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RESUMO

As neoplasias de mucosa oral possuem alta prevalência no Brasil,

caracterizando-se como um grave problema de saúde pública. A correlação

destas com fatores ambientais como o fumo e os vírus e, com fatores

individuals, como idade, sexo e localização da lesão, tem sido relatada. Mais

recentemente, com os avanços tecnológicos, as pesquisas direcionaram para

a detecção das mutações de oncogenes e genes supressores tumor. O gene

p53, é o gene supressor de tumor mais comumente mutado em todas as

neoplasias humanas, nos canceres de boca, as porcentagens são muito

variáveis, tendo sido relatadas em tomo de 35% a 70%. Dentre os vários

métodos utilizados, a pesquisa da proteína p53 por imunohistoquímica tem

sido a mais utilizada para a constatação de mutações no gene, desde que a

meia vida desta proteína é aumentada nas formas mutadas. Com o objetivo

de caracterizar os canceres de boca da nossa região, foi realizado um

estudo para a detecção de mutação do gene p53, correlacionando esses

achados com o tabagismo, vestígios histopatológicos de infecção por HPV,

idade, sexo e a localização da lesão. Para isto foi utilizado a técnica de

imunohistoquímica, em amostras de 85 pacientes com lesões de mucosa

oral, coletadas no IPCC, divididas em três grupos, o 1° grupo ,de referência,

constituído de lesões reacionais inflamatórias ou traumáticas (15 casos), O 2°

grupo de lesões 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), grupo 1; 22,2% (8/36) no grupo 2 e 55,8 (19/34) no grupo 3, foram

positivos. O resultado entre as lesões benignas e malignas foi altamente

significativo (P=0,001). Também foi altamente significativo o fato de que nos

casos positivos do grupo das lesões malignas, a positividade para a p53

ocorreu de forma intensa em 78,9% dos casos, contrastando das lesões

benignas que se coraram de forma ténue. Não se encontrou correlação

significativa ao cruzar a expressão de p53 com sexo, idade e com

localização das lesões. Os resultados foram altamente significativos

(P=0,001) entre a expressão de p53 e o tabagismo e significativos (P=0,05)
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entre a expressão de p53 e os sinetes histopatológicos de infecção por HPV

no grupo 2. A forte expressão de p53 encontrada nos carcinomas é

sugestivo das formas detectadas serem as mutadas, e dessa forma, conclui-

se que a expressividade da proteína p53 estaria vinculada à malignidade

com associação a pacientes expostos ao tabaco. Por outro lado, a detecção

da proteína p53 nas lesões benignas seria resultado de sua atividade normal

em resposta à agressão pelo tabaco. A expressão da proteína p53 em

células apresentando indícios de HPV pode ser explicada pêlos tipos virais

dessas lesões serem os menos agressivos ou por estar o gene virai não

integrado. Nos casos de não integração, a proteína E6 não é expressada em

quantidades suficientes para a degradação total das proteínas p53. A

presença de sinetes é uma indicação deste fato. Na nossa amostra não foi

encontrado expressividade de p53 vinculado com idade ou o sexo do

paciente, bem como a com a localização da lesão. O passo seguintes deste

trabalho é entre outros, caracterizar com método mais sensíveis a presença

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 Ceará 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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ÍNTRODUÇÀO

O Ministério da Saúde estima que, em 1998, ocorrerão 269.000 novos

casos de câncer no Brasil, sendo 140.705 (52,3%) em mulheres e 128.295

(47,7%) em homens. Quanto à mortalidade por câncer, para este mesmo

ano, a estimativa é de 107.950 óbitos, dos quais 58.070 (53,8%), entre

homens e 49.880 (46,2%) entre mulheres (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco,

1998). Estes números apontam por si a gravidade do problema,

transformando o câncer num dos principais problemas de saúde pública do

Brasil.

Parte desse quadro se deve à mudança no perfil epidemiológico

sofrido nos últimos anos pela população brasileira; fruto, principalmente, de

alterações na economia. Hoje, observa-se nas taxas de mortalidade das
macroregiões brasileiras, um quadro que oscila entre os índices de um país

desenvolvido, em que predominam as mortes por doenças crónico

degenerativas e aqueles de um país subdesenvolvido em que doenças

infecciosas e parasitárias são prevalentes. Como exemplo, temos as

diferenças entre as regiões Sul e Sudeste em relação à região Nordeste do
Brasil, onde nesta última, as doenças infecciosas e parasitárias superam o

câncer em 0,02% como causa mortis por doença (Brasil, MS, INCA/Pro-
Onco, 1997). Na tabela 1, podemos visualizar a distribuição da mortalidade,

por causa de óbitos, no Brasil em 1989.
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Tabela 1 - Distribuição proporcional das principais causas de óbitos -

Brasil-1989

Causa   de óbitos Mortalidade proporcional

Doenças do ap.

circulatório

Causas externas

Neoplasmas

Doenças infecto-

contagiosas

Afecções perinatais

228.790

102.252

80.614

45.023

41.193

34,36%

15,35%

12,11%

6,76%

6,19%

Fonte: Estatísticas de Mortalidade - Ministério da Saúde - 1994 apud Brasil , Ministério da Saúde.

Secretaria Nacional de Assistência à Saúde, Instituto Nacional do Câncer / Pro-Onco,

Coordenação de Saúde Bucal - "Câncer de Boca", Rio de Janeiro, 1992.

O aumento da expectativa de vida que passou de 33,7 anos no início

do século para 68 anos atualmente (Brasil, MPO, IBGE, 1991), o processo

de urbanização das grandes cidades, o acesso aos serviços de saúde,

melhores condições de higiene e saneamento básico, avanços tecnológicos

na área médica, como os antibióticos e as vacinas, bem como melhores

condições de moradia, foram variáveis que contribuíram para essa mudança

no modo de adoecer e morrer no Brasil.

Assim, ao invés das doenças infecto-contagiosas o brasileiro passou a

morrer mais por doenças crónicas degenerativas, como as cardiovasculares

e o câncer. Espera-se que com os avanços tecnológicos na área médica, as

doenças cardiovasculares deverão diminuir a incidência, passando assim, o

câncer, a ser a principal causa mortis, por doenças, da população brasileira

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

O Câncer de Boca

Segundo a Organização Mundial da Saúde ÍOMS) os cânceres 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 variações geográficas, como a alta incidência de

câncer de lábio em regiões do Canadá ou de algumas regiões da Índia, onde

o câncer de boca atinge uma incidência de 40% entre todos os tumores

malignos (Parkin et al., 1987; Parkin et al., 1992).

No quadro geral de incidência e prevalência do câncer no Brasil, o

câncer de boca encontra-se como o 8°, dentre os de maior prevalência, no

período 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 região Nordeste (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1998).

No Nordeste, além dos fatores já citados como a industrialização, a

urbanização e o aumento de expectativa de vida, contribuem também para

essa alta ocorrência de câncer bucal outros fatores socio-econômicos como,

a baixa renda [80% desta população tem rendimento inferior a dois salários

mínimos (Brasil, MPO, IBGE, 1991)]; o baixo grau de escolaridade [35 % da

população é analfabeta], a ocupação laborial [34% da população ainda

permanece no campo trabalhando na agricultura e na pesca (Brasil, MPO,

1996)] e o sistema publico de saúde no qual o acesso aos avanços

tecnológicos ainda são muito limitados nesta região.

Como também fatores culturais como hábitos de risco como tabagismo

e o alcoolismo que são muito difundidos, principalmente na população rural e

de baixa renda (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1995) e a exposição as

radiações solares, típicas de uma região tropical. Estes, socio-econômicos e

culturais, são fatores que se potencializam, gerando condições para o

aumento das taxas de incidência do câncer de boca, nessa região.

Os dados publicados pelo Instituto Nacional do Câncer (INCa), 1987,

do Registro Nacional de Patologia Tumoral (RNPT), do período de 1976 a
1985, mostraram maior frequência de câncer de boca em homens do que em

mulheres, e a língua como sítio anatómico mais frequente (ver tabela 2). Um

fato preocupante é que, tanto no período de 1976 a 1985, como de 1986 a
1993, a maioria dos diagnóstico foram dados em fases bastante avançadas
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da lesão (estadiamento III e IV da classificação TNM) (Brasil, MS, INCA/Pro-

Onco, 1992; Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1996).

Ainda, em relação aos fatores de risco para o câncer de boca, existem

dois faiares que atuam conjuntamente na sua génese: são os fatores

individuals e os fatores ambientais ou externos. Ambos são variados e seus

papéis não estão completamente esclarecidos. Fatores ambientais, como os

agentes físicos, químicos e biológicos, estão mais documentados, enquanto

os fatores individuais como sexo, idade e hereditariedade, estão associados,

mas não tão bem esclarecidos. Importante é que é da conjugação

multifatorial destas variáveis, associado ao tempo de exposição, que surgem

as neoplasias malignas (Franco et al., 1989; Tommasi. & Garrafa, 1980).

Os principais fatores individuais, as bases genéticas do câncer e mais

especificamente o gene supressor tumoral p53, como também os principais

fatores ambientais que atuam na carcinogênese bucal serão revisados, com

o objetivo de fundamentar teoricamente este trabalho.

Tabela 2 - Câncer de boca segundo localizações primárias, no Brasil,

de 1976 a 1985

Diagnóstico em homens Diagnóstico em mulheres

Localizações %   % N0

Língua

Lábio

Assoalho bucal

Gengiva

Partes

especificadas

Total

não

32,0

27,5

9.5
6,4

24,6

100

9.490

8.159

2.825

1.899

7.311

29.684

27,7
22,7

8,1

10,3

31,2

100

2.474

2.034

724

925

2.785

8.942

Fonte: RNPT/INCa/Ministério da Saúde, 1976 - 1985, Ministério da Saúde - 1994 apud

Brasil. Ministério da Saúde. Secretaria Nacional de Assistência à Saúde,

Instituto Nacional do Câncer / Pro-Onco, Coordenação de Saúde Bucal -

"Câncer de Boca", Rio de Janeiro, 1992.
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Fatores Individuais

Idade

Com aumento da expectativa de vida e o envelhecimento, o indivíduo

fica por mais tempo exposto aos agentes cancerígenos, a capacidade de

reparo de mutações ou de danos ao DNA das células fica menos eficiente e

a capacidade de vigilância do sistema imunológico 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

câncer de boca (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1996; Franco et al., 1989; Li et

at., 1996; Kowalski et at., 1991; Sampaio et al., 1985; Garay et al., 1991).

Sexo

Nos boletins de mortalidade do ministério da Saúde (Brasil, MS,FNS/

DATASUS, 1998), os homens são mais frequentemente acometidos por

câncer de boca do que as mulheres, chegando a uma relação de 4:1 no

Nordeste (Brasil, MS, 1992).

Esta relação é justificada, principalmente, pela maior exposição aos

agentes cancerígenos pelo homens. Esse Perfil vem se modificando ano

após ano, principalmente depois do avanço das mulheres ao mercado de

trabalho, trazendo também alguns maus hábitos que antes eram "privilégios"

masculines, como o fumo e o álcool (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1996;

Franco et at, 1989; Kowalski et al, 1991).

Características Genéticas

Foram comprovadas, nos últimos anos, algumas tendências de
transmissão hereditária de tumores malignos, como o de mama por exemplo
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(Anderson, 1993). Pelo menos até o momento, no entanto, ainda não existe

comprovação de que isto ocorra no câncer de boca.

Sabe-se que as características raciais têm um papel coadjuvante no

câncer de lábio, pois, devido à menor quantidade de melanina, os brancos

têm maior probabilidade de desenvolver esse tipo de neoplasia do que os

negros, quando expostos às radiações solares contínuas (Tommasi &

Garrafa, 1980; Kowalski et al., 1991). E clara a herança genética de

determinadas mutações ou defeitos cromossômicos que predispõem o

paciente a desenvolver mais facilmente uma neoplasia maligna. E, neste

sentido, que o papel dos mecanismos genéticos envolvidos na

carcinogênese deve ser melhor avaliado.

Bases Genéticas do Câncer

As evidências concretas de que o câncer é uma doença genética,

foram firmadas no final da década de 50, quando, ainda à luz da microscopia

óptica, observava-se as aberrações nucleares presentes em células

tumorais, tais como duplicações, triplicações, rearranjos ou deleções de

cromossomos. Todas essas alterações, bem como a posterior confirmação

da translocação do cromossomo Filadélfia encontrada na leucemia mielóide

crónica, firmaram e comprovaram as bases genéticas do câncer (Caballero et

al., 1998).

Genericamente, podemos dizer que o câncer ocorre sempre que

mutações genéticas acontecem diretamente, alterando o controle de

crescimento e diferenciação das células ou indiretamente, impedindo os

mecanismos normais de controle e restrição da divisão celular. Portanto,

independentemente das causas, as neoplasias apresentam distúrbios no
controle do ciclo celular que levam ao aumento do crescimento e proliferação

da célula, levando ao surgimento de massas tumorais celulares (Rabenhorst

et al., 1993).

Os mecanismos envolvidos nas alterações genéticas que levam ao

câncer são classificados em duas categorias: na primeira, estão os

20



oncogenes e na segunda, os genes supressores tumorais (Caballero et al.,
1998).

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

Os proto-oncogenes podem ser divididos em quatro classes: l- Os fatores
de crescimento; II- Os receptores para fatores de crescimento; III- Os transdutores
de sinal e IV- Os faiares de transcrição. Mutações, transtocações ou amplificações
destes ou de regiões onde estes proto-oncogens estejam, podem levar a uma
superexpressão, fazendo com que suas funções sejam ampljficadas,
desequilibrando, assim, o ciclo celular e, possivelmente, promovendo a
carcinogênese (Ver figura 1).

ONCOGENES

eceptores de
m em brana

Fatores de
crescim en to

i
*

* *y^. Fatores d
transcrição

Ql

T ransdutores
de sina l

*
*

Figura l - Classificação dos oncogenes e locais de atuação na célula

Adaptado de Sapp et al., 1997.

Os genes supressores tumorais, contrariamente aos oncogenes, são
normalmente genes recessivos e codificam proteínas que atuam em vários níveis
de regulação da proliferação e diferenciação celulares. Desta forma,
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são capazes de suprimir o comportamento proliferativo das células e, quando
inativados, levam ao crescimento não 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 matemáticos, ao observar formas hereditárias do tumor de retina em

crianças . Posteriormente, por uso de sondas moleculares, foi observada

uma deleção na região 13q14 (Caballero et al., 1998), onde se encontra esse

gene, gerando um estado de heterozigose. Assim, uma criança que herdasse

essa alteração, mais facilmente poderia sofrer uma mutação somática no

outro alelo, gerando condições para o surgimento da neoplasia. Essa

deficiência nos dois alelos de Rb é observada em crianças com

retinoblastoma (Bruce et al., 1997).

O Rb está associado a várias outras neoplasias, somente em faixas

etárias mais avançadas (Bruce et al., 1997; Brentani et al., 1998).

O partir daí, outros candidatos a genes supressores 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 só posteriormente, em 1989, depois de compreendida sua

função, passou a ser classificado como gene supressor tumoral (Velculescu

& EI-Deiry, 1996). Este gene se localiza no cromossomo 17 na região

17p13.3. Devido à sua habilidade de monitorar o DNA celular, induzindo seu

reparo quando possível ou a apoptose celular, tem sido nomeado como
"Guardião do genoma" (Lane, 1992).

O gene p53 codifica uma proteína que foi nomeada por seu peso
molecular de 53 kDa. É uma fosfoproteína de açâo nuclear, composta de 11

exons, que codificam 393 aminoácidos (Arrowsmith & Morin, 1996), existente
na sua forma ativa como um tetrâmero, dividida em três regiões: 1-

Extremidade NH2 (N-terminal), similar aos fatores de transcrição; 2- Região
central, sítio de ligação ao DNA; 3- Extremidade carboxil (C-terminal),
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necessária à oligomerização (Arrowsmith & Morin, 1996; Bruce et al., 1997;

Cho et al., 1994).

As propriedades bioquímicas da p53 estão intimamente relacionadas

às suas funções celulares. A p53 se liga de forma especifica ao DNA, por

sua porção central, formando complexos estáveis com o DNA lesado de alta

afinidade, aumentando sua meia vida, estimulando suas propriedades

transcricionais e criando sítios de ligações na sua porção N-terminal para

posterior ação de proteínas reparadoras do DNA lesado. (Vogelstein &

Kinzler, 1992; Bruceetal, 1997).

A função primordial da p53 é a manutenção da integridade do

genoma. Ela não é detectada na célula normal (por esse motivo é que

quando foi descoberta, p53 foi descrita como um oncogene), diferente de Rb

que é detectado regularmente. Só quando o DNA é lesado por um acidente

genético ou por agentes mutagênicos, sejam químicos, físicos ou biológicos,

a proteína é induzida em resposta, se acumulando no núcleo, 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 não é possível ela dispara o

mecanismo de apoptose, ativando outros genes e outras proteínas. (Bates &

Vousden, 1996; Vogelstein & Kinzler, 1992).

A atuação de p53 no ciclo celular se dá através da sua afinidade pelo

DNA lesado, ativando a transcrição de outro gene que codifica uma proteína

de 21 kd, 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 & EI-Deiry

1996; Heinzel et al., 1996). Portanto, em presença 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 proteínas. Caso isso não seja

possível, p53 dispara a morte celular programada (apoptose), através de

outros mecanismos como a ativação transcricional de moléculas como bax e

bcl2 para provocar a apoptose celular (Bates & Vousden, 1996).

Outra via de atuação da p21 se dá através de sua ligação ao

complexo ciclina D/CDK4, que fosforila Rb. Ligada à p21, este complexo não
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ativa a fosforilação de Rb, que é fundamental para ativar o fator de

transcrição E2F. O papel de E2F é ativar genes necessários à progressão do ciclo

para a fase S (White, 1994).
Assim, estes complexos ciclina/CDK's são necessários à progressão do

ciclo celular, e, quando inibidos por p21, fazem o ciclo parar. Além destes

caminhos, independentemente, p21 também se liga a PCNA que inibe DNA

polimerase que também atuará na parada do ciclo (Guo et al., 1997; Kastan et al.,
1991; Vogelstein & Kinzler, 1992).

Estes mecanismos moleculares de p53 atuam, impedindo que uma

alteração de DNA seja transmitida como pode ser observado na figura 2.

ciclina B- cdc2 Alteração no DNA

i
M

ciclma D-CDK4

Ciclo p21G2 Gl
cicUna E-CDK.2

+
A po pto se

t?^--'

Supressão Tumoral_?---

ciclina A-CDK2

PCNA-DNA polymerase 6

t
Parada do ciclo celular
Inibição da replicaçâo do DNA

^
Reparo do DNA
Manutenção da fidelidade genética

Figura 2 Mecanismo de atuação de p53

Vias moleculares de p53 e p21 que levam à parada do CTescimento celular.

Quando ocorre danos ao DNA provocado por agentes químicos, físicos ou biológicos, geram-se
condiçSes para a indução da síntese de p53, ela ativará a transcrição e a expressão de p21 que é um inibidor
do ciclo celular, pois, p21 se liga a vários complexos de CDK's em diferentes fases do ciclo celular (G1,S ou

M), inibindo a atividade destas quinases. Na fase G l, p21 se liga ao complexo ciclina E/CDK2. Assim, este
complexo ciclina/CDK necessário à progressão do ciclo celular, inibido por p21, pára o ciclo. (Adaptado de

Velculescu & El-Deiry, 1996).
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O nível de expressão de p53, bem como a interação de p53 com

vários outros genes, determina uma variedade de respostas em diferentes

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

p53 e Câncer

A mutação de p53 é a alteração genética mais comum nos mais

variados tipos de câncer humano, encontrada em média em cerca de 37% de

todas as neoplasias, variando de 7% a 85%, dependendo do sítio anatómico

(Vetculescu & EI-Deiry, 1996). Pacientes que apresentam algum tipo de

deficiência que interfira na funcionalidade normal da p53, terão

predisposição a acumular mutações e rearranjos cromossômicos, que

tenderão a levar ao surgimento de células malignas (Caminero et al., 1996;

Desaintes et al, 1995; Nylander et al., 1996; Vogelstein & Kinzler,, 1992).

A perda de função da p53 pode ocorrer de várias maneiras: 1- deleção

de um ou dos dois alelos, como na Síndrome de Li-Fraumenni e no

Xeroderma pigmentoso; 2- mutações "nonsense"; 3- mutações "missense",

que são mais comuns, provocando redução ou alteração dos tetrâmeros da

proteína, podendo alterar a sua funcionalidade; 4- Associação com outras

proteínas, como nas infecções pelo HPV, onde a proteína E6 virai tem

afinidade pela p53, desativando-a e degradando-a e desta forma impedindo

sua ação (Velculescu & EI-Deiry, 1996; Crook et al., 1994; Vogelstein &

Kinzler, 1992).

A figura 3 esquematiza os diferentes tipos de inativação de p53.
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Figura 3 - Mecanismos de inatívação p53

p53 atua na forma de tetrâmero se ligando a um sítio de ligação de p53 (PBS), ativando a expressão
de um gene inibidor do crescimento (p21 p. ex), que fica adjacente a PBS. Deleção de um ou ambos os alelos
de p53 reduzem a expressão dos tetrâmeros, resultando na diminuição da expressão de p21 (l). Mutações
"nonsense", produzem a proteína truncada, impedindo a oligomerização e a formação dos tetrâmeros de p53,
assim resultando também na redução de p53 (2). Mutações "missense" resultam em defeitos na protema,
produzindo efeitos negativos que vão determinar uma grande diminuição na atividade e füncicmalidade dos
tetrâmeros de p53 (3). A ligação de p53 com proteínas, como com E6 do HPV (4) ou com na super expressão
do oncogene MDM2 pela célula (5), resultam na üübição funcional de p53, pois esses complexos impedem a
ligação de p53 a seu PBS, inibindo a ativação transcricional de p21. E6 tambáai promove a degradação de
p53 (Adaptado com modificações e atuaüzações de Vogelstein & Kinzler, 1992).

As mutações de p53 aparentemente ocorrem em estágios precoces da

carcinogênese em tumores do pulmão, de cavidade oral e de glândulas
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salivares (Yan et al. 1996; Kârjâ et al. 1997), mas em outros tipos de

cânceres, como nos linfomas, ela parece ser um evento tardio.

A detecção de mutações de p53 podem ser realizadas por diversos

métodos laboratoriais, diretos como pela reação de polimerase em cadeia

(PCR) do DNA ou do RNA, seguido pelo seqüenciamento ou por

polimorfismo conformacional de simples fita (SSCP), ou indiretos através da

Imunohistoquímica, usando anticorpos que detectam o acúmulo da proteína

mutante nos tecidos (Velculescu & EI-Deiry, 1996).

Os estudos por seqüenciamento direto do gene p53, o método mais

preciso para detecção de mutações, sugerem que a maioria das mutações de

p53, ocorrem no domínio de ligação ao DNA, localizado entre os exons 5 e 8,

(códons 126 a 306) , e correspondem a mais de 85% das mutações de p53.

(Greenblat et al aputíVelculescu & EI-Deiry, 1996).

Storey et al., 1998, relataram recentemente que pacientes que tem

alteração em um aminoácido na cadeia proteica já podem apresentar

inativação de p53 e aparentemente pacientes que têm arginina em lugar de

prolina na posição 72 têm sete vezes maior probabilidade de p53 ser

inativada por HPV E6, fazendo desta forma que estes pacientes sejam mais

susceptíveis aos carcinomas promovidos por papilomavírus.

A proteína p53 não participa do desenvolvimento embriológico normal.

Bmce et at. em 1997, referem que ratos que tiveram deleção dos dois alelos

de p53 se desenvolvem normalmente, no entanto, desenvolvem câncer antes

dos três meses de vida, indicando que a presença de p53 só acontece

quando alterações de DNA ocorrem na célula e necessitam de reparo.

A meia vida de p53 tipo selvagem é de poucos minutos no núcleo

celular. Quando alterada, a p53 fica mais estável e, aparentemente, esta

mutação interfere no seu mecanismo de degradação, pois fica acumulada no

núcleo em grande volume. Por essa razão é que, quando detectada por

imunohistoquímica, na maioria das vezes, podemos afirmar que o gene p53

está mutado. (Lazarus et al., 1996; Caballero et al., 1998; Loyola et al.,

1995).
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Dentre os vários métodos utilizados para o diagnóstico de mutações

em p53, a imunohistoquímica é o mais utilizado, principalmente pela maior

facilidade metodológica e pelo menor custo.

Importante é que, atualmente, alterações da funcionalidade de p53

caracterizam-se como uma importante via de estudo para o diagnóstico

precoce, o prognóstico e o tratamento das mais diversas neoptasias

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 cancerígenos com os

quais o homem mantém cantata, sendo um agente cancerígeno completo,

atuando nas três fases da carcinogênese: iniciação, promoção e progressão

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 composição mais de 4.700 substâncias,

tendo, 60 delas, ação carcinogênica, destacando-se os hidrocarbonetos

policíclicos e as nitrosaminas, dentre outros elementos químicos como

níquel, cádmio, carbono 14 e polónio 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 adição à ação carcinogênica química, o cigarro fumado possui

ainda uma ação mecânica pelo atrito com a mucosa e, principalmente, uma
agressão térmica à mucosa devido às altas temperaturas da fumaça aspirada ^\
pela boca e pelas vias aéreas./Essas três formas de agressão se
potencializam em suas capacidades de provocar danos ao DNA dos
queratinócitos do epitélio bucal (Franco et al, 1989; Tommasi & Garrafa,

1980).
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A última pesquisa brasileira, realizada em 363 municípios do país,

estimou uma população de cerca de 30.641.554 fumantes (59% de homens e

41% de mulheres) que representa 32% da população brasileira acima de 15

anos. Esse percentual é maior na zona rural que na zona urbana, e entre as

mulheres mais jovens é maior do que nos homens jovens, justificando o

aumento crescente de câncer de boca entre as mulheres (IBGE, 1989 in

Lopes et al., 1992).

Muscat et al., em 1996, avaliando a diferença entre os género em

relação ao risco de desenvolver câncer 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 câncer (Wandenberg et al., 1996;

Franco et al., 1989).

No trabalho de Franco et al., 1989, em três cidades brasileiras, foi

estimado o risco de desenvolver câncer bucal, para fumantes de cigarro

industrializado, cachimbo e cigarro de fabricação manual, em 6,3; 13,9 e 7,0

vezes, respectivamente, maiores que em não fumantes. Já os consumidores

de tabaco sem fumaça de longa duração, podem ter o risco aumentado em

até 50 vezes em relação aos não tabagistas, principalmente nos casos de

câncer 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 álcool e tabaco no risco de desenvolver

câncer de cabeça e pescoço na população sueca.

Além dos fumantes ativos, esse hábjto atinge também os fumantes

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

K

^

Alcoolismo

Acredita-se que o álcool tenha uma importante participação na

carcinogênese, pois, além da ação química dos seus componentes (como
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nitrosaminas e hidrocarbonetos) na mucosa oral e gastrointestinal, os

consumidores frequentes de álcool apresentam rotineiramente problemas de

desnutrição, o que, segundo Tommasi & Garrafa em 1980, provoca uma

atrofia das camadas epiteliais da mucosa bucal, facilitando a agressão de

outros carcinógenos.

O INÇA (Brasil, MS, INCA/Pro-Onco, 1996) sugere ainda que,

localmente, o álcool tem duas ações que potencializam a carcinogênese. A

primeira seria uma deficiência imunológica local, e a segunda, um aumento

da permeabilidade do epitélio oral, permitindo que outros carcinógenos

tenham acesso às camadas mais profundas do epitélio, favorecendo os

mecanismos de agressão ao DNA dos queratinócitos da camada germinativa

da mucosa oral, principalmente do epitélio da língua, onde se estima seja

maior o risco de desenvolver câncer pêlos consumidores de álcool.

No trabalho de Franco et al. (1989), foi estimado que os consumidores

crónicos de álcool etílico têm um risco de 8,5 a 9,2 vezes maior que os não

consumidores, de desenvolver câncer bucal. Estes autores relataram ainda

que o álcool etílico e o tabaco têm uma atuação sinérgica, potencializando

suas capacidades carcinogênicas. Conjuntamente, o consumo associado de

tabaco e álcool elevaria o risco de câncer a cerca de 141,6 vezes, quando

comparado aos não consumidores.

No entanto, Lewin et al., em 1998, relatam que o consumo moderado

de álcool tem pequeno ou nenhum efeito carcinogênico em não fumantes, em

seu estudo caso-controle na população sueca.

i

Radiações lonizantes

As radiações ionizantes têm uma grande capacidade de provocar
danos no DNA das células animais, sendo conhecido seus efeitos,

principalmente depois da descoberta dos raios X e após estudos
epidemiológicos, depois da 2a guerra mundial, quando da chacina atómica
em Hiroshima e Nagasaki, corn a alta incidência de leucemias e carcinomas

naquelas populações.
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As radiações solares já foram laboratoriais e epidemiologicamente

associadas ao câncer de pele, bem como ao câncer de lábio. A radiação

ultravioleta emitida pelo sol provoca queimaduras, eritemas e lesões

celulares degenerativas e neoplásicas da pele (Scully et al., 1996; Vivier &

Mckee, 1997; Pindborg etal.,1997).

As radiações actínicas em regiões, como o Nordeste brasileiro, que

possuem um grande contingente de trabalhadores no campo e na pesca

litorânea, se expondo durante toda vida a elas, como já nos referimos

anteriormente, representam um relevante carcinógeno no cotidiano de

nossas vidas (Sampaio et al., 1985).

Dieta

O mesmo processo de industrialização que trouxe grandes benefícios

na qualidade de vida da humanidade, trouxe também mudanças significativas

nos hábitos alimentares do povo brasileiro, bem como trouxe diversas

substâncias químicas com potencial carcinogênico, principalmente nos

alimentos industrializados como os conservantes, por exemplo.

A influência do tipo de dieta tem sido mais objetivamente pesquisada

nos casos de câncer gástrico, principalmente em países em que este tipo de

câncer tem alta prevalência. Aparentemente, em populações que privilegiam

dietas mais ricas em condimentos e em gorduras animais, há maior risco de

desenvolver câncer. Por outro lado, as que privilegiam dietas mais ricas em

vegetais, como frutas e verduras, têm este risco reduzido (Lopes et al.,

1992).

No Nordeste, onde existe diversos bolsões de miséria, onde a fome

mata em silêncio muitas crianças, também teria uma importância decisiva,

principalmente nos quadros de desnutrição crónicos dessa população, que
levariam a deficiências no desenvolvimento orgânico, às deficiências

imunológicas, favorecendo assim, indiretamente, as condições para o

surgimento de neoplasias (Lopes et al., 1992).
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Irritações Mecânicas Crónicas

A discussão sobre a capacidade de irritantes crónicos, como as

próteses dentárias totais, serem carcinogênicos vem de longa data e

predominou na década de 70. No entanto, hoje sabe-se que os componentes

químicos das dentaduras não são carcinogênicos, e que o trauma mecânico

também não tem potencial mutagênico (Tommasi & Garrafa, 1980).

A atuação desses irritantes crónicos, como as dentaduras mal

ajustadas, as pontas de dentes cariados que traumatizam a mucosa, ou

qualquer outro agente traumático crónico, se deve à sua capacidade de

lacerar e expor as camadas mais profundas do epitélio bucal, principalmente

a camada germinativa, a outros agentes com capacidade carcinogênica

como o tabaco, por exemplo (Schütz, 1997).

O fato de 68,5% da população nordestina entre 50 - 59 anos, e 75 %

dos acima de 55 anos necessitar ou ser portadora de prótese total (Brasil,

MS, 1988), e que, cerca de 80% desta população é de baixa renda, toma o

problema da falta ou da má qualidade das próteses totais, uma questão

importante a ser abordada dentro da prevenção ao câncer de boca, e

portanto um fator fácil itador importante a ser considerado no

desenvolvimento das neoplasias.

Agentes Biológicos

Sabe-se da capacidade oncogênica dos vírus há mais de 80 anos,

desde que se descobriu um vírus que era capaz de provocar sarcomas em

galinhas, batizado à época com o nome de vírus do sarcoma de Roux, o qual

hoje se sabe ser um retrovírus.

Nas duas últimas décadas, com o grande desenvolvimento das

técnicas de genética e biologia molecular, os vírus passaram a ser

pesquisados com grande interesse. A associação positiva de alguns deles

com lesões malignas tem encorajado ainda mais a busca de explicações

sobre os seus mecanismos de patogenicidade e seus potenciais oncogênico.
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Dentre os vírus com atividade oncogênica o vírus Epstein-Barr tem

sido associado aos linfomas e aos carcinomas da nasofaringe, o vírus da

hepatite B associado ao carcinoma hepatocelular, e o vírus do papiloma

humano (HPV) a diversos tipos de carcinomas (Hoppe-Seyler & Butz, 1995).

E o Vírus do Papiloma Humano (HPV), um pequeno (55nm) vírus DNA

dupla fita circular, não envelopado, icosaédrico, epiteliotrópico, 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-Earlyetal., 1994).

Esse grupo de vírus é formado por mais de 100 tipos que infectam

seres humanos e animais. Cerca de 75 tipos têm capacidade de infectar

seres humanos e foram numerados por ordem de descoberta. Essa

classificação, para diferenciá-los, foi baseada na homologia da sequência de

DNA, avaliada por técnica de hibridização (Jacynto et al., 1994).

Os tipos de HPV são responsáveis por várias manifestações benignas

como os papitomas, condilomas acuminados ou as hiperplasias epiteliais

focais.

Entretanto, é como fator de risco, pelo potencial carcinogênico, que

apresenta para as lesões epiteliais malignas de diversos sítios anatómicos,

que ele mais tem sido estudado. A associação positiva já foi estabelecida por

diversos trabalhos epidemiológicos para o câncer de colo do útero (Naud et

al., 1994; Mendonza-Alcantar et al., 1994; Shih et al, 1988; Munoz et al,

1992; Crook et al., 1994). A própria Organização Mundial da Saúde (OMS),

em 1992, já reconheceu a infecção pelo HPV como a principal causa do

câncer cervical.

A diferenciação da manifestação clínica e do quadro histopatológico

se dará dependendo do tipo do vírus causador. Os tipos 2, 6e 11, por

exemplo, provocam condilomas exofíticos e são classificados como de baixo

risco. Já os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45 e 52, de alto e médio risco, são

encontrados mais 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 óptica, por técnicas de citologia ou de
histopatologia, é possível observar várias alterações celulares e teciduais

provocadas peta infecção deste grupo de vírus, principalmente nas lesões

proliferativas, quando a infecção é produtiva, estes achados citológicos e
histopatológicos são rotineiramente chamados de sinetes ou vestígios
citohistopatológicos de infecção por HPV, manifestam-se como graus
variados de acantose, hiperceratose, papilomatose e displasias nas camadas

epitetiais, bem como atipías nucleares, hipercromasias, mitoses atípicas,
coilocitose, bi ou multinucleação e disceratose nos queratinócitos (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 reação de polimerase em cadeia ( PCR ) e a hibridização 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 o 45 com 8% (Munoz et al, 1992).

Em uma importante revisão da literatura mundial, feita por Miller &

White em 1996, de 58 trabalhos publicados sobre epidemiologia do

papilomavírus humano na mucosa oral, no período de setembro de 1995 a
julho de 1996, considerando as diversas técnicas de detecção virai,
encontraram os seguintes dados como média geral: 13% do epitélio normal

apresentava DNA de HPV; lesões 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 os

trabalhos que usaram o PCR, todos esses percentuais aumentaram (Miller &
White 1996).

O HPV normalmente infecta os queratinócitos como um plasmídio. Seu

DNA dupla fita circular atua no núcleo da célula hospedeira, quando
permissiva, interferindo no seu ciclo celular, estimulando a entrada da célula
na fase S, desta forma obtendo dela as proteínas que lhe faltam para a sua

reprodução (Busby-Early et al., 1994). E agindo como plasmídio que o HPV
provoca as lesões benignas do epitélio, como os condilomas, papilomas ou
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as verrugas. Nestas há um baixo potencial de transformação carcinomatosa

(Turek & Smith, 1996; Miller & White, 1996).

O problema surge, quando por algum motivo que não se sabe ainda,

ocorre a integração aleatória do DNA virai ao genoma da célula hospedeira.

Nesta forma integrada, a infecção não é produtiva, mas terá um papel

importante na carcinogênese (Busby-Early et al., 1994; Dalal et al., 1996).

Esse papel se deve ao fato da ruptura do DNA circular do vírus

normalmente ocorrer entre os genes E1 e E2, deixando invariavelmente

preservados os genes E6 e E7, que estão localizados imediatamente após a

sequência regulatória da replicação do DNA virai. Desta forma, as proteínas

E6 e E7 ficam sendo produzidas ininterruptamente dentro da célula, isso

porque o gene E2, que regula a transcrição do genoma virai, invariavelmente

perde sua função por causa da ruptura de parte dele, quando da integração

(Villa, 1998). Ver figura 4.

Exemplo de infecção pelo HPV 16

HPV-16 DNA virai
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Figura 4 - Exemplo de infecção por HPV (tipo 16)
1- Região controle longa - Replicaçâo e expressão genética do HPV

2- Região genética precoce virai, E1 e E2 replicação do genoma virai e controle transcricional, E6
e E7 alterações no padrão de crescimento, diferenciação, transcrição e ciclo celular da célula
hospedeira, E5 modula a divisão celular a partir da membrana e o E4 desestabiliza a rede de
microfilamentos facilitando a liberação dos vírus, expressão tardia

3- Região tardia, L1 e L2, codificam as proteínas do cápsideo virai, camada espinhosa e granulosa.
Fonte: Adaptado de Turek, L.P.; Smith, E.M. Programação genética dos papilomavírus humanos

genitais na infecção e no câncer, Papilomavírus II. Clin. Obst. E Ginec. De Amer. Do Nort.,
1996
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Nessa integração do genoma virai ao genoma celular, é que reside o

potencial carcinogênico do HPV, pois são as proteínas virais E6 e E7 que

têm afinidade bioquímica por duas proteínas 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-Earlyetal., 1994).

Essas proteínas, p53 e Rb, têm um importante papel no mecanismo de

regulação e controle do ciclo celular, promovendo a parada do ciclo para

reparo de alterações no DNA celular ou promovendo a apoptose da célula

danificada, como já foi descrito anteriormente (Hickman et al., 1994; Villa,

1998; Chiba et al., 1996).

Assim, quando o DNA do HPV está integrado, a célula pode ficar

saturada de proteínas virais E6 e E7, não permitindo que os genes

supressores tumorais executem suas funções. Desta forma, mutações

provocadas por outros agentes poderão passar para as gerações celulares

seguintes sem serem corrigidas (ver figura 3).

O papel do hlPV não é como agente mutacional, nem como iniciador

da carcinogênese, mas atua como um importante fator promotor quando tem

seu genoma integrado ao DNA humano, (ver figura 5).

Proteínas Virais
E6

Mecanismos
Moleculares

afinidade
bioquímica Proteínas Celulares

p53 e Rb

T } y

Inibição funcional
•Degradação
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Figura 5 - HPV e carcinogênese
A atividade das proteínas virais, E6 e E7, dentro do ciclo celular se dará pela

inibição e degradação das proteínas celulares p53 e Rb, impedindo assim dois importantes
mecanismos de regulação da proliferação e do reparo da célula.
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Baseados nos fatores abordados anteriormente, considera-se o

estudo das possíveis mutações de p53 um importante parâmetro a ser

aprofundado na busca de resolução para o problema do câncer.

Neste sentido, foi proposta a realização de um estudo das mutações

de p53 em uma amostra de nossa população, por imunohistoquímica, com

pré-tratamento em microndas, principalmente pela maior facilidade

metodológica e pelo menor custo.

Segundo Greenblat et a\.,apud Velculescu & EI-Deiry, 1996, a

pesquisa da p53 pelo método da imunohistoquímica apresenta grande

sensibilidade para detectar a forma mutante de p53 em 75% dos casos das

mutações. Entretanto outras mutações, como deleção dos dois alelos, formas

truncadas ou ligações de p53 com outras proteínas que impeçam o sítio de

ligação do anticorpo, não vão ser detectadas por imunohistoquímica.

Dowell & Odgen, 1996, apresentaram um estudo importante,

discutindo o uso da recuperação antigênica em imunohistoquímica, com

microondas ou autoclave, e revelaram que, com esse pré-tratamento, a

sensibilidade do método é aumentada em três vezes.
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OBJETIVOS

Este trabalho, considerando o problema do câncer bucal e alguns dos

fatores individuais e ambientais (fumo e HPV) envolvidos na sua génese, tem

por objetivos:

1-Pesquisar, por imunohistoquímica, a ocorrência de expressão da

proteína p53 em lesões proliferativas benignas e carcinomas da

mucosa bucal, em uma amostra de pacientes de uma região

tropical.

2- Correlacionar os achados da expressão de p53 entre um grupo de

lesões proliferativas benignas, um de carcinomas e um terceiro, de

referência, e todos estes, com as seguintes variáveis clínicas dos

pacientes da amostra: sexo, idade, hábito de fumar e localização da
lesão.

3-Correlacionar a expressão de p53 nos grupos, com os vestígios

(sinetes) histopatológicos de infecção pelo Vírus do Papiloma

Humano (HPV).
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MATERIAIS E MÉTODOS

A amostra1 foi constituída de 85 biópsias de mucosa bucal colhidas de

pacientes que frequentam por livre escolha, o serviço odontológico do

Instituto de Prevenção do Câncer do Ceará (IPCC)-SUS, Fortaleza - Ceará,

no período de novembro de 1996 a março de 1998. O critério de seleção foi

a presença de lesões 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 salários mínimos. As informações clínicas

referentes aos pacientes foram anotadas em ficha clínica individual (anexo).

A amostra foi classificada em três grupos, seguindo a orientação da

Organização Mundial da Saúde (OMS) em sua última classificação

histológica de pré-cancer e câncer da mucosa oral (Pindborg et al., 1997),

sendo o primeiro de lesões de origem traumática/inflamatórias, sem potencial

de malignidade e sem agentes etiológicos com potencial carcinogênico,

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 o

epitélio integro e dentro dos padrões próximos da normalidade, constituiu-se

em nosso grupo de referência (grupo 1); o segundo de lesões proliferativas

benignas, compreendendo neoplasias benignas, como os papilomas e

condilomas e lesões pré-neoplasicas como as estomatites nicotínicas,

leucoplasias e líquen plano (ver em anexo as figuras 10, 11, 12, 13, 14 e

15,), classificadas genericamente, aqui, como lesões benignas constituído

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Ética
do Centra de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Ceará.
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por 36 casos (grupo 2) e o terceiro grupo (grupo 3), 34 casos, formado pêlos
carcinomas de células escamosas da boca (ver em anexo as figuras 16, 17
18, 19.20e21).

As biópsias incisionais ou excisionais, após realizadas, foram

acondicionadas em frascos de vidros, contendo formol a 10%, neutro, que

após fixação foram processadas e incluídas em parafina, onde foram
emblocadas, cortadas em micrótomo manual rotativo e coradas em

Hematoxilina e Eosina, para definição do diagnóstico histopatológico

Posteriormente, foram realizados cortes de 4 micrômetros colocados

em lâminas previamente tratadas com organosilano, para processamento

imunohistoquímico.

Imunohistoquímica

A detecção de antígeno p53 foi realizada usando a técnica APAAP

para imunohistoquímica, seguindo a seguinte metodologia:

1- Desparafinizaçâo em Xilol por 3 X 10 minutos.

2- Hidratação em álcool etílico decrescente, álcool 100% 5 min, Álcool a
95% 5 min, Álcool 70% 5 min e lavagem em água corrente por 5

minutos.

3-Recuperação antigênica, segundo Dowell & Odgen (1996), dos
cartes em ambiente de microndas por 7,5 min em potência máxima,

os cartes mergulhados em tampão citrato (pH 6,0).

4- Lavagem em TBS por 5 minutos.

5-Incubação em Soro normal de coelho 1/50 em BSA/TBS a 10%
durante 20 minutos em câmara úmida.

6- Incubação do anticorpo primário, rato anti-p53 ( DO-7, Dakopatts,
Ca, USA), que reconhece epítopos residentes entre os aminoácidos
35 a 45 de p53 humana tipo selvagem ou tipo mutante (Vojtesek et
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al., In Ibrahin et al., 1996), diluição 1/50, em BSA/TBS a 5%, 16-18

hs. em câmara úmida.

7- Incubação do anticorpo secundário, coelho anti-rato ( Dakopatts Z

259) diluição 1/50 em BSA/TBS a 5% durante 30 minutos.

8- Incubação em APAAP 1/50 em BSA/TBS a 5% durante 30 min, em

câmara úmida.

9- Intensificação da coloração, com repetição dos passos 6, 7 e 8 por 3

X 10 minutos.

10- Incubação em substrato* durante 20 minutos

11- Contra-coloração com hematoxilina de Mayer.

12- Montagem em glicerolgel.

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

5 minutes

*Substrato

Naftol AS-MX fosfato - 2mg

Dimetilformamida - 0,2ml

TrisO,1MpH8,2 -9,8ml

LevamisotlM -10^1

Fast-RedTR -10mg

A solução foi Preparada dissolvendo-se o naftol AS-MX em

dimetilformamida num tubo de vidro. Adicionando-se o tampão Tris pH 8,2 e

o Levamisol para bloquear a atividade endógena da fosfatase alcalina.

Foi utilizado como controle positivo, um Carcinoma de células

escamosas de boca, previamente positivo para p53. Como controle negativo

para cada reação, foi retirado o anticorpo primário.

Análise Histopatológic.

A leitura das lâminas coradas em HE foi realizada em microscópio

óptico (Nikon), para definição do diagnóstico histopatológico, posteriormente
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realizou-se a leitura de todas as lâminas, por três profissionais
separadamente, que avaliaram o epitélio das lesões em busca de alterações
sugestivas de infecção por Papilomavírus humano (HPV), utilizando os
critérios citohistopatológicos descritos na literatura (Loreto et al. 1992) (ver
em anexo as figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27), quando haviam discordância
fazia-se uma reavaliação, até chegar-se ao consenso, entre os profissionais.

Análise Imunohistoquímica

A leitura das lâminas de imunohistoquímica para p53, foram feitas em
microscópio óptico e classificadas em positivas para expressão de p53 e
negativas. As que coraram positivamente foram sub-classificadas por
intensidade de coloração usando como critério a contagem dos núcleos
corados em 10 campos aleatórios do epitélio da lesão (contagem subjetiva),
classificados em fracamente positivas, 5 a 20%, moderadamente positivas,
20 a 60% e fortemente positivas, acima de 60%. as lesões que

apresentavam menos de 5% dos núcleos corados ou que apresentavam
coloração inespecífica foram consideradas negativas.

Análise Estatística

Os dados foram agrupados e analisado estatisticamente, submetidos
ao teste do /2, teste exato de Fisher e %2 de Mc Newman, para verificação de
correlação entre a expressão da proteína p53 e os demais dados dos
pacientes, como idade, sexo, localização da lesão, hábito de fumar e sinetes
histológicos para infecção por HPV.
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RESULTADOS

Expressão de p53

A detecção por imunohistoquímica da proteína p53 foi observada em
32,9% (28/85) dos 85 casos pesquisados, sendo que no grupo referência foi
positiva apenas em um caso, 6,7% (1/15), nas lesões 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 correlação significativa entre a
detecção do acúmulo de p53 em carcinomas e a não detecção da expressão
de p53 nas lesões benignas e no grupo referência (ver tabelas 3 e 4).

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

Nos carcinomas, a marcação positiva, em geral, foi mais intensa.
Nestes, observou-se que os que apresentavam padrões bem diferenciados
com pérolas de queratina, a marcação positiva se deu apenas nas camada
de células germinativas basais e parabasais (figuras 34, 35, 36 e 37),
havendo também padrões difusos em toda a lesão, onde, em algumas áreas
apresentavam células intensamente positivas e em outras áreas próximas, as
células neoplásicas apresentavam-se negativas (figuras 38, 39, 40 e 41),
bem como foi possível observar que em alguns caso a margem transicional
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da lesão apresentava epitélio displásico com intensa coloração, ao mesmo
tempo que o epitélio normal sobre a lesão apresentava células espaçadas na
camada basal, positivamente coradas para p53 (figuras 42, 43, 44 e 45)

Tabela 3 - Número e percentual de pacientes, agrupados
segundo o tipo em grupo de referência, lesões benignas e carcinomas
da mucosa bucal, relacionados com a expressão por
imunohistoquímica da proteína p53.

T/po p53+

  %

p53-
oN °/co

Total

  %

Referência

Benignas

Carcinoma

s

Total

1

8

19

28

6,7 14 93,3 15

22,2 28 77,8 36

55,8 15 44,2 34

57 67,132,9 85

42,4

17,6

40,0

100

P<0,001 5C2= 14,66 G.L=2

Dentre as lesões que coraram positivamente nos três grupos,
encontrou-se correlação significativa entre os grupos e a intensidade de
coloração de p53. Aqui as lesões moderada e fortemente coradas foram
agrupadas em um só grupo e chamadas de forte, para obtermos maior
representação estatística e como também esse agrupamento não
comprometer o significado da expressão de p53.

O grupo de referência e o grupo das lesões benignas quando
expressaram p53, fizeram-no fracamente em 88.9% (8/9) e nestes casos a
expressão se localizava na camada basal do epitélio, como já referido. Na
amostra, apenas um caso de lesão benigna corou moderadamente, esse
caso foi de uma jovem de 20 anos, que não fuma, não bebe, não usa
prótese, não apresenta sinetes histológicos para hlPV e a tesão se localizava
na língua, a única justificativa para esse resultado é por que era uma
leucoplasia de nove anos de evolução, essa paciente deve ser
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acompanhada. Enquanto que o grupo das lesões malignas expressou p53
fortemente em 78,9% (Tabela 4).

TABELA 4 - Número e percentual de pacientes que

expressaram positivamente a proteína p53, agrupados segundo o

tipo em: grupo de referência, lesões benignas e carcinomas da
mucosa bucal, correlacionados com a intensidade de coloração.

T/po p53+(forte)

No %

p53*(fraco)

No %

Referênci

a

Benignas

Carcinom

as

Total

o

1

15

16

0,0 1001

87,512,5 7

21,178,9 4

42,91257,1

P<0,001 x
^: 11,53 G.L=2

Total

  %

1

8

19

28

3,6

28,6

67,8

100

Sexo X p53

Em relação ao sexo dos pacientes, as mulheres que representavam
56,4% dá amostra (48/85), apresentaram menor percentual de positividade
que os homens; foram p53 positivas em apenas 15% (13/85) do total de
casos; Já 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 os seguintes percentuais de positividade,
10% (1/10) no grupo referência, 21,7% (5/18) nas tesões benignas e 46,6
(7/15) nos carcinomas e os homens nenhum caso no grupo de referência,
23% (3/13) nas lesões benignas e 63,2% (12/19) nos carcinomas. Portanto
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não foi constatada correlação significativa entre sexo e expressão de p53 em
nenhum dos grupos, conforme tabelas 5, 6, 7 e 8.

TABELA 5 - Pacientes agrupados segundo o sexo em relação
à expressão de p53

Sexo p53+

  %

p53-

  %

Total

  %

Homens 15 40,5 22 59,5 37 43,5%)
Mulheres 13 27,1 35 72,9 48 56,5%)
Total 28 32,9 57 67,1 85 100

P=0,19 (NS)x2=1,71

TABELA 6 - Pacientes do grupo de referência, agrupados
segundo o sexo em relação à expressão de p53.
Sexo p53+ p53-

No % No %'o

Homens O

Mulheres 1

Total 1

0,0 5 100

10,0 9 90,0

6,7 14 93,3

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

Total

  %

5 33,3%

10 66,7%

15 100

TABELA 7 - Pacientes com lesões benignas, agrupados
segundo o sexo em relação à expressão de p53.

Sexo p53+ p53-

No %ro No %

P=0,61(NS) X z= 0,01

Total

  %

Homens 3 23,1 10 76,9 13 36,1
Mulheres 5 21,7 18 78,3 23 63,9
Total 8 22,2 28 77,8 36 100
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TABELA 8 - Pacientes com carcinoma espinocelular da

mucosa bucal, agrupados segundo sexo em relação à expressão de

p53.

Sexo p53+

  %

p53-

  %

Homens 12

Mulheres 7

Total 19

63,2 7 36,8

46,7 8 53,3

55,9 15 44,1

P=0,33(NS) 2X'=0,92

Total

  %

19 55,9

15 44,1

34 100

Idade X p53

Na amostra pesquisada, a idade média foi de 52,8 anos, com intervalo

variando de 16 a 91 anos. Em relação aos grupos, o de referência,

apresentou idade média de 42,4 anos, o grupo das lesões 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

(lesões 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 etárias, abaixo de 40 anos e

acima de 40 anos (isto porque há um certo consenso de ser apartir desta

idade o maior risco para desenvolver câncer bucal) e correlacionados com a

expressão de p53. Genericamente pôde-se afirmar que a expressão de p53 é
diretamente proporcional à idade do paciente, mas não mantém significância
entre idade e expressão de p53, na amostra. Por grupo, essa correlação

entre idade e expressão de p53 não foi significante. Ver tabelas 9, 10 e 11.
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TABELA 9 - Pacientes do grupo de referência, agrupados

segundo a idade em relação à expressão de p53.

Faixa Etária

<40 anos

40 ou >

Total

p53+

  %

p53-

  %

Total

  %

o

1

1

0,0 7

12,5 7

6,7 14

100

87,5

93,3
l

7

8

15

P=0,53(NS) x'=0,94

46,7

53,3

100

TABELA 10 - Pacientes com lesões benignas da mucosa bucal,

agrupados segundo a idade em relação à expressão de p53.

Faixa

Etária

p53+ p53- Total

 % No % No

P=0,25(NS) x2= 1,18

°/0ro

<40 anos 2 13,3 13 86,7 15 41,7

40 ou > 6 28,6 15 71,4 21 58,3

Total 8 22,2 28 77,8 36 100

TABELA 11 - Pacientes com carcinoma espinocelular da

mucosa bucal, agrupados segundo a idade em relação à expressão

de p53.

Faixa

Etária

p53+ p53- Total

No % No %'o No

<40 anos 1

40 ou > 18

Total 19

P=0,41(NS) X'=0,68

%

33,3 2 66,7 3 8,8

58,1 13 41,9 31 91,2

55,9 15 44,1 34 100
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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 não fumantes da
amostra só 3 foram p53 positivos e não eram carcinomas. Na amostra geral
foi encontrada correlação altamente significativa (P=0,0001) entre a
detecção da expressão da proteína e o hábito de fumar. O hábito de fumar

apresentou-se distribuídos por grupo da seguinte forma: 13,3% (2/15) no de

referência; 47,2% (17/36) nas benignas e 91,2% (31/34) nos carcinomas,
eram de fumantes. Ao Correlacionar-se o tabagismo com a expressão de
p53, observou-se correlação altamente significativa (P=0,001) entre a

expressão da proteína e o hábito de fumar no grupo dos carcinomas. Neste
grupo todos os carcinomas que expressaram p53 eram de fumantes, e os

três casos de não fumantes foram p53 negativos.

Nas lesões benignas que foram p53 positivas e os pacientes eram

fumantes, a detecção desta expressão 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 hábito

de fumar em relação à expressão de p53.

Hábito p53+

  %

p53-

  %

Total

  %

Fumantes

Não

Fumantes

Total

25

3

28

50

8,6

32,9

25

32

57

50

91,4

67,1

50

35

85

58,8

41,2

100

5c2 14.18 P< 0.0001
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TABELA 13 - Pacientes do grupo Referência, agrupadas

segundo o hábito de fumar em relação à expressão de p53.

Hábito p53+

  %

p53-

  %

Total

  %

Fumantes

Não

Fumantes

Total

O 0,0 2 100 2 13,3

1 7,7 12 92,3 13 86,7

1 6,7 14 93,3 15 100

P=0,86(NS) ~2X'=0,16

TABELA 14 - Pacientes com lesões benignas da mucosa bucal,

segundo o hábito de fumar em relação à expressão de p53.

Hábito p53+

  %

p53-

  %

Total

  %

Fumantes

Não

Fumantes

Total

6

2

8

35,3

10,5

22,2

11

17

28

64,7

89,5

77,8

17

19

36

47,2

52,8

100

P=0,08(NS) X'=3,18

TABELA 15 - Pacientes com carcinoma espinocelular da mucosa

bucal, agrupados segundo o hábito de fumar em relação à expressão de p53.

Hábito

Fumantes

Não

Fumantes

Total

p53+

  %

p53-

  %

19

o

19

P<0,001

61,3

0,0

55,9

X 2= 4,17

12

3

15

38,7

100

44,1

Total

  %

31

3

34

91,2

8,8

100
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Infecção por HPV X p53

Os aspectos citohistopatológicos utilizados para considerar a

presença de infecção por HPV foram observados em 48,2% (41/85) do total

da amostra, sendo 26,7% (4/15) no grupo de referência; 63,9% (23/36) nas

benignas e 50% (17/34) nos carcinomas.

Com relação à infecção por HPV e a expressão de p53, observou-se

que 53,5% (15/28) das lesões que expressaram p53 eram também HPV

sugestivas. Ressalta-se que 30,4% (7/23) dos casos sugestivos de HPV no

grupo das lesões benignas foram também p53 positivas. Neste grupo,

observou-se significância entre os sinetes histológicos de HPV e a expressão

de p53.

E importante chamar a atenção que, 7 dos 8 casos p53 positivos do

grupo de lesões 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 não houve

correlação significativa entre infecção por HPV e expressão de p53 (tabelas

16, 17 e 18).

TABELA 16 - Pacientes do grupo de referência, agrupados

segundo os sinetes histopatológicos de infecção pelo H PV e à

expressão de p53.

HPV p53+

  %

p53-

  %

P=0,27(NS) Fisher =2,95

Total

  %

Sugestivo de H PV 1 25,0 3 75,0 4 26,7

Não Sugestivo de HPV O 0,0 11 100 11 73,3
Total 1 6,7 14 93,3 15 100
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TABELA 17 - Pacientes com lesões benignas da mucosa bucal,

agrupadas segundo os sinetes de infecção pelo HPV e à expressão

dep53

HPV p53+

  %

p53-

  %

P< 0,05 X2mn=. 12,5

Total

  %

Sugestivo de HPV 7 30,4 16 69,6 23 63,9

Não Sugestivo de H PV 1 7,7 12 92,3 13 36,1
Total 8 22,2 28 77,8 36 100

TABELA 18 - Pacientes com carcinoma espinocelular da

mucosa bucal, segundo os sinetes de infecção pelo HPV e à

expressão de p53

HP\/ p53+

  %

p53-

 %

Total

  %

Sugestivo de HPV

Não Sugestivo de HPV

Total

7 50,0

12 60,0

19 55,9

7 50,0

8 40,0

15 44,1

14

20

34

41,2
58,8

100

X'mn < 3,84 (NS)

Localização X p53

A distribuição por sítio anatómico de nossas lesões na cavidade oral

não apresentaram níveis de significância esperados, a língua, que é a região
de maior ocorrência de carcinomas bucais, não apresentou, na amostra

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

segundo a localização anatómica e à expressão de p53

Localização p53+

  %

p53-

  %

Total

  %

Palato Duro O 0,0 4 100 4 26,7

Mucosa Jugal/Labial 1 25,0 3 75,0 4 26,7

Gengiva Inferior 0 0,0 3 100 3 20,0

Língua O 0,0 2 100 2 13,3

PalatoMoIe O 0,0 1 100 1 6,7

Assoalho Bucal O 0,0 1 100 1 6,7

Total 1 6,7 14 93,3 15 100

TABELA 20 - Pacientes com lesão benignas, agrupados

segundo a localização em relação à expressão p53

Localização p53+

  %

p53-

  %

Total

  %

Língua 5 41,7 7 58,3 12 33,3

Mucosa Jugal/Labial 1 9,1 10 90,9 11 30,6

Palato Duro O 0,0 8 100 8 22,2

Palato Mole 2 50,0 2 50,0 4 11,1

Assoalho Bucal O 0,0 1 100 1 2,8

Total 8 22,2 28 77,8 36 100
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TABELA 21 - Pacientes com carcinoma espinocelular da

mucosa bucal, agrupados segundo a localização anatómica, em

relação à expressão da p53

Localização p53+

  %

p53-

  %

Total

  %

Língua 5 45,5 6 54,5 11 32,4

Mucosa Jugal/Labial 7 70 3 30 10 29,4

Palato Duro 4 66,7 2 33,3 6 17,6

Assoalho Bucal 3 60 2 405 14,4

Gengiva Inferior 0 O 2 100 2 5,9

Total 19 55,8 15 44,2 34 100

I
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DISCUSSÃO

As mutações do gene p53 já foram bem estabelecidas em vários

estudos, seja por seqüenciamento direto (Heinzel et al., 1996), por

polimorfismo conformacional de simples fita (Munirarajan et al., 1996; Heinzel

et al., 1996) ou por imunohistoquímica(0gden et al., 1997; Copete et al.,

1997), como sendo a mais frequente alteração genética nos carcinomas

orais, girando em tomo de 35 a 80% de todos os estudos, usando

imunohistoquímica (Dowell & Ogden, 1996).

I

I

o53 X Carcinomas

!;
•l

•;1

Os dados que foram encontrados, com relação à expressão da

proteína p53 em carcinoma bucais, vão ao encontro dos relatados por vários
autores dentre eles: Gopalakrishnan et al. (1997), 40%; Mão et al. (1996),

41,5%; Lan et al. (1996), 78,9%; Nylander et al. (1996), 49%; Ibrahim 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 vão ao encontro dos resultados relatados por
Jin et al. (1998), em que 83% dos carcinomas foram moderada ou fortemente

corados. Já Munirajan et al. (1996), 21%, Chiba et al. (1996), 24% e Kusama
et al. (1996), 33,3%, encontraram percentuais bem inferiores em relação aos

da amostra pesquisada.

:!
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Considerando os trabalhos acima citados, os aqui encontrados
confirmam os relatados na literatura e apresentam níveis de significância
(p<0,001) entre a expressão de p53 e os carcinomas bucais.

E possível que o percentual de mutações da amostra pesquisada seja
maior, pois a sensibilidade da técnica de imunohistoquímica, segundo Ogden
et al. (1997), é bem inferior em relação a outros métodos, como o
sequenciamento direto por PCR ou o SSCP por exemplo, o qual permite que
tipos de mutações como as delações de alelos ou as proteínas truncadas por
mutação nonsense, presentes, não tenham sido detectadas (Velculescu & El-
Deiry, 1996; Vogelstein & Kinzler, 1992).

É também possível que a presença de falsos positivos, em virtude de
atuação de p53 normal se acumular no núcleo na tentativa de parar a
evolução da lesão, tenham ocorrido (Ranki et al., 1995; Copete et al., 1997).
Mas como na amostra pesquisada, 78,9% dos carcinomas, foram fortemente
positives, é provável que se trate realmente de mutação do gene.

p53 X Lesões benicjnas

Nas lesões benignas, a detecção de p53 poderia ser considerado um
importante marcador prognóstico para a evolução destas à malignidade,
como afirmam Mão et al. (1996); Chiba et al. (1996) e Murti et al. (1998). No
entanto, Dowell & Ogden (1996) e Ogden et al. (1997), chamam atenção a
respeito da cautela que se deve ter, quando da detecção por
imunohistoquímica de p53, em relação ao prognóstico destas lesões
benignas. Isso porque, após a introdução do pré-tratamento em ambiente de
microndas, do material embebido em parafina, a sensibilidade do método
que era mais baixa, ampliou-se em três vezes. Os autores afirmam que a
positividade de p53 em tecido normal e lesões benignas, coradas fracamente
e localizadas na camada basal ou supra basal, não deve ser considerada
como mutação de p53 e sim como a atividade normal de p53 na camada

1|i!
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germinativa do epitélio. Essa opinião é compartilhada por Copete et al.
(1997); Piffkó et al. (1995) e Li et al. (1996).

Nas lesões benignas da amostra pesquisada, 22,2% (8/36)

apresentaram positividade para p53, sendo que 7 das 8 foram fracamente

coradas e a coloração se limitava às células da camada basal e supra basal.

Esses dados estão de acordo com os observados por Mão et al. (1996), que

encontraram 33,3% de positividade em lesões benignas e Piffkó et al. (1995)

que encontraram 28,5%, em margens livres de tumor.

Importante é que tanto no grupo de lesões benignas como no grupo

de referência a p53 não foi detectada em sua maioria, o que sugere que,

realmente, a p53 só é chamada a exercer sua função quando em presença

de agentes mutagênicos.

Contrariamente ao da amostra pesquisada, Dowell & Ogden (1996),

encontraram 97,2% em sua amostra de lesões 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 localização da detecção foi a camada basal, e a

maioria apresentava-se fracamente coradas.

Outro relato importante, que concorda com a opinião desses três

autores, foi descrito por Li et al. (1996), os quais, por imunohistoquímica, em

32 cistos odontogênicos, encontraram positividade para p53, variando de 38

a 71%, todas localizadas na camada basal ou supra basal, mas ao utilizarem

SSCP e seqüenciamento direto, não encontraram mutações em nenhum

gene da amostra dos cistos. Assim Li et al. (1996), reforçam os argumentos

dos três autores citados acima, que sugerem ser essa uma atividade normal

de p53 na camada germinativa do epitélio.

Piffkó et al. (1995), comparando os achados da presença de p53 nas

margens não neoplásicas de carcinomas de mucosa oral em relação as

áreas neoplásicas da mesma lesão, encontraram positividade em 77%, todas

fracamente coradas e localizadas na camada basal, maior portanto, que a

encontrada nas áreas neoplásicas dos carcinomas, que foi de 40%. Estes

autores, apontam para justificar esses achados três possibilidades: 1-

alterações de p53 representam eventos precoces na carcinogênese oral; 2-
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estas áreas representam campos potenciais de cancerização destas tesões e

3- são 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 Piffkó et al. (1995), nas

lesões benignas de mucosa oral, em relação à fraca positividade e a

localização, na camada basal, de p53. Estes achados reforçam os

argumentos de Piffkó et al. (1995) e dos outros anteriormente citados, de que

realmente essa positividade é sugestiva do trabalho normal desta proteína.

No que se refere ao percentual encontrado, é possível que se deva aos

critérios de positividade e aos métodos de leitura das laminas, os quais na

amostra pesquisada, são um tanto subjetivos e são menos precisos que os

métodos de captura de imagens por computador utilizados por esses

autores.

Entretanto, ainda neste ponto, um argumento de grandiosa relevância

levantado por Murti et al. (1998) e por Trivedy et al. (1998), deve ser cita,do:

eles sugerem que, se estas células estão expressando p53 do tipo selvagem

à níveis detectáveis por imunohistoquímica, provavelmente elas estão sendo

gravemente agredidas por um agente mutagênico. Neste sentido, a detecção

de p53 por imunohistoquímica pode ser realmente um importante marcador

de potencial de malignização de lesões iniciais, como afirmam eles.

p53 X Sexo

Na amostra pesquisada, não foi encontrado correlação significativa

em relação ao sexo e a expressão de p53, como é citado na literatura, e

provavelmente, deve-se ao fato das mutações de p53, aparentemente, serem

eventos mais relacionados à exposição aos agentes carcinogênicos

(Velculescu & EI-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, não havendo correlação entre sexo e mutação

de p53.

p53 X Idade

Aparentemente a expressão de p53 é mais frequente em pacientes de

idades mais avançadas, isto provavelmente devido ao maior tempo de

exposição a agentes carcinogênicos. Na amostra em questão, não foi

encontrada correlação significativa entre idade e expressão 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 lesões benignas (p53 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); Piffkó et al. (1995) e por Jin et al. (1998).

p53 X Tabaçjísmo

A correlação entre o tabaco e diversos tipos de câncer do pulmão, das

vias aéreas superiores e da cavidade oral foram estabelecidas há várias

décadas. /

No Brasil, um importante marco foi estabelecido com o trabalho de
Franco et al., 1989, em que os autores estabeleceram percentuais de risco

para o desenvolvimento de câncer bucal em relação a diversos hábitos,
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 estão associados ao uso de tabaco.

Devido ao grande número de estudos destacando as mutações de p53
como a alteração genética mais incidente em neoplasias malignas humanas,
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Lazarus et al. (1996), realizaram um estudo para estabelecer a possível
correlação entre mutação de p53 e uso de tabaco. Nos seus achados,
analisando carcinoma bucais por sequenciamento de DNA, relataram que
44,4% das mutações encontradas na amostra, eram transições de bases G:C
por T:A, mutações "missenses", típicas de neoplasias provocadas pelo
tabaco. Sugerem ainda que a indução de mutações de p53 depende do
tempo de exposição ao tabaco, bem como do volume consumido
diariamente, portanto os fumantes pesados têm maior incidência de mutação
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 mutação em p53,
eram transições de bases AT por GC, nos exons de 5-8, e sugerem um
importante papel das nitrosaminas, presentes no tabaco, na carcinogênese,
mas afirmam que devem haver outros oncogenes envolvidos nesse
mecanismo.

Nos resultados encontrados, na amostra pesquisada, observou-se
correlação significativa (p<0,001) entre o hábito de fumar e a expressão de
p53 nas lesões malignas. Quando se considerou a amostra total, também se
observou significància entre a expressão de p53 e o hábito de fumar. Na
amostra em questão, 91,2% dos pacientes com carcinomas eram fumantes,
destes 61,3% foram p53 positivos, os três pacientes não fumantes foram p53
negativos. Este achado é importante porque sugere claramente a associação
entre o papel carcinogênico do tabaco e as mutações de p53, o que poderia
facilitar a progressão e um pior prognóstico como sugere Murti et al. (1998).
Esta correlação fica mais evidente ainda quando consideramos os pacientes
não fumantes na amostra geral, dos 35 não 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 atenção o fato de que, 6 dos 8 casos de
expressão de p53 positiva no grupo de lesões benignas e ^ único caso
positivo encontrado no grupo de referência, serem todo^de fumantes, o que
sugere mais fortemente que esses achados de p53, por imunohistoquímica,
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 Piffkó et al. (1995).

Não estando descartada a possibilidade de uma mutação nonsense de um

alelo, segundo Piffkó et al. (1995).

D53XHPV

Estudos, in vitro, comprovando a imortalização de queratinócitos 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 oncoproteínas E6 e E7 deste vírus têm na carcinogênese 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, reforçaram o seu papel e de suas

oncoproteínas na carcinogênese da mucosa bucal..

No trabalho em questão, os sinetes citohistopatológicos para infecção

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. È importante ressaltar que o método de investigação por

critérios citohistopatológicos em hlE, para sugerir infecção por HPV,

utilizados aqui, é de baixa sensibilidade e baixa especificidade. Segundo

Miller & White (1996), em lesões benignas, a sensibilidade gira em tomo de

7,2% quando comparada com o PCR. Em carcinomas a sensibilidade é

menor ainda.

Ao correlacionar os achados sugestivos de infecção por HPV e a

expressão de p53, observou-se que 30,4% (7/23) dos casos sugestivos de

HPV no grupo das lesões benignas foram também p53 positivas. Neste

grupo obteve-se níveis de significância (P< 0,05). Estes achados vão ao

encontro dos relatados por Rank! et al. (1995) em condilomas de pênis, onde

55,4% eram p53 positivos, mas ficam^ab^ixo 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

infecção por HPV, E6 estabilizaria a molécula de p53 por um tempo maior

que o normal, assim p53 poderia ser detectado por imunohistoquímica.

Vários 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 proteína, 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 frequência em carcinomas e leucoplasias de mucosa oral e

correlaciono-a com a expressão de p53 nas mesmas lesões. Nos seus

achados, 75% das leucoplasias p53 positivas, por imunohistoquímica,

também foram MDM2 positivos, e 76% dos carcinomas p53 positivos,

também foram MDM2 positivos, ainda 34,6% das leucoplasias e carcinomas

que expressaram a proteína p53, mas não apresentavam mutação do gene

(por SSCP), foram positivas para MDM2. Estes achados não só reforçam o

argumento de Busby-Early et al. (1994), como também apontam o MDM2

como uma importante alteração a ser melhor pesquisada na carcinogênese

bucal.

É importante ressaltar que 7 dos 8 casos p53 positivos, deste grupo

de lesões benignas, são fracamente positivos e destes sete, seis são

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 lesões benignas em que é possível observar sinetes de

HPV, a infecção é produtiva e, portanto, o DNA virai está na forma de

plasmídio, onde a quantidade de E6 produzida é menor, não 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 nãojioúve correlação significativa entre
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infecção por HPV e expressão 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 consequência da mutação de p53 e a

integração genômica do hIPV serem a mesma, estes dois mecanismos não

são necessariamente excludentes.

Esses achados da amostra, embora não se contraponham à literatura,

devem ser avaliados com cautela, isto porque o método para avaliar a

infecção por HPV utilizado tem baixa sensibilidade e especificidade, quando

se trata dos carcinomas. Já em relação às lesões benignas, sugere-se de

grande valor, no cotidiano clínico, os achados citohistopatológicos

sugestivos de infecção por HPV, principalmente quando forem associados à

presença de p53 por imunohistoquímica, mesmo que fracamente corada,

pois teria um importante valor prognóstico da lesão, sugerindo que aquela

região está sendo agredida e poderá evoluir para a malignidade, com maior

probabilidade.

o53 X Localização

Os nossos achados em relação a localização foram meramente

descritivos, não havendo portanto nenhuma correlação entre o local da lesão

e a expressão de p53. Ibrahin et al. (1996) e Loyola et al. (1995), relatam os
mesmos achados em seus trabalhos.

Na tentativa de buscar alguma correlação, tentamos agrupar as

localizações em mucosas mastigatórias queratinizadas (palato duro e

gengiva) e mucosas de revestimento (palato mole, assoalho bucal, ventre
lingual, mucosa jugal e labial), mas não se obteve níveis de significância

relevantes. Diferentemente do que\observou Ibrahin et al. (1996), mesmo o
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carcinoma de língua sendo o mais frequente, não foi o que apresentou maior

percentual de positividade.
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CONCLUSÕES

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

obtidos na amostra, é possível tirar as seguintes conclusões:

1-Avaliada por meios imunohistoquímicos, a expressão da proteína p53 foi

muito freqüente(55,8%) e altamente significativa(p=0,001) nos

carcinomas bucais, nestes com predominância de marcações fortes

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

2- A expressão de p53 mostrou-se um evento vinculado mais à malignidade,

visto que na quase totalidade do grupo de referência, e na maioria das

lesões benignas a expressão de p53 não foi observada, e quando o foi, se

fez fracamente(87,5%), sendo a maioria destes(75%) em pacientes

expostos a um importante carcinógeno: o tabaco.

3- O habito de fumar mostrou correlação altamente significativa com a

expressão de p53(p=0,001), sugerindo que este carcinógeno estimule a

síntese de p53 para reparar os danos ao DNA, por ele provocados ou que

ele provoque mutações no próprio gene p53.

4- A expressão de p53 não foi vinculada significativamente ao sexo, à idade,

nem à localização da lesão, em qualquer dos grupos analisados.

5- A expressão de p53 e os vestígios histopatológicos de infecção por HPV

não se relacionaram significativamente aos carcinomas e nas lesões

benignas estão comumente associados(p=0,05), reiterando os dados da

literatura universal.

65



PERSPECTIVAS

Dentre as novas questões que surgiram e que apontam para novos

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

1-Se a expressão da proteína p53 foi tão frequente, em carcinomas, será

que realmente se trata de mutação? Se for, qual o tipo de mutação? E

será que está vinculada a algum agente mutagênico especifico?

2- Se esta expressão frequente não se dever a mutações genéticas, se

deverá a qual mecanismo de estabilização e disfunção de p53? Será a

ação do oncogene MDM2, que é frequente em nosso meio, ou pode ser a

proteína E6 do HPV?

3- Qual a frequência de infecção por HPV em lesões bucais? será que está

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

meio?

4- Nas lesões benignas, a detecção de p53 se deve a que fato?

Estabilização, atividade funcional ou mutações? Esta detecção pode ser

marcador prognóstico de malignidade?

5-Várias outras informações clínicas dos pacientes da amostra foram

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

podem ser posteriormente utilizadas e cruzadas com a expressão de p53.

Para responder a estas perguntas, impõe-se novos projetos e à

aquisição de equipamentos que permita metodologias mais especificas e

mais sensíveis, como hibridização in situ e PCR, por exemplo.
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TABELA l - pacientes com lesão de mucosa oral, biopsiados no Instituto de
Prevenção do Câncer do Ceará, no período de novembro de 1996 a Março
de 1998

BIOPSIA l NOME ID
A
D
E

SEX
o

FUM
A

BE
BE

SEX
o
OR
AL

HPV TIPO DIAG.
HIST.

PT
TOT
AL

REN
DA
SAL.
MIN

LOCA
LIZA
CÃO

l p 53

1. 9081 /96 MFSV 49 F s N N PÔS BENIG HAE SIM o LG ++

2. 9254/96 JVF 38 M s s s N EG MALIG CEC NÃO 2 AB
3. 9374/96 FD 38 M N s s PÔS BENIG HAE NÃO 9 LG
4. 142/97 MSE 83 FF s s NR PÔS BEM HAE SIM 1 MJ +

5. 143" FCMO 71 F s N NR PÔS BENIG HAE SIM 1 PD
6. 185" GVG 20 F N s NÃO PÔS BENI Papiloma NÃO 20 ML
7. 318" JWBP 47 M s s N NEG MALIG CEC SIM o LG ++++

8. 322' AR.S. 23 F N N N PÔS BENIG HAE SIM 3 LG
9. 420' MLS 47 F N s s NEG BENIG HFBE SIM 2 PD
10. 553" FNS 48 l M s s N PÔS MALIG CEC NÃO 1 LG
11. 554" AAFL 42 M s s s PÔS BENIG HAE NÃO 8 LG ++

12. 641 " RSL 61 F s N NR N EG BENIG HAE SIM 1 PM
13. 715" VGF 49 M N s NR PÔS BENIG HAE SIM 7 LG +

14. 722" MGL 50 M s s N NEG MALIG CEC NÃO o LI
15. 785" F.C.M. 67 F N N NÃO PÔS BENIG HFBE SIM 2 MJ +

16. 846" MNOA 58 F N N NÃO NEG BENIG HAE SIM 2 PD
17. 850" MEDS 59 F N N NÃO PÔS BENIG HFBE SIM 3 PM
18. 959" MMS 40 F N N SIM PÔS BENIG HFBE SIM NR Gl
19. 978 DJO 82 F s N NR PÔS MALIG CEC NR 1 MJ ++++

20. 1059" RRF 29 F s N SIM NEG BENIG HFBE SIM 1 Gl
21. 1171 ORM 59 F N N NR NEG MALIG CEC SIM 4 LG
22. 1251" MSB 42 F N N NÃO PÔS BENIG HFBE NÃO NR LG
23. 1252" JNV 71 M N N SIM NEG BENIG HFBE SIM 3 PD
24. 1326" AACS 71 F s N NR NEG MALIG CEC SIM 1 Gl
25. 1398 JPB 91 M s N NR NEG MALIG CEC NR 01 PD +++

26. 1557" EHC 66 M N N SIM NEC BEM HAE SIM 1 MJ
27. 1558" FMF 66 F s N NÃO NEG BENIG HAE SIM 1 PD
28. 1559" PSLS 29 F N s NÃO NEG BENIG HAE NÃO LS- PD
29. 1691" JFL 70 M N N NR NEG BENIG HFBE SIM 1 PD
30. 1692" MFS 69 l F N N NR PÔS BENIG HAE SIM 1 PD
31. 1725" MGC 24 ] M N s SIM

NÃO
PÔS BENIG HAE NÃO

NÃO
2^_ LG

32. 1727" TFS 67 F s N PÔS MALIG CEC o Gl
33. 1817" MBR 45 F s N NÃO PÔS BENIG HAE SIM NR MJ
34. 1818" APS 32 M s s NÃO PÔS BENIG HAE NÃO o LG ++

35. 1919" JOF 62 F s N Não PÔS BENIG Papiloma SIM L5_ PM +

36. 1920" MAT 78 F s N NR NEG BENIG HAE SIM 1 PD
37. 2003" AEB 30 F N N SIM NEG BENIG Muc/HAE NÃO 3 LG
38. 2010" EPP 25 F N s SIM PÔS BENIG HAE NÃO 40 MJ
39. 2063 HPC 76 F s N NR NEG MALIG CEC NR 1 LG ++++

40. 2167' AMSC 80 F s s NR NEG BENIG HAE SIM 1 PD
41. 2240 FHBL 23 M NR NR NR NEG BENIG Mucocele NR NR ML
42. 2241" MLC 30 F N N SIM N EG BENIG HFBE SIM NR Gl
43. 2440" N.K.S. 35 M s s NR NEG BENIG HAE NÃO o LG
44. 2441" RGT 56 M s N NR PÔS BEM HAE NÃO 1 PD
45. 2481" IBS 64 F N N NÃO PÔS BENG Papiloma SIM 1 LG
46. 2796" AMAM 42 F s s NÃO PÔS BENIG HAE SIM 1 MJ
47. 2937" JSF 21 M N N SIM NEG BENIG HAE NÃO 2 LI
48. 2973" AAS 23 F N N SIM NEG BENIG HAE SIM 1 MJ

49. 3031" CTS 64 F s N NR NEG MALIG CEC SIM 1 AS
50. 3222" MCO 55 F N N SIM PÔS BENIG Papiloma SIM 2 AB
51. 3255" FTB 21 M N N SIM N EG BENIG Mucocele NÃO 2^_ ML
52. 3258" MDSR 68 F N N NR PÔS MALIG CEC SIM 1 LG
53. 3263" ESA 16 F N N N PÔS BENIG HAE NÃO 0,5 LG
54. 3303" ASS 25 M N N s PÔS MALIG CEC NÃO 1 PD
55. 3862" EPA 76 M s N NR NEG MALG CEC SIM 1 PD
56. 3870" FRM 46 M s s s NEG MALIG CEC SIM 1 LG ++++

57.
58.

3960
3962

RQ
JAN

49
65

F
M

s
s

N
s

NR
NR

NEG
PÔS

MALIG
MALG

CEC
CEC

NR
NÃO

1
02

AB
AB

+++

+++
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59.
60.
61.

4104"
4129"
4333

FLMS
QAA
LAS

19
66
87

F
M
F

N
s
s

N
s
N

s
N

l PÔS
INEG

NR l PÔS

BENIG
BENIG
IMALIG

HAE
HAE
CEC

NÃO |1
SIM 4
SIM |1

LG
ML
MJ

62. 4997 LBL 72 M s N NR INEG MALIG CEC SIM 2 PD ++++

63. 5006 BRS 75 M s N NR INEG MALIG CEC NÃO |1 AB ++

64. 5553 MLP 63 F s N NR INEG MALIG CEC SIM |1 LG ++++

65. 5750 JMGO 45 M s N NR ] PÔS MALIG CEC SIM 5 PD +

66. 5946" MNS 50 F N N NR INEG BENIG HFBE SIM 7 PD
67. 5948 GP 73 l F s N NR l PÔS MALIG CEC SIM 101 RM ++++

68. 5949" MCL 75 F s N N PÔS MALIC CEC SIM |1 LG
69. 6440 BLC 59 M s s NR ] PÔS MALIG CEC NR |NR LI ++++

70. 6648 RMA 85 F s N N NEG MALIG CEC NÃO l 01 LI +++

71. 6649 PEFS 25 M N s NR INEG BENIG Mucocele NR |NR ML
72. 7486" RSS 31 M s s N PÔS BENIG HAE NÃO |0 MJ
73. 7618" MPD 70 F s N NR I NEC MALG CEC SIM |1 LG
74. 7821 JLC 58 M s s NR INEG MALIG CEC NR 1 LI +++

75. 7953" CBS 20 N s s NEC BENIG HAE NÃO l 10 MJ
76. 8304" FSH 20 F N N NR I NEC BENIG HAE NÃO 14 LG +++

77. 8800 PSS 83 M s s NR l PÔS MALIG CEC NÃO l 01 LI +++

78. 8897 MLAS 32 F s N NR INEG BENIG RAN U LA SIM INR AB
79. 9322 MZMM 37 F s N NR l PÔS MALIG CEC SIM |1 PD +++

80. 9380 JPO 77 M s N NR INEG MALIG CEC SIM |1 RM
81. 9461 RRS 57 M s s NR INEG MALIG CEC SIM |1

NÃO l 2
LG +

82. 9853" MMS 61 M s N N PÔS MALIG CEC LG
83. 888/98 RLS 56 M N N s PÔS BENIG Papiloma SIM 2 PM
84. 920/98 RNS 66 M s s NR NEG MALIG CEC NÃO 1 MJ +

85. 989/98 MM 63 F s N N PÔS BENIG Papiloma SIM 1 PM +

Abreviações:

* hlPV - Vestígios histopatológicos de infecção pelo Vírus do papiloma
humano S - Sim , N - Não * NR - Não respondeu *CEC - Carcinoma
Espinocelular * PT - Prótese Total * Sal. Min - Salário mínimo * NEG -
Negativo * PÔS - Positivo *MALIG. - Maligno* BENIG - Benigno *
FEM - Feminino * MASC - Masculino
p53 - Proteína p53
Intensidade de marcação: - negativo, + fracamente positivo, ++ positivo,
+++ moderadamente positivo, ++++ fortemente positivo.
*B- Bem diferenciado *M- Moderadamente diferenciado*?- Pouco
diferenciado
AB- Assoalho Bucal LG- Língua MJ- Mucosa Jugal Gl- Gengiva Inferior
LI- Lábio Inferior PD- Palato Duro RM- Retro Molar PM- Palato Mole

TABELA II - Pacientes com CARCINOMA ESPINOCELULAR da mucosa
bucal, biopsiados no Instituto de Prevenção do Câncer do Ceará, no
período de novembro de 1996 a Março de 1998

BIOPSIA NOME ID
A
D
E

SE
x
o

FU
M
A

BE
BE

SEXO
ORAL

HPV Sub
classific
ação

Tempo
evolução
(semana
sL

PT
TO
TA
L

REN
DA
SAL.
MIN

LOG
ALIZ
AÇA
o

p 53

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.

9254/96 I JVF 38 l M s s s NEC B 12 N 2 AB
318"
553"
722"
978
1171
1326"

JWBP [ 47 l M
FNS
MGL
DJO
ORM
AACS

48 l M
50
82
59
71

M
F
F
F

s
s
s
s
N
s

s
s
s
N
N
N

N
N
N
NR
NR
NR

INEG
l PÔS
INEG
l PÔS
I NEC
INEG

B
B
B
B
M
B

48
08
08
08
04
12

Is
N
N

o
1
lo

NR |1
S |4
S |1

LG
LG
LI
MJ
LG
IGI

++++

++++
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8.
9.
10.
11.
12.

1398
1727"
2063
3031"
3258"

JPB
TFS
HPC
CTS

91
67
76
64

MDSR ] 68

M
F
F
F
F

s
s
s
s
N

N
N
N
N
N

NR
N
NR
NR
NR

INEG
l PÔS
I NEC
INEG
PÔS

B
B
B
B
B

NR
80
04
08
10

NR I 01
N lo
NR |1
s
s

1
1

PD
Gl
LG
AB
LG

+++

++++

13. 3303" ASS 25 M N N s PÔS p 10 N 1 PD
14. 3862" EPA 76 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 PÔS B 16 N 02 AB +++

18. 4333 LAS 87 F s N NR PÔS B 04 s 1 MJ
19. 4997 LBL 72 M s N NR NEG B 12 s 2 PD ++++

20. 5006 BRS 75 M s N NR NEG B 40 N 1 AB ++

21. 5553 MLP 63 F s N NR N EG M 08 s 1 LG ++++

22. 5750 JMGO 45 M s N NR PÔS B 32 s 5 PD +

23. 5948 GP 73 F s N NR PÔS B 40 s 01 RM ++++

24. 5949" MCL 75 F s N N PÔS B 24 s 1 LG
25. 6440 BLC 59 M s s NR PÔS B 10 NR INR LI ++++

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 N EG B 08 NR |1 LI +++

29. 8800 PSS 83 M s s NR PÔS B 32 N 01 LI +++

30. 9322 MZMM I 37 F s N NR PÔS B 48 s 1 PD +++

31. 9380 JPO 77 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 PÔS M 24 N 2 LG
34. 920/98 RNS 66 M s s NR NEG M 44 N 1 MJ +

TABELA III - Pacientes com lesão benignas de mucosa oral, biopsiados no
Instituto de Prevenção do Câncer do Ceará, no período de novembro de
1996 à Março de 1998

BIOPSIA NOME IDADE SEXO FUMA BEBE SEXO
ORAL

HPV PT
TOT
AL

REND
A SAL.
MIN

LOG
ALIZ
AÇA
o

l p 53

1.
2.

143"
322"

FCMO
AR.S.

71
23

F
F

s
N

N
N

NR
N

PÔS
PÔS

s
s

1
3

PD
LG

3. 554' AAFL 42 M s s s PÔS N 8 LG ++

4. 641 " RSL 61 F s N NR NEG s 1 PM
5. 715' VGF 49 M N s NR PÔS s 7 LG +

6.
7.
8.
9.

-846-1
1557"

MNOA 58 F N N N

1558"
1559"

EHC
FMF

66
66

PSLS 29

M
F
F

N
s
N

N
N

s
N

NEG_
NEG
NEG

s
s

2_
1

s N NEG
s
N

1
IA.

PD
MJ
PD
PD

10.
11.

1692"
1725"

MFS 69
MGC 24

F
M

N N NR PÔS
N s s PÔS

s
N

1
2^_

PD
LG

12.
13.

1817"
1818"

MBR 45
APS 32

F
M

s
s

N
s

N PÔS
N PÔS

s
N

NR
o

MJ
LG ++

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

J920"_
2010"
2167'
2440"
2441"
2796"
2937"
2973"
3263"

MAT 78
EPP
AMSC

25
F
F

s
N

N
s

NR NEC
s

80
N.K.S.
ROT
AMAM
JSF
MS
ESA

35
56
42
21
23
16

M
M
F
M
F
F

s
s
s
s
N
N
N

s
s
N
s
N
N
N

NR
PÔS

s
N

1
40

NEG
NR
NR
N
s
s
N

INEG
l PÔS
l PÔS
INEG
INEG
l PÔS

l-s-
N
N
s
N
s
N

1
o
1
1
2
1
Lí5_

PD
MJ
PD
LG
PD
MJ

Í1.L
MJ
LG
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23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34

4104"
4129"
7486"
7953"
8304"
185"
1919"
2481"
989/98
3222"
888/98
9081 /96

FLMS
QAA
RSS
CBS
FSH
GVG
JOF
IBS
MM
MCO
RLS
MFSV

19
66
31
20
20
20
62
64
63
55
56
49

F
M
M
M
F
F
F
F
F
F
M
F

N
s
s
N
N
N
s
N
s
N
N
s

N
s
s
s
N
s
N
N
N
N
N
N

s
N
N
s
NR
N
N
N
N
s
s
N

l PÔS
INEG
l PÔS
INEG
INEG
l PÔS
l PÔS
l PÔS
l PÔS
l PÔS
l PÔS
l PÔS

IN
s
N
N
N
N
s
s
s
s
s
SIM

1
4
o
10
4
20
^L5_
1
1
2
2
o

LG
MJ
MJ
MJ
LG
ML
PM
LG
PM
IAB
PM
LG

+++

+

+

++

35 9374/96 FD 38 M s s s PÔS N 9 LG
36 142 MSE 83 F s s NR PÔS s 1 MJ +

TABELA IV - Grupo 1- Pacientes com LESÕES TRAUMÁTICAS de mucosa
oral, biopsiados no Instituto de Prevenção do Câncer do Ceará , no período
de novembro de 1996 a Março de 1998

BIOPS
IA

NOME IDADE SEXO FUMA BEBE HPV PT
TOTAL

RENDA
SAL. MIN

LOCALI
ZAÇÃO

p 53

1. 420" MLS 47 F N s NEG s 2 PD
2. 785' F.C.M. 67 F N N PÔS s 2 MJ +

3. 850" MEDS 59 F N N PÔS s 3 PM
4. 959' MMS 40 F N N PÔS s NR Gl
5. 1059" RRF 29 F s N NEG s 1 Gl
6. 1251' MSB 42 F N N PÔS N NR LG
7. 1252" JNV 71 M N N NEG s 3 PD
8. 1691" JFL 70 M N N NEC s 1 PD
9. 2003" AEB 30 F N N NEG N 3 LG
10. 2240 FHBL 23 M NR NR NEG INR NR ML
11. 3255" FTB 21 M N N N EG N 2,5 ML
12.
13.
14.
15.

6649
8897
2241"
5946"

PEFS
MLAS
MLC
MNS

25
32
30
50

M
F
F
F

N
s
N
N

s
N
N
N

NEG INR
INEG
INEG
INEG

SIM
s
s

NR
NR
NR
7

ML
AB
Gl
PD
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Figura 6a- Caso 1252/97 - Hiperplasia traumática
da mucosa palatina, provocada por prótese total com
camará de sucção.

^ ^^•. •"';'
^

,<• •Ar, <,. * •^

»^.-.! ^ «^

^n

Figura 6 b - Caso 959/97 - Hiperplasia traumática, da
mucosa de fundo de saco superior, provocada por
iprótese total mal adaptada, lesão extensa e bilateral. ••

rf*.*.
.:» SS^^^^

M^".«^

^I»

^ ,^ »

Figura 7 - Caso 785/97 - Fibroma traumático de
mucosa jugal, provocado pelo hábito de morder;
bochecha, lesão circunscrita e delimitada.

Figura 8 - Caso 1059/97 - Hiperplasia traumatic? da
Imucosa de fundo de saco inferior, provocada por
Iprotese total mal adaptada.
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Figura 9a- Caso 2240/97 - Mucocele de lábio
inferior, superficial, 1,5 cm, azulada, flutuante,
epitélio integro.

Figura 9 b - Caso 3255/97 - Mucocele de lábio
inferior, mais profunda, 3,0 cm, rosada, flutuante,
epitélio integro.
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Figura 10 - Caso 2796/97 - Lesão de mucosa jugal,
irregular, atrófica, eritroplásica, dolorosa, paciente
de sexo feminino, compatível com líquen plano.
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;igura 12 - Caso 989/97 - Papiloma de palato duro,
iéssil, indolor, provavelmente estimulado por trauma
la prótese.
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|Figura 11 - Caso 142/97 - Lesão leucoplásica,
l paciente do sexo feminino, 83 anos, não fumante, 15
[anos^Je evolução, difusa, indolor, áspera, extensa.

Figura 13 - Caso 2441/97 - Palato hiperceratórico,
com pontilhados avermelhados. Estomatite
nicotínica.
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Figura 14 e 15 - Caso 888/98 Língua e palato mole
de paciente debilitado pela AIDS, extensas áreas
condilomatosas, compatíveis com manifestações de
infecção por HPV.
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Figura 10 - Caso 2796/97 - Lesão de mucosa jugal,
irregular, atrófica, eritroplásica, dolorosa, paciente
de sexo feminino, compatível com líquen plano.
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Figura 12 - Caso 989/97 - Papiloma de palato duro,
séssil, indolor, provavelmente estimulado por trauma
da prótese.
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Figura 11 - Caso 142/97 - Lesão leucoplásica,
paciente do sexo feminino, 83 anos, não fumante, 15
anos de evolução, difusa, indolor, áspera, extensa.
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Figura 13 - Caso 2441/97 - Palato hiperceratórico,
com pontilhados avermelhados. Estomatite
nicotínica.
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Figura 14 e 15 - Caso 888/98 Língua e palato mole
de paciente debilitado pela AIDS, extensas áreas
condilomatosas, compatíveis com manifestações de
infecção por HPV.
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Figura 16 - Caso 9327/97 - Carcinoma de células
espinhosas do palato, ulcerado, indolor, recoberto
por areas de epiteljo integro, mulher de 37 anos,
.fumante.
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[ïïgura 18 - Caso 722/97 - Carcinoma de células
jespinhosas do lábio, paciente de pele clara,
agrjçultor, 45 anos, provocado peta exposição as
[radiações solares._
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20 - Caso 318/97 - Carcinoma de língua,
ho^nem,-47 anos, fumante, e alcoólatra, lesão
Ínfiltrativa, ulcerada com fundo necrótico,
endurecida, indolor.
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Figura 17 - Caso 4997/97 - Carcinoma de células
espinhosas do palato, homem de 72 anos, fumante,
lesão extensa ulcerada com áreas necróticas.
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[Figura 19 - Caso 6648/97 - Carcinoma de célylasi
espinhosas de lábio, paciente de pele clara,
lagricultora, 65 anos, fumante de cachimbo a tesão
Isê desenvolveu no local habitual da piteira do
lcachimbo.
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Figura 21 - Caso 3960/98 - Carcinoma de assoalho
bucal, infiltrada no assoalho e na língua, estágio
avançado, úlcera necrótica, prendendo a língua por
infiltração tumoral.



^"^

.»r í-*•'•:;' '••l^^-ff.'&
<•»

;.' «ç
f

>^mi

^"•^:'
í ^'^

'sM\^/^>
•/- -^'^'

ï»fe
ÍW-O:;-: ^mIS

y Íï.áí-
iN-eâ-s?*m es\
ïs

¥ •^.!^M ,»•s-
ms ;yfc«.t iirC' ;:;'\^

.^^^.'^'"^^
:,'s-. vl

aiK ^-^•^^s^m% » 'JQ ^ %^ 's.?
^» Ï-ï^-^^^ •SfÍFw^

^^<k
I .» - .,"

•^
^

^..-ï^ ^•-.•' '

Figura 22 - Caso 989/98 40x - HE, Papiloma de
células escamosas, HE, papilomatose,
hiperceratose, acantose, projeções digitiformes do
epitélio.

Figura 23 - Caso 989/98 100x - HE, Área de
acantose, hiperparaceratose, coilócitos,
apresentando descamação da camada córnea.
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Figura 24 - Caso 989/98 100x- HE, Camada
espinhosa, com várias alterações sugestivas de
infecção por HPV, coilocitose, binucleações,
Ihipercromasias basais, disceratose.

Figura 25 - Caso 989/98 400x - HE, binucleações e|
coilócitos, típicos de infecção por HPV.
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Figura 26 - Caso 1000x - HE, Célula binucleada,
apresentando citoplasma ceratinizado, ainda na
camada espinhosa, adjacente outra célula
binucleada sem ceratjnização precoce.

Figura 27 - Caso 989/98 400x - HE, Pérola de
ceratina na camada espinhosa, com células
apresentando halo perinuclear e outras de núcleo
picnótico e hipercorado. Sugestivos de HPV.
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Figura 28 - Caso 1059/97 40x, HE, Epitélio normal,
sem presença de inflamação, córion fibroso.
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Figura 29 - Caso 1059/97 100x, HE, Epitélio integro
de hiperplasia fibrosa, arquitetura das camadas
apresenta-se organizada.
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-^N Figura 30 -
Caso 1059/97 40x,
Imunohistoquímica
p53 negativo,
epitélio normal.

Figura 31 - Caso
1059/97 100x,
Imunohistoquimica
p53 negativo,
epitélio normal. N^-
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Figura 32 - Caso 1059/97 100x, Imunohistoquímica
p53 positivo, epitélio Acantótico, apresentando
positividade espaçada nas células da camada basal,
paciente fumante, (ao lado esquerdo)

Figura 33 - Caso 1059/97 400x, Imunohistoquímica
p53 positivo, mesmo paciente da fig. 32, positividade
na células basais e parabasais. (acima)



<<^.^
0%Í̂

¥

Figura 34 - Caso 3870/97 100x, HE,
carcinoma de células espinhosas bem
diferenciado invasor, apresentando pérolas
de queratina, envolvidas por células
germinativas, e infiltrado inflamatório.
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Figura 35 - Caso 3870/97 100x,
Imunohistoquímica p53 positivo, carcinoma
de células espinhosas bem diferenciado
invasor, apresentando pérolas de queratina,
envolvidas por células germjnativas p53
positivas.
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Figura 36 - Caso 3870/97 400x, HE,
carcinoma de células espinhosas bem
diferenciado invasor, apresentando pérolas
de queratina, envolvidas por células
germinativas, e infiltrado inflamatório.
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Figura 37 - Caso 3870/97 1000x,
Imunohistoquimica p53 positivo, carcinoma
de células espinhosas diferenciado, invasor,
apresentando células da camada
germinativa intensamente coradas por p53
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Figura 38 - Caso 2063/97 40x, HE,
carcinoma de células espinhosas bem
diferenciado invasor,, epitélio normal
recobrindo a lesão, áreas de
neovascularização e focos de diferenciação
córnea.
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Figura 39 - Caso 2063/97 40x,
Imunohistoquimica p53 positivo, carcinoma
de células espinhosas diferenciado, invasor,
apresentando focos de expressão de p53 e
áreas p53 negativas, recoberto por epitélio
normal algumas fracamente coradas por
p53.
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Figura 40 - Caso 2063/97 40x,
Imunohistoquímica p53 positivo, margem de
carcinoma de células espinhosas
diferenciado, invasor, apresentando áreas
de expressão de p53 e áreas p53 negativas,
a margem da lesão apresenta epitélio
displásico expressando p53 intensamente.
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Figura 41 - Caso 2063/97 40x,
Imunohistoquimica p53 positivo, visão
aproximada da fig. 39, pérolas córneas
rodeadas de células p53 positivas.
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Figura 42 - Caso 318/97 40x, HE, margem
de carcinoma de células espinhosas bem
diferenciado, invasor, p53 e apresentando
áreas de ceratinização, a direita epitélio
normal da lesão.
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Figura 44 - Caso 318/97 400x,
Imunohistoquimica p53 positivo, margem de
carcinoma de células espinhosas
diferenciado, invasor, apresentando áreas
de intensa expressão de p53 e áreas p53
negativas, a margem da lesão apresenta
epitélio normal com algumas células
fracamente coradas.
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Figura 43 - Caso 318/97 100x,
Imunohistoquímica p53 positivo, margem de
carcinoma de células espinhosas
diferenciado, invasor, apresentando áreas
de intensa expressão de p53 e áreas p53
negativas, a margem da lesão apresenta
epitélio normal.
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Figura 45 - Caso 318/97 1000x,
Imunohistoquímica p53 positivo, carcinoma
de células espinhosas diferenciado, invasor,
apresentando células pleomórficas,
expressando p53 e áreas p53 negativas, a
margem da lesão.
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Figura 46 - Caso 1818/97 40x, HE, Lesão
clinica e histologicamente sugestiva de HPV,
papilomatose, acantose e hiperceratose.
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Figura 47- Caso 1818/97 100x,
Imunohistoquimica p53 positivo, Mesma
lesão da fig, 46, apresentando expressão de
p53 na camada basal, corada fracamente.
Paciente fumante.
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Rgura 48 - Caso 1818/97 1000x, HE,
Mesma lesão da fig. 46, apresentando
binucheação na camada espinhosa.
Sugestivo de HPV. Paciente fumante.
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Figura 49- Caso 1818/97 1000x,
Imunohistoquimica p53 positivo, Mesma
lesão da fig. 46, apresentando binucleação
na camada espinhosa. Sugestivo de HPV
expressando p53. Paciente fumante.
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