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RESUMO

As neoplasias de mucosa oral possuem alta prevaléncia no Brasil,
caracterizando-se como um grave problema de saude publica. A correlagéo
destas com fatores ambientais como o fumo e os virus e, com fatores
individuais, como idade, sexo e localizagado da les&o, tem sido relatada. Mais
recentemente, com os avangos tecnoldgicos, as pesquisas direcionaram para
a deteccdo das mutagdes de oncogenes e genes supressores tumor. O gene
p53, € o gene supressor de tumor mais comumente mutado em todas as
neoplasias humanas, nos canceres de boca, as porcentagens sdo muito
variaveis, tendo sido relatadas em torno de 35% a 70%. Dentre os varios
métodos utilizados, a pesquisa da proteina p53 por imunohistoquimica tem
sido a mais utilizada para a constatagdo de mutagdes no gene, desde que a
meia vida desta proteina € aumentada nas formas mutadas. Com o objetivo
de. caracterizar os canceres de boca da nossa regido, foi realizado um
estudo para a detecgcdo de mutagdo do gene p53, correlacionando esses
achados com o tabagismo, vestigios histopatologicos de infec¢cado por HPV,
idade, sexo e a localizagdo da lesdo. Para isto foi utilizado a técnica de
imunohistoquimica, em amostras de 85 pacientes com lesées de mucosa
oral, coletadas no IPCC, divididas em trés grupos, o 1° grupo ,de referéncia,
constituido de lesGes reacionais inflamatérias ou traumaticas (15 casos), 0 2°
grupo de lesdes benignas e pré-malignas (36 casos) e o 3° grupo de
carcinomas invasivos (34 casos). Do total dos casos pesquisados 32,9%
(28/85), foram positivos para a p53. Quando divididos em grupo, 6,7%
(1/15), g,rupo 1: 22,2% (8/36) no grupo 2 e 55,8 (19/34) no grupo 3, foram
positivos. O resultado entre as les6es benignas e malignas foi altamente
significativo (P=0,001). Também foi altamente significativo o fato de que nos
casos positivos do grupo das lesdes malignas, a positividade para a p53
ocorreu de forma intensa em 78,9% dos casos, contrastando das lesdes
benignas que se coraram de forma ténue. N&o se encontrou correlagéo
significativa ao cruzar a expressdo de p53 com sexo, idade e com
localizagdo das lesGes. Os resultados foram altamente significativos

(P=0,001) entre a expresséo de p53 e o tabagismo e significativos (P=0,05)
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entre a expressao de p53 e os sinetes histopatologicos de infecgéo por HPV
no grupo 2. A forte expressdo de p53 encontrada nos carcinomas é
sugestivo das formas detectadas serem as mutadas, e dessa forma, conclui-
se que a expressividade da proteina p53 estaria vinculada a malignidade
com associagao a pacientes expostos ao tabaco. Por outro lado, a detecgéo
da proteina p53 nas lesdes benignas seria resultado de sua atividade normal
em resposta a agressdo pelo tabaco. A expressdo da proteina p53 em
células apresentando indicios de HPV pode ser explicada pelos tipos virais
dessas lesbes serem 0s menos agressivos ou por estar o gene viral ndo
integrado. Nos casos de néo integracéo, a proteina E6 n&o é expressada em
quantidades suficientes para a degradagéo total das proteinas p53. A
presenca de sinetes & uma indicagéo deste fato. Na nossa amostra ndo foi
encontrado expressividade de p53 vinculado com idade ou o sexo do
paciente, bem como a com a localizag&o da lesdo. O passo seguintes deste

trabalho é entre outros, caracterizar com método mais sensiveis a presenca
de HPV.
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ABSTRACT

Oral cancer is the sixth most common cancer in the word, account for
approximately 4% of all cancer and 2% of (chiba,1996) all cancer dead.
Incidence rates for oral cancer in some metropolitan areas in Brazil are
among the highest in the world. Multiple risk factors are involved in the
development for the oral cancer. Several epidemiological investigations
have shown that chronic exposure to tabacco are one the most risk factors
followed by alcohol. Evidence is increasing that some virus, particularly HPV,
plays a role in the carcinogenic process, but it is less defined. Individual
factors such sex, age as well grade and lesion location have been reported.
Numerous studies have pointed to the importance of the tumor suppressor
gene in the process of carcinogenesis. In particular, a high incidence of p53
mutation has been demonstrated in tabacco-related cancer, but the role of
p53 mutation in the etiology of oral cavity cancer has not yet firmly identified.
The p53 mutant forms are more stable and can be detected by
immunohistochemistry. Based on that the aim of this study were to investigate
the expression of p53 protein in oral lesions from patients from Ceara region,
and to correlate that expression with tabacco smoking, histophatologyc traces

of HPV, age, gender and location of lesions. For that, it was used.
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INTRODUGAO

O Ministério da Saude estima que, em 1998, ocorrerdo 269.000 novos
casos de cancer no Brasil, sendo 140.705 (52,3%) em mulheres e 128.295
(47,7%) em homens. Quanto & mortalidade por cancer, para este mesmo
ano, a estimativa é de 107.950 obitos, dos quais 58.070 (53,8%), entre
homens e 49.880 (46,2%) entre mulheres (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco,
1998). Estes numeros apontam por si a gravidade do problema,
transformando o cancer num dos principais problemas de saude publica do
Brasil.

Parte desse quadro se deve a mudanga no perfil epidemiologico
sofrido nos ultimos anos pela populagdo brasileira; fruto, principalmente, de
alteracdes na economia. Hoje, observa-se nas taxas de mortalidade das
macroregides brasileiras, um quadro que oscila entre os indices de um pais
desenvolvido, em que predominam as mortes por doengas cronico
degenerativas e aqueles de um pais subdesenvolvido em que doengas
infecciosas e parasitarias s&o prevalentes. Como exemplo, temos as
diferencas entre as regides Sul e Sudeste em relagéo a regi&o Nordeste do
Brasil, onde nesta ultima, as doengas infecciosas e parasitarias superam o
cancer em 0,02% como causa mortis por doen{:a (Brasil, MS, INCA/Pro-
Onco, 1997). Na tabela 1, podemos visualizar a distribuic&o da mortalidade,

por causa de 6bitos, no Brasil em 1989.
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Tabela 1 - Distribuigdo proporcional das principais causas de ébitos -
Brasil - 1989

Causa N° de 6bitos Mortalidade proporcional
Doencas do ap. 228.790 ' 34,36%
circulatério
Causas externas 102.252 15,35%
Neoplasmas 80.614 12,11%

Doencas infecto- 45.023 6,76%
contagiosas
Afecgdes perinatais 41.193 6,19%

Fonte: Estatisticas de Mortalidade - Ministério da Satide -- 1994 apud Brasil , Ministério da Sadde.
Secretaria Nacional de Assisténcia & Saude, Instituto Nacional do Cancer / Pro-Onco,
Coordenacéo de Saude Bucal - “Cancer de Boca", Rio de Janeiro, 1992.

O aumento da expectativa de vida que passolu de 33,7 anos no inicio
do século para 68 anos atualmente (Brasil, MPO, IBGE, 1991), o processo
de urbanizacdo das grandes cidades, o acesso aos servigos de saude,
melhores condigdes de higiene e saneamento bésico, avangos tecnoldgicos
na area médica, como os antibidticos e as vacinas, bem como melhores
condigées de moradia, foram variaveis que contribuiram para essa mudanga
no modo de adoecer e morrer no Brasil.

Assim, ao invés das doengas infecto-contagiosas o brasileiro passou a
morrer mais por doengas cronicas degenerativas, como as cardiovasculares
e o cancer. Espera-se que com os avangos tecnoldgicos na area meédica, as
doengas cardiovasculares deverdo diminuir a incidéncia, passando assim, o
cancer, a ser a principal causa mortis, por doengas, da populagéo brasileira

no proximo século (Lopes et al., 1992).

O Céancer de Boca

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) os cénceres da

cavidade bucal e da faringe representam 6% de todos os casos
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diagnosticados, sendo que entre os homens esse percentual sobe para 8% e
entre as mulheres cai para 4% (Parkin et al., 1987; Parkin et al., 1992).

Esses valores sofrem variagbes geogréficas, como a alta incidéncia de
cancer de labio em regides do Canada ou de algumas regibes da india, onde
o cancer de boca atinge uma incidéncia de 40% entre todos os tumores
malignos (Parkin et al., 1987; Parkin et al., 1992).

No quadro geral de incidéncia e prevaléncia do cancer no Brasil, o
cancer de boca encontra-se como o 8° dentre os de maior prevaléncia, no
periodo de 1976 a 1985 (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1992). As estimativas
para 1998 foram de cerca de 8.100 novos casos, sendo cerca de 1880
destes, na regido Nordeste (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1998).

No Nordeste, além dos fatores ja citados como a industrializagéo, a
urbanizagéo e o aumento de expectativa de vida, contribuem também para
essa alta ocorréncia de cancer bucal outros fatores socio-econdmicos como,
a baixa renda [80% desta populagéo tem rendimento inferior a dois salarios
minimos (Brasil, MPO, IBGE, 1991)]; o baixo grau de escolaridade [35 % da
populagdo é analfabeta); a ocupagéo laborial [34% da populagdo ainda
permanece no campo trabalhando na agricultura e na pesca (Brasil, MPO,
1996)] e o sistema publico de saude no qual o acesso aos avangos
tecnolégicos ainda sdo muito limitados nesta regi&o.

Como também fatores culturais como habitos de risco como tabagismo
e o alcoolismo que s&o muito difundidos, principalmente na populagéo rural e
de baixa renda (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1995) e a exposicdo as
radiagbes solares, tipicas de uma regido tropical. Estes, socio-econdmicos e
culturais, sdo fatores que se potencializam, gerando condigdes para o
aumento das taxas de incidéncia do cancer de boca, nessa regiao.

Os dados publicados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCa), 1987,
do Registro Nacional de Patologia Tumoral (RNPT), do periodo de 1976 a
1985, mostraram maior freqiiéncia de cancer de boca em homens do que em
mulheres, e a lingua como sitio anatdmico mais frequente (ver tabela 2). Um
fato preocupante é que, tanto no periodo de 1976 a 1985, como de 1986 a

1993, a maioria dos diagnostico foram dados em fases bastante avangadas
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da les&o (estadiamento il e IV da classificagdo TNM) (Brasil, MS, INCA/Pro-
Onco, 1992; Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1996).

Ainda, em relacéo aos fatores de risco para o cancer de boca, existem
dois fatores que atuam conjuntamente na sua génese: sdo os fatores
individuais e os fatores ambientais ou externos. Ambos s&o variados e seus
papéis ndo estdo completamente esclarecidos. Fatores ambientais, como os
agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, estdo mais documentados, enquanto
os fatores individuais como sexo, idade e hereditariedade, estdo associados,
mas n&o tdo bem esclarecidos. Importante é que é da conjugagédo
multifatorial destas variaveis, associado ao tempo de exposicdo, que surgem
as neoplasias malignas (Franco et al., 1989; Tommasi. & Garrafa, 1980).

Os principais fatores individuais, as bases genéticas do cancer e mais
especificamente o gene supressor tumoral p53, como também os principais
fatores ambientais que atuam na carcinogénese bucal ser&o revisados, com

o objetivo de fundamentar teoricamente este trabalho.

Tabela 2 - Cancer de boca segundo localizagbes primarias, no Brasil,
de 1976 a 1985

Diagnoéstico em homens Diagndstico em mulheres

Localizagdes % N° % N°
Lingua 32,0 9.490 BT 2.474
Labio 27,5 8.159 22,7 2.034
Assoalho bucal 9,5 2.825 8,1 724
Gengiva 6,4 1.899 10,3 925
Partes ‘ néo 24,6 7.311 31,2 2.785
especificadas
Total 100 29.684 100 8.942

Fonte: RNPT/INCa/Ministério da Satde, 1976 - 1985, Ministério da Salde -- 1994 apud
Brasil, Ministério da Saude. Secretaria Nacional de Assisténcia & Saude,
Instituto Nacional do Cancer / Pro-Onco, Coordenagédo de Saude Bucal -

“Cancer de Boca", Rio de Janeiro, 1992.
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Fatores Individuais

Idade

Com aumento da expectativa de vida e o envelhecimento, o individuo
fica por mais tempo exposto aos agentes cancerigenos, a capacidade de
reparo de mutagdes ou de danos ao DNA das células fica menos eficiente e
a capacidade de vigilancia do sistema imunolégico diminui.

Na literatura em geral é consensual pelo autores, como sendo a partir
dos 40 anos de idade o maior risco para o aparecimento dos casos de
cancer de boca (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1996; Franco et al., 1989; Li et
al., 1996; Kowalski et al., 1991; Sampaio et al., 1985; Garay et al., 1991).

Sexo

Nos boletins de mortalidade do ministério da Saude (Brasil, MS,FNS/
DATASUS, 1998), os homens sdo mais freqientemente acometidos por
cancer de boca do que as mulheres, chegando a uma relagéo de 4:1 no
Nordeste (Brasil, MS, 1992).

Esta relag&o é justificada, principalmente, pela maior exposigao aos
agentes cancerigenos pelo homens. Esse Perfil vem se modificando ano
apds ano, principalmente depois do avango das mulheres ao mercado de
trabalho, trazendo também alguns maus habitos que antes eram “privilégios”
‘masculinos, como o fumo e o élcool (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1996;
Franco et al., 1989; Kowalski et al., 1991).

Caracteristicas Genéticas

Foram comprovadas, nos Uultimos anos, algumas tendéncias de

transmissé&o hereditaria de tumores malignos, como o de mama por exemplo
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(Anderson, 1993). Pelo menos até o momento, no entanto, ainda ndo existe
comprovagéo de que isto ocorra no cancer de boca.

Sabe-se que as caracteristicas raciais tém um papel coadjuvante no
cancer de labio, pois, devido a menor quantidade de melanina, os brancos
tém maior probabilidade de desenvolver esse tipo de neoplasia do que os
negros, quando expostos as radiagbes solares continuas (Tommasi &
Garrafa, 1980; Kowalski et al., 1991). E clara a heranga genética de
determinadas mutagdes ou defeitos cromossdmicos que predispdem o
paciente a desenvolver mais facilmente uma neoplasia maligna. E, neste
sentido, que o papel dos mecanismos genéticos envolvidos na

carcinogénese deve ser melhor avaliado.

Bases Genéticas do Cancer

As evidéncias concretas de que o cancer € uma doenga genética,
foram firmadas no final da década de 50, quando, ainda a luz da microscopia
optica, observava-se as aberragdes nucleares presentes em células
tumorais, tais como duplicagdes, triplicagbes, rearranjos ou delegbes de
cromossomos. Todas essas alteragdes, bem como a posterior confirmagéo
da translocagéo do cromossomo Filadélfia encontrada na leucemia mieldide
cronica, firmaram e comprovaram as bases genéticas do cancer (Caballero et
al., 1998).

Genericamente, podemos dizer que o cancer ocorre sempre que
mutagdes genéticas acontecem diretamente, alterando o controle de
crescimento e diferenciagdo das células ou indiretamente, impedindo os
mecanismos normais de controle e restricdo da divisdo celular. Portanto,
independentemente das causas, as neoplasias apresentam disturbios no
controle do ciclo celular que levam ao aumento do crescimento e proliferagéo
da célula, levando ao surgimento de massas tumorais celulares (Rabenhorst
et al., 1993). ‘

Os mecanismos envolvidos nas alteragbes genéticas que levam ao

cancer sdo classificados em duas categorias: na primeira, estdo os
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oncogenes e na segunda, 0os genes supressores tumorais (Caballero et al.,
1998).

Os proto-oncogenes sado genes celulares que, na maioria das vezes,
controlam os mecanismos de crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo
normais das células, que, quando alterados por mutacdes, se convertem em
oncogenes dominantes que passam a ser superexpressados, aumentando assim
em grande quantidade a concentragdo de seus produtos na célula.

Os proto-oncogenes podem ser divididos em quatro classes: I- Os fatores
de crescimento; Il- Os receptores para fatores de crescimento; llI- Os transdutores
de sinal e IV- Os fatores de transcrigdo. Mutagées, translocacdes ou amplificagdes
destes ou de regides onde estes proto-oncogens estejam, podem levar a uma
superexpressdo, fazendo com que suas fungbes sejam amplificadas,
desequilibrando, assim, o ciclo celular e, possivelmente, promovendo a

carcinogénese ( Ver figura 1).

ONCOGENES

Receptores de
membrana

Fatores de *
crescimento
— *
i * = Fatores d
< tramscricdo
w*

<

.)‘ ‘
Transdutores
de sinal

Figura 1 - Classificagdo dos oncogenes e locais de atuagio na célula

Adaptado de Sapp et al., 1997.
Os genes supressores tumorais, contrariamente aos oncogenes, sao

normalmente genes recessivos e codificam proteinas que atuam em varios niveis
de regulagao da proliferagéo e diferenciagao celulares. Desta forma,
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sdo capazes de suprimir o comportamento proliferativo das células e, quando
inativados, levam ao crescimento néo controlado das mesmas.

O primeiro gene supressor tumoral a ser descrito foi o gene Rb (de
retinoblastoma), por Knudson em 1971( apud Bruce et al., 1997), através de
modelos matematicos, ao observar formas hereditarias do tumor de retina em
criangas . Posteriormente, por uso de sondas moleculares, foi observada
uma delegéo na regido 13q14 (Caballero et al., 1998), onde se encontra esse
gene, gerando um estado de heterozigose. Assim, uma crianga que herdasse
essa alteragdo, mais facilmente poderia sofrer uma mutacdo somatica no
outro alelo, gerando condi¢cdes para o surgimento da neoplasia. Essa
deficiéncia nos dois alelos de Rb é observada em criangas com
retinoblastoma (Bruce et al., 1997).

O Rb esta associado a varias outras neoplasias, somente em faixas
etarias mais avangadas (Bruce et al., 1997; Brentani et al., 1998).

O partir dai, outros candidatos a genes supfessores tumorais foram
identificados. O mais importante deles, sendo também o mais comumente

alterado em neoplasias humanas, é o p53.
p53

O gene supressor tumoral p53 foi descrito inicialmente em 1979, como
um oncogene e sé posteriormente, em 1989, depois de compreendida sua
funcdo, passou a ser classificado como gene supressor tumoral (Velculescu
& El-Deiry, 1996). Este gene se localiza no cromossomo 17 na regido
17p13.3. Devido a sua habilidade de monitorar o DNA celular, induzindo seu
reparo quando possivel ou a apoptose celular, tem sido nomeado como
“Guardido do genoma” (Lane, 1992).

O gene p53 codifica uma proteina que foi nomeada por seu peso
molecular de 53 kDa. E uma fosfoproteina de agdo nuclear, composta de 11
exons, que codificam 393 aminodcidos (Arrowsmith & Morin, 1996), existente
na sua forma ativa como um tetrdmero, dividida em trés regides: 1-
Extremidade NH2 (N-terminal), similar aos fatores de transcrig&o; 2- Regiéo

central, sitio de ligagdo ao DNA; 3- Extremidade carboxil (C-terminal),
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necessaria a oligomerizagéo (Arrowsmith & Morin, 1996; Bruce et al., 1997;
Cho et al., 1994).

As propriedades bioquimicas da p53 estdo intimamente relacionadas
as suas fungdes celulares. A p53 se liga de forma especifica ao DNA, por
sua por¢ao central, formando complexos estaveis com o DNA lesado de alta
afinidade, aumentando sua meia vida, estimulando suas propriedades
transcricionais e criando sitios de ligagées na sua porgdo N-terminal para
posterior acdo de proteinas reparadoras do DNA lesado. (Vogelstein &
Kinzler, 1992; Bruce et al., 1997).

A funcdo primordial da p53 é a manutencdo da integridade do
genoma. Ela n&o é detectada na célula normal (por esse motivo é que
qguando foi descoberta, p53 foi descrita como um oncogene), diferente de Rb
que é detectado regularmente. S6 quando o DNA é lesado por um acidente
genético ou por agentes mutagénicos, sejam quimicos, fisicos ou bioldgicos,
a proteina é induzida em resposta, se acumulando no nucleo, se ligando ao
DNA lesado e parando o ciclo celular na fase G1/S, para que seja feito o
reparo do DNA alterado. Quando isso ndo é possivel ela dispara o
mecanismo de apoptose, ativando outros genes e outras proteinas. (Bates &
Vousden, 1996; Vogelstein & Kinzler, 1992).

A atuacéo de p53 no ciclo celular se d& através da sua afinidade pelo
DNA lesado, ativando a transcrigdo de outro gene que codifica uma proteina
de 21kd, chamada p21, que tem alta afinidade por um complexo ciclina
E/CDK2 (Quinase dependente de ciclina).

Este complexo ciclina E/CDK2 dirige a passagem da célula da fase G1
para a fase S do ciclo celular (Carson & Lois, 1995; Velculescu & El-Deiry
1996; Heinzel et al., 1996). Portanto, em presenca de p53, a célula produz
p21, que inativa o complexo E/CDK2, parando a célula em G1, possibilitando
que o reparo do DNA seja realizado por outras proteinas. Caso isso ndo seja
possivel, p53 dispara a morte celular programada (apoptose), através de
outros mecanismos como a ativagado transcricional de moléculas como bax e
bcl2 para provocar a apoptose celular (Bates & Vousden, 1996).

Outra via de atuagdo da p21 se da através de sua ligagdo ao

complexo ciclina D/CDK4, que fosforila Rb. Ligada & p21, este complexo néo
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ativa a fosforilagdo de Rb, que é fundamental para ativar o fator de
transcricdo E2F. O papel de E2F ¢é ativar genes necessarios a progresséo do ciclo
para a fase S (White, 1994).

Assim, estes complexos ciclina/CDK’'s sdo necessarios a progressédo do
ciclo celular, e, quando inibidos por p21, fazem o ciclo parar. Aléem destes
caminhos, independentemente, p21 também se liga a PCNA que inibe DNA
polimerase que também atuara na parada do ciclo (Guo et al., 1997; Kastan et al.,
1991; Vogelstein & Kinzier, 1992).

Estes mecanismos moleculares de p53 atuam, impedindo que uma
alteracéo de DNA seja transmitida como pode ser observado na figura 2.

ciclina B- cdc2 Alteragéio no DNA

/M\ \
N

G2 ahsin G 1 ciclina E-CDK2<4— p2 1 <— “ ; “

celular

S

Apoptose
ciclina A-CDK2 pop
PCNA-DNA polymerase § 0 Pt * *
Parada do ciclo celular = ? .5 Supressio Tumoral

Inibigdo da replicagdo do DNA

Reparo do DNA
Manutengdo da fidelidade genética

Figura 2 Mecanismo de atuacdo de pS3

Vias moleculares de p53 e p21 que levam a parada do crescimento celular.

Quz;ndo ocorre danos ao DNA provocado por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, geram-se
condigdes para a indugio da sintese de p53, ela ativara a transcrigdo e a expressio de p21 que € um inibidor
do ciclo celular, pois, p21 se liga a varios complexos de CDK’s em diferentes fases do ciclo celular (G1,S ou
v M), inibindo a atividade destas quinases. Na fase G1, p21 se liga ao complexo ciclina E/CDK2. Assim, este
complexo ciclina/CDK necessario & progressdo do ciclo celular, inibido por p21, péra o ciclo. (Adaptado de
Velculescu & El-Deiry, 1996).



O nivel de expresséo de p53, bem como a interagdo de p53 com
varios outros genes, determina uma variedade de respostas em diferentes

tipos celulares humanos (Velculescu & El-Deiry, 1996).

p53 e Cancer

A mutacdo de p53 é a alteragdo genética mais comum nos mais
variados tipos de cancer humano, encontrada em média em cerca de 37% de
todas as neoplasias, variando de 7% a 85%, dependendo do sitio anatdomico
(Velculescu & El-Deiry, 1996). Pacientes que apresentam algum tipo de
deficiéencia que interfra na funcionalidade normal da p53, terdo
predisposicdo a acumular mutagbes e rearranjos cromossdmicos, que
tender&o a levar a0 surgimento de células malignas (Caminero et al., 1996;
Desaintes et al., 1995; Nylander et al., 1996; Vogelstein & Kinzler,, 1992).

A perda de fung@o da p53 pode ocorrer de varias maneiras: 1- deleg&o
de um ou dos dois alelos, como na Sindrome de Li-Fraumenni e no
Xeroderma pigmentoso; 2- mutagdes “nonsense”; 3- mutacdes “missense’,
que s&o mais comuns, provocando redugéo ou alteragcéo dos tetrameros da
proteina, podendo alterar a sua funcionalidade; 4- Associagdo com outras
proteinas, como nas infecgbes pelo HPV, onde a proteina E6 viral tem
afinidade pela p53, desativando-a e degradando-a e desta forma impedindo
sua acdo (Velculescu & El-Deiry, 1996; Crook et al., 1994; Vogelstein &
Kinzler, 1992).

A figura 3 esquematiza os diferentes tipos de inativagéo de p33.
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Saroomas Amplificaciio

Figura 3 - Mecanismos de inativacdo p53

p53 atua na forma de tetrdmero se ligando a um sitio de ligago de p53 (PBS), ativando a expressio
de um gene inibidor do crescimento (p21 p. ex), que fica adjacente a PBS. Delegfio de um ou ambos os alelos
de p53 reduzem a expressdo dos tetrimeros, resultando na diminuigio da expressdo de p21 (1). Mutagdes
“nonsense”, produzem a proteina truncada, impedindo a oligomerizagfo e a formagdo dos tetrdmeros de p53,
assim resultando também na redugdo de p53 (2). Mutagdes “missense” resultam em defeitos na proteina,
produzindo efeitos negativos que vdo determinar uma grande diminuigfio na atividade e funcionalidade dos
tetrdmeros de p53 (3). A ligagéio de p53 com proteinas, como com E6 do HPV (4) ou com na super expressio
do oncogene MDM2 pela célula (5), resultam na inibigéo funcional de p53, pois esses complexos impedem a
ligagdio de p53 a seu PBS, inibindo a ativagdo transcricional de p21. E6 também promove a degradagfio de
P33 (Adaptado com modificagdes e atualizagdes de Vogelstein & Kinzler, 1992).

As mutacdes de p53 aparentemente ocorrem em estagios precoces da
carcinogénese em tumores do pu'lméo, de cavidade oral e de glandulas
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salivares (Yan et al. 1996; Karja et al. 1997), mas em outros tipos de
canceres, como nos linfomas, ela parece ser um evehto tardio.

A detecgcdo de mutagcbes de p53 podem ser realizadas por diversos
métodos laboratoriais, diretos como pela reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) do DNA ou do RNA, seguido pelo seqlenciamento ou por
polimorfismo conformacional de simples fita (SSCP), ou indiretos através da
Imunohistoquimica, usando anticorpos que detectam o acumulo da proteina
mutante nos tecidos (Velculescu & El-Deiry, 1996).

Os estudos por sequenciamento direto do gene p53, o método mais
preciso para detecgdo de mutagdes, sugerem que a maioria das mutacées de
p53, ocorrem no dominio de ligagcdo ao DNA, localizado entre os exons 5 e 8,
(cédons 126 a 306) , e correspondem a mais de 85% das mutacdes de p53.
(Greenblat et al apud Velculescu & El-Deiry, 1996).

Storey et al., 1998, relataram recentemente que pacientes que tem
alteragdo em um aminodcido na cadeia protéica ja podem apresentar
inativagéo de p53 e aparentemente pacientes que tém arginina em lugar de
prolina na posigdo 72 tém sete vezes maior probabilidade de p53 ser
inativada por HPV ES6, fazendo desta forma que estes pacientes sejam mais
susceptiveis aos carcinomas promovidos por papilomavirus.

A proteina p53 néo participa do desenvolvimento embriolégico normal.
Bruce et al. em 1997, referem que ratos que tiveram delecdo dos dois alelos
de p53 se desenvolvem normalmente, no entanto, desenvolvem cancer antes
dos trés meses de vida, indicando que a presenga de p53 sé acontece
quando alteragdes de DNA ocorrem na célula e necessitam de reparo.

A meia vida de p53 tipo selvagem é de poucos minutos no nucleo
celular. Quando alterada, a p53 fica mais estavel e, aparentemente, esta
mutacg&o interfere no seu mecanismo de degradagé&o, pois fica acumulada no
nucleo em grande volume. Por essa razdo é que, quando detectada por
imunohistoquimica, na maioria das vezes, podemos afirmar que o gene p53
estd mutado. (Lazarus et al., 1996; Caballero et al., 1998; Loyola et al.,
1995).
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Dentre os varios métodos utilizados para o diagnéstico de mutagdes
em p53, a imunohistoquimica & o mais utilizado, principalmente pela maior
facilidade metodoldgica e pelo menor custo.

Importante € que, atualmente, alteragdes da funcionalidade de p53
caracterizam-se como uma importante via de estudo para o diagnéstico
precoce, o prognodstico e o tratamento das mais diversas neoplasias
malignas em seres humanos (Jin et al., 1998; Murti et al., 1998; Ogden et al.,
1997; Matsumura et al., 1996, Leung et al., 1996).

Fatores Externos

Tabagismo

O tabaco encontra-se entre os principais fatores cancerigenos com os
quais 0 homem mantém contato, sendo um agente cancerigeno completo,
atuando nas trés fases da carcinogénese: iniciagdo, promogao e progressao
do tumor (Brasil, MS. INCA/Pro-Onco, 1996; Franco et al., 1989; Li et al.,
1996: Kowalski et al., 1991; Sampaio et al., 1985; Garay et al., 1991).

O tabaco contém na sua composigdo mais de 4.700 substancias,
tendo, 60 delas, agdo carcinogénica, destacando-se os hidrocarbonetos
policiclicos e as nitrosaminas, dentre outros elementos quimicos como
niquel, cédmio, carbono 14 e poldnio 210, além dos pesticidas utilizados na
lavoura do tabaco como o DDT, por exemplo (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco,
1995; Lopes et al., 1992; Franco et al., 1989).

Em adicdo & agdo carcinogénica quimica, o cigarro fumado possuli
ainda uma acdo mecanica pelo atrito com a mucosa e, principalmente, uma
agress&o térmica & mucosa devido as altas temperaturas da fumaga aspirada
pela boca e pelas vias aéreas./ Essas trés formas de agressao se
potencializam em suas capacidades de provocar danos ao DNA dos
queratinécitos do epitélio bucal (Franco et al, 1989; Tommasi & Garrafa,
1980).
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A Ultima pesquisa brasileira, realizada em 363 municipios do pafs,
estimou uma populagéo de cerca de 30.641.554 fumantes (59% de homens e
41% de mulheres) que representa 32% da populacgéo brasileira acima de 15
anos. Esse percentual € maior na zona rural que na zona urbana, e entre as
mulheres mais jovens € maior do que nos homens jovens, justificando o
aumento crescente de cancer de boca entre as mulheres (IBGE, 1989 in
Lopes et al., 1992).

Muscat et al., em 1996, avaliando a diferenga entre os género em
relagdo ao risco de desenvolver cancer oral, sugere que as mulheres
fumantes tenham maior risco que os homens fumantes.

As formas de consumo do tabaco, quer seja mascado, fumado ou
aspirado, desempenham um papel diferencial na capacidade de potencializar
o risco do tabagista em desenvolver o cancer (Wandenberg et al., 1996;
Franco et al., 1989).

No trabalho de Franco et al., 1989, em trés cidades brasileiras, foi
estimado o risco de desenvolver cancer bucal, para fumantes de cigarro
industrializado, cachimbo e cigarro de fabricagdo manual, em 6,3; 13,9e 7,0
vezes, respectivamente, maiores que em néo fumantes. Ja os consumidores
de tabaco sem fumacga de longa duragéo, podem ter o risco aumentado em
até 50 vezes em relagéo aos nédo tabagistas, principalmente nos casos de
cancer de mucosa jugal, onde o tabaco permanece longo tempo em contato
com o epitélio.

Lewin et al. (1998), também relataram o efeito multiplicador e
interativo do consumo associado de alcool e tabaco no risco de desenvolver
cancer de cabeca e pescogo na populagéo sueca.

Além dos fumantes ativos, esse habito atinge também os fumantes

passivos, que correm maior risco que os ndo fumantes (Franco et al., 1989).

Alcoolismo

Acredita-se que o alcool tenha uma importante participagdo na

carcinogénese, pois, além da agdo quimica dos seus componentes (como
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nitrosaminas e hidrocarbonetos) na mucosa oral e gastrointestinal, os
consumidores frequentes de alcool apresentam rotineiramente problemas de
desnutricdo, o que, segundo Tommasi & Garrafa em 1980, provoca uma
atrofia das camadas epiteliais da mucosa bucal, facilitando a agresséo de
outros carcindgenos.

O INCA (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1996) sugere ainda que,
localmente, o alcool tem duas agbes que potencializam a carcinogénese. A
primeira seria uma deficiéncia imunoldgica local, e a segunda, um aumento
da permeabilidade do epitélio oral, permitindo que outros carcinégenos
tenham acesso as camadas mais profundas do epitélio, favorecendo os
mecanismos de agressdo ao DNA dos queratindcitos da camada germinativa
da mucosa oral, principalmente do epitélio da lingua, onde se estima seja
maior o risco de desenvolver cancer pelos consumidores de alcool.

No trabalho de Franco et al. (1989), foi estimado que os consumidores
cronicos de alcool etilico tém um risco de 8,5 a 9,2 vezes maior que 0s n&o
consumidores, de desenvolver cancer bucal. Estes autores relataram ainda
que o alcool etilico e o tabaco tém uma atuagédo sinérgica, potencializando
suas capacidades carcinogénicas. Conjuntamente, o consumo associado de
tabaco e alcool elevaria o risco de cancer a cerca de 141,6 vezes, quando
comparado aos n&o consumidores.

No entanto, Lewin et al., em 1998, relatam que o consumo moderado
de alcool tem pequeno ou nenhum efeito carcinogénico em néo fumantes, em

seu estudo caso-controle na populagéo sueca.

Radiag6es lonizantes

As radiacdes ionizantes tém uma grande capacidade de provocar
danos no DNA das células animais, sendo conhecido seus efeitos,
principaimente depois da descoberta dos raios X e apés estudos
epidemiolégicos, depois da 22 guerra mundial, quando da chacina atdbmica
em Hiroshima e Nagasaki, com a alta incidéncia de leucemias e carcinomas

naquelas populagdes.
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As radiagbes solares ja foram laboratoriais e epidemiologicamente
associadas ao cancer de pele, bem como ao cancer de labio. A radiagéo
ultravioleta emitida pelo sol provoca queimaduras, eritemas e lesbes
celulares degenerativas e neoplasicas da pele (Scully et al., 1996; Vivier &
Mckee, 1997; Pindborg et al.,1997).

As radiagbes actinicas em regides, como o Nordeste brasileiro, que
possuem um grande contingente de trabalhadores no campo e na pesca
litoranea, se expondo durante toda vida a elas, 'como ja nos referimos
anteriormente, representam um relevante carcinégeno no cotidiano de

nossas vidas (Sampaio et al., 1985).

Dieta

O mesmo processo de industrializagédo que trouxe grandes beneficios
na qualidade de vida da humanidade, trouxe também mudangas significativas
nos habitos alimentares do povo brasileiro, bem como trouxe diversas
substancias quimicas com potencial carcinogénibo, principalmente nos
alimentos industrializados como os conservantes, por exemplo.

A influéncia do tipo de dieta tem sido mais objetivamente pesquisada
nos casos de cancer gastrico, principalmente em paises em que este tipo de
cancer tem alta prevaléncia. Aparentemente, em populagdes que privilegiam
dietas mais ricas em condimentos e em gorduras animais, ha maior risco de
desenvolver cancer. Por outro lado, as que privilegiam dietas mais ricas em
vegetais, como frutas e verduras, tém este risco reduzido (Lopes et al.,
1992).

No Nordeste, onde existe diversos bolsdes de miséria, onde a fome
mata em siléncio muitas criangas, também teria uma importancia decisiva,
principalmente nos quadros de desnutricdo cronicos dessa populagao, que
levariam a deficiéncias no desenvolvimento organico, as deficiéncias
imunolégicas, favorecendo assim, indiretamente, as condigbes para o

surgimento de neoplasias (Lopes et al., 1992).
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Irritagdes Mecanicas Croénicas

A discuss&o sobre a capacidade de irritantes cronicos, como as
proteses dentérias totais, serem carcinogénicos vem de longa data e
predominou na década de 70. No entanto, hoje sabe-se que os componentes
quimicos das dentaduras n&o sdo carcinogénicos, e que o trauma mecanico
também nao tem potencial mutagénico (Tommasi & Garrafa, 1980).

A atuacdo desses irritantes crénicos, como as dentaduras mal
ajustadas, as pontas de dentes cariados que traumatizam a mucosa, ou
qualquer outro agente traumatico cronico, se deve a sua capacidade de
lacerar e expor as camadas mais profundas do epitélio bucal, principalmente
a camada germinativa, a outros agentes com capacidade carcinogénica
como o tabaco, por exemplo (Schitz, 1997).

O fato de 68,5% da populagéo nordestina entre 50 - 59 anos, e 75 %
dos acima de 55 anos necessitar ou ser portadora de prétese total (Brasil,
MS, 1988), e que, cerca de 80% desta populagéo é de baixa renda, torna o
problema da falta ou da ma qualidade das proteses totais, uma quest&o
importante a ser abordada dentro da prevengéo ao cancer de boca, e
portanto um fator facilitador importante a ser considerado no

desenvolvimento das neoplasias.
Agentes Biol6gicos

Sabe-se da capacidade oncogénica dos virus ha mais de 80 anos,
desde que se descobriu um virus que era capaz de provocar sarcomas em
galinhas, batizado & época com o nome de virus do sarcoma de Roux, o qual
hoje se sabe ser um retrovirus.

Nas duas ultimas décadas, com o grande desenvolvimento das
técnicas de genética e biologia molecular, os virus passaram a ser
pesquisados com grande interesse. A associagdo positiva de alguns deles
com lesées malignas tem encorajado ainda mais a busca de explicagdes

sobre os seus mecanismos de patogenicidade e seus potenciais oncogénico.
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Dentre os virus com atividade oncogénica o virus Epstein-Barr tem
sido associado aos linfomas e aos carcinomas da nasofaringe, o virus da
hepatite B associado ao carcinoma hepatocelular, e o virus do papiloma
humano (HPV) a diversos tipos de carcinomas (Hoppe-Seyler & Butz, 1995).

E o Virus do Papiloma Humano (HPV), um pequeno (55nm) virus DNA
dupla fita circular, ndo envelopado, icosaédrico, epiteliotrépico, no entanto, o
que mais tem sido pesquisado, pois, tem sido fortemente associado aos
carcinomas das mucosas cervico-vaginal, ano-retal, peniana e buco-
faringeana (Franceschi et al. 1996; Hoppe-Seyler & Butz, 1995; Miller &
White, 1996; Busby-Early et al., 1994).

Esse grupo de virus é formado por mais de 100 tipos que infectam
seres humanos e animais. Cerca de 75 tipos tém capacidade de infectar
seres humanos e foram numerados por ordem de descoberta. Essa
classificagdo, para diferencia-los, foi baseada na homologia da sequéncia de
DNA, avaliada por técnica de hibridizag&o (Jacynto ét al., 1994).

Os tipos de HPV séo responsaveis por varias manifestagbes benignas
como os papilomas, condilomas acuminados ou as hiperplasias epiteliais
focais.

Entretanto, € como fator de risco, pelo potencial carcinogénico, que
apresenta para as lesdes epiteliais malignas de diversos sitios anatomicos,
que ele mais tem sido estudado. A associagao positiva ja foi estabelecida por
diversos trabalhos epidemiolégicos para o cancer de colo do utero (Naud et
al., 1994; Mendonza-Alcantar et al., 1994, Shih et al., 1988, Munoz et al.,
1992: Crook et al., 1994). A prépria Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
em 1992, ja reconheceu a infecgdo pelo HPV como a principal causa do
cancer cervical.

A diferenciagdo da manifestagéo clinica e do quadro histopatoldgico
se dard dependendo do tipo do virus causador. Os tipos 2, 6 e 11, por
exemplo, provocam condilomas exofiticos e sao classificados como de baixo
risco. Ja os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45 e 52, de alto e medio risco, s&o
encontrados mai_s comumente nos condilomas planos, nos carcinomas intra-
epiteliais (displasias epiteliais leves, moderadas e severas) e nos invasivos
(Palefsky et al., 1995; Padayachee et al., 1995; Miller & White, 1996).
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A luz da microscopia Optica, por técnicas de citologia ou de
histopatologia, é possivel observar varias alteragbes celulares e teciduais
provocadas pela infecgdo deste grupo de virus, principalmente nas lesdes
proliferativas, quando a infecgdo & produtiva, estes achados citolégicos e
histopatoldgicos sdo rotineiramente chamados de sinetes ou vestigios
citohistopatolégicos de infecgdo por HPV, manifestam-se como graus
variados de acantose, hiperceratose, papilomatose e displasias nas camadas
epiteliais, bem como atipias nucleares, hipercromasias, mitoses atipicas,
coilocitose, bi ou multinucleagéo e disceratose nos queratinécitos (Pfister,
1996; Loreto et al., 1992; Naud et al., 1994; Ferenczy & Jenson, 1996; Park
et al., 1996). Ver as figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27.

Estudos em bases mundiais, utilizando metodologias biomoleculares
como a reagéo de polimerase em cadeia ( PCR ) e a hibridizagéo de DNA in
situ, detectaram DNA de HPV em mais de 93% dos carcinomas de cérvice
uterina. O tipo 16 é prevalente com 50% dos casos, seguido pelo tipo 18 com
14% e 0 45 com 8% (Munoz et al., 1992).

Em uma importante revisdo da literatura mundial, feita por Miller &
White em 1996, de 58 trabalhos publicados sobre epidemiologia do
papilomavirus humano na mucosa oral, no periodo de setembro de 1995 a
julho de 1996, considerando as diversas técnicas de detecgdo viral,
encontraram os seguintes dados como média geral: 13% do epitélio normal
apresentava DNA de HPV, lesGes benignas apresentavam 14,8 %;
neoplasias in situ 18,5%; e os carcinomas de células escamosas invasivos
27,2%. Os autores afirmaram ainda que quando se considerou apenas 0s
trabalhos que usaram o PCR, todos esses percentuais aumentaram (Miller &
White 1996).

O HPV normalmente infecta os queratindcitos como um plasmidio. Seu
DNA dupla fita circular atua no nucleo da célula hospedeira, quando
permissiva, interferindo no seu ciclo celular, estimulando a entrada da celula
na fase S, desta forma obtendo dela as proteinas que Ihe faltam para a sua
reprodugéo (Busby-Early et al., 1994). E agindo como plasmidio que o HPV

provoca as lesGes benignas do epitélio, como os condilomas, papilomas ou
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as verrugas. Nestas ha um baixo potencial de transformacédo carcinomatosa
(Turek & Smith, 1996; Miller & White, 1996).

O problema surge, quando por algum motivo que n&do se sabe ainda,
ocorre a integragéo aleatéria do DNA viral ao genoma da célula hospedeira.
Nesta forma integrada, a infecgdo ndo é produtiva, mas tera um papel
importante na carcinogénese (Busby-Early et al., 1994; Dalal et al., 1996).

Esse papel se deve ao fato da ruptura do DNA circular do virus
normalmente ocorrer entre os genes E1 e E2, deixando invariavelmente
preservados os genes E6 e E7, que estdo localizados imediatamente apds a
seqléncia regulatéria da replicagdo do DNA viral. Desta forma, as proteinas
E6 e E7 ficam sendo produzidas ininterruptamente dentro da célula, isso
porque o gene E2, que regula a transcricdo do genoma viral, invariavelmente
perde sua fung&o por causa da ruptura de parte dele, quando da integragéao
(Villa, 1998). Ver figura 4.

Exem plo de infec¢io pelo HPV 16
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Figura 4 - Exemplo de infec¢do por HPV (tipo 16)
1- Regido controle longa - Replicagdo e expressdo genética do HPV

2- Regido genética precoce viral, E1 e E2 replicagdo do genoma viral e controle transcricional, E6
e E7 alteragdes no padrdo de crescimento, diferenciagdo, transcricdo e ciclo celular da célula
hospedeira, E5 modula a divisdo celular a partir da membrana e o E4 desestabiliza a rede de

microfilamentos facilitando a liberagéo dos virus, expresséo tardia

3- Regido tardia, L1 e L2, codificam as proteinas do capsideo viral, camada espinhosa e granulosa.
Fonte: Adaptado de Turek, L.P.; Smith, E.M. Programacéo genética dos papilomavirus humanos
genitais na infecgdo e no céancer, Papilomavirus Il. Clin. Obst. E Ginec. De Amer. Do Nort.,

1996
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Nessa integragdo do genoma viral ao genoma celular, é que reside o
potencial carcinogénico do HPV, pois sdo as proteinas virais E6 e E7 que
tém afinidade bioquimica por duas proteinas celulares, respectivamente p53
e Rb, inibindo-as funcionalmente e degradando-as' (Villa, 1998;. Miller &
White, 1996; Franceschi et al., 1996; Storey et al., 1998; Crook et al., 1994;
Busby-Early et al., 1994).

Essas proteinas, p53 e Rb, tém um importante papel no mecanismo de
regulacdo e controle do ciclo celular, promovendo a parada do ciclo para
reparo de alteragdes no DNA celular ou promovendo a apoptose da célula
danificada, como ja foi descrito anteriormente (Hickman et al., 1994; Villa,
1998; Chiba et al., 1996).

Assim, quando o DNA do HPV esta integrado, a célula pode ficar
saturada de proteinas virais E6 e E7, ndo permitindo que os genes
supressores tumorais executem suas funcdes. Desta forma, mutagbes
provocadas por outros agentes poderdo passar para as geragbes celulares
seguintes sem serem corrigidas (ver figura 3).

O papel do HPV n&o é como agente mutacional, nem como iniciador
da carcinogénese, mas atua como um importante fator promotor quando tem

seu genoma integrado ao DNA humano. (ver figura 9).

Mecanism oS
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Figura 5 - HPV e carcinogénese

A atividade das proteinas virais, E6 e E7, dentro do ciclo celular se dara pela
inibigo e degradagéo das proteinas celulares p53 e Rb, impedindo assim dois importantes
mecanismos de regulagdo da proliferagéo e do reparo da célula.
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Baseados nos fatores abordados anteriormente, considera-se o
estudo das possiveis mutacdes de p53 um importante parametro a ser
aprofundado na busca de resolugéo para o problema do cancer.

Neste sentido, foi proposta a realizagdo de um estudo das mutagées
de p53 em uma amostra de nossa populagdo, por imunohistoquimica, com
pré-tratamento em microndas, principalmente pela maior facilidade
metodoldgica e pelo menor custo.

Segundo Greenblat et al.,apud Velculescu & El-Deiry, 1996, a
pesquisa da p53 pelo método da imunohistoquimica apresenta grande
sensibilidade para detectar a forma mutante de p53 em 75% dos casos das
mutagdes. Entretanto outras mutagdes, como delegdo dos dois alelos, formas
truncadas ou ligagbes de p53 com outras proteinas que impeg¢am o sitio de
ligagdo do anticorpo, ndo vao ser detectadas por imunohistoquimica.

Dowell & Odgen, 1996, apresentaram um estudo importante,
discutindo o uso da recuperagdo antigénica em imunohistoquimica, com
microondas ou autoclave, e revelaram que, com esse pré-tratamento, a

sensibilidade do método € aumentada em trés vezes.
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OBJETIVOS

Este trabalho, considerando o problema do cancer bucal e alguns dos
fatores individuais e ambientais (fumo e HPV) envolvidos na sua génese, tem

por objetivos:

1- Pesquisar, por imunohistoquimica, a ocorréncia de expressdo da
proteina p53 em lesdes proliferativas benignas e carcinomas da
mucosa bucal, em uma amostra de pacientes de uma regido

tropical.

2- Correlacionar os achados da expresséo de p53 entre um grupo de
lesdes proliferativas benignas, um de carcinomas e um terceiro, de
referéncia, e todos estes, com as seguintes variaveis clinicas dos
pacientes da amostra: sexo, idade, habito de fumar e localizagéo da

les&o.
3- Correlacionar a expressdo de p53 nos grupos, com os vestigios

(sinetes) histopatolégicos de infecgdo pelo Virus do Papiloma
Humano (HPV).
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MATERIAIS E METODOS

A amostra’ foi constituida de 85 biépsias de mucosa bucal colhidas de
pacientes que frequentam por livre escolha, o servico odontoldgico do
Instituto de Prevengéo do Cancer do Ceara (IPCC)-SUS, Fortaleza - Cear3,
no periodo de novembro de 1996 a margo de 1998. O critério de selegéo foi
a presenca de lesdes de mucosa bucal benignas ou malignas.

A amostra foi composta de 48 mulheres e 37 homens, com idade
variando entre 16 a 91 anos, com média de 52,8 anos, de baixa renda, 78%
com renda mensal inferior a dois salarios minimos.. As informacgdes clinicas
referentes aos pacientes foram anotadas em ficha clinica individual (anexo).

A amostra foi classificada em trés grupos, seguindo a orientagéo da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em sua ultima classificagéo
histolégica de pré-cancer e cancer da mucosa oral (Pindborg et al., 1997),
sendo o primeiro de lesdes de origem traumatica/inflamatorias, sem potencial
de malignidade e sem agentes etiolégicos com potencial carcinogénico,
como as hiperplasias fibrosas, fibroepiteliais e mucoceles (ver em anexo as
figuras 6a, 6b, 7, 8,9a e 9b), composto de 15 casos, que por apresentarem 0
epitélio integro e dentro dos padrdes proximos da normalidade, constituiu-se
em nosso grupo de referéncia (grupo 1); o segundo de lesdes proliferativas
benignas, compreendendo neoplasias benignas, como os papilomas e
condilomas e lesdes pré-neoplasicas como as estomatites nicotinicas,
leucoplasias e liquen plano (ver em anexo as figuras 10, 11, 12, 13, 14 e

15,), classificadas genericamente, aqui, como lesdes benignas constituido

' O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica

do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Ceara.
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por 36 casos (grupo 2) e o terceiro grupo (grupo 3), 34 casos, formado pelos
carcinomas de células escamosas da boca (ver em anexo as figuras 16, 17
18, 19, 20 e 21).

As bidpsias incisionais ou excisionais, apds realizadas, foram
acondicionadas em frascos de vidros, contendo formol a 10%, neutro, que
ap6s fixagdo foram processadas e incluidas em parafina, onde foram
emblocadas, cortadas em micrétomo manual rotativo e coradas em
Hematoxilina e Eosina, para definicdo do diagnéstico histopatolégico

Posteriormente, foram realizados cortes de 4 micrometros colocados
em laminas previamente tratadas com organosilano, para processamento

imunohistoquimico.

Imunohistoquimica

A deteccéo de antigeno p53 foi realizada usando a técnica APAAP

para imunohistoquimica, seguindo a seguinte metodologia:

1- Desparafinizagéo em Xilol por 3 X 10 minutos.

2- Hidratagcéo em alcool etilico decrescente, alcool 100% 5 min, Alcool a
95% 5 min, Alcool 70% 5 min e lavagem em &gua corrente por 5
minutos.

3- Recuperagdo antigénica, segundo Dowell & Odgen (1996), dos
cortes em ambiente de microndas por 7,5 min em poténcia maxima,
os cortes mergulhados em tampé&o citrato (pH 6,0).

4- Lavagem em TBS por 5 minutos.

5- Incubagdo em Soro normal de coelho 1/50 em BSA/TBS a 10%
durante 20 minutos em camara umida. '

6- Incubagdo do anticorpo primario, rato anti-p53 ( DO-7, Dakopatts,
Ca, USA), que reconhece epitopos residentes entre os aminoacidos

35 a 45 de p53 humana tipo selvagem ou tipo mutante (Vojtesek et
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al., In lbrahin et al., 1996), diluicdo 1/50, em BSA/TBS a 5%, 16-18
hs, em camara umida.

7- Incubagéo do anticorpo secundario, coelho anti-rato ( Dakopatts Z
259) diluicdo 1/50 em BSA/TBS a 5% durante 30 minutos.

8- Incubacédo em APAAP 1/50 em BSA/TBS a 5% durante 30 min, em
camara umida.

9- Intensificagdo da coloragdo, com repeticdo dos passos 6, 7 e 8 por 3
X 10 minutos.

10- Incubagao em substrato* durante 20 minutos

11- Contra-coloragédo com hematoxilina de Mayer.

12- Montagem em glicerolgel.

OBS. Todas as incubagdes foram seguidas de lavagens em TBS por

5 minutos
*Substrato
Naftol AS-MX fosfato -2mg
Dimetilformamida -0,2ml
Tris 0,1M pH8,2 -9,8ml
Levamisol 1M - 10pl
Fast-Red TR - 10mg

A solugdo foi Preparada dissolvendo-se o naftol AS-MX em
dimetilformamida num tubo de vidro. Adicionando-se o tampé&o Tris pH 8,2 e
o Levamisol para bloquear a atividade endégena da fosfatase alcalina.

Foi utilizado como controle positivo, um Carcinoma de células
escamosas de boca, previamente positivo para p53. Como controle negativo

para cada reacgéo, foi retirado o anticorpo primario.

Anadlise Histopatolégica

A leitura das laminas coradas em HE foi realizada em microscopio

6ptico (Nikon), para definicdo do diagndstico histopatoldgico, posteriormente

41



realizou-se a leitura de todas as laminas, por trés profissionais
separadamente, que avaliaram o epitélio das lesées em busca de alteracées
sugestivas de infeccdo por Papilomavirus humano (HPV), utilizando os
critérios citohistopatolégicos descritos na literatura (Loreto et al. 1992) (ver
em anexo as figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27), quando haviam discordancia

fazia-se uma reavaliagéo, até chegar-se ao consenso, entre os profissionais.

Analise Imunohistoquimica

A leitura das laminas de imunohistoquimica para p53, foram feitas em
microscdpio dptico e classificadas em positivas para expressdo de p53 e
negativas. As que coraram positivamente foram sub-classificadas por
intensidade de coloragéo usando como critério a contagem dos nucleos
corados em 10 campos aleatérios do epitélio da les&o (contagem subjetiva),
classificados em fracamente positivas, 5 a 20%, moderadamente positivas,
20 a 60% e fortemente positivas, acima de 60%. as lesdes que
apresentavam menos de 5% dos nucleos corados ou que apresentavam

coloragéo inespecifica foram consideradas negativas.

Analise Estatistica

Os dados foram agrupados e analisado estatisticamente, submetidos
ao teste do x°, teste exato de Fisher e x* de Mc Newman, para verificaggo de
correlagéo entre a expressdo da proteina p53 e os demais dados dos
pacientes, como idade, sexo, localizacdo da leséo, habito de fumar e sinetes

histologicos para infecgéo por HPV.
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RESULTADOS

Expresséao de p53

A deteccdo por imunohistoquimica da proteina pS3 foi observada em
32,9% (28/85) dos 85 casos pesquisados, sendo que no grupo referéncia foi
positiva apenas em um caso, 6,7% (1/15), nas lesdes benignas foi positiva
em 22,2% dos casos (08/36) e o grupo dos carcinomas foi positivamente
corado em 55,8% dos casos (19/34), sendo que destes 78,9% coraram forte
ou moderadamente (15/19), havendo correlagéo significativa entre a
deteccdo do acumulo de p53 em carcinomas € a ndo detecgédo da expresséo
de p53 nas lesbes benignas e no grupo referéncia (ver tabelas 3 e 4).

Em geral, a marcagdo para p53 foi nuclear, homogénea e né&o
havendo marcagdo de qualquer estrutura que nao fossem as células
epiteliais. Nas lesdes benignas (grupo 2) a maioria das marcagoes
mostraram-se negativas (figuras 28, 29, 30 e 31), neste grupo, as lesbes que
coraram positivamente, se deram de forma ténue e localizadas na camada
basal e parabasal do epitélio (figuras 32 e 33).

Nos carcinomas, a marcagdo positiva, em geral, foi mais intensa.
Nestes, observou-se que os que apresentavam padrées bem diferenciados
com pérolas de queratina, a marcagao positiva se deu apenas nas camada
de células germinativas basais e parabasais (figuras 34, 35, 36 e 37),
havendo também padrdes difusos em toda a lesao, onde, em algumas areas
apresentavam células intensamente positivas e em outras areas proximas, as
células neoplasicas apresentavam-se negativas (figuras 38, 39, 40 e 41),

bem como foi possivel observar que em alguns caso a margem transicional
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da lesdo apresentava epitélio displasico com intensa coloragéo, ao mesmo
tempo que o epitélio normal sobre a leséo apresentava células espagadas na

camada basal, positivamente coradas para p53 (figuras 42, 43, 44 e 45)

Tabela 3 - Numero e percentual de pacientes, agrupados
segundo o tipo em grupo de referéncia, lesGes benignas e carcinomas
da mucosa bucal, relacionados com a expressdo por

imunohistoquimica da proteina p53.

Tipo p53+ p53- Total

Ne° % N° % Ne %
Referéncia 1 6,7 14 93,3 15 42,4
Benignas 8 22,2 28 77,8 36 17,6
Carcinoma 19 55.8 15 44 2 34 40,0
s
Total 28 32,9 57 67,1 85 100

P<0,001 x’=1466 G.L=2

Dentre as lesdes que coraram positivamente nos trés grupos,
encontrou-se correlagdo significativa entre os grupos e a intensidade de
coloracdo de p53. Aqui as lesbes moderada e fortemente coradas foram
agrupadas em um so grupo e chamadas de forte, para obtermos maior
representacdo estatistica e como também esse agrupamento n&o
comprometer o significado da expresséo de p53.

O grupo de referéncia e o grupo das lesBes benignas quando
expressaram p53, fizeram-no fracamente em 88.9% (8/9) e nestes casos a
expressdo se localizava na camada basal do epitélio, como ja referido. Na
amostra, apenas um caso de lesdo benigna corou moderadamente, esse
caso foi de uma jovem de 20 anos, que ndo fuma, nao bebe, ndo usa
protese, ndo apresenta sinetes histologicos para HPV e a les&o se localizava
na lingua, a Unica justificativa para esse resultado € por que era uma

leucoplasia de nove anos de evolugdo, essa paciente deve ser
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acompanhada. Enquanto que o grupo das lesGes malignas expressou p53
fortemente em 78,9% (Tabela 4).

TABELA 4 - Numero e percentual de pacientes que
expressaram positivamente a proteina p53, agrupados segundo o
tipo em: grupo de referéncia, lesdes benignas e carcinomas da
mucosa bucal, correlacionados com a intensidade de coloragéo.

Tipo p53+(forte) | p53+(fraco) Total
Ne° % Ne° % Ne %

Referénci 0 0,0 1 100 1 3,6
a
Benignas 1 12,5 7 87,5 8 28,6
Carcinom 15 78,9 4 21,1 19 67,8

as

Total 16 571 | 12 429 | 28 100
P<0,001 x?=11,53 G.L=2

Sexo X p53

Em relagdo ao sexo dos pacientes, as mulheres que representavam
56,4% da amostra (48/85), apresentaram menor percentual de positividade
que os homens; foram p53 positivas em apenas 15% (13/85) do total de
casos; Ja os homens, 43,6% (37/85) da amostra total, apresentaram
positividade em 17,6% (15/85) do total, o que representa 27% (13/48) dentro
da amostra feminina e 40,5% (15/37) dentro da amostra masculina. Dentro
dos grupos as mulheres obtiveram 0s seguintes percentuais de positividade,
10% (1/10) no grupo referéncia, 21,7% (5/18) nas lesdes benignas e 46,6
(7/15) nos carcinomas e 0s homens nenhum caso no grupo de referéncia,

23% (3/13) nas lesdes benignas e 63,2% (12/19) nos carcinomas. Portanto
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nao foi constatada correlagéo significativa entre sexo € expresséo de pS3 em

nenhum dos grupos, conforme tabelas 5, 6, 7 e 8.

TABELA 5 - Pacientes agrupados segundo o sexo em relagéo

a expresséo de p53

Sexo p53+ p53- Total

Ne % Ne % Ne° %
Homens 15 40,5 22 59,5 37 43,5%)
Mulheres 13 271 35 729 48 56,5%)
Total 28 329 &7 671 85 100

P=0,19 (NS)yx*=1,71

TABELA 6 - Pacientes do grupo dé referéncia, agrupados

segundo o sexo em relagéo a expresséo de p53.

Sexo p53+ pb53- Total

Ne % Ne° % Ne° %
Homens 0 0,0 5 100 5 33,3%
Mulheres 1 10,0 9 90,0 10 66,7%
Total 1 6,7 14 93,3 15 100

P=0,66 (NS) x 2= 0,54

TABELA 7 - Pacientes com lesGes benignas, agrupados

segundo o sexo em relagéo a expresséo de p53.

Sexo p53+ p53- Total
NO OA) NO OA) NO OA)

Homens 3 23,1 10 76,9 13 36,1
Mulheres 5 21.7 18 78,3 23 63,9
Total 8 222 28 778 36 100

P=0,61(NS) x, 2= 0,01
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TABELA 8 - Pacientes com carcinoma espinocelular da

mucosa bucal, agrupados segundo sexo em relagéo a expressao de

p53.
Sexo p53+ p53- Total
Ne % Ne % -Ne %
Homens 12 63,2 7 36,8 19 55,9
Mulheres 7 46,7 8 53,3 15 44 1
Total 19 559 15 441 34 100
P=0,33(NS) x %= 0,92
Idade X p53

Na amostra pesquisada, a idade média foi de 52,8 anos, com intervalo
variando de 16 a 91 anos. Em relagdo aos grupos, o de referéncia,
apresentou idade média de 42,4 anos, o grupo das lesGes benignas de 46
anos e o de carcinomas de 63,7 anos. A idade média de todos os pacientes
p53 positivos foi de 60,5 anos e dos p53 negativos foi 48,8 anos; no grupo 2
(lesdes benignas) foi de 50 anos, para p53 positivo e 44,8 anos, para p53
negativo; no grupo 3 (dos carcinomas) foi de 64,6 anos, para as p53
positivas e 62,4 anos, para os p53 negativos.

Os grupos foram divididos em duas faixas etarias, abaixo de 40 anos e
acima de 40 anos (isto porque ha um certo consenso de ser apartir desta
idade o maior risco para desenvolver cancer bucal) e correlacionados com a
expressdo de p53. Genericamente pdde-se afirmar que a expresséo de p53 é
diretamente proporcional & idade do paciente, mas ndo mantém significancia
entre idade e expressédo de p53, na amostra. Por grupo, essa correlagéo

entre idade e expresséo de p53 nao foi significante. Ver tabelas 9, 10 e 11.
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TABELA 9 - Pacientes do grupo de referéncia, agrupados

segundo a idade em relagdo a expressao de p53.

Faixa Etaria p53+ p53- Total
N° % N° % N° %
<40 anos 0,0 7 100 7 46,7
40 ou > 125 7 875 8 53,3
Total 6,7 14 933 15 100
P=0,53(NS) x*=0,94

TABELA 10 - Pacientes com lesdes benignas da mucosa bucal,

agrupados segundo a idade em relagéo a expresséo de p53.

Faixa p53+ p53- Total
Etaria
Ne % N° % N° %
<40 anos 2 13.3 13 86,7 15 41,7
40 ou > 6 28,6 15 714 21 58,3
Total 8 222 28 778 36 100
P=0,25(NS) x?=1,18

TABELA 11 - Pacientes com carcinoma espinocelular da

mucosa bucal, agrupados segundo a idade em relagéo a expressao

de p53.

Faixa p53+ pb53- Total
Etaria

N % N % N %
<40 anos 1 333 2 667 3 8,8
40 ou > 18 581 13 419 31 91,2
Total 19 559 15 441 34 100
P=0,41(NS) x %= 0,68
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Tabagismo X p53

Os fumantes representavam 58,8% (50/85) do total da amostra
pesquisada; destes 50% foram p53 positivos; dos 35 n&o fumantes da
amostra sé 3 foram p53 positivos e ndo eram carcinomas. Na amostra geral
foi encontrada correlagdo altamente significativa (P=0,0001) entre a
deteccéo da express&o da proteina e o habito de fumar. O habito de fumar
apresentou-se distribuidos por grupo da seguinte forma: 13,3% (2/15) no de
referéncia; 47,2% (17/36) nas benignas e 91,2% (31/34) nos carcinomas,
eram de fumantes. Ao Correlacionar-se o tabagismo com a expressao de
p53, observou-se correlagdo altamente significativa (P=0,001) entre a
expressdo da proteina e o habito de fumar no grupo dos carcinomas. Neste
grupo todos os carcinomas que expressaram p53 eram de fumantes, e os
trés casos de ndo fumantes foram p53 negativos.

Nas lesdes benignas que foram p53 positivas e os pacientes eram
fumantes, a deteccdo desta expressdo foi fraca e sempre localizadas na
camada basal do epitélio, 75% (6/8), Ver tabelas 12, 13, 14 e 15.

TABELA 12 - Amostra geral dos Pacientes, segundo o habito

de fumar em relagéo a expresséo de p53.

Habito p53+ p53- Total

Ne° % Ne° % Ne° %
Fumantes 25 50 25 50 50 58,8
Nao 3 8,6 32 914 35 412
Fumantes
Total 28 32,9 57 67,1 85 100

x? 14.18 P < 0.0001
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TABELA 13 - Pacientes do grupo Referéncia, agrupadas

segundo o habito de fumar em relagéo a expressdo de p53.

Habito p53+ p53- Total
Ne° % Ne % Ne %
Fumantes 0 0,0 2 100 2 13,3
Nao 1 7,7 12 92,3 13 86,7
Fumantes
Total 1 6,7 14 93,3 15 100
P=0,86(NS) x %= 0,16

TABELA 14 - Pacientes com lesdes benignas da mucosa bucal,

segundo o habito de fumar em relagéo a expresséo de p53.

Habito p53+ p53- Total
Ne° % N° % Ne %
Fumantes 6 35,3 11 64,7 17 47,2
Nao 2 10,5 17 89,5 19 52,8
Fumantes
Total 8 22,2 28 77,8 36 100
P=0,08(NS) x %= 3,18

TABELA 15 - Pacientes com carcinoma espinocelular da mucosa

bucal, agrupados segundo o habito de fumar em relagéo a expresséo de p33.

Habito p53+ p53- Total
Ne° % N° % Ne %
Fumantes 19 61,3 12 38,7 31 91,2
Nao 0 0,0 3 100 3 8,8
Fumantes
Total 19 55,9 15 441 34 100
P<0,001 x %= 4,17
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Infecgdo por HPV X p53

Os aspectos citohistopatolégicos utilizados para considerar a
presenca de infecgdo por HPV foram observados em 48,2% (41/85) do total
da amostra, sendo 26,7% (4/15) no grupo de referéncia; 63,9% (23/36) nas
benignas e 50% (17/34) nos carcinomas.

Com relagao a infeccdo por HPV e a expressao de p53, observou-se
que 53,5% (15/28) das lesbes que expressaram pS3 eram também HPV
sugestivas. Ressalta-se que 30,4% (7/23) dos casos sugestivos de HPV no
grupo das lesbGes benignas foram tambem pS53 positivas. Neste grupo,
observou-se significancia entre os sinetes histolégicos de HPV e a expressao
de p53.

E importante chamar a ateng&o que, 7 dos 8 casos p53 positivos do
grupo de lesdes benignas foram fracamente positivos e destes sete, seis
eram também fumantes (ver figuras 46, 47, 48 e 49). No grupo dos
carcinomas, dos 19 que expressaram p53, 36,8% (7/19) também
apresentavam sinetes sugestivos para HPV. Neste grupo n&o houve
correlagdo significativa entre infecgdo por HPV e expresséo de p53 (tabelas
16, 17 e 18).

TABELA 16 - Pacientes do grupo de referéncia, agrupados
segundo os sinetes histopatolégicos de infecgéo pelo HPV e a

expressdo de p53.

HPV p53+ p53- Total
N % N° % N %
Sugestivo de HPV 1 250 3 750 4 267
Nio SugestivodeHPV 0 00 11 100 11 733
Total 1 67 14 933 15 100
P=0,27(NS) Fisher = 2,95
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TABELA 17 - Pacientes com lesdes benignas da mucosa bucal,

agrupadas segundo os sinetes de infecgéo pelo HPV e a expresséo

de p53
HPV p53+ p53- Total
Ne° % Ne° % Ne° %
Sugestivo de HPV 7 30,4 16 696 23 639
Nédo Sugestivo de HPV 1 7,7 12 92,3 13 36,1
Total 8 22,2 28 77,8 36 100
P< 0,05 Yn=. 12,5

TABELA 18 - Pacientes com carcinoma espinocelular da
mucosa bucal, segundo os sinetes de infeccdo pelo HPV e a

expresséo de p53

HPV p53+ p53- Total
N° % Ne° % N° %

Sugestivo de HPV 7 50,0 7 50,0 14 412
Nio Sugestivo de HPV 12 60,0 8 400 20 58,8
Total 19 55,9 15 44 1 34 100

x2mn < 3,84 (NS)

Localizagédo X p53

A distribuigdo por sitio anatdmico de nossas lesGes na cavidade oral
ndo apresentaram niveis de significancia esperados, a lingua, que é aregiao
de maior ocorréncia de carcinomas bucais, ndo apresentou, na amostra

pesquisada, maior percentual de positividade (Ver tabelas 19, 20 e 21).
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TABELA 19 - Pacientes do grupo de referéncia, agrupados

segundo a localizagdo anatdmica e a expressao de p53

Localizagao p53+ p53- Total
Ne % N° % Ne° %

Palato Duro 0 0,0 4 100 4 267
Mucosa Jugal /Labial 1 25,0 3 75,0 4 26,7
Gengiva Inferior 0 0,0 3 100 3 20,0
Lingua 0 0,0 2 100 2 13,3
Palato Mole 0 0,0 1 100 1 6,7
Assoalho Bucal 0 0,0 1 100 1 6,7
Total 1 6,7 14 93,3 15 100

TABELA 20 - Pacientes com lesdo benignas, agrupados

segundo a localizagéo em relagéo a expresséb p53

Localizagédo p53+ p53- Total
Ne % N° % N %

Lingua 5 417 7 583 12 333
Mucosa Jugal /Labial 1 9,1 10 90,9 11 30,6
Palato Duro 0 0,0 8 100 8 22,2
Palato Mole 2 5,0 2 500 4 11,1
Assoalho Bucal 0 0,0 1 100 2,8
Total 8 222 28 778 36 100
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TABELA 21 - Pacientes com carcinoma espinocelular da
mucosa bucal, agrupados segundo a localizagdo anatdmica, em

relacéo a expresséo da p53

Localizagéo p53+ p53- Total
N° % N° % N° %

Lingua 5 45,5 6 54,5 11 324
Mucosa Jugal /Labial 7 70 3 30 10 294
Palato Duro 4 66,7 2 33,3 6 17,6
Assoalho Bucal 3 60 2 40 5 14,4
Gengiva Inferior 0 0 2 100 2 59
Total 19 55,8 15 442 34 100
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DISCUSSAO

As mutagées do gene p53 ja foram bem estabelecidas em varios
estudos, seja por sequenciamento direto (Heinzel et al., 1996), por
polimorfismo conformacional de simples fita (Munirarajan et al., 1996; Heinzel
et al.,, 1996) ou por imunohistoquimica(Ogden et al., 1997; Copete et al.,
1997), como sendo a mais freqlente alteracéo genética nos carcinomas
orais, girando em torno de 35 a 80% de todos os estudos, usando

imunohistoquimica (Dowell & Ogden, 1996).

p53 X Carcinomas

Os dados que foram encontrados, com relagdo a expressdo da
proteina p53 em carcinoma bucais, vdo ao encontro dos relatados por varios
autores dentre eles: Gopalakrishnan et al. (1997), 40%; Mao et al. (1996),
41,5%; Lan et al. (1996), 78,9%; Nylander et al. (1996), 49%; lbrahim et al.
(1996), 68%; Yan et al. (1996), 45% e Gimenez-Conti et al. (1996), 51,7%.
Na amostra estudada, foi observada positividade em 55,8% (19/34), dos
casos de carcinomas; destes, 78,9% coraram forte ou moderadamente
(15/19). Esses dados também véo ao encontro dos resultados relatados por
Jin et al. (1998), em que 83% dos carcinomas foram moderada ou fortemente
corados. Ja Munirajan et al. (1996), 21%, Chiba et al. (1996), 24% e Kusama
et al. (1996), 33,3%, encontraram percentuais bem inferiores em relagdo aos

da amostra pesquisada.
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Considerando os trabalhos acima citados, os aqui encontrados
confirmam os relatados na literatura e apresentam niveis de significancia
(p<0,001) entre a expresséo de p53 e os carcinomas bucais.

E possivel que o percentual de mutagdes da amostra pesquisada seja
maior, pois a sensibilidade da técnica de imunohistoquimica, segundo Ogden
et al. (1997), & bem inferior em relagdo a outros métodos, como o
sequenciamento direto por PCR ou o SSCP por exemplo, o qual permite que
tipos de mutagGes como as delegdes de alelos ou as proteinas truncadas por
mutag&o nonsense, presentes, ndo tenham sido detectadas (Velculescu & El-
Deiry, 1996; Vogelstein & Kinzler, 1992).

E também possivel que a presenca de falsos positivos, em virtude de
atuacdo de p53 normal se acumular no nucleo na tentativa de parar a
evolugéo da les&o, tenham ocorrido (Ranki et al., 1995; Copete et al., 1997).
Mas como na amostra pesquisada, 78,9% dos carcinomas, foram fortemente

positivos, & provavel que se trate realmente de mutagdo do gene.

p53 X Lesbes benignas

Nas lesGes benignas, a detecgdo de p53 poderia ser considerado um
importante marcador prognéstico para a evolugdo destas & malignidade,
como afirmam Mao et al. (1996); Chiba et al. (1996) e Murti et al. (1998). No
entanto, Dowell & Ogden (1996) e Ogden et al. (1997), chamam atencéo a
respeito da cautela que se deve ter, quando da detecgdo por
imunohistoquimica de p53, em relagdo ao progndstico destas lesdes
benignas. Isso porque, apds a introdugéo do pré-tratamento em ambiente de
microndas, do material embebido em parafina, a sensibilidade do método
que era mais baixa, ampliou-se em trés vezes. Os autores afirmam que a
positividade de p53 em tecido normal e lesdes benignas, coradas fracamente
e localizadas na camada basal ou supra basal, ndo deve ser considerada

como mutagdo de p53 e sim como a atividade normal de p53 na camada
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germinativa do epitélio. Essa opinido & compartilhada por Copete et al.
(1997); Piffké et al. (1995) e Li et al. (1996).

Nas lesdes benignas da amostra pesquisada, 22,2% (8/36)
apresentaram positividade para p53, sendo que 7 das 8 foram fracamente
coradas e a colorag&o se limitava as células da camada basal e supra basal.
Esses dados est&o de acordo com os observados por Mao et al. (1996), que
encontraram 33,3% de positividade em leses benignas e Piffko et al. (1995)
que encontraram 28,5%, em margens livres de tumor.

Importante € que tanto no grupo de lesdes benignas como no grupo
de referéncia a p53 néo foi detectada em sua maioria, 0 que sugere que,
realmente, a p53 s6 € chamada a exercer sua fungdo quando em presenga
de agentes mutagénicos.

Contrariamente ao da amostra pesquisada, Dowell & Ogden (1996),
encontraram 97,2% em sua amostra de lesdes benignas, Copete et al.
(1997), encontraram 93% em sua amostra de papilomas e Gopalakrishnan et
al. (1997), encontraran 70% em leucoplasias. Eles, como na amostra
pesquisada, relataram que a localizagéo da detecgéo foi a camada basal, e a
maioria apresentava-se fracamente coradas.

Outro relato importante, que concorda com a opinido desses trés
autores, foi descrito por Li et al. (1996), os quais, por imunohistoquimica, em
32 cistos odontogénicos, encontraram positividade para p53, variando de 38
a 71%, todas localizadas na camada basal ou supra basal, mas ao utilizarem
SSCP e sequenciamento direto, ndo encontraram muta¢ées em nenhum
gene da amostra dos cistos. Assim Li et al. (1996), reforcam os argumentos
dos trés autores citados acima, que sugerem ser essa uma atividade normal
de p53 na camada germinativa do epitélio.

Piffkd et al. (1995), comparando os achados da presenca de p53 nas
margens nao neoplasicas de carcinomas de mucosa oral em relagéo as
areas neoplasicas da mesma les&o, encontraram positividade em 77%, todas
fracamente coradas e localizadas na camada basal, maior portanto, que a
encontrada nas areas neoplasicas dos carcinomas, que foi de 40%. Estes
autores, apontam para justificar esses achados trés possibilidades: 1-

alteragdes de p53 representam eventos precoces na carcinogénese oral; 2-
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estas areas representam campos potenciais de cancerizacdo destas lesdes e
3- sdo simplesmente indicativas de atividade normal de p53, atuando no
reparo da célula.

Os achados da amostra pesquisada concordam com os de Dowell &
Ogden (1996); os de Copete et al. (1997); os de Piffké et al. (1995), nas
lesdes benignas de mucosa oral, em relagéo a | fraca positividade e a
localizagdo, na camada basal, de p53. Estes achados reforcam os
argumentos de Piffké et al. (1995) e dos outros anteriormente citados, de que
realmente essa positividade é sugestiva do trabalho normal desta proteina.
No que se refere ao percentual encontrado, € possivel que se deva aos
critérios de positividade e aos métodos de leitura das laminas, os quais na
amostra pesquisada, sao um tanto subjetivos e sdo menos precisos que 0s
métodos de captura de imagens por computador utilizados por esses
autores.

Entretanto, ainda neste ponto, um argumento de grandiosa relevéncig,/
levantado por Murti et al. (1998) e por Trivedy et al. (1998), deve ser cita,cj/o:
eles sugerem que, se estas células estdo expressando p53 do tipo selvagem
a niveis detectaveis por imunohistoquimica, provavelmente elas estdo sendo
gravemente agredidas por um agente mutagénico. Neste sentido, a detecgéo
de p53 por imunohistoquimica pode ser realmente um importante marcador

de potencial de malignizagéo de lesdes iniciais, como afirmam eles.

p53 X Sexo

Na amostra pesquisada, ndo foi encontrado correlagéo significativa
em relagéo ao sexo e a expressdo de p53, como é citado na literatura, e
provavelmente, deve-se ao fato das mutacdes de p53, aparentemente, serem
eventos mais relacionados & exposigdo aos agentes carcinogénicos
(Velculescu & El-Deiry, 1996) e, como vem se revelando, as mulheres

passaram a se expor aos agentes iguais aos homens (Franco et al., 1989,
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Lewin et al., 1998), portanto, ndo havendo correlagéo entre sexo e mutagéo
de p53.

p53 X Idade

Aparentemente a expressao de p53 é mais freqUente em pacientes de
idades mais avangadas, isto provavelmente devido ao maior tempo de
exposicdo a agentes carcinogénicos. Na amostra em questdo, n&o foi
encontrada correlagdo significativa entre idade e expressdo de p53, mas
observou-se que a média de idade para os pacientes p53 positivos foi maior
que os p53 negativos, tanto no grupo de lesGes benignas (pS3 positivos = 50
anos, p53 negativos = 44,8), como nos carcinomas (p53 positivos = 64,6
anos e p53 negativos = 62,4), nos carcinomas, a média foi maior que nas
benignas. Esses achados concordam com os relatados por Loyola et al.
(1995); Yan et al. (1996); Piffkd et al. (1995) e por Jin et al. (1998).

p53 X Tabagismo

A correlacéo entre o tabaco e diversos tipos de céncer do pulm&o, das
vias aéreas superiores e da cavidade oral foram estabelecidas ha varias
décadas. | /

No Brasil, um importante marco foi estabelg/cido com o trabalho de
Franco et al., 1989, em que os autores estabelecekam percentuais de risco
para o desenvolvimento de cancer bucal em relagéo a diversos habitos,
dentre os quais, o principal foi o tabaco.

Lazarus et al. (1996), citam Wynder et al. os quais referem que acima
de 75% dos carcinomas orais estdo associados ao uso de tabaco.

Devido ao grande numero de estudos destacando as mutagdes de p53

como a alteragéo genética mais incidente em neoplasias malignas humanas,
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Lazarus et al. (1996), realizaram um estudo para estabelecer a possivel
correlagdo entre mutagdo de p53 e uso de tabaco. Nos seus achados,
analisando carcinoma bucais por sequenciamento de DNA, relataram que
44,4% das mutagdes encontradas na amostra, eram transi¢ées de bases G:C
por T:A, mutagbes “missenses’, tipicas de neoplasias provocadas pelo
tabaco. Sugerem ainda que a indugdo de mutagbes de p53 depende do
tempo de exposicdo ao tabaco, bem como do volume consumido
diariamente, portanto os fumantes pesados tém maior incidéncia de mutagao
de p53 que fumantes leves, segundo eles.

Achados semelhantes foram relatados por Munirajan et al. (1996), na
india, onde 11 de 12 carcinomas bucais pesquisados, com mutagédo em p33,
eram transi¢bes de bases AT por GC, nos exons de 5-8, e sugerem um
importante papel das nitrosaminas, presentes no tabaco, na carcinogénese,
mas afirmam que devem haver outros oncogenes envolvidos nesse
mecanismo.

Nos resultados encontrados, na amostra pesquisada, observou-se
correlagéo significativa (p<0,001) entre o habito de fumar e a expresséo de
p53 nas lesées malignas. Quando se considerou a amostra total, também se
observou significancia entre a expresséo de p53 e o habito de fumar. Na
amostra em questdo, 91,2% dos pacientes com carcinomas eram fumantes,
destes 61,3% foram p53 positivos, os trés pacientes n&o fumantes foram p53
negativos. Este achado € importante porque sugere claramente a associagdo
entre o papel carcinogénico do tabaco e as mutagdes de p53, 0 que poderia
facilitar a progress@o e um pior prognostico como sugere Murti et al. (1998).
Esta correlagéo fica mais evidente ainda quando consideramos 0s pacientes
n&o fumantes na amostra geral, dos 35 ndo fumantes, apenas 3 (8,6%) foram
p53 positivos, o restante 32 (91,4%) foram p53 negativos, enquanto que nos
fumantes 50% foram p53 positivos.

Entretanto, chamou atengéo o fato de que, 6 dos 8 casos de
expressdo de p53 positiva no grupo de lesbes benignas 9 unico caso
positivo encontrado no grupo de referéncia, serem todo/s/d/e/fumantes, 0 que
sugere mais fortemente que esses achados de p53‘,’,p/6r imunohistoquimica,

na camada basal do epitélio e em fraca expressividade, seja realmente a
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atividade de p53 tipo selvagem, como relatam Murti et al. (1998), Ibrahim et
al. (1996), Lazarus et al. (1996), Ogden et al. (1997) e Piffkd et al. (1995).
Nao estando descartada a possibilidade de uma mutagdo nonsense de um
alelo, segundo Piffké et al. (1995).

p53 X HPV

_ Estudos, in vitro, comprovando a imortalizacdo de queratindcitos de
mucosa oral humana, infectados por HPV 16, foram realizados por Liu et al.
(1997) e por Shin et al. (1996). Os autores relataram o importante papel que
as oncoproteinas E6 e E7 deste virus tém na carcinogénese bucal.

Em um estudo retrospectivo realizado por Miller & White (1996), com
base em 58 artigos publicados em menos de um ano (setembro de 1995 a
junho de 1996) sobre HPV na mucosa oral, reforgaram o seu papel e de suas
oncoproteinas na carcinogénese da mucosa bucal..

No trabalho em questao, os sinetes citohistopatolégicos para infecgéo
por HPV foram observados em 48,2% (41/85) da amostra total, sendo 26,7%
(4/15) no grupo normal, 63,9% (23/36) nas benignas e 50% (17/34) nos
carcinomas. E importante ressaltar que o método de investigagdo por
critérios citohistopatolégicos em HE, para sugerir infecgdo por HPV,
utilizados aqui, € de baixa sensibilidade e baixa especificidade. Segundo
Miller & White (1996), em lesdes benignas, a sensibilidade gira em torno de
7,2% quando comparada com o PCR. Em carcinomas a sensibilidade &
menor ainda.

Ao correlacionar os achados sugestivos de infecgéo por HPV e a
expressdo de p53, observou-se que 30,4% (7/23) dos casos sugestivos de
HPV no grupo das lesdes benignas foram também p53 positivas. Neste
grupo obteve-se niveis de significancia (P< 0,05). Estes achados vao ao
encontro dos relatados por Ranki et al. (1995) em condilomas de pénis, onde

55,4% eram p53 positivos, mas ficam/abﬁg dos relatados por Copete et al.
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(1997) em papilomas de mucosa oral, nos quais eles encontraram 93%
fracamente positivos para p53.

Munirajan et al. (1996) e Copete et al. (1997), sugerem que na
infecg@o por HPV, E6 estabilizaria a molécula de p53 por um tempo maior
que o normal, assim p53 poderia ser detectado por imunohistoquimica.
Varios autores, entre eles Busby-Early et al., 1994; Huibregtse et al., 1994;
Crook et al., 1994, afirmam que a meia vida de p53 associada a E6 diminui, e
p53 é degradada rapidamente. _

Busby-Early et al. (1994), sugerem que, a estabilidade de p53 nesses
casos, poderia ter como justificativa outra proteina, como MDM2, ligando-se
e estabilizando p53. Considerando MDM2 (Murine Double Minute - 2), um
oncogene celular, muito encontrado em sarcomas, Matsumura et al. (1996),
pesquisou sua freqiiéncia em carcinomas e leucoplasias de mucosa oral e
correlaciono-a com a expressao de p53 nas mesmas lesGes. Nos seus
achados, 75% das leucoplasias p53 positivas, por imunohistoquimica,
também foram MDM2 positivos, e 76% dos carcinomas p53 positivos,
também foram MDM2 positivos, ainda 34,6% das leucoplasias e carcinomas
que expressaram a proteina p53, mas n&o apresentavam mutacé&o do gene
(por SSCP), foram positivas para MDM2. Estes achados n&o sé reforgam o
argumento de Busby-Early et al. (1994), como também apontam o MDM2
como uma importante alteragdo a ser melhor pesquisada na carcinogénese
bucal.

E importante ressaltar que 7 dos 8 casos p53 positivos, deste grupo
de lesGes benignas, sdo fracamente positivos e destes sete, seis séo
também fumantes. Desta forma, pode-se sugerir que esta positividade
detectada, seja p53 tipo selvagem reparando o DNA lesado pelo tabaco.
Sabe-se que nas lesGes benignas em que é possivel observar sinetes de
HPV, a infeccdo é produtiva e, portanto, o DNA viral estd na forma de
plasmidio, onde a quantidade de E6 produzida € menor, néo degradando
toda a p53 da célula.

Embora a especificidade da histopatologia seja baixa, encontrou-se,
nos carcinomas que expressaram p53, 36,8% (7/19) também sendo

sugestivos para HPV. Neste grupo nao ‘houve correlagéo significativa entre
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infeccdo por HPV e expressédo de p53. Os achados encontrados na amostra
pesquisada, embora um pouco acima dos relatados por outros autores, como
Chiba et al. (1996), que encontraram 25% nas amostras deles, Riethdorf et
al. (1997), encontraram 18% HPV positivo e p53 positivo, ambos usaram
PCR e SSCP em carcinomas de boca.

Gopalakrishnan et al. (1997), Chiba et al. (1996) e Riethdorf et al.
(1997) sugerem que, embora a consequéncia da mutagcdo de p53 e a
integracéo gendmica do HPV serem a mesma, estes dois mecanismos ndo
sdo necessariamente excludentes.

Esses achados da amostra, embora ndo se contraponham a literatura,
devem ser avaliados com cautela, isto porque o método para avaliar a
infecgdo por HPV utilizado tem baixa sensibilidade e especificidade, quando
se trata dos carcinomas. Ja em relacdo as lesdes benignas, sugere-se de
grande valor, no cotidiano clinico, os achados citohistopatologicos
sugestivos de infecgdo por HPV, principalmente quando forem associados a
presenga de p53 por imunohistoquimica, mesmo que fracamente corada,
pois teria um importante valor prognéstico da les&o, sugerindo que aquela
regiéo esta sendo agredida e podera evoluir para a malignidade, com maior

probabilidade.

p53 X Localizacdo

Os nossos achados em relagdo a localizagdo foram meramente
descritivos, ndo havendo portanto nenhuma correlagéo entre o local da leséo
e a expresséo de p53. Ibrahin et al. (1996) e Loyola et al. (1995), relatam os
mesmos achados em seus trabalhos.

Na tentativa de buscar alguma correlagdo, tentamos agrupar as
localizagbes em mucosas mastigatérias queratinizadas (palato duro e
gengiva) e mucosas de revestimento (palato mole, assoalho bucal, ventre
lingual, mucosa jugal e labial), mas néo se obteve niveis de significancia

relevantes. Diferentemente do que observou Ibrahin et al. (1996), mesmo o
\~
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carcinoma de lingua sendo o mais freqliente, nédo foi o que apresentou maior

percentual de positividade.
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CONCLUSOES

Com base na metodologia proposta, e com a analise dos resultados

obtidos na amostra, é possivel tirar as seguintes conclusées:

1- Avaliada por meios imunohistoquimicos, a expressao da proteina p53 foi
muito frequente(55,8%) e altamente significativa(p=0,001) nos
carcinomas bucais, nestes com predominancia de marcagbes fortes

(78,9%),sugerindo tratar-se de mutagdes do gene p53.

2- A expresséo de p53 mostrou-se um evento vinculado mais a malignidade,
visto que na quase totalidade do grupo de referéncia, e na maioria das
lesGes benignas a expresséo de p53 néo foi observada, e quando o foi, se
fez fracamente(87,5%), sendo a maioria destes(75%) em pacientes

expostos a um importante carcinégeno: o tabaco. -

3- 0 habito de fumar mostrou correlagdo altamente significativa com a
expressdo de p53(p=0,001), sugerindo que este carcinégeno estimule a
sintese de p53 para reparar os danos ao DNA, por ele provocados ou que

ele provoque mutagdes no proprio gene pS3.

4- A expresséo de p53 néo foi vinculada significativamente ao sexo, a idade,

nem a localizacdo da lesdo, em qualquer dos grupos analisados.

5- A expresséo de p53 e os vestigios histopatolégicos de infecgéo por HPV
ndo se relacionaram significativamente aos . carcinomas e nas lesdes
benignas estdo comumente associados(p=0,05),reiterando os dados da

literatura universal.
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PERSPECTIVAS

Dentre as novas questdes que surgiram e que apontam para novos

caminhos a serem abordados no futuro. poder-se-ia destacar as seguintes:

1- Se a express&o da proteina p53 foi tdo freqUente, em carcinomas, sera

que realmente se trata de mutac&o? Se for, qual o tipo de mutagdo? E

sera que esta vinculada a algum agente mutagénico especifico?

2- Se esta expressdo frequente ndo se dever a mutagdes genéticas, se

devera a qual mecanismo de estabilizagdo e disfungéo de p53? Sera a
acédo do oncogene MDM2, que é frequente em nosso meio, ou pode ser a
proteina E6 do HPV?

3- Qual a frequéncia de infecg@o por HPV em lesbes bucais? sera que esta

integrado ou na forma de plasmidio? Quais os tipos prevalentes em nosso

meio?

4- Nas lesdes benignas, a deteccdo de p53 se deve a que fato?

Estabilizagdo, atividade funcional ou mutagdes? Esta detecgdo pode ser

marcador prognostico de malignidade?

5-Vaérias outras informagdes clinicas dos pacientes da amostra foram

obtidas, como estadiamento clinico, alcoolismo, VDRL, entre outros e

podem ser posteriormente utilizadas e cruzadas com a expresséo de pS3.

Para responder a estas perguntas, impde-se novos projetos e a

aquisicdo de equipamentos que permita metodologias mais especificas e

mais sensiveis, como hibridizagéo in situ e PCR, por exemplo.
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TABELA | - pacientes com les&o de mucosa oral, biopsiados no Instituto de
Prevencgéo do Cancer do Ceara, no periodo de novembro de 1996 a Margo
de 1998

BIOPSIA | NOME ID | SEX | FUM | BE SEX |HPV |TIPO DIAG. PT REN JLOCA |p53
A |O A BE o} HIST. TOT |DA LIZA
D OR AL SAL. [GAO
E AL MIN
1. 9081 /96 | MFSV 49 | F S N N POS |BENIG |HAE SIM_|0 LG ++
2. 9254 /96 | JVF 38 | M S S S NEG |MALIG |CEC NAO |2 AB -
3. 9374/96 | FD 38 | M N S S POS |BENIG | HAE NAO |9 LG -
4. 142/97 MSE 83 | FF S S NR [POS [BEM HAE SIM_|1 MJ +
5. 143" FCMO 71 | F S N NR_|POS [BENIG |HAE SIM_ |1 PD -
6. 185" GVG 20 | F N S NAO [POS |BENI Papiloma [ NAO |20 ML -
7. 318" JWBP 47 | M S S N NEG [MALIG |CEC SIM_|0 LG +++
8. 322" AR.S. 23 | F N N N POS [BENIG | HAE SIM_[3 LG -
9. 420" MLS 47 | F N S S NEG |BENIG |HFBE SIM |2 PD -
563" FNS 48 [ M S S N POS [MALIG |CEC NAO |1 LG
554" AAFL 42 | M S S S POS |BENIG | HAE NAO |8 LG ++
641" RSL 61 | F S N NR [NEG |BENIG |HAE SIM_|1 PM -
715" VGF 49 | M N S NR |POS |BENIG [HAE SIM_ |7 LG +
722" MGL 5 | M S S N NEG |MALIG [CEC NAO |0 LI -
785" F.C.M. 67 | F N N NAO |POS |BENIG [HFBE SIM_|2 MJ +
846" MNOA 58 | F N N NAO |[NEG [BENIG |HAE SIM_|2 PD
850" MEDS 59 | F N N NAO [POS |BENIG |HFBE SIM_|3 PM -
959" MMS 4 | F N N SIM_[POS |BENIG [HFBE SIM_|NR Gl -
978 DJO 82 | F S N NR _|POS |MALIG |CEC NR 1 MJ +++4
1059" RRF 2 | F S N SIM_|[NEG [BENIG |HFBE SIM_ {1 Gl -
171 ORM 59 | F N N NR__[NEG |MALIG |CEC SIM_ 14 LG -
1251" MSB 42 | F N N NAO |POS [BENIG |HFBE NAO |NR LG -
1252" JNV MM N N SIM_|NEG [BENIG |HFBE SIM_|3 PD -
1326" AACS 71 | F S N NR _[NEG |MALIG |CEC SIM_[1 Gl -
1398 JPB 91 | M S N NR [NEG |MALIG |CEC NR |01 PD et
15857" EHC 66 | M N N SIM_|NEG |BEM HAE SIM_ {1 MJ -
1558 " FMF 66 | F S N NAO |NEG |BENIG [HAE SIM_[1 PD -
1559" PSLS 2 | F N S NAO [NEG [BENIG [HAE NAO [1,5 PD -
1691" JFL 70 | M N N NR _[NEG |BENIG |HFBE SIM_|1 PD -
1692" MFS 69 | F N N NR [POS |BENIG |HAE SIM__{1 PD -
1725" MGC 24 | M N S SIM_|POS [BENIG | HAE NAO |25 LG -
1727" TFS 67 | F S N NAO |POS |MALIG [CEC NAO [0 Gl -
1817" MBR 45 | F S N NAO [POS |BENIG |HAE SIM_[NR |MJ -
1818" APS 32 | M S S NAO |POS |BENIG [HAE NAO |0 LG ++
1919" JOF 62 | F S N Nado [POS |BENIG |Papiloma |SIM |15 PM +
1920" MAT 78 | F S N NR _|NEG |BENIG [HAE SIM_|1 PD -
2003" AEB 30 | F N N SIM_|NEG |BENIG [Muc/HAE [NAO |3 LG -
2010" EPP 25 | F N S SIM_|POS |BENIG |HAE NAO |40 MJ -
2063 HPC 76 | F S N NR |NEG |MALIG [CEC NR 1 LG it
2167 AMSC 80 [ F S S NR_[NEG |BENIG |HAE SIM_[1 PD -
2240 FHBL 23 | M NR NR NR _[NEG [BENIG [Mucocele |NR NR ML -
2241" MLC 30 | F N N SIM_|NEG |BENIG [HFBE SIM_[NR |Gl -
2440 " N.K.S. 35 [ M S S NR |NEG [BENIG |HAE NAO |0 LG -
2441 RGT 5 | M S N NR_|POS |BEM HAE NAO (1 PD -
2481" IBS 64 | F N N NAO [POS |BENG [Papiloma [SIM |1 LG -
2796" AMAM 42 | F S S NAO |POS |BENIG ‘| HAE SIM | 1 MJ -
2937" JSF 21 | M N N SIM_[NEG |BENIG |HAE NAO |2 LI -
2973" AAS 23 | F N N SIM_|NEG [BENIG |HAE SIM_ |1 MJ -
3031” CTS 64 | F S N NR [NEG |MALIG |CEC SIM_|1 AB -
3222" MCO 56 | F N N SIM_|POS |BENIG [Papiloma |[SIM |2 AB -
3265" FTB 21 | M N N SIM_[NEG [BENIG [Mucocele |[NAO {25 ML -
3268" MDSR 68 [ F N N NR |POS [MALIG |CEC SIM_ |1 LG -
3263" ESA 16 | F N N N POS |BENIG |HAE NAO |0,5 LG -
3303" ASS 25 | M N N S POS |MALIG |CEC NAO |1 PD -
3862" EPA 76 [ M S N NR _|NEG |[MALG |CEC SIM_ |1 PD -
3870" FRM 46 | M S S S NEG |MALIG |CEC SIM_[1 LG it
3960 RQ 49 [ F S N NR__|NEG |MALIG [CEC NR 1 AB +++
3962 JAN 65 [ M S S NR [POS |MALG |CEC NAO |02 AB +++
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59. 4104" FLMS 19 | F N N S POS [BENIG [HAE NAO |1 LG -

60. 4129" QAA 66 | M S S N NEG [BENIG | HAE SIM_|4 ML -

61. 4333 LAS 87 | F S N NR |POS |MALIG [CEC SIM_|1 MJ -

62. 4997 LBL 72 | M S N NR_|[NEG |MALIG |CEC SIM |2 PD ++++
63. 5006 BRS 75 | M S N NR_[NEG [MALIG [CEC NAO |1 AB A
64. 5553 MLP 63 | F S N NR _|NEG [MALIG [CEC SIM_ {1 LG bt
65S. 5750 JMGO 45 | M S N NR _|POS |MALIG |CEC SIM_|5 PD +

66. 5946" MNS 50 | F N N NR _|NEG |BENIG |HFBE SIM_|7 PD -

67. 5948 GP 73 | F S N NR |POS |MALIG [CEC SIM_ |01 RM Aok
68. 5949" MCL 75 | F S N N POS [MALIG |CEC SIM_ |1 LG -

69. 6440 BLC 59 | M S S NR |POS |[MALIG [CEC NR NR _|LI ++++
70. 6648 RMA 8 | F S N N NEG |MALIG [CEC NAO |01 LI At
71. 6649 PEFS 25 | M N S NR__[NEG |BENIG ‘| Mucocele | NR NR __|ML -

72. 7486" RSS 31 [ M S S N POS [BENIG |HAE NAO |0 MJ -

73. 7618" MPD 70 | F S N NR_[NEG |MALG |CEC SIM_ |1 LG -

74. 7821 JLC 58 | M S S NR |NEG |MALIG [CEC NR 1 LI +++
75. 7953" CBS 20 | M N S S NEG [BENIG |HAE NAO |10 MJ -

76. 8304" FSH 20 | F N N NR _[NEG [BENIG |HAE NAO |4 LG b
77. 8800 PSS 83 [ M S S NR |POS |MALIG [CEC NAO |01 LI 4+
78. 8897 MLAS 32 | F S N NR [NEG [BENIG |RANULA |SIM |NR |AB -

79. 9322 MZMM 37 | F S N NR _|POS |MALIG [CEC SIM |1 PD 4+
80. 9380 JPO 7 | M S N NR |NEG |MALIG |[CEC SIM_|1 RM -

81. 9461 RRS 57 | M S S NR |NEG |MALIG [CEC SIM_ |1 LG +
82. 9853” MMS 61 | M S N N POS [MALIG |CEC NAO |2 LG -

83. 888/98 RLS 56 | M N N S POS |BENIG |Papiloma [SIM |2 PM -

84. 920/98 RNS 66 | M S S NR _[NEG |MALIG |CEC NAO |1 MJ -

85. 989/98 MM 63 | F S N N POS |[BENIG | Papiloma |SIM |1 PM +

Abreviagdes:

*HPV - Vestigios histopatoldgicos de infecgéo pelo Virus do papiloma

humano

S -Sim, N-N&o *NR - Nao respondeu

Espinocelular

Negativo

*POS - Positivo

FEM - Feminino
p53 - Proteina p53
Intensidade de marcag&o: - negativo, + fracamente positivo, ++ positivo,
+++ moderadamente positivo, ++++ fortemente positivo.
*B- Bem diferenciado

diferenciado

*CEC - Carcinoma

* PT - Prétese Total * Sal. Min - Salario minimo * NEG -
* MALIG. - Maligno* BENIG - Benigno
* MASC - Masculino

*M- Moderadamente diferenciado *P- Pouco

*

AB- Assoalho BucalLG- Lingua MJ- Mucosa Jugal Gl- Gengiva Inferior
RM- Retro Molar

LI- Labio Inferior

PD- Palato Duro

PM- Palato Mole

TABELA Il - Pacientes com CARCINOMA ESPINOCELULAR da mucosa
bucal, biopsiados no Instituto de Prevenc&o do Cancer do Ceara, no

periodo de novembro de 1996 a Marco de 1998

BIOPSIA | NOME | ID |} SE | FU | BE SEXO [HPV Sub Tempo PT |REN JLOC |p53
A X M BE ORAL classific |evolugdo | TO |DA ALIZ
D Jo |A agdo (semana |TA |SAL. JACA
E s) L MIN §O
1. 9254/96 | JVF 38| M |S S S NEG B 12 N |2 AB -
2. 318" JWBP |47 |M | S S N NEG B 48 S 0 LG 4+
3. 553" FNS 48 | M |S S N POS B 08 N 1 LG -
4. 722" MGL 50 | M |S S N NEG B 08 N |0 LI -
5. 978 DJO 82 | F S N NR POS B 08 NR |1 MJ ++++
6. 1171 ORM 59 | F N N NR NEG M 04 S 4 LG -
7. 1326" AACS |71 | F S N NR NEG B 12 S 1 Gl -
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8. 1398 JPB 91 M S N NR NEG B NR NR |01 PD +++

9. 1727" TFS 67 | F S N N POS B 80 N 0 Gl -

10. 2063 HPC 7% | F S N NR NEG B 04 NR |1 LG +H++

11. 3031" CTS 64 | F S N NR NEG B 08 S 1 AB -

12, 3258" MDSR | 68 [ F N N NR POS B 10 S 1 LG -

13. 3303" ASS 25 | M N N S POS P 10 N 1 PD -

14. 3862" EPA 7% | M | S N NR NEG M 12 S 1 PD -

15. 3870" FRM 46 | M [S S S NEG B 08 S 1 LG ++++

16. 3960 RQ 49 | F S N NR NEG M 10 NR |1 AB +++

17. 3962 JAN 65 | M [S S NR POS B 16 N 02 AB +++

18. 4333 LAS 87 | F S N NR POS B 04 S 1 MJ -

19. 4997 LBL 72 | M | S N NR NEG B 12 S 2 PD ++d

20. 5006 BRS 7S | M |S N NR NEG B 40 N 1 AB ++

21. 5553 MLP 63 | F S N NR NEG M 08 S 1 LG e

22. 5750 JMGO |45 | M | S N NR POS B 32 S 5 PD +

23. 5948 GP 73 | F S N NR POS B 40 S 01 RM ++4+

24. 5949" MCL 75 | F S N N POS B 24 S 1 LG -

25. 6440 BLC 5 | M |S S NR POS B 10 NR [NR LI et

26. 6648 RMA 85 | F S N N NEG B 12 N 01 LI +++

27. 7618" MPD 70 | F S N NR NEG B 16 S 1 LG -

28. 7821 JLC 58 | M S S NR NEG B 08 NR |1 LI +++

29. 8800 PSS 83 | M |S S NR POS B 32 N 01 LI ++4

30. 9322 MZMM | 37 | F S N NR POS B 48 S 1 PD ++4

31. 9380 JPO 7 | M | S N NR NEG B 80 S 1 RM -

32. 9461 RRS 57 | M | S S NR NEG M 12 S 1 LG +

33. 9853" MMS 61 |M |S N N POS M 24 N 2 LG -

34. 920/98 RNS 66 |M | S S NR NEG M 44 N 1 MJ +
TABELA Il - Pacientes com lesdo benignas de mucosa oral, biopsiados no
Instituto de Prevengéo do Cancer do Ceara, no periodo de novembro de
1996 a Margo de 1998

BIOPSIA | NOME IDADE | SEXO | FUMA | BEBE | SEXO [HPV PT REND {LOC |p53
ORAL TOT |ASAL. JALIZ
AL MIN AGA
0

1. 143" FCMO 71 F S N NR POS S 1 PD -

2. 322" AR.S. 23 F N N N POS S 3 LG -

3. 554" AAFL 42 M S S S POS N 8 LG ++

4. 641" RSL 61 F S N NR NEG S 1 PM -

5. 715" VGF 49 M N S NR POS S 7 LG +

6. 846" MNOA 58 F N N N NEG S 2 PD -

8 1557" EHC 66 M N N S NEG S 1 MJ -

8. 1558 " FMF 66 F S N N NEG S 1 PD -

9. 1559" PSLS 29 F N S N NEG N 1,5 PD -

10. 1692" MFS 69 F N N NR POS S 1 PD -

11. 1725" MGC 24 M N S S POS N 25 LG -

12. 1817" MBR 45 F S N N POS S NR MJ -

13. 1818" APS 32 M S S N POS N 0 LG ++

14. 1920" MAT 78 F S N NR NEG S 1 PD -

15. 2010" EPP 25 F N S S POS N 40 MJ -

16. 2167 AMSC 80 F S S NR NEG S 1 PD -

17. 2440" N.K.S. 35 M S S NR NEG N 0 LG -

18. 2441" RGT 56 M S N NR POS N 1 PD -

19. 2796" AMAM 42 F S S N POS S 1 MJ

20. 2937" JSF 21 M N N S NEG N 2 LI -

21. 2973 AAS 23 F N N S NEG S 1 MJ -

22. 3263" ESA 16 F N N N POS N 0,5 LG -




23. 4104" FLMS 19 F N N S POS N 1 LG -
24. 4129" QAA 66 M S S N NEG S 4 MJ -
25. 7486" RSS 31 M S S N POS N 0 MJ -
26. 7953" CBS 20 M N S S NEG N 10 MJ -
27. 8304" FSH 20 F N N NR NEG N 4 LG 4
28. 185" GVG 20 E N S N POS N 20 ML -
29. 1919" JOF 62 F S N N POS S 1,5 PM +
30. 2481" IBS 64 F N N N POS S 1 LG -
31. 989/98 MM 63 F S N N POS S 1 PM +
32. 3222" MCO 55 2 N N S POS S 2 AB

33. 888/98 RLS 56 M N N S POS S 2 PM -
34 9081 /96 | MFSV 49 F S N N POS Sl 0 LG ++
35 9374/96 | FD 38 M S S S POS N 9 LG -
36 142 MSE 83 F S S NR POS S 1 MJ +

TABELA IV - Grupo 1- Pacientes com LESOES TRAUMATICAS de mucosa

oral, biopsiados no Instituto de Prevencédo do Céancer do Ceara , no periodo
de novembro de 1996 a Margo de 1998

BIOPS | NOME | IDADE | SEXO | FUMA BEBE |HPV |PT RENDA LOCALI |p53

1A TOTAL |SAL.MIN §ZACAO
1. 420" MLS 47 F N S NEG |S 2 PD -
2. 785" F.CM. | 67 E N N POS |S 2 MJ +
3 850" MEDS | 59 P N N POS |S 3 PM -
4. 959 " MMS 40 E N N POS |[S NR Gl -
5. 1059" | RRF 29 F S N NEG |S 1 Gl -
6. 1251" | MSB 42 F N N POS |N NR LG -
7 1252" [ JNV 71 M N N NEG [S 3 PD -
8. 1691" | JFL 70 M N N NEG |S 1 PD -
9. 2003" | AEB 30 F N N NEG |N 3 LG -
10. 2240 FHBL [ 23 M NR NR NEG |NR NR ML -
11. 3255" | FTB 21 M N N NEG |N 25 ML -
12. 6649 PEFS | 25 M N S NEG |NR NR ML -
13. 8897 MLAS | 32 F S N NEG |SIM NR AB -
14. 2241" | MLC 30 F N N NEG [S NR Gl -
15. 5946" | MNS 50 F N N NEG |[S 7 PD -
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Figura 6 a — Caso 1252/97 - Hiperplasia traumatica Figura 6 b — Caso 959/97 - Hiperplasia traumatica da
da mucosa palatina, provocada por protese total com mucosa de fundo de saco superior, provocada por
camara de sucgao. ) prétese total mal adaptada, lesdo extensa e bilateral.

Figura 7 — Caso 785/97 - Fibroma traumatico de Figura 8 — Caso 1059/97 - Hiperplasia traumatica da
mucosa jugal, provocado pelo habito de morder mucosa de fundo de saco inferior, provecada por

bochecha, lesdao circunscrita e delimitada. prétese total mal adaptada.

Figura 9 a — Caso 2240/97 - Mucocele de fabio Figura 9 b — Caso 3255/97 - Mucocele de labio
inferior, - superficial, 1,5 cm, azulada, flutuante, inferior, mais profunda, 3,0 cm, rosada, flutuante,
epitélio integro. epitélio integro.
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Figura 10 — Caso 2796/97 - Lesdo de mucosa jugal, Figura 11 — Caso 142/97 - Lesao leucoplasica,
irregular, atrofica, eritroplasica, dolorosa, paciente paciente do sexo feminino, 83 anos, nao fumante, 15
de sexo feminino, compativel com liquen plano. anos de evolugao, difusa, indolor, aspera, extensa.

Yigura 12 — Caso 989/97 - Papiloma de palato duro, Figura 13 — Caso 2441/97 - Palato hiperceratérico,
séssil, indolor, provavelmente estimulado por trauma com pontilhados avermelhados. Estomatite
la prétese. ] . nicotinica.

Figura 14 e 15 — Caso 888/98 Lingua e palato mole
de paciente debilitado pela AIDS, extensas areas
condilomatosas, compativeis com manifestagdes de
infec¢do por HPV.
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Figura 10 — Caso 2796/97 - Lesdo de mucosa jugal, Figura 11 - Caso 142/97 - Lesao leucoplasica,
irregular, atréfica, eritroplasica, dolorosa, paciente paciente do sexo feminino, 83 anos, nao fumante, 15
de sexo feminino, compativel com liquen plano. anos de evolugao, difusa, indolor, aspera, extensa.

Figura 12 — Caso 989/97 - Papiloma de palato duro, Figura 13 — Caso 2441/97 - Palato hiperceratarico,
séssil, indolor, provavelmente estimulado por trauma com pontilhados avermelhados. Estomatite
da prétese. _ nicotinica.

Figura 14 e 15 — Caso 888/98 Lingua e palato mole
de paciente debilitado pela AIDS, extensas areas
condilomatosas, compativeis com manifestagées de
infeccdo por HPV.




Figura 16 — Caso 9327/97 - Carcinoma de células Fi

: _ igura 17 — Caso 4997/97 - Carci é
esplqhosas do pgl'a_to,‘u|cerado, indolor, recoberto espinhosas do palato, homem de(;gogzsdefuf:::taes
por areas de epitélio integro, mulher de 37 anos, lesdo extensa ulcerad’a com areas necréticés ,

fumante.

v

s

Figura 19 — Caso 6648/97 - Carcinoma de células
espinhosas de labio, paciente de pele clara,
agricultora, 65 anos, fumante de cachimbo, a leséo

se desenvolveu no local habitual da piteira do

Figura 18 — Caso 722/97 - Carcinoma de células
espinhosas do labio, paciente de pele clara,
agricultor, 45 anos, provocado pela exposicdo as

radiagdes solares.

Figura 21 — Caso 3960/98 - Carcinoma de assoalho
bucal, infiltrada no assoalho e na lingua, estagio
avangado, ulcera necrotica, prendendo a lingua por
infiltragao tumoral.

Figura 20 — Caso 318/97 - Carcinoma de lingua,
homem, 47 anos, fumante, € alcoodlatra, lesao
infiltrativa, ulcerada com fundo necrotico,

endurecida, indolor.




Figura 22 - Caso 989/98 40x - HE Pailoma de Figura 23 - Caso 889/88 100x - HE, Area de
células P HE ’ papilomaioss acantose, hiperparaceratose, coilécitos,
hiperceratose, acantose, projecdes digitiformes do apisssande descomeiio WA cAATH eoMen.
epitélio.

Figura 24 - Caso 989/98 100x- HE, Camada
espinhosa, com varias alteragoes sugestivas de
infecgdo por HPV, coilocitose, binucleagdes,
hipercromasias basais, disceratose.

Figura 26 - Caso 1000x - HE, Célula binucleada, Figura 27 - Caso 989/98 400x - HE, Pérola de
apresentando citoplasma ceratinizado, ainda na ceratina na camada espinhosa, com células
camada espinhosa, adjacente outra ceélula apresentando halo perinuclear e outras de nucleo
binucleada sem ceratinizagao precoce. picnético e hipercorado. Sugestivos de HPV.




Figura 28 - Caso 1059/97 40x, HE, Epitélio normal, Figura 29 - Caso 1059/97 100x, HE, Epitélio integro
sem presenga de inflamagao, cérion fibroso. de hiperplasia fibrosa, arquitetura das camadas
apresenta-se organizada.

<@ Figura 30 -
Caso 1059/97 40x,
Imunohistoquimica
p53 negativo,
epitélio normal.

Figura 31 - Caso
1059/97 100x,
Imunohistoquimica

p53 negativo,
epitélio normal. mee-

Figura 32 - Caso 1059/97 100x, Imunohistoquimica
p53 positivo, epitélio Acantético, apresentando
positividade espagada nas células da camada basal,
paciente fumante. (ao lado esquerdo)

Figura 33 - Caso 1059/97 400x, Imunohistoquimica
p53 positivo, mesmo paciente da fig. 32, positividade
na células basaﬁs e parabasais. (acima)
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Figura 34 - Caso 3870/97 100x, HE,
carcinoma de células espinhosas bem
diferenciado invasor, apresentando pérolas
de queratina, envolvidas por células

germinativas, e infiltrado inflamatoério.

Figura 36 - Caso 3870/97 400x, HE,
carcinoma de células espinhosas bem
diferenciado invasor, apresentando pérolas
de queratina, envolvidas por células
germinativas, e infiltrado inflamatdrio.

Figura 35 - Caso 3870/97 100x,
Imunohistoquimica p53 positivo, carcinoma
de células espinhosas bem diferenciado
invasor, apresentando pérolas de queratina,

envolvidas por células germinativas p53
positivas.

Figura 37 - Caso 3870/97 1000x,
Imunohistoquimica p53 positivo, carcinoma
de células espinhosas diferenciado, invasor,
apresentando células da camada
germinativa intensamente coradas por p53




Figura 38 - Caso 2063/97 40x, HE,
carcinoma de células espinhosas bem
diferenciado  invasor,.  epitélio  normal
recobrindo a lesao, areas de
neovascularizagao e focos de diferenciagao
cornea. '

Figura 40 - Caso 2063/97 40x,
Imunohistoquimica p53 positivo, margem de
carcinoma de células espinhosas
diferenciado, invasor, apresentando areas
de expressao de p53 e areas p53 negativas,
a margem da lesdo apresenta epitélio
displasico expressando p53 intensamente.

Figura 39 - Caso 2063/97 40x,
Imunohistoquimica p53 positivo, carcinoma
de células espinhosas diferenciado, invasor,
apresentando focos de expressao de p53 e
areas p53 negativas, recoberto por epitélio
normal algumas fracamente coradas por
p53.

Figura 41 - Caso 2063/97 40x,
Imunohistoquimica p53 positivo, visdo
aproximada da fig. 39, pérolas cérneas
rodeadas de células p53 positivas.
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de carcinoma de células espinhosas bem
diferenciado, invasor, p53 e apresentando
areas de ceratinizagdo, a direita epitélio
normal da lesao.

Figura 4 - Cas1 /97 40x, HE, margem

Figura 43 - Caso 318/97 100x,
Imunohistoquimica p53 positivo, margem de
carcinoma de células espinhosas
diferenciado, invasor, apresentando areas
de intensa expressdo de p53 e areas p53
negativas, a margem da lesido apresenta
epitélio normal.

Figura 44 - Caso 318/97 400x,
Imunohistoquimica p53 positivo, margem de
carcinoma de células espinhosas
diferenciado, invasor, apresentando areas
de intensa expressdo de p53 e areas p53
negativas, a margem da lesdo apresenta
epitélio normal com algumas células
fracamente coradas.

Figura 45 - Caso 318/97 1000x,
Imunohistoquimica p53 positivo, -carcinoma
de células espinhosas diferenciado, invasor,
apresentando células pleomorficas,
expressando p53 e areas p53 negativas, a

margem da les&o.
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Figura—;‘l&Sg-MC;a'sg'181'8‘/-97 40x, HE, Lesao
clinica e histologicamente sugestiva de HPV,
papilomatose, acantose e hiperceratose.

Figura 48 - Caso 1818/97 1000x, HE,
Mesma lesdao da fig. 46, apresentando
binucheagdo na camada espinhosa.
Sugestivo de HPV. Paciente fumante.

Figura 47- Caso 1818/97 100x,
Imunohistoquimica p53 positivo, Mesma
lesdo da fig. 46, apresentando expressédo de
p53 na camada basal, corada fracamente.

Paciente fumante.

Figura 49- Caso 1818/97 1000x,
Imunohistoquimica p53 positivo, Mesma
lesdo da fig. 46, apresentando binucleagao
na camada espinhosa. Sugestivo de HPV

expressando p53. Paciente fumante.
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