o que foi seguido de 10
banhos em agua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com

solucdo de H,O, em 4gua destilada, a 10%, em trés banhos de 10 min., cada. Apds esse

35



bloqueio, os cortes foram lavados em cinco banhos de dgua destilada e, em seguida, a
trés banhos de cinco min. cada, em solucdo tampdao TRIS-HCI 0,5M (pH 7.4). Depois
desses passos, os cortes foram submetidos a incubagdes com o kit Starr Trek™
Universal HRP Detection System (STUHRP700, Biocare Medical, Concord, CA, USA).
Todas as incubacdes foram realizadas em camara umida a 37°C: a primeira solu¢do
utilizada foi a solucdo de bloqueio Background Sniper (Biocare Medical, Concord, CA,
USA), por 15 min. para bloqueio de ligacdes inespecificas; a ap6s a retirada do excesso
de liquido sobre as laminas com auxilio de papel filtro, deu-se a incubagcdo com os
anticorpos primarios, por 2 horas. Os cortes foram entdo lavados em solucdo de TRIS-
HCI, em dois banhos de 2 min. cada, e incubados com a solucdo Trekkie Universal Link
(disponivel no kit Starr-Trek™™) contendo anticorpo secundério, a 37°C por 20 min.. Os
cortes foram novamente lavados em TRIS-HCI, em dois banhos de 2 min. cada, e
imersos com a solug¢do contendo o complexo tercidrio TrekAvidin-HRP (disponivel no
kit Starr-TrekTM), a 37°C por 10 min., seguido de lavagem em TRIS-HCI, em 2 banhos
de 2 min. cada novamente.

A revelacdo foi realizada com cromogeno 3-3'-diaminobenzidina
tetrahidroclorido (disponivel no kit Starr-Trek ™) por 3 min., apds esse passo 0s cortes
foram lavados em agua corrente e depois contracorados com Hematoxilina de Harris.
Os cortes foram desidratados em concentragdes crescentes de etanol (70% a 100%),
diafanizados em xilol e finalmente montados. Os controles positivos estdo especificados

na Tabela 2 e a omissdo dos anticorpos primérios foi utilizada como controle negativo.

3.2.1 Avaliagdo da imuno-histoquimica

Para este procedimento foi empregado o método de avaliacdo semiquantitativa
Quickscore (Detre et al, 1995). Esta avaliacdo leva em consideracdo dois parametros, a
saber: intensidade de marcacdo (I) e a propor¢do de células marcadas (P), as quais
foram consideradas na avaliagdo de cada lamina, para cada proteina avaliada. Para
tanto, foram avaliados 10 campos aleatdrios em cada lamina, com sequéncia
padronizada, ampliados a 400X (aumento original). Ao final, o indice Quickscore (Q)
foi obtido por cada expressdo avaliada por lamina a partir da formula Q = P x . A
distribuicdo dos valores relativos a intensidade (I) e percentual (P) de marcagdo
utilizados no método estd detalhada na Tabela 3. Todas as andlises que empregaram
estes indices foram efetuadas a partir de valores de mediana para Q (MQ) por caso, por

produto génico avaliado.
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Tabela 3 — Distribuicdo dos scores conforme a porcentagem e intensidade de células

marcadas.
Variaveis Classificacao
Score 1 2 3 4 5
Porcentagem 80-
(P) 0-20% 20-40% 40-60% 60-80% 100%
Score 0 1 2 3

Intensidade (I) Negativo Fraco Moderado Forte

3.3 Expressao funcional génica pela reacao da polimerase em cadeia, em tempo
real (QPCR)

3.3.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os iniciadores ou primers foram desenhados com o auxilio da ferramenta de
“design de primers” da empresa Integrated DNA Technologies (Integrated DNA
Technologies, Inc., Coralville, Iowa, USA), através do link PrimerQuest® Tool
(https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). Os pardmetros escolhidos foram
definidos para gPCR Intercalating Dyes, considerando os seguintes fatores: temperatura
de melting de 60°C, porcentagem de bases GC de 50%, tamanho do primer de 18-22pb,
tamanho do amplicon de 80 a 100pb e energia livre de Gibbs (AG) baixa (Thornton &
Basu, 2011). As sequéncias dos genes alvos foram obtidas pelo site da National Center
for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/genes-expression/).
Em seguida, para selecdo do melhor primer/gene, utilizou-se o site da IDT® e,
finalmente o programa Basic Local Alignment Search Tool - BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), tal que primers de menor expect-value (e-
value) foram finalmente selecionados (Thornton & Basu, 2011). A Tabela 4 detalha os
primers forward e reverse empregados no estudo, de acordo com os parametros acima

mencionados.
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Tabela 4 — Sequéncia dos primers forward (F) e reverse (R) com suas respectivas

referéncias.
Referéncia

Gene Sequéncia IDT Referéncia NCBI
CNNTBI F  CCAGGTGGTGGTTAATAAGG 128954095 NM_001243027.2
CNNTBI R  CTGAGGAGAACGCATGATAG 128954096 NM_001243027.2
APCF GCCCTAGAAGCAGAATTAGATG 129829704 NM_001206729.1
APCR CTTACTACGATGAGATGCCTTG 129829705 NM_001206729.1
CDHI F GTCAGCTACTCTAGTTCTGTTG 128954089 NM_006218.2
CDHI R GGACACACCAGTGTAGTAATG 128954090 NM_006218.2
GSK3p F CTACCATCCTTATTCCTCCTCA 128954099 NM_001146156.1
GSK3p R GTCCACGGTCTCCAGTATTA 128954100 NM_001146156.1
CCNDI F CCACAGCTACTTGGTTTGT 128954097 NM_004958.3
CCNDI R CCTACACCTATTGGACTGAAAG 128954097 NM_004958.3
c-MYCF CTGCTTAGACGCTGGATTT 128954098 NM_00507111.5
c-MYC R CGAGGTCATAGTTCCTGTTG 128954098 NM_00507111.5
B2M F TATCCAGCGTACTCCAAAGA NM_004048.2
B2M R GGATGAAACCCAGACACATAG NM_004048.2

B2M — gene da b2-microblobulina; CCND1 — gene da Ciclina D1; CNNTBI — gene da
B-catenina; CDHI — gene da E-caderina;
Os outros genes considerados sdao designados por nomes dos proprios produtos génicos.

3.3.2 Extracdo de RNA

As extracdoes de RNAs de todas as amostras congeladas (mucosa normal e LB)
foram realizadas no equipamento Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI,
USA) empregando-se o kit de extracdes de RNA Maxwell® 16 LEV simply RNA
Tissue Kit (Referéncia: AS1280, Promega, Madison, WI, USA). Todas as etapas
seguiram as recomendacOes do fabricante, bem como todas as solucOes utilizadas
disponiveis no kit. Previamente, foi realizada a macro disseccdo de todas as amostras
com o auxilio de lupa estereoscopica para remoc¢do do tecido conjuntivo. Apds a
pesagem (méaximo de 0,05g), cada amostra foi macerada em ambiente refrigerado (cuba
com gelo) em meio contendo 200 pL da solu¢do de trabalho (I mL de solucdo de
homogeneizacdo para cada 20 pL de 1-tioglicerol) com auxilio do Pellet Pestles®
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Sao Paulo, Brazil). Seguida a aplicagdo de 200uL de

tampao de lise, as amostras foram agitadas em vortex por 15s, centrifugadas a 1000g
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por 2 min. a 4°C e os sobrenadantes coletados (400 pL) e colocados nos cartuchos
(cartridges, que sdo suportes disponiveis no kif), posteriormente foram colocadas dentro
do aparelho Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI, USA) para extra¢do dos
RNAs. Ao final, o RNA total eluido de cada amostra foi aliquotado e posteriormente
quantificado em espectofotometro NanoDrop® ND1000 (Thermo-Fisher, Wilmington,
DE, USA), utilizando a relacdo 260/280 (indice de absorbancia variando de 1,6 a 2,1) e
260/230 (indice de absorbancia variando de 1,9 a 2,4). Todos os RNAs extraidos foram
armazenados em freezer -80°C até a realizacdo dos procedimentos de transcri¢ao

reversa.

3.3.3 Transcrigdo reversa

Utilizou-se o kit GoScript™ Reverse Transcription System (A5001, Promega,
Madison, WI, USA) para a sintese de DNA complementar (cDNA). Todas as etapas
foram seguidas de acordo com as recomendacdes do fabricante. Inicialmente, para cada
amostra, 7 uL de Primer Mix (1uL de Oligo DT, 1 pL de Random Primer e 5pL de
RNA total foi incubado a 70°C por 5 min.) e 13uL de RT Mix (5 pL de 4gua livre de
RNAse, 4 L de 5X Reaction Buffer, 1 uL. de dNTP Mix, 1,5 pL. de MgCI2 (1,5 mM),
0,5 uL de RNAsin ¢ 1 pL de Enzima RT) foram misturados e incubados em
termociclador por 1 hora a 42°C e entdo por 10 min. a 70°C para a desnaturacdo da
enzima transcriptase reversa. Ao final, o cDNA/amostra foi aliquotado, quantificado em
espectofotometro NanoDrop® NDI1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
USA) ( (indices de absorbancia variando de 1,6 a 2,1 para os indices 260/280 e de 1,9 a
2,1 para os indices 260/230) e armazenado em freezer -20°C até a utilizacdo nos ensaios

de qPCR.

3.3.4 Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real — gPCR

A quantificagdo da expressdo dos genes WNT-1, CNNTBI, GSK3p, APC,
CDHI1,c-MYC e CCND] foram realizados no aparelho StepOnePlus™ Real Time PCR
Systems (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) através do método comparativo de
threshold cycles (Ct). Todos os experimentos realizados foram montados em placas de
96 pocos MicroAmp® Fast Optical, 0,1mL (Applied Biosystems, Foster, CA, USA).
Para montagem dessas placas de 96 pogos, empregou-se o programa StepOne Software
versao 2.1 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Todos os experimentos foram

conduzidos em duplicata com apenas um controle para cada gene. As condigdes da

39



reacdo foram determinadas em ciclos previamente padronizados de 95°C por 2 min., 40
ciclos de 95°C por 15 seg. e 60°C por 1 min.. Para determinacdo da curva de melting,
empregaram-se ciclos de 95°C por 15 seg., 60°C por 1 min. e 95°C por 15 seg.. A
reacdo teve um tempo total de corrida de aproximadamente 2 horas.

Para a reacdo, utilizou-se o GoTag® gPCR Master Mix (A6001, Promega,
Madison, WI, USA), que contém sondas com propriedades espectrais semelhante ao
SYBR® Green I, com excitacdo a 493 nm e emissdo a 530 nm. As propor¢des dos
reagentes utilizados no mix para cada amostra foram as seguintes: 6ul. de GoTaq®
gPCR Master Mix, 0,5 uL de primer forward, 0,5 pL de primer reverse e 3,1 puL de
agua livre de RNAse, totalizando 10,1 pL de mix em cada poco. A quantidade de cDNA
utilizada foi de 1,9 pL (200ng de cDNA), totalizando em cada poco 12 pL de solucdo.

A expressdo relativa Otima de cada gene foi estabelecida através da
normalizagdo do qPCR em relacdo ao gene enddgeno B2M, da P2-microglobulina
(Tabela 4), pois foi o gene para o qual se obtiveram os menores indices de variacdes
para as amostras testadas. O modelo matematico adotado para a avaliacdo da expressao
relativa (r) entre o gene alvo e o gene endogeno foi através da diferenca entre os valores
de Ct do gene endégeno e dos valores de Ct do gene alvo (ACt = Ct do gene alvo - Ct
do gene enddgeno) sem considerar a correcdo da eficiéncia (Schmittgen & Livak, 2008).
A partir dos valores de ACt dos grupos LAR e LBR, foi possivel ainda subtrair a
variagdo de ACt das amostras controles através da média do ACt (calibrador) delas, tal
que ao final foi obtido o0 AACt = ACt — calibrador. Para as andlises dos resultados finais
foram considerados a quantificacdo relativa pelo método 2-AACt considerando as

médias das duplicatas (Schmittgen & Livak, 2008; Bustin et al., 2009).

3.4 Analise dos dados

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para a andlise estatistica, a amostra foi
testada quanto a sua normalidade por meio do teste D Agostino-Pearson, padrdo do
software utilizado. Os dados obtidos foram descritos a partir de estatistica descritiva,
utilizando-se medianas (distribuicdo ndo normal) e percentuais que, quando pertinente,
foram expressos em tabelas e figuras. Considerando o resultado do teste de distribuicdo
da amostra que mostrou trabalharmos com dados nao normais, os seguintes testes ndao

paramétricos foram realizados:
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l. Para a comparacdo da expressdo imuno-histoquimica e expressdo relativa dos
genes entre os grupos controle e LB (total) foi utilizado o teste U de Mann-Whitney;
2. Para verificar associa¢do entre transforma¢do maligna e as diferentes varidveis
clinicopatoldgicas, foram efetuados o teste Exato de Fisher.
3. O teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn, foi utilizado para
analisar comparativamente a expressao imuno-histoquimica, bem como a expressao
relativa dos genes entre os grupos controle e os outros grupos de varidveis relacionadas
as LB: LBR e LAR; lesdes nao homogéneas e homogéneas; lesdes em diferentes
localizagdes bucais; lesdes maiores e menores que 200 mm?; lesdes em pacientes de
diferentes idades, lesdes em pacientes do sexo feminino e masculino; lesdes em
pacientes com e sem historia de cancer e transformacao maligna.
4. O teste de Spearman foi utilizado nas andlises de correlacio entre dado
quantitativo da expressdo génica e dado semiquantitativo da expressdao dos produtos
génicos no grupo de LB.

4. Em todas as analises, utilizou-se o intervalo de confianca de 95%; foram
considerados significativos os resultados com valor de p < 0,05.

Para a realizacdo dos testes citados, as varidveis foram categorizadas como

segue:
Idade: ndo idosos quando a Sintomatologia: sim/néo;
idade era menor que 60 anos; Tamanho: < 200mm”/ > 200mm™
idosos, com idade igual ou maior Tipo de LB: homogénea / ndo
que 60 anos; homogénea;
Sexo: masculino e feminino; Presenga de displasia: Lesdo de alto
Etilismo: sim/nio; risco (LAR) / les@o de baixo risco
Tabagismo: sim/ndo; (LBR);
Historia pessoal de cancer: Transformacdo Maligna: sim/ndo.
sim/ndo;
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4 RESULTADOS
4.1 Dados clinicopatologicos gerais

As principais informagdes clinicopatologicas dos 39 pacientes diagnosticados
com LB e incluidos nos estudo estdo descritos na Tabela 5. A maior parte dos pacientes
pertencia ao género masculino (53,8%) e apresentava idade mediana de 56 anos,
variando de 34 a 93 anos. No que diz respeito a exposi¢do aos dois principais fatores de
risco para o desenvolvimento da LB, a grande maioria dos pacientes era tabagista
(76,9%), e a minoria etilista/ex-etilista (30,8%). Cinco pacientes (12,8%) apresentavam
histérico pessoal de cancer extrabucal. Sintomatologia foi observada em
aproximadamente 10% deles: dor e sensac@o de aspereza sdao as mais frequentemente
relatadas (n=3, 8%), enquanto dorméncia foi relatada pelo outro paciente (n=1, 2,0%).
Quanto a localizacdo, a maioria dos pacientes apresentava lesdo na mucosa de bochecha
(33,3%), seguido pelos pacientes com acometimento de palato (17,9%) e multiplos
sitios (15,4%). Lingua e gengiva foram acometidas em cinco e quatro pacientes de
maneira isolada respectivamente (12,8% e 10,3%). Embora ndo tenha sido acometido
de maneira isolada, o soalho bucal apresentava-se como epicentro de lesdes em quatro
pacientes (10,3%), como lesdo unica acometendo soalho bucal e lingua
simultaneamente. Para os casos de manifestacdio multipla a combinacdo do
acometimento gengival e de mucosa de bochecha foi a forma mais frequente. A maior
parte das lesdes apresentava tamanho maior que 200 mm? (56,5%) e manifestacdo
clinica homogénea na primeira consultam (69,2%).

Quanto a classificagdo histolégica, dos 39 casos avaliados inicialmente, 74,4%
foram classificados como LBR e 25,6% como LAR. Durante o acompanhamento dos
pacientes, seis lesdes sofreram transformagdo maligna (15,4%) num tempo médio de
acompanhamento de 52 meses, sendo quatro delas classificadas como de alto risco de
transformacdo e duas delas de baixo risco. O tempo médio de acompanhamento para
todas as lesdes avaliadas foi de 56 meses, com minimo de 12 meses e maximo de 156
meses.

Quanto ao tratamento empregado, apenas os seis pacientes diagnosticados com
CCEB foram submetidos a excis@o cirdrgica completa da lesdo sob anestesia geral sem
a realizacdo de tratamento adjuvante (15,4%). Dentre os demais pacientes, 28 (71,7%)
realizaram apenas bidpsia incisional com finalidade de diagnéstico e cinco (12,8%)

foram submetidos a biopsia excisional no momento do diagndstico sob anestesia local.
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Como protocolo de tratamento, todos os pacientes tabagistas foram orientados a
interromper o consumo de tabaco na primeira consulta. Sendo assim, dentre os 39
pacientes acompanhados 41% pararam de fumar, sendo que em quatro deles as lesdes
desapareceram durante o acompanhamento € em um paciente a lesdo apresentou
crescimento mesmo apds a interrup¢do do tabagismo.

Quanto a condicdo clinica dos pacientes ao final do estudo, apenas dois
pacientes evoluiram para 6bito apds o diagnéstico de CCEB (5,1%) os demais ou se
encontram vivos sem doenca (48,7%) ou vivos com as lesdes presentes e em
acompanhamento (46,2%).

Em sete pacientes, foi realizada mais de uma bidpsia ao longo do
acompanhamento. Os dados clinicopatologicos e de seguimento de cada um deles estao
descritos na tabela 6. Dentre eles, trés pacientes que apresentavam LAR no momento do
diagnéstico (#3,#5,#7), apOs a interrup¢do do consumo de tabaco apresentaram
regressao clinica da lesd@o e uma evidente melhora no quadro de displasia epitelial sendo
classificados como LBR na bidpsia de acompanhamento. Em outros dois casos (#4 e
#6), os pacientes apresentavam lesdes homogéneas classificadas em LBR. No entanto
mesmo apds receber orientacdes sobre a progressao dessas lesdes nos tabagistas, os
pacientes ndo pararam de fumar, o que resultou numa mudanca clinica para a forma nao
homogénea, progressdo para LAR e transformacdo maligna da lesdo (Figura 1).

Analisando estatisticamente, foi possivel observar que apenas o tamanho
(>200mm?) foi associado significativamente 2 transformacdo maligna (p = 0,0266; RR:
1,353). Transformagao maligna ndo foi associada a outras varidveis testadas, a saber:
género (p = 0,6786), localizacdo (lingua/soalho e outras localizacdes, p = 0,5928),
histdria pessoal de cancer (p = 1,0), tipo de leucoplasia (p = 0,3607) e displasia, baseado
no risco para transformacdo maligna (LAR e LBR, p = 0,3235). Os dados
clinicopatolégicos de cada um dos pacientes que sofreram transformagdo maligna da

lesdo estdao descritos na tabela 7.
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicopatoldgicas dos 39 pacientes portadores de leucoplasias

bucais.
Variaveis Classificagao NP° de pacientes Porcentagem (%)
R Feminino 18 46,2
Género .
Masculino 21 53,8
Idade < 60 25 64,1
= 60 14 35,9
Tabagismo SH}/I 30 76,9
NAO 9 23,1
. SIM 12 30,8
Etilismo -
NAO 27 69,2
Histérico de Cancer SH}/I > 128
NAO 34 87,2
. . SIM 4 10,3
Sintomatologia -
NAO 35 89,7
Mucosa de bochecha 13 33,3
Palato 7 17,9
Localizacio Gengiva 4 10,3
Lingua 5 12,8
Soalho bucal 4 10,3
Miiltiplos 6 15,4
<200 mm® 17 43,5
Tamanho 5
> 200 mm 22 56,5
8 69,2
Classificagdo Clinica Homogenea 27
Nao homogénea 12 30,8
Classificagdo Histoldgica Alto Risco 10 25.6
Baixo Risco 29 74,4
Transformacao Maligna SIM 6 15,4
NAO 33 84,6
Vivo sem doenga 19 48,7
Estado Atual Vivo com doenca 18 46,2
Obito 2% 5,1

* Casos que evoluiram para carcinoma de células escamosas.
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Tabela 6 - Caracteristicas clinicopatologicas dos sete pacientes portadores de LB com mais de uma bidpsia ao longo do acompanhamento.

1 Masculino 38 Mucosa de bochecha 8 8 Sim Sim Nio LBR LBR - Nio
2 Masculino 53 Assoalho bucal 4 4 Sim Sim Nio LBR LBR - Nio
3  Masculino 62 Mucosa de bochecha 3 3 Sim Niao Sim LAR LBR - Nio
4 Masculino 43 Mucosa de bochecha retrocomissural 2 8 Sim Sim Sim LBR LAR - Sim
5 Masculino 47 Palato duro 5 2 Sim Nio Sim LAR LBR LBR Nio
6 Masculino 56 Mucosa de bochecha retrocomissural 3 6 Sim Sim Sim LBR LBR LAR Sim
7 Feminino 60 Mucosa de bochecha retrocomissural 3 0' Sim Nio Nio LAR LBR - Nio

LBR: Leucoplasia de baixo risco, LAR: Leucoplasia de alto risco; 1. O valor 0 foi dado as lesdes que desapareceram ao longo do tratamento.

Tabela 7 - Caracteristicas clinicopatoldgicas dos seis pacientes portadores de LB que sofreram transformacao maligna ao longo do acompanhamento.

1 Maculino Mucosa jugal bilateral 6 96 meses

2 Feminino 93 Palato duro, mole e orofaringe a direita 8 Sim Sim N;’io LAR - - 6 meses Oblto
3 Feminino 45 Mucosa jugla Direita 3 Sim Sim Sim LAR - - 48 meses VSD
4 Masculino 56  Retrocomissura direita 5 Sim Sim Sim LBR LAR - 48 meses VSD
5 Masculino 57 Dorso de lingua 5 Sim Sim Sim LAR - - 72 meses Obito
6 Masculino 58 Borda de lingua esquerda 4 Sim Sim Sim LBR LBR LAR 56 meses VSD

LBR: Leucoplasia de baixo risco, LAR: Leucoplasia de alto risco; 1. Follow-up até o momento da transformag@o maligna; VSD: vivo sem doenga.
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4.2 Expressao génica
4.2.1 Andlise geral da expressdo génica nas Leucoplasias e grupo controle

Os dados referentes a avaliacdo quantitativa (expressdo relativa) dos genes
CNNTBI, GSK3p, APC, c-MYC, CCNDI e CDHI entre o grupo controle (MN) e o grupo
de pacientes com LB podem ser observados na Figura 4. No geral, a expressao relativa de
todos os genes, dadas por suas medianas, foi maior no grupo MN do que no grupo LB.
Uma diferenga estatisticamente significante entre os grupos foi encontrada para CNNTB1
(p=0,0037); GSK3p (p=0,0020); APC (p=0,0078); c-MYC (p=0,0006); CCNDI
(p=0,041).
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Figura 4 — Expressdo relativa dos genes CNNTBI, GSK3p, APC, c-MYC, CCNDI e
CDHI nos grupos MN e LB. Em todas as avaliagdes por alvo foi utilizado o teste U

Mann-Whitney. Dados expressos como mediana e intervalo.

4.2.2 Expressdo génica entre os grupos LAR, LBR e grupo controle MN.

A andlise comparativa da expressdo relativa entre os grupos MN, LAR E LBR
estdo expressos na Figura 5. A expressdo dos genes foi varidvel entre os grupos, no
entanto, em todos os genes avaliados a expressao se mostrou maior no grupo controle
(MN) que nos demais grupos avaliados, exceto na expressdao de CCNDI. Outro ponto a
ser destacado € o fato de que a expressdo de c-MYC apresentou mediana de 0,64 para o
grupo MN, logo, importante diferenca estatistica para o grupo LBR com expressdo
relativa mediana de 0,18 (p<0,001). Também foi possivel notar diferenca
estatisticamente significante na expressdo de CNNTB1, GSK3p, APC e CCNDI entre os
grupos MN e LBR. As medianas de expressdo encontradas para CNNTBI1(0,67), GSK3p
(0,98), APC (1,02) e CCND1 (0,39) no grupo MN foram estatisticamente maiores que as
encontradas para o grupo LBR (CNNTB1/0,26; GSK3//0,32; APC/0,24 e CCND1/0,25).

Nao ficou evidente diferenca estatistica na expressao dos genes avaliados neste
estudo entre os grupos LAR e LBR. Apenas na comparacdo da expressdao relativa de
GSK3p nota-se diferenca estatisticamente significante (p=0,0123) entre o grupo MN, de
maior expressao (0,98) e LAR com expressdo menor (0,24). O grupo LAR apresentou
maior expressdo de CCND1 (0,49) quando comparado com o grupo MN (0,39) e LBR

(0,25), no entanto sem significancia estatistica.
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Figura 5 — Expressdo relativa dos genes CNNTBI, GSK3p, APC, c-MYC, CCNDI e
CDHI1 nos grupos MN, LAR e LBR. Em todas as avaliacdes foi usado o teste de Kruskal-
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Wallis. Dados expressos como mediana * intervalo. Diferencas significativas estdo

realcadas em asteriscos (*p<0,05; *** p<0,001).

4.3 Analise imuno-histoquimica

4.3.1 Andlise geral da expressdo das proteinas nas LB e grupo controle

No total, foram analisadas 41 lesdes de LB, tendo em vista que dois dos 39
pacientes apresentaram duas lesdes em localizagdes diversas.

No geral, a expressdo imuno-histoquimica de todas as proteinas investigadas
(Wnt-1, E-caderina, B-catenina, GSK3B, APC, c-Myc e Ciclina D1) foi observada na
membrana e/ou citoplasma e/ou nucleo, de maneira combinada ou isolada para os casos
do grupo em estudo e controle. Quanto a intensidade de marcacdo, ela variou de negativo
a forte para todas as proteinas estudadas, especialmente no grupo experimental.

Para as proteinas E-caderina e 3-catenina, foi possivel perceber uma expressao em
membrana com variagdes de combinacdo com citoplasma e/ou nicleo.

As Figuras 6 e 7 mostram os aspectos de expressdo nos controles e LB,
respectivamente, referenciais para cada proteina estudada. Na Figura 8, estdo os graficos
relativos a expressdo imuno-histoquimica geral das proteinas estudadas nas LB, de forma
comparativa ao grupo controle.

Para o grupo controle, a proteina Wnt-1, apresentou expressdo em todos os casos,
predominantemente membranar e citoplasmaética, sendo que todas as camadas do epitélio
foram marcadas. Entretanto, a camada basal e parabasal apresentaram maior intensidade
de marcacdo. A MQ para esta proteina entre os casos controle foi de 5,96. Para os casos
de LB, a expressao de Wnt-1 foi qualitativamente semelhante a encontrada para o grupo
controle, no entanto, em dois casos ndo foi encontrado a expressao desta proteina e no
restante a expressao (MQ= 2,0) foi menor que a encontrada para o grupo controle.

Para B-catenina, foram observadas variacdes na sua expressdo: de modo geral
todas as amostras exibiram expressdao membranar de intensidade variada com MQ de 4,23
para os controles e de 2,33 para a LB. Em 15 casos foi possivel notar expressiao
citoplasmatica e em sete casos a expressao nuclear desta proteina, quase sempre restritos
a camada basal e parabasal do epitélio. Também ficou evidente uma maior intensidade de

expressdo nas camadas mais inferiores do epitélio (basal e parabasal) tanto para os
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controles quanto para LB. Em quatro controles e em duas LB ndo houve expressdo de 3-
catenina.

Um padrio de expressdao exclusivamente citoplasmatico foi encontrado para
GSK3B em todos os casos exceto um controle. A expressao foi mais intensa para as LB
que para os casos controles, embora a porcentagem de células marcadas seja semelhante.
Para esta proteina, a MQ foi de 5,15 para MN e 8,0 para LB.

APC apresentou expressdo negativa em 10 casos controle e em oito casos de LB.
Quando presente, a expressao era exclusivamente citoplasmatica, distribuidas de maneira
equivalente entre as camadas do epitélio e de intensidade moderada na maior parte dos
casos. Foi encontrado MQ de 0 para o grupo MN e 2,0 para o grupo LB.

Um padrao peculiar de exclusividade nuclear e restrito a camada basal e parabasal
do epitélio foi marcante na expressdo de Ciclina D1. De modo geral a expressdao
apresentou intensidade fraca e porcentagem mediana de células marcadas para a maioria
das amostras (40 a 60% de células marcadas). Nao foi evidenciada expressdo de
CiclinaD1 em cinco casos controle € em 11 casos de LB. A MQ encontrada para esta
proteina no grupo MN e LB foi de 3,0 e 0,66 respectivamente.

A proteina c-Myc apresentou expressao negativa em seis casos controle e em 18
caos de LB. A expressdo foi predominantemente citoplasmatica, de intensidade forte,
distribuida por todas as camadas do epitélio com MQ de 1,71 para o grupo MN e de 0,33
para o grupo LB. Em 19 casos de LB foi possivel notar a expressdo nuclear de c-Myc de
intensidade baixa e pequena propor¢do de células marcadas (0 a 20%).

Para E-caderina, foi observada expressdao em todos os casos exclusivamente no
compartimento membranar e com maior intensidade nas camadas inferiores do epitélio
(basal e parabasal). Foram encontrados valores de MQ para os controles de 6,0 e para as

LBs de 9,0.
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Figura 6 — Reacgdes imuno-histoquimicas de todas as proteinas investigadas nos casos de
leucoplasia bucal. Hematoxilina e Eosina (aumento original 100X). Em A, expressdo membranar
predominante de intensidade moderada de Wnt-1. Em B, expressdo de P-catenina, um padrio
membranar predominante de intensidade forte e mais intensa na camada basal do epitélio é
encontrado. Em C e D fica evidente uma expressdo citoplasmatica de intensidade moderada em
todas as camadas do epitélio de APC e GSK3p respectivamente. Em E fica evidente a expressio
de Ciclina D1 exclusivamente nuclear, restrita a camada basal e parabasal. Em F pode-se notar
uma expressdo de intensidade fraca no compartimento citoplasmatico de c-Myc. Em G nota-se na
expressdo de E-caderina um padrao membranar predominante, de intensidade moderada em todas
as camadas do epitélio. Uma maior intensidade pode ser notada nas camadas basal e parabasal do
epitélio.
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Figura 7 — Cortes histolégicos de casos de leucoplasia e as respectivas reagdes imuno-

histoquimicas para cada uma das proteinas (aumento original de 100X e 400X). Em A ¢ B
expressao membranar de intensidade moderada a forte de Wnt-1, em C e D expressdo membranar
de intensidade moderada a forte nas camadas basal e parabasal de -catenina, em E e F expressao
citoplasmética de intensidade fraca a moderada em todas as camadas do epitélio de APC, em G e
H expressdo citoplasmatica de intensidade forte de GSK3P, em I e J expressdo nuclear de
intensidade moderada restrita a camada basal e parabasal de CiclinaD1, em K e L expressio
citoplasmaética e nuclear de c-Myc e em M e N expressao membranar de intensidade moderada a

forte e predomindncia em camada basal e parabasal de E-caderina.

Uma expressado inversa foi encontrada na avaliacdo de APC e E-caderina, onde se
pode notar com forte poder estatistico maior expressao das proteinas no grupo LB que no
grupo controle (p=0,0015 e p=0,0004) respectivamente. Para B-catenina e c-Myc, a MQ
do grupo de LB foi menor que do grupo controle, entretanto, sem diferenca estatistica
entre eles (p=0,452 e p=0,314, respectivamente). Para a proteina GSK3f, a MQ dos
pacientes com LB foi maior que no grupo controle, sendo p=0,127. No que diz respeito a
expressao de Wnt-1 e CiclinaD1, foi encontrado uma diferenca importante entre os
grupos, sendo a expressao no grupo controle muito maior que no grupo LB (p=0,001 e

p=0,003 respectivamente).
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Figura 8— Expressao imuno-histoquimica de cada uma das proteinas avaliadas em relagcdo
aos grupos controle (MN) e o grupo de LB. Para todos os anticorpos estudados,
empregou-se o teste ndo paramétrico nao pareado bicaudal U Mann Whitney. Dados
expressos como mediana e intervalo para todas as proteinas. Diferencas significativas

estdo realcadas em asteriscos (** p<0,01; *** p<0,0001).

4.3.2 Expressdo das proteinas em relagcdo as varidveis clinico-patologicas gerais.

Os parametros clinicopatologicos avaliados foram: género, idade, tabagismo,
etilismo, localizacdo, tamanho, gradacdo de displasia epitelial em alto e baixo risco e
transformacdo maligna. Como pode ser observado na Tabela 8, foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes para as varidveis “localizacdo da lesdo” na
proteina GSK3p, uma vez que as lesdes que acometeram a lingua apresentaram maior
expressao que as lesdes localizadas em gengiva (p=0,047) e para a variavel “tamanho da
lesdao”, onde pode se notar uma maior expressdo de Wnt-1 entre os casos menores que
200 mm? que nos casos maiores (p=0,0024).

Para a variavel “classificagdo clinica”, pode ser observada diferenga importante na
expressdao de B-catenina, GSK3 B; Wnt-1 e c-Myc entre o grupo de leucoplasia
homogénea e leucoplasia ndo homogénea. Em todas as trés proteinas foram encontradas
uma expressao maior na forma homogénea que na forma nao homogénea da doenga com
p=0,032; p=0,013; p<0,0001; p=0,0012 respectivamente.

No geral, a MQ das proteinas foi maior no grupo MN em comparagdo aos grupos

LAR e LBR, exceto para a proteina GSK3f3, APC e E-caderina, cuja MQ foi maior no
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grupo LBR que nos demais. Numa analise mais detalhada, a diferenca na MQ entre o
grupo controle (MN) e LBR foi estatisticamente significante para as proteinas, APC e E-
caderina, esta ultima também apresentou diferenc¢a entre os grupos MN e LAR (Figura 9).
Em nenhuma das proteinas avaliadas foi encontrado diferenca estatistica nas MQ entre os
grupos LBR e LAR.

No que diz respeito aos achados qualitativos da avaliacdo imuno-histoquimica nos
grupos LAR e LBR, ndo houve diferenca aparente entre o compartimento, intensidade e

camadas do epitélio marcadas na expressdo das proteinas avaliadas.
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Tabela 8 - Expressdo das proteinas e a associacdo com as varidveis sdcias demograficas e clinico-patoldgicas das 41 amostras de LB.

B-catenina P GSK3pB P Wnt-1 P APC P CiclinaDl P c-Myc P  E-caderina P
MQ(I)* MQ(D) MQ(D) MQ(D) MQ(I) MQ(D) MQ()
Controles 16 4,2(0-10) - 5,1(0-8) - 59(0-115 - 0(0-59) - 3(045) - 1,7(056) -  6(2-11) -
S Sexo
Masculino 23 6(0-12) 8 (1-12) 6 (0-12) 2 (0-9) 2 (0-6) 1 (0-6) 9 (4-12)
Feminino 18 8(0-12) NS 8 (1-12) NS 6 (2-12) NS 3 (0-12) NS 1 (0-4) NS 1 (0-9) NS 9 (4-12) NS
S Mdade
<60 26 8(0-12) 8 (1-12) 4(0-12) 2 (0-9) 2 (0-6) 1 (0-6) 9 (4-12)
> 60 15 6(2-12) 7 (1-12) NS 6 (2-12) NS 2 (0-12) NS 1 (0-3) NS 1 (0-9) NS 9 (4-12) NS
© Tabagisme
Sim 32 8(0-12) 8 (1-12) 6 (0-12) 2 (0-12) 2 (0-6) 1 (0-9) 9 (4-12)
Nio 9  6(39) NS 8 (1-12) NS 4 (0-12) NS 3 (1-6) NS 0 (0-4) NS 0 (0-4) NS 9 (4-12) NS
C Etlisme
Sim 13 6(2-12) 7 (1-12) 6 (0-12) 2 (0-9) 2 (0-6) 1 (0-9) 9 (6-12)

Nio 28 8(0-12) 8 (1-12) NS 6 (0-12) NS 2 (0-12) NS 1 (0-4) NS 1 (0-9) NS 8 (4-12) NS
 Lecalizagio
Palato 7 9(2-12) 8 (2-12) 6 (2-12) 4(0-12) 2 (0-3) 1 (0-9) 9 (4-12)

Gengiva 5 12(3-12) 8 (4-12)* 9 (4-12) 2 (0-3) 1(0-2) 2 (0-9) 9 (4-12)
Lingua 5 4(2-6) 2 (1-4)* 4 (4-6) 1 (0-4) 2 (0-2) 0 (0-1) 9 (4-9)
Soalho Bucal 4 8509 NS 839 0047 4049 NS 1502 NS 0506 NS 104 NS 105(6-12) NS
Mucosa de
bochecha 15 6(0-12) 7(1-12) 6 (0-12) 3(0-9) 2(0-4) 1 (0-6) 8 (6-12)
Muiltiplos 5 7,5(3-12) 6 (1-9) 3(0-12) 2 (0-9) 0,5 (0-6) 0 (0-4) 8,5 (4-12)
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Tamanho

<2cm 18 8(0-12) 8 (1-12) 8(0-12) ooz 209 2 (0-4) 1 (0-9) 9 (4-12)

NS NS , NS NS NS NS
>2cm 23 6(0-12) 4 (1-12) 4 (0-12) 2 (0-12) 1 (0-6) 1 (0-9) 9 (4-12)
Classificacao Clinica
Homogénea 29  8(0-12) 0,032 8 (1-12) 0,013 6 (0-12) <0,0001 2 (0-12) NS 2 (0-6) NS 1(0-9) 0,0012 9 (4-12) NS
Nao homogénea 12 6(2-12) 4(1-9) 3 (0-8) 2 (0-9) 0 (0-4) 0 (0-4) 9 (4-12)
Transformacao
Maligna
Sim 6 6(2-12) NS 3 (1-12) NS 4 (0-12) NS 2 (0-12) NS 2 (0-3) NS 1(0-9) NS 9 (6-12)
Nio 35 8(0-12) 8 (1-12) 6 (0-12) 2 (0-9) 1 (0-6) 1(0-9) 9 (4-12)

1: N- nimero de pacientes com informagdes coletadas; 2: MQ(I) = mediana quickscore (Intervalo); 3: NS — ndo significativo. Em todas as avaliacdes foi utilizado o
teste estatistico ndo paramétrico ndo pareado teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 9 - Expressdo imuno-histoquimica das proteinas em relacdo aos grupos controle,
LBR e LAR. Em todas as avaliacdes utilizou o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-
teste de Dunn. Os dados sdo apresentados na forma de medianas e intervalo. Diferengas

significativas estdo realcadas em asteriscos (* p<0,05, ** p<0,01 ).

Na avaliacdo da expressao proteica dos sete pacientes com mais de uma bidpsia
ao longo do acompanhamento ndo ficou evidente diferenca significante entre a amostra
colhida no momento do diagndstico e a amostra colhida em um segundo momento,

durante o acompanhamento do paciente em nenhuma das proteinas avaliadas (Tabela 9).

Tabela 9 — Comparativo da expressdo proteica entre a primeira e segunda bidpsia realizada em

sete pacientes ao longo do acompanhamento clinico.

Proteina
Variavel Wnt-1 B-catenina  GSK3p APC c-Myc CiclinaD1 E-caderina
MQ()' MQ(I) MQM  MQM  MQDM)  MQ®D MQ(I)
1° bidpsia 6 (0-12) 8(0-12) 8(3-12) 2(0-9) 1 (0-6) 2(0-3) 9(6-12)
2° bidpsia 6 (0-9) 8 (4-12) 6(29) 2(0-3) 1(0-4) 0(0-2) 9(6-12)
Valor de p p=0,2636 p=0,7678 p=0,2589 p=0,2763 p=0,8427 p=0,1288 p=0,7611

*As informagdes constantes da Tabela sdo pertinentes ao momento da dltima biopsia: segunda biopsia
para os pacientes que tiveram duas biopsias (Casos 1,2,3,4 e 7), e a terceira para aqueles que tiveram
trés biopsias (Casos 5 e 6)1: MQ(I) = mediana quickscore (Intervalo); Em todas as avaliacdes foi
utilizado o teste estatistico ndo paramétrico nao pareado bicaudal U Mann Whitney, com post-teste de

Dunn.
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4.4 Correlacao geral entre expressao imuno-histoquimica e expressao génica.

Spearmam para avaliacdo da possivel correlacdo entre as expressdes. A Figura 10
mostra as analises de correlacdo entre a expressdo génica (QPCR) e expressdo proteica
(imuno-histoquimica) para os 30 casos avaliados. Como mostrado, uma correlacdo
estatisticamente significante entre as expressdes génica e proteica foi constatada apenas

na avaliagao de APC (p=0,0295). Para os demais casos avaliados, nenhuma correlagao

Em virtude da distribui¢ao ndo normal da amostra estudada, foi utilizado teste de

estatisticamente significante foi encontrada.
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Figura 10 — Anadlise de correlacdo entre expressdo génica (QPCR) e expressdo proteica

(imuno-histoquimica) para todos os genes avaliados.
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5. DISCUSSAO

Por ser uma doenca fortemente associada a fatores causais como o
tabagismo e etilismo, existe uma grande varia¢do na incidéncia encontrada, bem como
no padrio de manifestacdo de cada lesdo, uma vez que cada grupo populacional
apresenta diferentes formas de consumo do tabaco, 4alcool e outros fatores
predisponentes ou indutores andlogos (Schepman et al., 1998; Holmstrup et al., 2006;
Lee et al., 2006; Petti & Scully., 2006; Ariyawardana et al., 2007; Lapthanasupkul et al.,
2007; Warnakulasuriya et al., 2011; Warnakulasuriya & Ariyawardana., 2016).

E possivel notar na amostra avaliada neste estudo uma discreta predilecdo pelo
género masculino e pico de incidéncia na quinta década de vida. Dados semelhantes sao
encontrados em estudos com grandes amostras populacionais (Lee et al., 2006; Petti &
Scully., 2006; Ariyawardana et al., 2007; Lapthanasupkul et al., 2007; Ho et al., 2012).
Entretanto, outros trabalhos relatam maior incidéncia no publico feminino e apontam
para o fato de que as lesdes em mulheres apresentam um risco elevado de transformacgao
maligna, sem, contudo, apresentar relevancia prognoéstica significativa (Schepman et ai,
1998; Holmstrup et al., 2006; van der Wall., 2010; Warnakulasuriya & Ariyawardana.,
2016). Dados conflitantes foram relatados por Pindborg et al., (1968) que apresentou
taxas iguais de transformag@o maligna em homens e mulheres e Arduino et al., (2009) ,
que relataram maior taxa de transformacdo entre os homens. Apesar da preponderancia
do género masculino no presente estudo, ndo foi encontrada associagdo significante

entre género e transformacao maligna.

Assim como neste estudo, varios outros trabalhos relatam uma predominancia de
pacientes usudrios de tabaco, quer seja ele fumado ou mastigado (Schepman et ai, 1998;
Holmstrup et al., 2006; Ariyawardana et al., 2007; Lapthanasupkul et al., 2007; Roosaar
et al., 2007). Apesar de o consumo de tabaco e alcool ser fator de risco conhecido para o
desenvolvimento de CCEB e LB, Lee e colaboradores relataram em 2006 que, quando
comparado com o0s pacientes ndo tabagistas, os que fumavam e/ou mastigavam o
tabaco/nds de betel eram menos propensos a sofrer transformac¢do maligna de suas
lesdes de LB. Outros pesquisadores também demonstraram que as LBs relacionadas ao
tabagismo parecem ter menos potencial maligno do que aquelas ndo associadas ao
tabaco, também chamadas de leucoplasias idiopaticas (Silverman et al., 1984; van de

Wall., 2010). As razdes para esses resultados paradoxais nao sao claras. No entanto, a
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explicacdo mais provavel é que do ponto de vista da carcinogénese em estigios, fatores
que afetam o surgimento da LB podem ser diferentes daqueles responsaveis pela alta
taxa de transforma¢do maligna dessas lesdes. Kaur et al., (1994) descobriram que o
aumento na expressao da proteina p53 foi frequente nas LB de individuos que eram
grandes consumidores de tabaco e betel na India. Dentre os 39 pacientes avaliados neste
estudo, quatro interromperam o consumo de tabaco e apresentaram regressdo total da

lesdo. Evento semelhante foi encontrado na amostra avaliada por Roosaar et al., 2007.

N . . ~ . ~ . 2
Evidéncias atuais sugerem que extensdo clinica da lesdo maior que 200 mm

representa risco elevado para transformagdo maligna como demonstrado no estudo de
Holmstrup e colaboradores em 2006. Dado semelhante foi relatado por Napier e
colaboradores em 2003 e por van der Wall em 2010. Neste trabalho, a maior parte das
lesdes apresentaram tamanhos iniciais >200 mm?, e foi encontrada relacio significante
entre o tamanho da lesdo e transformac¢do maligna (p = 0,0266; RR: 1,353). Ho et al.,
(2012) relataram que as lesdes com mais de 200 mm® apresentam uma chance de
transformacg@o maligna trés vezes maior que as lesdes com menos de 200 mm”. Todas as
seis lesdes que sofreram transformagcdao maligna apresentaram tamanhos iniciais
superiores a 200 mm* sugerindo que o tamanho inicial da lesdo realmente apresente

uma significancia no progndstico das LBs.

Embora existam evidéncias de alguns estudos de que o tipo clinico
(Homogénea/Nao homogénea) ndo influencia o progndstico das LB (Chandran et al.,
2013; Brouns et al., 2014), uma série de outros trabalhos referem-se a lesdes brancas
com um componente vermelho ou verrucoso (ndo homogénea) como mostrando um
risco mais elevado de transformagdo maligna em comparacdo as LBs homogéneas que
parecem seguir um curso benigno (Silverman et al., 1984; Schepman et al, 1998;
Holmstrup et al, 2006; Liu et al, 2010; Ho et al., 2012; Warnakulasuriya S &
Ariyawardana., 2016). Todos os pacientes que apresentaram remissao completa da lesdao
ap6s interromper o tabagismo foram diagnosticados com LB do tipo homogénea ao
passo que dentre os seis casos que sofreram transformacdo maligna, cinco
apresentavam-se como tipo ndo homogéneo de lesdo. Esta é uma caracteristica
importante a se considerar, tanto em termos de selecdo do local de biopsia, como na
proposicdo de tratamentos mais agressivos para as LBs ndo homogéneas. Caso a op¢do

pelo acompanhamento destes pacientes sem intervencao cirdrgica curadora seja tomada,

intervalos mais curtos entre as consultas sdo recomendados. No entanto a bidpsia
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continua sendo o mais importante procedimento no rastreamento € acompanhamento

das displasias epiteliais (Van der Wall et al., 2009).

O sitio de acometimento predominante na presente amostra foi a mucosa de
bochecha, tal como relatado pelo trabalho de Warnakulasuriya e Ariyawardana (2016) e
Lapthanasupkul et al. (2007). E importante destacar que nosso achado, embora
vinculado a uma amostra reduzida de casos, vai ao encontro daqueles encontrado por
Béandczy & Sugar (1972), estudando uma coorte de 520 pacientes acompanhados por 25
anos na Hungria. Este estudo é considerado um dos pilares na formulag¢do dos conceitos
clinicopatoldgicos da leucoplasia que hoje vigoram. Lingua e assoalho da boca foram
relatados como os locais mais comuns na populagdo europeia e africana (Schepman et
al.,, 1998; Chandran et al., 2013), o que pode ser explicado devido as diferencas
geograficas e étnicas entre as populacdes estudadas. Alguns trabalhos também discutem
a influencia que a localizacio topografica da les@o tem em seu prognostico, e relatam
que os casos onde o soalho bucal € acometido, apresentam maiores indices de
transformacdo maligna que as demais topografias (van der Waal et al., 1997; Roosaar et
al., 2007; Liu et al., 2011). Esses fatores nao foram relacionados com maiores taxas de
transformacao maligna da LB em nossa série, uma vez que 50% das lesdes que sofreram
transformacdo maligna estava localizadas em mucosa de bochecha. Contudo, deve ser
salientado que a amostra avaliada por este estudo foi de conveniéncia € que indmeros
outros casos com localizacdes variadas foram excluidas como explicitado no topico

materiais € método.

A presenca de displasia epitelial é geralmente aceita como um dos mais
importantes e aceitos preditores de transformagcdo maligna. Esta informacdo foi
originalmente baseada em estudos de acompanhamento clinicos de lesdes cervicais em
utero (Richart & Barron, 1969), e mais tarde, em evidencias de que as LBs com
displasia epitelial desenvolvem o CCEB mais frequentemente do que aqueles sem
displasia (Banoczy & Siba, 1976; Silverman et al., 1984; Holmstrup et al., 2006;
Ariyawardana et al., 2007; Lapthanasupkul et al., 2007). Além disso, displasia epitelial
¢ comumente vista no epitélio adjacente aos CCEC (Katz et al., 1985). Logo, o grande

desafio para o profissional é prever quais as lesdes acabarao por evoluir para CCEB.

Para alguns autores, a praticidade e aplicabilidade da gradagcdo de displasia

epitelial sdo questiondveis (van der Waal et al., 1997; Roosaar et al., 2007; Liu et al.,
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2011). Embora a LB com displasia epitelial moderada ou grave apresente uma maior
disposi¢do para a transformacdo maligna (Schepman et al., 1998; Liu et al., 2011; Ho et
al., 2012), muitos dos casos de CCEB se originam a partir de LB sem evidencia de
displasia epitelial (van der Waal., 2009; Holmstrup et al., 2006 ). Kujan et al. (2006)
discutem as limitacdes encontradas na identificacdo de grupos objetivamente diferentes
quanto ao grau de displasia, em especial na caracterizacdo do que seria grau
intermediario. Esta falta de objetividade na delimitac¢do, acaba por gerar um olhar mais
critico na avaliacdo do significado desta gradacdo na previsao da transformag¢do maligna
das LB. Neste sentido, os autores sugerem outra abordagem. Como mencionado
anteriormente no capitulo da “Introdu¢@o”, Kujan et al. (2006) identificaram parametros
de alto e baixo risco de transformacao, associando a eles determinadas caracteristicas de
arquitetura tecidual e de atipias. Baseados nestes dados, os autores identificaram dois
grupos, um de baixo risco e outro de alto risco de transformac@o maligna, definindo os
critérios de displasia para encaixar os casos. Desta forma, entendemos que haveria um
espaco importante para testar esta proposta que, por principio, poderia mitigar alguns
inconvenientes associados ao classico sistema de gradacdo ainda recomendado pela

OMS (Barnes et al, 2005).

Assim, adotamos, neste trabalho, o sistema de gradacdo binéria proposto por
Kujan et al., em 2006, baseada nos critérios da OMS para diagnostico das displasias
epiteliais. Dos seis casos que sofreram transformac¢do maligna, quatro apresentavam
indices acentuados de displasia epitelial e, portanto foram classificados como sendo de
alto risco de transformacdo (LAR). A grande maioria das lesdes classificadas em LAR
se localizava em mucosa de bochecha, contradizendo o que foi relatado por van der

Wall et al., em 1997.

As taxas de transformacdo maligna sdo extremamente varidveis entre as diversas
populacdes avaliadas por estudos epidemioldgicos. Isso pode ser explicado pela grande
variedade genética entre os povos e pelas variadas formas de contato com os fatores
etioldgicos. Os indices de transformacdo maligna podem variar de 1% e 36,4% segundo
alguns estudos. (Silverman et al., 1984; Schepman et al., 1998; Neville & Day, 2002; van
der Waal, 2009; Liu et al., 2011; Warnakulasuriya & Ariyawardana., 2016). No presente
estudo, 15,4% dos pacientes reavaliados sofreram transformagao maligna das lesdes de LB,

taxa considerada dentro dos padrdes descritos pela literatura. Outra explicac@o possivel para
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a grande variedade de indices de transformacdo maligna é a variagdo nos critérios de

diagnéstico utilizados para definicdo da leucoplasia bucal.

Assim como nesse estudo, Roosaar et al., (2007) encontraram que o tabagismo esta
presente em mais de 80% dos pacientes que apresentam transformac¢do maligna das lesdes
leucoplésicas, Entretanto os estudos de Einhorn & Wersall (1967) e de Schepman et al
(1998) relataram que a prevaléncia de transformacdo para CCEB entre os casos de LB foi
consideravelmente menor entre os usuarios do tabaco do que os outros. A média de tempo
para a transformacdo maligna foi de 52 meses na presente amostra, valores semelhantes aos
encontrados por Saito et al. (2001), Holmstrup et al. (2006) e Liu et al. (2010) e que
contradizem o trabalho de Silverman et al. (1984) que relatou maiores indices de
transformacdo maligna nos dois primeiros anos de acompanhamento e um risco diminuido
depois disso. Varios estudos tentaram encontrar associacdo entre as varidveis clinicas e
histolégicas das leucoplasia com o fendmeno de transformagcdo maligna. Dentre eles,
tamanho da lesdo, aspecto clinico (Homogéneo/Ndo homogéneo) e gradacdo de displasia
epitelial sdo apontados como os mais fortes preditores de transformacgao maligna (Silverman
et al., 1984; Schepman et al., 1998; Neville & Day, 2002; van der Waal, 2009; Liu et al.,
2011; Warnakulasuriya & Ariyawardana., 2016). Neste estudo foi possivel observar que
apenas o tamanho (>200mm?) foi associado significativamente 2 transformacdo maligna

(p =0,0266; RR: 1,353).

Em relacdo a expressdo génica geral, houve uma maior expressio relativa dos
genes no grupo controle do que no grupo LB, com uma diferenca estatisticamente
significante para todos os genes avaliados, exceto o gene da E-caderina (CDHI). Uma
série de outros estudos também tem mostrado uma perda de expressdo dos genes
supressores de tumor E-caderina (CDHI) e B-catenina (CCNTBI) a medida que o grau
de displasia aumenta e sugerem que este, possa ser um evento precoce na tumorigénese
oral (Alvarado et al., 2011; Chaw et al., 2012; Kaur et al., 2013). Quando estratificamos
o grupo LB em LAR e LBR, ndo fica evidente diferenca estatistica entre eles para a
expressdo de CDH1, assim como encontrado no estudo de Kyrodimou et al. em 2014.
Priyadarsini et al.(2012) entretanto, em seu estudo com a inducio de ciancer em modelo
animal, relataram uma maior expressao de WNT-1, APC e CCNTBI a medida que o
grau de displasia epitelial aumenta. Em nosso estudo, apenas o aumento da expressao
génica de APC, c-MYC e CCND] foram encontradas no grupo LAR quando comparado

ao grupo LBR, porém sem significancia estatistica.
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Tsuchiya et al. (2004), de maneira oposta ao nosso estudo, encontraram uma
maior expressio de CNNTBI e APC em amostras de Leucoplasia que na mucosa
considerada normal, porém sem significancia estatistica. O mesmo estudo também
encontrou maior expressdo de CNNTBI em CCEB bem diferenciado que na leucoplasia
bucal e na mucosa normal, neste caso com significincia estatistica. Deste modo, &
amplamente divulgado em estudos com neoplasias epiteliais que ao induzir a
degradacdo de B-catenina (CNNTBI) pela sua ligacdo com a APC, a via de sinalizagdo
Wnt € regulada negativamente. Uma vez que a atividade indutora de degradacdo de B-
catenina foi perdida numa possivel mutag@o ou perda de expressdo do gene supressor de
tumor APC nas neoplasias epiteliais, ocorre um acumulo da proteina B-catenina no
citoplasma celular. Com isto torna-se claro que a transcricdo de genes chave na
proliferacdo celular tais como ¢-MYC e CCNDI foram ativadas pelo movimento de -
catenina para o nucleo celular (Largey et al., 1994; Uzawa et al., 1994; Kok et al.,
2002). Embora no presente estudo tenha sido encontrada menor expressdo de APC no
grupo de LB que nas mucosas normais, a expressao de c-MYC e CCNDI também foram

maiores para o grupo de mucosa normal que nas LBs ndo quando deveriam ser.

O gene GSK3p também apresenta papel fundamental na via, através da proteina
GSK3B que atua na degrada¢do de P-catenina e previne seu acumulo no citoplasma
celular (Mendonga et al., 2012). Neste trabalho foi encontrada uma expressdao génica
maior de GSK3/ nas mucosas normais que no grupo LB. Em desacordo, Andrade Filho
et al. em 2011, evidenciaram maior expressao de GSK3f/ em casos de CCEB que nas
LBs. Por se tratar de um gene supressor de tumor, espera-se que sua expressio esteja
possivelmente diminuida nos casos de LB, principalmente naquelas com alto risco de
transformacdo. Quando separadas em LAR e LBR, as lesdes leucoplasicas ndo
apresentaram diferengas entre si, apenas quando comparadas com a mucosa normal

apresentaram uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

O proto-oncogene CCND], é um importante regulador da progressao de fase G1
para da fase S em muitos tipos de células diferentes (Mishra et al., 2015). Juntamente
com os seus parceiros de ligacdo ciclina quinase dependente 4 ¢ 6 (CDK4 e CDK®6), a
CiclinaD1 forma complexos ativos que promovem a progressdo do ciclo celular. A
Ciclina D1 € importante para o desenvolvimento e progressao de varios tipos de cancer,
incluindo o CCEB que ocorre pela transformacdo da mucosa bucal displasica (Mishra et

al., 2009; Mishra et al., 2015). Em linhas gerais, a expressdo de CCND] esta aumentada
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para as displasias e CCEB (Mishra et al., 2009; Saawarn et al., 2012; Mishra et al.,
2015). No presente estudo, quando fazemos uma comparacdo geral da expressdo de
CCNDI entre os grupos MN e LB, fica evidente uma maior expressao nos tecidos
normais. No entanto, quando realizamos a comparacdo entre MN, LAR e LBR, fica
claro uma maior expressio de CCNDI na LAR, sugerindo que um aumento na

expressdo deste gene pode estar envolvido com a progressdao das leucoplasias bucais

para o CCEB.

O gene c-MYC também tém sido apontado como possivel proto-oncogéne e um
aumento de sua expressao tem sido observada frequentemente em lesdes potencialmente
malignas e em CCEB (Saawarn et al., 2012). De maneira contréria, este estudo
encontrou uma expressio de c-MYC muito maior entre as mucosas normais que entre os

casos de LB, com p<0,001.

No que tange a expressdo proteica, Wntl, B-catenina, c-Myc e CiclinaD1
seguiram em linhas gerais, aquilo que foi descrito para a expressdo génica dos mesmos
alvos. Foi encontrada maior expressdo para o grupo MN que para o grupo LB, sendo
que para Wntl e CiclinaD1 foi encontrada diferenca estatisticamente significante
(p<0,01). Para a proteina GSK3p, APC e E-caderina ficou evidente uma maior
expressao no grupo LB que no grupo MN com diferencas estatisticamente significantes

para as duas ultima proteinas.

Em alguns estudos, a expressdo imuno-histoquimica de -catenina foi observada
em displasias, de maneira semelhante ao epitélio normal. No entanto, uma reducio na
sua expressdo tem sido encontrada nos casos onde a displasia epitelial apresenta maior
gravidade (Williams et al., 1998; Lo Muzio et al., 2009; Kaur et al., 2013; Freitas Silva
et al., 2014; Kyrodimou et al., 2014). De maneira semelhante, o presente trabalho
também encontrou uma diminui¢do na expressdao de B-catenina a medida que os niveis
de displasia foram aumentando, sendo que a expressdao em LAR foi menor que em LBR
que por sua vez foi menor que nas mucosas normais. De maneira contraria ao que foi
relatado neste e nos outros estudos, Bankfalvi et al. (2012) relataram que em poucos
casos de sua amostra foi encontrada diminui¢@o da expressdo de B-catenina e Fujii et al.
(2011) encontraram um padrdo crescente de expressao deste a mucosa bucal normal,

passando pela displésica até o carcinoma invasivo.
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O mesmo € encontrado para a proteina E-caderina, que juntamente com [-
catenina modulam o processo de adesdo intercelular. Vérios trabalhos também tem
encontrado diminuicdo na expressao desta proteina em amostras de LB e CCEB (Chaw
et al., 2012; Kaur et al., 2013; Freitas Silva et al., 2014; Kyrodimou et al., 2014; von
Zeidler et al., 2014). A queda na expressao de E-caderina sinaliza para fendmenos de
perda de adesdo celular como evento precoce na progressao de lesdes cancerizaveis para
CCEB. Estes achados, tem sugerido que a ruptura do complexo E-caderina/B-catenina
constitui-se em evento tardio no processo de carcinogénese bucal (Willians et al., 1998).
Em discordancia com as informagoes descritas acima, este estudo evidenciou maior
expressao de E-caderina entre as LB que no grupo MN (p<0,001). Quando
estratificamos a avaliacdo em LAR e LBR, nota-se menor expressdo no grupo LAR,

sugerindo um pior prognostico para esse grupo de lesoes.

Ha ainda, uma série de estudos que relatam uma mudanga na expressdo de -
catenina e E-caderina do compartimento membranar para o citoplasma e nucleo, a
medida que o grau de displasia se acentua (Ishida et al., 2007; Lo Muzio et al., 2009;
Chaw et al., 2012; von Zeidler et al., 2014). Este fenOmeno estaria diretamente
envolvido com a perda de adesdo celular e transcri¢cao de genes como c-MYC e CCNDI1.
Em nossa avaliacdo, ndo foi possivel notar alteracOes qualitativas no padrio de
expressdo de [B-catenina e E-caderina entre as LBR e LAR. Assim como Lo Muzio et
al. (2009) ndo foi encontrada diferenca de expressdo para estas proteinas quanto
comparadas suas expressdes para os casos que transformaram e que ndo transformaram

em CCEB.

Entre os componentes da via de sinalizacdo Wnt, a proteina APC tem um papel
surpreendente. Esta proteina funciona como um supressor de tumor e pode modular um
grande ndmero de fungdes, tais como a adesdo celular, a transdug@o de sinal, e de
ativacdo da transcri¢cdo de genes (Lo Muzio, 2001; Chaw et al., 2012; Sayans et al.,
2012). Quando a via de sinalizacdo Wnt ndo estd ativada ou na auséncia de uma
mutacdo no gene de APC, a proteina APC juntamente com Axina, GSK3p e muitas
outras proteinas formam uma estrutura onde a B-catenina é prontamente fosforilada e
subsequentemente degradada através de complexo ubiquitina-proteossomo (Gao et al.,
2005). Em contraste, quando o gene APC esta mutado ou a via de sinalizacdo Wnt €
desregulada, o complexo citoplasmatico é degradado evitando assim a fosforilagcdo de f3-

catenina e subsequente destruicdo. Como resultado, o acumulo de [-catenina, é
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transportado para o nucleo, onde a ativagao da transcri¢do de genes alvo, tais como c-
MYC e CCNDI, é induzida, conduzindo a proliferacao de células e inibindo a apoptose.
Ao contrario do que € relatado por outros estudos (Lo Muzio, 2001; Chaw et al., 2012;
Sayans et al., 2012), este trabalho encontrou uma expressao de APC maior na LBR que
na LAR e MN, sugerindo que a diminuicdo da expressdo desta proteina nem sempre é

um evento marcante no processo de evolucdo das lesdes leucoplasicas.

De forma similar a proteina APC, a proteina quinase GSK3f, também &
responsavel pela fosforilagdo de B-catenina, podendo atuar como supressora tumoral e
ter sua a¢do diminuida durante a transformagdo maligna em alguns tipos de cincer
(Ramljak et al., 2000; Lo Muzio, 2001; Goto et al., 2002; Mishra et al., 2015). Goto e
colaboradores (2002) avaliaram a expressdao de GSK3p e ciclina D1 em 41 casos de CE
de lingua e encontram uma maior expressdo de ciclina D1 em 66% dos casos € uma
expressdo reduzida de GSK3f em 39% deles. Ademais, a reducdo dos niveis de GSK3f3
esteve correlacionada com o aumento da expressao de ciclina D1 e menor sobrevida dos
pacientes (Goto et al., 2002). Quando comparamos a expressdo proteica de GSK3[
entre LBR, LAR e MN fica evidente uma reduc@o no grupo de LAR. Isso corrobora
com os demais estudos (Ramljak et al., 2000; Lo Muzio, 2001; Goto et al., 2002;
Mishra et al., 2015) e aponta para um comportamento mais agressivo das leucoplasias

com displasia epitelial mais acentuada.

A maioria dos estudos aponta para um aumento na expressao nuclear de c-Myc e
CiclinaD1 em lesdes displasicas da mucosa bucal e CCEB (Eversole & Sapp, 1993;
Shintani et al., 1996; Nakahara et al., 2000; Lo Muzio, 2001; Turatti et al., 2005; Kdvesi
& Szende, 2006; - Papakosta et al., 2006., Santos-Garcia et al., 2006; Bascones-
Martinez et al., 2012; Ramakrishna et al., 2013). As duas proteinas estdo intimamente
ligadas ao processo de proliferacio e diferenciacdo celular e o aumento de sua
expressao e citado como um dos principais fatores de transformacio maligna de lesoes
displasicas (Nakahara et al., 2000; Lo Muzio, 2001; Turatti et al., 2005; Kovesi &
Szende, 2006). Curiosamente em nossa avaliacdo foi encontrada maior expressao de c-
Myc e CiclinaD1 nos tecidos normais que nas leucoplasias e quando estratificadas, a
LBR apresentou expressdao maior que a LAR, sugerindo que este evento ndo seja fator

determinante na progressao das leucoplasias.
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Foi também avaliada uma possivel relacdo entre a expressdao das proteinas
pertencentes a via, com as varidveis clinico-patolégicas da amostra estudada. Foi
encontrada diferenga significante na expressdo de GSK3p entre as lesdes que se
localizavam gengiva e as localizadas na lingua. H4 uma forte discussao sobre o papel da
topografia na evolucdo das LBs. Alguns trabalhos relatam maior indice de
transformacdo maligna em lesdes localizadas em soalho bucal e lingua (van der Waal et
al.,, 1997; Roosaar et al., 2007; Liu et al., 2011). Logo, neste mesmo raciocinio, a

diminui¢do da expressao de GSK3p nas lesdes localizadas na lingua sugere um pior

progndstico em virtude de um possivel acumulo de B-catenina que pode ocorrer.

Outro aspecto clinico que apresentou uma possivel relacio com a expressao
proteica foi a classificacao clinica da leucoplasia (Homogénea/ nao Homogénea). Foram
encontradas diferengas estatisticamente significantes na expressao de Wntl, B-catenina,
GSK3p e c-Myc entre as duas formas clinicas. Em todos os casos houve uma maior
expressao no grupo das leucoplasias homogéneas. Uma série de trabalhos relata maiores
taxas de transformac@o maligna para as lesdes nao homogénea (Silverman et al., 1984;
Schepman et al, 1998; Holmstrup et al, 2006; Liu et al, 2010; Ho et al., 2012;
Warnakulasuriya S & Ariyawardana., 2016). Logo, levando em consideragdo que o
aumento da expressao de Wntl e de c-Myc implicam em uma ativagdo maior da via,
nossas evidencias ndo corroboram para um melhor prognostico das lesdes homogéneas
e pior para as lesdes ndo homogénea como tem sido descrito na literatura. Por outro
lado, expressdao maior de PB-catenina na membrana celular e de GSK3f no citoplasma

nos sugere lesdes de melhor progndstico.

Também ndo foi encontrada diferenca significante na expressdo das proteinas
aqui avaliadas entre a primeira e a ultima bidpsia realizada pelos sete pacientes com
biopsias multiplas. Entretanto, avaliando cada um dos casos separadamente, fica
evidente menor expressdo de CiclinaD1 e maior expressio membranar de E-caderina e
B-catenina na ultima bidpsia dos pacientes onde houve uma regressdo do tamanho da
lesdo, bem como do grau de displasia epitelial apds a interrup¢do do tabagismo. Isto
sugere que mudangas nos padrdoes comportamentais dos pacientes podem ter impacto na

evolugdo e prognostico das leucoplasias bucais.

Uma possivel correlagdo entre expressdo génica e proteica de [-catenina

(CNNTBI), GSK3p, APC, E-caderina (CDH1), CiclinaD1 (CCNDI) e c-Myc (c-MYC)
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foi investigada. Fica evidente, de maneira estatisticamente significante, uma correlagao
inversa na expressao génica e proteica de APC, uma vez que a medida que aumenta a
expressdo génica, diminui a expressao proteica. Considerando que a expressao do RNA
mensageiro ndo estd diretamente associada a presenca da proteina na célula, pois
mecanismos traducionais e poés-traducionais podem interferir com a producdo da

proteina, € provavel que isso tenha acontecido na presente amostra.

Em resumo o presente trabalho mostrou evidéncias de que a via de sinalizacao
WNT/B-catenina realmente esteja ativa no processo de evolucdo e transformacdo das
leucoplasias bucais, corroborando com trabalhos anteriores que buscaram identificar de
maneira isolada a ativacdo da via. Além disso, reforcou o papel das proteinas da via na
carcinogénese bucal e seu possivel papel prognéstico, especialmente no que diz respeito

a predi¢do de transformacdo maligna.
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CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

1. Os achados s6cio-demograficos e clinico-patolégicos observados na presente amostra
foram similares aos publicados previamente por outros estudos. Foi também encontrado

. . ~ . ~ 2
um maior risco de transformag¢ao maligna para as lesdes >200 mm”.

2. A interrupcao do tabagismo pode oferecer melhor progndstico ao paciente, refletindo

numa melhora clinica e histolégica das LB.
3. A reducdo da expressdo génica de CCNTBI, CDHI e APC realmente parece ser um
evento importante na progressdo da displasia epitelial e transformac¢do maligna de

lesdes leucoplasicas.

4. O aumento da expressdao génica de CCNDI em LAR sugere maior potencial de

proliferacdo celular e logo pior progndstico para a doenga.
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&~ @ aprovagso do princolo de pesquisa peks CERVLFL da-s2 em decoméntda do atandmento a

Enchrege: A, Jolk have de Askd 7127- Bloot “LA°, wala 24 - Camois Bla. Wiidon
Bairre:  Hasde Wdcns CEP: o a0 gs

LW el Wunmspia. UBERLANIAR

Tolefone | LayEiap gy Fax! [Ean453s E-mail. fucffpmoip il
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Fesoiucio CHS 46612, ndo Impideando na qualidade denifca oo mesma.

Crienfacdes a0 posquisaton !

» O sUjety &3 pesquisa tem a llberdade oe recusar-5E @ pariicipar ou o8 retkal seu Conserimento em
qualquer Tase fa pesquisa, sam penalizacio Siguma & sem prejuiEn 30 SeU cultado (Fes. CNS 45512 |
deve receber uma via onging do Termo de Consentimento Livie & Esdarecido, na fegra, por el assinado,
« O pesquisador deve deseroiver 3 pesquiss confonme delineads no probocols 3090Vaoo @ desnontinuar o
SETI0 SoMments 3pds analse das razles da descontinsiade peio CEP QUe 0 a00ovou (Fes. CNS S6612),
aguandano 58U parecer, Exceld quandta peTTeler rsco oU dano nA0 previsio o sujslo participants ou
quando constatar 3 superioridade de regime pferecidn 3 UM 606 Qrupos 43 pesquisa que requeiam agio
Imediaa.

» O CEP deve 5ar Infonmadd 0e S0d0s 05 afeline adversos ol f3ins relsvames que 3Teem 0 CUFsD Romal &
eEUdD [Res CNS 256/12). £ papsl oo 0 pesquisador assegurar medidas mediatas adequadas frente &
evento advessn grave ocomido (mesmo que fenha slio em oulro centro) & envdar noiificacdo a0 CEP e 3
Agencia Nacional de Vighancia Sanltanla — ANVISA — UMD COM 5eU poskionamento.

» Eveniuals modificagies ou ementdas 30 pID0COR0 OEVem er 3Dresentadas ag CEP o2 fama clars
Euintz, Isentifcanto 3 parte do (OIOCOID 3 Ser Modificada & suas Justificativas. Em c3sh e Hoieios do
Grupa | 0u I apreseniacos antenomments 3 ANVISA, 0 DesqUiSadon ou DATocinacor deve envid-ias ambam

& MESTE, junio Gom O parecer aprobatono do CEP, para eerem juntadas 3o protocolo Iniclal {Res 251097,
Item I.2.8).

UBEFLANDHA, 09 de Junho de 2014

AsEINAc por;
Zandra Terszinha o Fartas Furtado
(oo S 0Ty

Evmleregy: A ol Mavis de odle 710 - Blots 18" sala X - Cansis Ble Wion
Buiire:.  Saris Wlirme CEP: =5 & 1id

F. WA Wummspin: LUBEERLANDRS

Toleform:  JRgparsiats Fax! [S4ars0-45%% E-rnall.  coed proiga b b
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa “ESTUDO DA EXPRESSAO
GENICA E PROTEICA DA VIA DE SINALIZACAO WNT/ B-CATENINA EM AMOSTRAS DE
LEUCOPLASIA ORAL E SUA RELACAO COM FATORES PROGNOSTICOS COM ENFASE NA
TRANSFORMACAO MALIGNA.”, sob a responsabilidade dos pesquisadores: Luiz Fernando

Barbosa de Paulo e Prof. Dr. Adriano Mota Loyola.

Nesta pesquisa nds tentaremos entender melhor a evolugdao de uma doenga chamada
leucoplasia, que é uma mancha branca que surge na boca e pode virar cancer. Para isso,
faremos um estudo dos pacientes que apareceram com estas manchas na boca entre os anos
de 1997 e 2012 na Faculdade de Odontologia - UFU. Os responsaveis pelo estudo entregardo e
explicardo a cada paciente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para decidirem se
guerem ou ndo participar do estudo. Os participantes responderao a perguntas sobre a doenca
e, apds serem examinados, serdo submetidos a retirada de um pequeno pedaco da mancha

branca para estudo.

Caso vocé concorde em participar, esclarecemos que vocé ndo recebera pagamento
em dinheiro ou qualquer outro tipo de vantagens por participar do projeto. Esclarecemos que
os gastos com seu deslocamento (transporte coletivo, 6nibus), caso necessario, serdo pagos

pelos responsaveis pelo estudo.

Esclarecemos que os procedimentos para remog¢do da mancha oferecem baixo risco a
sua saude, sendo semelhantes aos que existem em pequenas cirurgias, que incluem: pequenos
sangramentos e infeccdo. Todos os procedimentos clinicos e cirurgicos que serdo realizados
neste estudo estdo dentro do que é recomendado para o diagndstico e tratamento das

manchas brancas.

O beneficio direto deste estudo para o paciente sera descobrir alguma informagdo que
ajude a identificar qual mancha branca poderd virar cancer e qual paciente precisard de

cuidados médicos por mais tempo.

Da mesma forma, as informacgGes sobre sua doencga serao registradas e guardadas em

local seguro para que nenhuma outra pessoa que ndo esteja envolvida no estudo possa saber.
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Em nenhum momento desse estudo vocé serd identificado, seus dados pessoais ou mesmo os
de sua doenca serdo expostos publicamente. Para isto, todos os seus dados serdo identificados
por um numero de registro criado pela equipe responsavel, garantindo segredo absoluto. Os

resultados deste estudo serdo mostrados ou registrados apenas em revistas cientificas

A sua participacdo ou nao neste projeto nao influenciara de nenhuma forma no tipo e
na qualidade do atendimento odontoldgico que vocé estd recebendo ou podera receber no
futuro. Vocé podera comunicar, a qualguer momento, aos responsaveis pelo estudo, a sua
desisténcia e o apagamento do registro de seus dados. Também, em qualquer momento, vocé

podera pedir para saber sobre os resultados do estudo.

Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé. Caso
gueira se informar de mais detalhes desta pesquisa agora ou no futuro, poderd entrar em
contato com a equipe responsdvel: Luiz Fernando Barbosa de Paulo e Prof. Dr. Adriano Mota
Loyola. Universidade Federal de Uberlandia — Area de Patologia Bucal, Av. Para, 1720, bloco
HC, 38405-900 Uberlandia- MG, Brasil., de segunda a sexta feira das 08:00 as 16:00, ou ainda
pelos telefones: (34) 32182703/ (34) 91502909. O senhor(a) podera também se quiser entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, na Universidade Federal de Uberlandia
CEP/UFU, Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco 1A, sala 224, Campus Santa Ménica,
Uberlandia — MG, CEP 38408-100; telefone: (34)3239-4131;

Uberlandia, de de 2013.

Assinatura do pesquisador que coletara o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente,

apos ter sido devidamente esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa ou representante legal
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