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RESUMO

A displasia epitelial oral (DEO) é um aspecto histoldgico descrito em lesdes potencialmente malignas,
cujos mecanismos relacionados a patogénese ¢ potencial de transformag¢do sdo pouco conhecidos.
Sabendo-se que a via de sinalizagdo Sonic Hedgehog (SHH) tem participagdo no desenvolvimento do
carcinoma escamocelular de boca (CEB) e que as proteinas relacionadas a esta via de sinalizagdo estdo
envolvidas nos mecanismos biologicos relacionados a iniciagdo e progressdo de tumores humanos. O
objetivo deste trabalho foi estudar a expressdo das proteinas da via de sinalizagdo SHH em DEOQ, a fim
de contribuir para o conhecimento do perfil biologico desta lesdo. Material e Métodos: As amostras
de DEO foram revisadas e classificadas de acordo com o risco de malignidade descrito por Kujan et al.
(2006) e OMS (2005). Vinte e cinco casos de DEO foram submetidos a reacdo imuno-histoquimica
para as proteinas SHH, PTCH1, SUFU, HHIP, GLI1 e Ciclina D1 (CCND1) utilizando o sistema
polimérico Advance™ (Dako). Para fins comparativos, cinco casos de hiperqueratose, oito de
hiperplasia fibrosa inflamatoria (HFI) e quatro de mucosas ndo-neoplasica (MNN) também foram
avaliados. Todos os casos foram analisados de acordo com os pardmetros semi- quantitativos descritos
por Gurgel et al. (2008) e os dados foram analisados usando Graph Pad Prism 5.01. Resultados: Vinte
e um (84%) DEO foram classificados como lesdes de baixo risco ¢ 4 (16% ) como alto risco. A
proteina SHH foi predominante no citoplasma (n =14, sendo 56%) e a positividade de PTCH1 foi
observada em membrana e citoplasma (n=23, 92%). As proteinas HHIP e SUFU foram observadas
principalmente no citoplasma das células epiteliais e foram positivas em 17 (68%) e 11 (44%) das
DEO, respectivamente. GLI1 foi positivo em 21 (84%), principalmente localizada nos nucleos das
células epiteliais (n=12; 70,6%). A proteina CCNDI1 foi exclusivamente no nticleo 19 (76%). Em
DEO, os escores predominantes para SHH, PTCH1, HHIP, SUFU, GLI1 e CCNDI1 foram: 2+
(57,14%), 3+ (73,91%), 3+ (58,82%), 2+ e 3+ (36,36%), 3+ (90,48 %), 1+(47,37 %), respectivamente.
Os casos de DEO exibiram maior expressao de HHIP (p=0,02) e GLI1 (p=0,00), em comparagdo com
hiperqueratose. Além disso, niveis elevados de PTCH1 (p=0,05), HHIP (p= 0,01) ¢ CCND1 (p=0,00)
foram observados em DEO em comparagdo com HFI. Ainda, uma maior expressdo de PTCH (p=0,01)
foi observada nos casos de DEO quando comparados com MNN. Conclusées: Os nossos resultados
sugerem que a via SHH pode participar da patogénese da DEO e reforcam a relacao desta cascata

sinalizadora na carcinogénese oral.

Palavras-chave: Displasia epitelial oral, Proteinas Hedgehog, Imuno-histoquimica.
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ABSTRACT

Oral epithelial dysplasia (OED) is a histological aspect described in premalignant lesions and the
mechanisms related to the pathogenesis and malignant progression are poorly understood. It is known
that Sonic Hedgehog (SHH) signaling pathway participates in the development of oral squamous cell
carcinoma, and proteins related to this cascade are involved in biological mechanisms related to the
initiation and progression of human tumors. The aim of this study was to investigate SHH signaling
molecules in OED, in order to contribute to the knowledge of the biological profile of this lesion.
Methods: Samples of OED were reviewed and classified according to the risk of malignancy
described by Kujan et al. (2006) and WHO (2005). Twenty five cases of DEO were to submitted to
immunohistochemical reactions for SHH, PTCH1, SUFU, HHIP, GLI1 and Cyclin D1 (CCND1)
proteins using Advance’™ polymer system (Dako). For comparative purposes, five cases of
hyperkeratosis, eight inflammatory fibrous hyperplasia (IFH) and four non- neoplastic (NNM) mucosa
were also evaluated. All OED were analyzed according to the semi-quantitative parameters described
by Gurgel et al. (2008) and the data was analyzed using Graph Pad Prism 5.01. Results: Twenty- one
(84%) OED were classified as low risk lesions and 4 (16%) as high risk. SHH protein was
predominant in cytoplasm (n=14; 56%) and PTCH]1 positivity was described in both membrane and
cytoplasm (n=23; 92%). HHIP and SUFU proteins were observed in cytoplasm of epithelial cells and
were positive in 17 (68%) and 11 (44%) OED, respectively. GLI1 protein was positive in 21 (84%),
mainly located in the cells nuclei (n=12; 70.6%). CCND1 protein was exclusively in the nucleus 19
(76%). The predominant scores for SHH, PTCH1, HHIP, SUFU, GLI1 and CCNDI were: +2
(57.14%), +3 (73.91%), +3 (58.82%), +2 and +3 (36.36%), +3 (90.48%), +1 (47.37%), respectively.
OED sample had higher levels of HHIP (p=0.02) and GLI1 (p=0.00) as compared to hyperkeratosis.
Furthermore, high levels of PTCH (p=0.05), HHIP (p=0.01) and CCND1 (p=0.00) were observed in
OED as compared to IFH OED. Also, a high level of PTCH (p= 0.01) was observed in OED as
compared to NNM. Conclusions: Our results suggest that the SHH pathway may participate in the
pathogenesis of DEO and corroborates to the relationship of this signaling cascade in oral

carcinogenesis.

Key words: Oral epithelial dysplasia, Hedgehog proteins, Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A displasia epitelial oral (DEO) ¢ uma lesdo potencialmente maligna que esté
relacionada com uma maior probabilidade de desenvolvimento do cancer de boca, quando
comparada com uma mucosa bucal histologicamente normal (WARNAKULASURIYA et al.,

2007; LIU et al., 2012).

Conhecer os eventos moleculares prévios ao desenvolvimento do cancer ¢ essencial,
j& que esta doenca constitui um problema de satide publica em todo mundo e representa uma
causa importante de morte em varios paises (WARNAKULASURIYA, 2009; SIEGEL et al.,
2013). Dentro deste contexto, os tumores malignos localizados na cavidade oral ocupam a
sexta colocacgdo entre os canceres mais comuns no mundo (WARNAKULASURIYA, 2009),
sendo o carcinoma escamocelular de boca (CEB) o tipo mais frequente, correspondendo a
mais de 90% dos casos (JEMAL et al., 2011). No Brasil, a tltima estimativa apontou 15.290
novos casos de cancer de boca para o ano de 2014, sendo 11.280 para o sexo masculino e

4.010 para o sexo feminino (BRASIL, INCA, 2013).

As lesdes potencialmente malignas (LPM) de boca possuem uma maior probabilidade
de transformacdo para o CEB quando comparadas com o epitélio normal, assim sua detec¢ao
precoce representa uma importante estratégia para a prevencao destes tumores (LEE et al.,
2000; HOLMSTRUP et al., 2006; LIU et al., 2012). Neste grupo de lesdes, destacam-se: a
leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica e liquen plano (com ou sem displasia epitelial)
(GALE et al., 2005; WARNAKULASURIYA et al., 2007). Apesar da relevancia clinica do
diagnostico de LPM, os mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento e
progressao dessas lesdes sao poucos conhecidos. Alguns estudos tem tentado elucidar os

eventos moleculares envolvidos na patogénese da DEO, incluindo a participagdo de vias de
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sinalizagdo que possam estar envolvidas na transformagdo maligna de uma lesdao displésica
para um tumor invasivo, contribuindo para a identificagdo de novos marcadores para o
diagnostico, progressao, prognostico e alvos terapéuticos (WANG et al., 2009).
Recentemente, Cavichiolli-Buim; Gurgel et al. (2011) demonstraram a participagdo da via
SHH em CEB, através da demonstragao da superexpressao dos genes PTCHI1, SMO e GLI1 .
Baseado nos resultados deste estudo e o conhecimento do potencial de transformacao maligna
da DEO, o objetivo deste trabalho foi estudar o perfil das proteinas da via de sinalizagdo
Sonic Hedgehog em DEO a fim de contribuir para os estudos sobre a patogénese destas

doengas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Displasia epitelial oral

O desenvolvimento do cancer de boca estd frequentemente associado a presenca de
LPM (NEVILLE et al., 2002; GALE et al.,, 2005; WANG et al., 2009). Neste grupo,
destacam-se: a leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica e liquen plano (com ou sem displasia

epitelial) (GALE et al., 2005; WARNAKULASURIYA et al., 2007).

Alguns fatores de risco relacionados ao desenvolvimento destas lesoes estdo descritos
na literatura, destacando o uso de tabaco, concomitante ou nao ao uso do alcool (BRENNAN
et al., 1995; KAWAKITA et al., 2012) e mutagdes no gene p53 (BOYLE et al., 1993; CRUZ
et al., 1998; CRUZ et al.,, 2002; HELAL et al.,, 2011). Em adig¢do, alguns estudos
demonstraram a presen¢a do Papilomavirus humano (HPV), principalmente os subtipos 16 ¢
18, em lesdes de displasia epitelial oral (MILLER et al., 2001; SZARKA et al., 2009),
levantando a hipotese de uma possivel relacdo de causalidade entre a presenca do virus e

DEO.

O termo DEO compreende a uma combinacdo de anormalidades citologicas e
distarbios arquiteturais que conjuntamente sdo os critérios imprescindiveis para seu
diagnostico histopatologico (JABER et al., 2003; GALE et al., 2005). De acordo com a
distribuicdo das alteracdes citoldgicas e arquiteturais no epitélio, as displasias podem ser
classificadas em discretas, moderadas e intensas. Quando as alteragcdes encontram-se no tergo
inferior, tem-se a displasia discreta. A displasia moderada se caracteriza por apresentar
alteracdes arquiteturais e de diferenciacdo celular se estendendo ao terco médio do epitélio.
Por fim, a displasia intensa ocorre quando alteracdes histoldgicas estdo presentes em mais de

dois tercos do epitélio (GALE et al., 2005).
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Kujan e colaboradores (2006) sugeriram um sistema binario de gradagao para DEO,
baseado no risco de transformag¢do maligna desta lesdo. Nesse sistema, as displasias sao
classificadas em duas categorias: baixo e alto risco. Neste estudo, os autores avaliaram a
variabilidade no diagnéstico e gradacdo da DEO comparando com a classificagdo
preconizada pela OMS (2005), sendo observada uma maior concordancia quando o sistema

bindrio de gradacao foi utilizado.

DEO pode ocorrer nas seguintes apresentacdes clinicas: como uma placa branca
(leucoplasia), vermelha (eritroplasia) ou vermelha e branca (eritroleucoplasia/leucoplasia
salpicada) (JABER et al., 2003). A leucoplasia e a eritroplasia sao definidas pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) como placas branca e vermelha, respectivamente, que ndo podem
ser caracterizadas como qualquer outra doenga que acomete os tecidos bucais (GALE et al,
2005). Ao mesmo tempo, as eritroplasias e leucoplasias podem estar associadas,
determinando um padrdo de lesdo clinicamente denominado eritroleucoplasia ou leucoplasia

salpicada (NEVILLE et al., 2002; BOUQUOT et al., 2006).

Histologicamente, as leucoplasias orais exibem desde atrofia do epitélio até uma
hiperplasia com ou sem hiperqueratose. Por outro lado, tipicamente, as lesdes eritroplasicas
sdo caracterizadas por um epitélio atroéfico e auséncia de producao de queratina. Em ambas
lesdes, quando a DEO esta presente, sdo observadas alteracdes arquiteturais caracterizadas
por estratificagdo epitelial irregular, aumento do nimero de células no ciclo celular e mitoses
atipicas, além de alteragdes na diferenciagdo celular, como variagdo do tamanho celular e
nuclear, pleomorfismo celular, nucléolos proeminentes, hipercromatina e aumento da relagao

nucleo-citoplasma (GALE et al., 2005).
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A localizagao de uma LPM com displasia parece ter relagdo com o seu potencial de
transformagao maligna (LEE et al., 2006). Assim, as lesdes localizadas em assoalho de boca
e borda lateral da lingua parecem ser mais permeaveis aos carcindgenos € por isso possuem

maior risco para o desenvolvimento de CEB (REIBEL, 2003).

O principal objetivo de identificar as LPM de boca ¢ prevenir a transformagdo
maligna através de acdes, como: mudangas do estilo de vida, eliminacdo de hébitos deletérios
como o fumo e a ingestdo de alcool, excisdo cirtrgica e crioterapia (HOLMSTRUP et al.,

2006).

2.2 A Via de Sinalizaciao Sonic Hedgehog (SHH)

A via de sinalizagdo Sonic Hedgehog (SHH) exerce um papel fundamental no
crescimento e diferenciacdo celular durante o desenvolvimento embrionario de varios drgaos
(HASSOUNAH et al., 2012) como dentes (HARDCASTLE et al.,, 1998), pulmdes
(GRINDLEY et al., 1997), colon, mama, esofago (INGHAN et al., 2001), prostata, estdmago
(CHARI et al., 2007), sistema nervoso (WETMORE, 2003) e pancreas (THAYER et al.,
2003). Além da sua participagdo na embriogénese, a via SHH também desempenha um papel
na manutencdo e crescimento de células-tronco adultas (ALTABA et al., 2002), reparo
tecidual (ASALI et al., 2006) e carcinogénese (ALTABA et al., 2002; CHARI et al., 2007;
YANG et al., 2010).

Os componentes ¢ o funcionamento da via SHH foram inicialmente descritos em
estudos com Drosophila (GOODRICH et al., 1997) e a cascata sinalizadora mediada pelas
proteinas HH ocorre no cilio primario (KIM et al., 2011), organela formada por projecdes da
membrana dependentes de microtubulos, as quais atuam como uma “antena” para captacao de

sinais extracelulares (HASSOUNAH et al., 2012).
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Em humanos, a familia Hedgehog (HH) ¢ constituida por trés proteinas homologas,
responsaveis pela ativagdo da via, Sonic Hedgehog (SHH), Desert Hedgehog (DHH) e Indian
Hedgehog (IHH). Estas proteinas se ligam aos receptores transmembranicos Patched (PTCH
1 e PTCH 2) e promovem a ativagdo da via SHH. Com isso, as interagdes entre as proteinas
Patched e a Smoothened (SMO) sao alteradas de forma que o SMO deixa de ser reprimido,
iniciando uma cascata de sinalizagdo intracelular que conduz a ativagdo e translocagao nuclear
de GLI, membro da familia do fator de transcricdo GLI-Kruppel, resultando na regulagdo
positiva de genes alvo da via SHH, como ciclina D1 (CHARI et al., 2007).

O complexo repressor formado pelas proteinas de fusao, Supressor of Fused (SUFU) e
Fused (FU), atua como regulador negativo da via (CHARI et al., 2007). Na auséncia da
proteina HH, SUFU sequestra a proteina GLI para o citoplasma e a mantém na forma
repressora (HASSOUNAH et al.,2012). Por outro lado, na presenca do ligante, SUFU
acumula-se no citoplasma, mas se dissocia de GLI, promovendo sua ativacao e translocacao
para o nicleo (HUMKE et al, 2010; TUKACHINSKY et al., 2011). Outro componente
fundamental da via SHH ¢ o seu inibidor, a proteina HHIP a qual possui afinidade com todos
os ligantes hedgehog e sua interagdo com estes medeia a endocitose e degradagdo destas
proteinas (CHARI et al., 2007).

Na auséncia do ligante HH, o receptor PTCH atua como um supressor tumoral, através
da interagdo com SMO, que promove a repressdo da proto-oncoproteina SMO e impede a
ativacdo dos fatores de transcri¢do da familia GLI (SICKLICK et al., 2006). Os fatores de
transcri¢do GLI ativa a expressdo de diversos genes envolvidos em fungdes relacionadas com
o desenvolvimento, tais como a proliferacao e diferenciacao celular (por exemplo, Ciclina D1
e D2, N-myc, Wnts, PDGFR, IGF2, FoxM1, Foxa2, Nkx2.2, FoxF1, Myf5, HES1, IGFBP3);

sobrevivéncia (Bcl2); auto-renovagdo e determinacdo do destino da célula (Bmil, Nanog);
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angiogénese (VEGF); transi¢do epitelial-mesenquimal (Snaill, SIP1, Elkl e Msx2) e invasdo
(osteopontina). Além destas fungdes, GLI1 atua como regulador positivo e PTCH1 ¢ HHIP
como reguladores negativos da via e através dessa retroalimentagdo/feedback a cascata
sinalizadora pode ser amplificada ou atenuada (HOOPER et al., 2005; PO et al., 2010;
STECCA et al., 2010). Os componentes ¢ o funcionamento da via SHH estdo ilustrados na
figura 1.

Conforme ressaltado anteriormente, o gene Ciclina DI1(CCNDI) ¢ um dos alvos do
fator de transcrigao GLI1. Esta proteina exerce um papel fundamental na proliferagao celular,
regulando a progressdao da fase G/ para a fase S no ciclo celular, através da fosforilagdo e
inativacdo da proteina do retinoblastoma (KATO et al., 1993; WEINBERG, 1995) . A
CCNDI1 ¢ a mais estudada dentre as ciclinas e a sua superexpressao foi relatada em diversos
canceres, como o carcinoma escamocelular de boca (TURATTI et al., 2005; HANKEN et al.,

2013).

A participagdo da via SHH na tumorigénese foi demonstrada, inicialmente, em
pacientes com carcinomas basocelulares esporadicos e associados a Sindrome do Carcinoma
Basocelular Nevoide (GORLIN, 1995; HAHN et al., 1996; JOHNSON et al., 1996;
REIFENBERGER et al., 1998; XIE et al., 1998), mas a ativagao desta cascata sinalizadora no
desenvolvimento e progressao de outras neoplasias ja foi demonstrada no cancer de prostata
(KARHADKAR et al., 2004; SANCHEZ et al., 2005), cancer de pulmao (WATKINS, et al.,
2003; VELCHETI et al., 2007), cancer gastrointestinal (BERMAN et al., 2003; MONZO et
al., 2006; DIMMLER et al., 2003; ISOHATA et al., 2009; MA et al., 2005; FELDMANN
et al., 2007), cancer de mama (KUBO et al., 2004; KATANO, 2005; MUKHERIJEE, et al.,
2006), cancer de ovario (CHEN et al., 2007) e hepatocarcinoma (SICKLICK et al., 2006;

PATIL et al., 2006; HUANG et al., 2006; CHE et al., 2012).
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Em lesdes potencialmente malignas, os estudos ainda sdo escassos, mas existem
evidéncias da participagdo de componentes da via SHH em lesdes precursoras de cdlon
(ONISCU et al., 2004), colo uterino (XUAN et al, 2006) e pancreas (THAYER et al., 2003).
Em lesdes pré-malignas de colo uterino, por exemplo, observou-se uma maior expressao das
proteinas IHH, PTCH1, GLI1 quando comparada com tecidos ndo neoplasicos (XUAN et al.,
2006). Ainda, uma maior expressao das proteinas SHH, PTCH1 ¢ SMO foi observada em
lesdes precursoras do adenocarcinoma de pancreas (THAYER et al., 2003) e cancer de célon
(ONISCU et al., 2004).

O mecanismo pelo qual as moléculas SHH atuam na carcinogénese nao estd
completamente elucidado, mas tem sido sugerido que mutagdes no gene PTCHI,
superexpressao do ligante SHH e ativacao dos fatores de transcricdo GLI estao relacionados a
tumorigénese (WALTERHOUSE et al., 1999; ALTABA et al., 2002). Em CEB, por exemplo,
a via SHH pode estar ativada através mecanismos independentes de ligante. (CAVICHIOLLI-

BUIM; GURGEL et al., 2011)

A via SHH tem sido estudada como possivel alvo terapéutico em tumores (ALTABA,
2008). Dentro dessa expectativa, o bloqueio da via SHH através da droga ciclopamina tem
sido estudada “in vitro” em alguns tumores, como CEB (YAN et al., 2011). Esta droga inibe
ou reduz a atividade da via SHH por funcionar como antagonista da proteina SMO
(TAIPALE et al., 2000). Por outro lado, inibidores terapéuticos que atuam no nucleo para
bloquear a fun¢do de GLI, como o GANTG61, podem ser mais eficazes no bloqueio da via
SHH em neoplasias. A droga GANT61 impede a ligacdo das proteinas GLI com o DNA, e

assim, impedindo a ativa¢do da via (LAUTH et al., 2007).
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Figura 1. Componentes e o funcionamento da via Sonic Hedgehog. Regulagdo da via SHH no cilio
primario de células normais. Na auséncia do ligante HH (2 esquerda), o fator de transcrigdo GLI
encontra-se na sua forma repressora (GLI-R). Além disso, na auséncia de HH, PTCHI1 esta localizado
na membrana ciliar e SMO ¢é mantido fora do cilio. Na presenga do ligante HH (a direita), os niveis da
proteina GLI aumentam no cilio e GLI ¢ transformada na sua forma ativa (GLI-A) e translocada para o
nuicleo onde ativara genes alvos da via SHH. Fonte: HASSOUNAH et al., 2012.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo a estudar o perfil de expressao das proteinas da via

de sinaliza¢do Sonic Hedgehog (SHH, PTCH1, SUFU, HHIP, GLI1 e CCND1) em DEO.

3.2 Objetivos Especificos

- Estudar a expressdo das proteinas da via SHH (SHH, PTCHI, SUFU, HHIP, GLII e

CCNDI1) em DEO;

- Comparar a expressao das proteinas SHH, PTCH1, SUFU, HHIP, GLI1 e CCNDI entre as
lesdes de baixo e alto risco de transformagao maligna, de acordo com a classificagdo proposta

por Kujan et al. (2006);

- Comparar a expressao das proteinas supracitadas em DEQO, lesdes reacionais da mucosa oral

(hiperplasia fibrosa inflamatoria e hiperqueratose) e mucosa ndo-neoplésica;
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4 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS
4.1 Consideracoes Eticas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM, FIOCRUZ, Bahia), obtendo parecer nimero

229/2010.
4.2 Caracterizacio do estudo

O presente estudo foi de corte transversal, retrospectivo e sua casuistica foi composta
por 25 casos de DEO, obtidos dos arquivos da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal da Bahia (FOUFBA) e da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) entre os
anos de 2002 a 2013. Para uma andlise comparativa, quatro casos de mucosa bucal nao
neoplésica, oito de hiperplasia fibrosa inflamatoria e cinco de hiperqueratose de individuos

ndo fumantes foram selecionados.

Os critérios para inclusao das lesdes no trabalho foram: tecido preservado e passivel
de andlise microscopica, dados clinicos e histolégicos disponiveis, bem como diagndstico de
DEO localizado na cavidade oral, a qual ¢ representada pela lingua (dois ter¢os anteriores),
assoalho bucal, palato duro, mucosa jugal, regido retromolar e gengiva. Os critérios de
exclusdo foram: auséncia de preservacao do tecido; blocos de parafina com pouco material e

lesOes localizadas em labio.
4.3 Estudo Histolégico

Os casos de DEO foram reavaliados histologicamente por um patologista bucal, de

acordo com as alteragdes arquiteturais e citologicas presentes no epitélio (Tabela 1) e,
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posteriormente, classificados segundo o grau histoldégico em discreta, moderada e intensa

(Tabela 2).

Tabela 1. Critérios arquiteturais e citologicos preconizados pela OMS para o diagndstico de DEO

Alteracoes Arquiteturais

Alteracoes Citologicas

Estratificacdo epitelial irregular
Perda de polaridade das células basais
Projecdo em forma de gota

Aumento do nlimero de mitoses
Mitoses anormais
Queratinizacao
(Disqueratose)
Pérolas de queratina nas projecdes epiteliais

prematura individual

Fonte: Organiza¢do Mundial da Saude, 2005.

Variacao do tamanho nuclear
Pleomorfismo nuclear
Varia¢do do tamanho celular
Pleomorfismo celular
Aumento da relagdo
citoplasma

Aumento do tamanho nuclear
Figuras de mitose atipicas
Nucléolos proeminentes
Hipercromatismo

nucleo-

Tabela 2. Critérios preconizados pela OMS para classificar o grau da DEO

Grau da DEO

Displasia discreta: quando as alteragdes arquiteturais, acompanhadas de atipia citologica, envolvem o tergo inferior do

epitélio.

Displasia moderada: quando as alteragdes arquiteturais, acompanhadas de atipia citologica, estendem-se ao terco

médio do epitélio.

Displasia intensa: quando as alteragdes arquiteturais, acompanhadas de atipia citoldgica, estendem-se ao terco

superior do epitélio.

Fonte: Organiza¢do Mundial da Saude, 2005.

As lesdes também foram classificadas segundo o risco de transformagdo maligna, de

acordo com o sistema binario de gradagdo histolégica de DEO proposto por Kujan et al.

(2006) (Tabela 3), sendo que essa classificagao foi realizada por outro patologista.

Tabela 3. Classifica¢do de risco para a transformac¢do maligna

Classificacao de risco

Lesao de alto risco: até quatro alteragdes arquiteturais e cinco alteragdes citologicas.
Lesao de baixo risco: menos que quatro alteragdes arquiteturais ou cinco alteragdes citologicas.

Fonte: KUJAN, O. et al. Evaluation of a new binary system of grading oral epithelial dysplasia for prediction of malignant transformation.

Oral Oncology, 2006.
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4.4 Estudo imuno-histoquimico

Para avaliar a expressdao das proteinas SHH, PTCH1, HHIP, SUFU, GLI1 e CCNDI1
foram utilizados cortes de 4um de espessura obtidos dos espécimes fixados em formol e
emblocados em parafina. Os dados sobre a marca comercial, clone e diluicdo dos anticorpos
podem ser observados na tabela 4.

Para a realizagdo da imuno-histoquimica (IHQ), os cortes histologicos foram
desparafinizados com xilol e re-hidratados com 4alcool. Posteriormente, a recuperacao
antigénica foi realizada com citrato pH 6,0, em banho maria por 45 minutos, com excecao do
anticorpo PTCHI1, cuja reagdo imuno-histoquimica foi realizada sem a etapa de recuperagdo
antigénica.

Posteriormente, as seccdes foram submetidas ao bloqueio da peroxidase enddgena
(Peroxidase Blocking Solution™, Dako, Carpinteria, USA) por 10 minutos e protegido da
luz. Logo apo6s, o bloqueio de proteinas teciduais foi efetuado em temperatura ambiente por

10 minutos (Protein Blocking Solution™, Dako, Carpinteria, USA).

Em seguida, os anticorpos primarios foram incubados por 1 hora em temperatura
ambiente, com excecdo do anticorpo PTCHI1, incubado overnight, a temperatura de 4°C. Apos
lavagem com solucgdo salina Tris Hcl/BSA 1%, os cortes foram incubados com o sistema
polimérico de amplificagio Advance™ (Dako, Carpinteria, USA), por 20 minutos com o
reagente /ink e 20 minutos com a enzima. Para revelacdo utilizou-se 3,3-diaminobenzidina
(Dako, Carpinteria, USA) por 5 minutos, em camera escura. Por fim, os cortes foram contra-
corados com hematoxilina de Harris, desidratados com etanol e diafanizados em xilol, para

entdo proceder a montagem das laminas em permount.
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Tabela 4. Dados dos clones dos anticorpos, recuperagdo amtigénica e diluigdo.

Anticorpo Marca Clone Controle Recuperacio  Diluicido
comercial positivo antigénica

SHH Santa Cruz Policlonal Placenta Citrato pH 6 1:100
(SC 9024)

PTCH 1 Novus 5¢7 Placenta Sem 1:1000
Biologicals recuperagio

(NBP1-47945)

SUFU Santa Cruz Policlonal Placenta Citrato pH 6 1:100
(SC 28847)

HHIP Sigma Policlonal Placenta Citrato pH 6 1:200
(HPA012616)

GLI1 Novus Policlonal Placenta Citrato pH 6 1:600
Biologicals
(NB600-600)

CCND1 Dako Sp4 Carcinoma Citrato pH 6 1:100

Epidermoide

4.5 Analise imuno-histoquimica

Para analise das proteinas levou-se em consideracdo a localizagdo do antigeno:
membranar, citoplasmatico e/ou nuclear, em células do epitélio ou tecido conjuntivo. A
localizagdo da proteina nos tergos epiteliais (inferior, médio e superior) foi analisada de
acordo com os critérios da OMS. Além disso, a localizagdo da proteina CCND1 nas camadas
basal e suprabasal também foi analisada. As secc¢des histoldgicas foram exibidas em um
monitor LCD widescreen e areas microscopicas, cinco campos representativos em aumentos
finais de 200x e 400x, foram capturadas com auxilio da cdmera AxioCam HRc acoplada ao
microscopio Zeiss Axioskop. Em seguida, as imagens foram analisadas através do programa
Image J (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH - NIH, 1997). Foram contadas células
positivas e negativas de cada campo microscopico e utilizada a seguinte férmula para calcular
a propor¢ao de células imunomarcadas: células positivas/ nimero total de células. Em
seguida, foram adotados os seguintes critérios para a semi-quantificagdo de cada populacdo de

células avaliadas: (-) Negativo, até 5% de células imunomarcadas; (1+) Discreta, entre 6-25%
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de células imunomarcadas; (2+) Moderada, entre 26-50% de células imunomarcadas; (3+)
Intensa, mais de 50% de células imunomarcadas, conforme descrito por Gurgel et al. (2008).

4.6 Analise estatistica

Inicialmente, realizou-se a analise descritiva das variaveis estudadas obtendo-se as
frequéncias simples e relativas para todas as variaveis. Em seguida os dados foram
submetidos a analise estatistica dos dados, através do programa GraphPad Prism versdo 6.03

(GraphPad Software, Inc.,San Diego,USA).

Os dados referentes a expressdo imuno-histoquimica foram analisados segundo a
distribuicado na curva normal de Gauss e, a partir da andlise estatistica descritiva destes
(Média, Mediana, Desvio Padrdo, Curtose e Variancia) foram aplicados testes nao-

paramétricos.

As amostras foram comparadas utilizando os seguintes testes estatisticos:
- Mann-Whitney: para comparar e testar diferengas estatisticas entre duas amostras
independentes.
- Kruskall-Wallis: para comparar e testar diferencas estatisticas entre mais de duas amostras

independentes.

A anélise estatistica deste estudo considerou como nivel de significancia o valor de

€C__9

‘p” correspondente a alfa (o) menor ou igual a 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos e histologicos das DEO

A amostra deste estudo foi composta por 25 casos de DEO, sendo que 11 lesdes
acometiam homens (44%) e 12 mulheres (48%). A idade dos pacientes variou de 25 a 83
anos, apresentando uma média de idade de 57,14 (DP+£17,45). O sitio anatomico
predominante foi a mucosa jugal (n=8; 32%), seguido pela lingua (n=5; 20%); palato (n=4;
16%); rebordo gengival (n=3; 12%); assoalho bucal (n=2; 8%), nesta ordem. Clinicamente, 17
(68%) casos apresentaram como uma lesdo branca (leucoplasica) e, apenas, 1 (4%) caso com
o aspecto eritroplasico (lesdo vermelha). Nao foi possivel recuperar os dados de género de
dois (8%) casos, a idade de quatro (16%) casos, a localizagdo anatomica de trés (12%) casos e

o aspecto clinico de 7 (28%) de casos.

Considerando a classificagdo da OMS (2005), 21 (84%) casos foram classificados
como displasia discreta, 2 (8%) como displasia moderada, 2 (8%) como displasia intensa. Em
adi¢do, baseado no sistema binario proposto por Kujan et al. (2006), 21 (84%) foram

classificados como displasia epitelial de baixo risco e 4 (16%) de alto risco.

As caracteristicas clinicas e histologicas das DEO estdo descritas na tabela 5. Os
aspectos morfoldgicos gerais da mucosa bucal ndo-neopldsica (MNN), hiperplasia fibrosa

inflamatoéria (HFI), hiperqueratose e DEO podem ser visualizados na figura 2.



Tabela 5. Caracteristicas clinicas e histologicas dos pacientes com DEO.

Parametros clinicos e histologicos

n (%)

Sexo

Feminino

Masculino

Nao informado/N&o disponivel
Localizacdo anatomica
Mucosa jugal

Lingua

Palato

Gengiva

Assoalho bucal

Nao informado/ Néo disponivel
Aspecto clinico

Leucoplasia

Eritroplasia

Nao informado/ Néo disponivel
Grau histologico (OMS, 2005)
Discreta

Moderada

Intensa

Risco de malignidade

Baixo risco

Alto risco

12 (48)
11 (44)
2(8)

8(32)
5 (20)
4(16)
3(12)
2(3)
3(12)

17 (68)

1(4)
7(28)

21 (84)
2(8)
2(8)

21 (84)
4 (16)

30
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Figura 2. Aspectos morfologicos gerais da mucosa bucal ndo-neoplésica (A); Hiperplasia

Fibrosa Inflamatoria (B); Hiperqueratose (C); Displasia discreta/Baixo risco (D); Displasia

moderada/Alto risco (E) e Displasia Intensa/ Alto risco (F).
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5.2 Expressao das proteinas SHH, PTCH1, SUFU, HHIP, GLI1 e CCND1

5.2.1 SHH

Catorze casos de DEO (56%) foram positivos para a proteina SHH, sendo o escore 2+
predominante (n= 8; 57,14%), seguido do escore 1+ (n=4; 28,57%) e escore 3+ (n=2,
14,29%), nesta ordem. Em todos os casos de DEO, a proteina SHH estava localizada no
citoplasma de células epiteliais, especialmente no terco médio do epitélio. A andlise
descritiva da expressdo desta proteina para sexo, localizagdo anatdémica, grau histologico e

risco de malignidade esta representado na tabela 6.

Todos os casos de mucosa ndo neoplasica e hiperplasia fibrosa inflamatoria foram
negativos para a proteina SHH e em apenas uma amostra de hiperqueratose foi detectada
marcacdo citoplasmatica para a proteina SHH de escore 1+. A figura 3 mostra a
imunomarca¢do de SHH em MNN (Figura 3-A), HFI (Figura 3-B), hiperqueratose (Figura 3-
C) e DEO (Figura 3-D). E as comparagdes entre os grupos de MNN, hiperqueratose, HFI

com a DEO estdo descritas na tabela 12 e representadas na figura 5.



Tabela 6. Expressao da proteina SHH em DEO.
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SHH
Positivo Negativo Mediana Valor de p
n (%) n (%)
Sexo*
Feminino 7 (58,33) 5(41,67) 112.0 1.0
Masculino 6 (54,55) 5(45,45) 157.0
Sitio anatémico**
Mucosa jugal 6 (75) 2 (25) 198.0
Lingua 1 (20) 4 (80) 0.0 0.16
Palato 2 (50) 2 (50) 88.0
Gengiva 2 (66,67) 1(33,33) 184.0
Assoalho bucal 1 (50) 1 (50) 78.5
Grau histologico
Discreta 13 (61,9) 8 (38,1) 160.0
Moderada 0 (0) 2 (100) 0.0 -
Intensa 1 (50) 1 (50) 78.5
Risco de
malignidade*
Baixo risco 13 (61,9) 8 (38,1) 160.0 0.13
Alto risco 1 (25) 3 (75) 0.0

Nota: *Teste de Mann-Whitney; **Teste de Kruskal-Wallis.
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5.2.2PTCH1

Dos 25 casos de DEO, vinte e trés DEO (92%) apresentaram expressdo da proteina
PTCHI em membrana e citoplasma de células do epitélio e/ou na lamina propria. Em 14
(60,87%) casos, a imunomarcacdo estava presente em ambos compartimento (epitélio e
lamina propria) e nas demais DEO (n=9; 39,13%), apenas células epiteliais exibiram
positividade para PTCH1. Quando na lamina propria, a imunomarcacao foi de escore 3+ em
todos os casos. Avaliando-se apenas o compartimento epitelial, o escore 3+ (n=17; 73,91%)
foi predominante, seguido do escore 2+ (n=4; 17,39%) e +1 (n=2; 8,70%). A andlise
descritiva da imunoexpressdo desta proteina para sexo, localizagdo anatomica, grau

histoldgico e risco de malignidade esta representado na tabela 7.

Todos os casos de mucosa bucal ndo neoplasica e hiperqueratose foram positivos para
PTCHI, enquanto positividade para esta proteina foi observada em 5 (62,5%) HFI. Em
mucosa nao neopldsica, a imunomarca¢do foi observada em membrana das células do
revestimento epitelial, com escores 1+ (n=2; 50%) e 2+ (n=2; 50%), além de uma intensa
marcacdo em lamina propria. Nas hiperqueratoses, a proteina PTCH1 foi detectada no
compartimento epitelial e de padrdo membranar (n=5; 100%), com escores 2+ (n=3; 60%) e
3+ (n=2; 40%). Em quatro casos, observou-se imunomarcac¢do na lamina prépria. Nos casos
positivos de HFI, a proteina PTCH1 estava localizada na membrana plasmatica das células
epiteliais, sendo que 2 (40%) apresentaram escore 1+, 2 (40%) escore 2+ e 1 (20%) escore
3+. A figura 3 mostra a imunomarcagdo de PTCH1 em MNN (Figura 3-E), HFI (Figura 3-F),
hiperqueratose (Figura 3-G) e DEO (Figura 3-H). E as compara¢des da expressao de PTCH1
entre DEO, MNN, hiperqueratose e HFI estdo descritas na tabela 12 e representadas na figura

5.



Tabela 7. Expressao da proteina PTCHI em DEO.

PTCH1
Positivo Negativo Mediana Valor de p
n (%) n (%)
Sexo*
Feminino 12 (100) 0 (0) 416.0 0.44
Masculino 11 (100) 0 (0) 374.0
Sitio anatémico**
Mucosa jugal 8 (100) 0 (0) 380.5
Lingua 5(100) 0 (0) 374.0 0.92
Palato 4 (100) 0 (0) 392.0
Gengiva 3 (100) 0 (0) 723.0
Assoalho bucal 2 (100) 0 (0) 584.0
Grau histoldgico
Discreta 20 (95,24) 1(4,76) 415.0
Moderada 1 (50) 1 (50) 128.0 -
Intensa 2 (100) 0 (0) 442.0
Risco de
malignidade*
Baixo risco 20 (95,24) 1 (4,76) 415.0 0.20
Alto risco 3 (75) 1(25) 261.0

Nota: *Teste de Mann-Whitney; **Teste de Kruskal-Wallis.
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5.2.3 SUFU

A proteina SUFU foi detectada em 11 (44%) DEO, sendo que 4 (36,36%) casos foram
classificados como escore 3+, 4 (36,36%) escore 2+ ¢ 3 (27,28%) escore 1+. Das 21 DEO de
baixo risco, apenas 9 (42,86%) foram positivas, enquanto a proteina SUFU foi presente em
todas as DEO de alto risco . O padrao de marcagdo, para todos os casos, foi em citoplasma de
células epiteliais, especialmente o terco médio. A andlise descritiva da imunoexpressao de
SUFU para os sexos, localizagdo anatomica, grau histologico e risco de malignidade esta

representado na tabela 8.

Os casos de mucosa bucal ndo neoplasica foram negativos para SUFU, contudo,
marcacao positiva foi detectada em uma hiperqueratose ¢ uma HFI, ambas de escore 1+. A
figura 3 mostra a imunomarcacdo de SUFU em MNN (Figura 3-I), HFI (Figura 3-J),
hiperqueratose (Figura 3-K) e DEO (Figura 3-L). E as compara¢des da expressao de SUFU
entre DEO, MNN, hiperqueratose ¢ HFI estdao descritas na tabela 12 e representadas na figura

5.



Tabela 8. Expressao da proteina SUFU em DEO.
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SUFU
Positivo Negativo Mediana Valor de p
n (%) n (%)
Sexo*
Feminino 7 (58,33) 5(41,67) 118.5 0.18
Masculino 4 (36,36) 7 (63,64) 0.0
Sitio anatdmico**
Mucosa jugal 6 (75) 2 (25) 232.0
Lingua 1 (20) 4 (80) 0.0 0.20
Palato 1(25) 3(75) 0.0
Gengiva 1(33,33) 2 (66,67) 0.0
Assoalho bucal 2 (100) 0(0) 220.5
Grau histologico
Discreta 9 (42,86) 12 (57,14) 0.0
Moderada 0(0) 2 (100) 0.0 -
Intensa 2 (100) 0(0) 839.0
Risco de
malignidade*
Baixo risco 9 (42,86) 12 (57,14) 0.0 0.47
Alto risco 2 (50) 2 (50) 176.5

Nota: *Teste de Mann-Whitney; **Teste de Kruskal-Wallis.
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5.2.4 HHIP

A expressao da proteina HHIP foi observada em membrana e citoplasma de células
epiteliais, além de uma imunomarcagdo perinuclear. Dezessete (68%) casos de DEO foram
positivos, sendo que 10 (58,82%) apresentaram escore 3+, 4 (23,53%) escore 1+ e 3
(17,65%) escore 2+. A analise descritiva relacionada a imunoexpressao desta proteina para os
sexos, localizacdo anatomica, grau histologico e risco de malignidade estd representado na

tabela 9.

As amostras de mucosa bucal ndo neoplasica e de hiperqueratose foram todas
negativas para HHIP, enquanto dois casos de HFI exibiram marcagdo citoplasmatica de
escores 1+. A figura 4 mostra a imunomarcagdo de HHIP em MNN (Figura 4-A), HFI
(Figura 4-B), hiperqueratose (Figura 4-C) e DEO (Figura 4-D). E as comparagdes da
expressao de HHIP entre DEO, MNN, hiperqueratose ¢ HFI estdo descritas na tabela 12 e

representadas na figura 5.



Tabela 9. Expressao da proteina HHIP em DEO.
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HHIP
Positivo Negativo Mediana Valor de p
n (%) n (%)
Sexo*
Feminino 7 (58,33) 5(41,67) 286.5 0.45
Masculino 8 (71,73) 3(27,27) 276.0
Sitio anatémico**
Mucosa jugal 5(62,5) 3(37,5) 166.5
Lingua 4 (80) 1 (20) 292.0 0.64
Palato 2 (50) 2 (50) 146.0
Gengiva 3 (100) 0(0) 442.0
Assoalho bucal 0(0) 2 (100) 0.0
Grau histologico**
Discreta 15(71,43) 6 (28,57) 292.0
Moderada 2 (100) 0(0) 203.5 -
Intensa 0(0) 2 (100) 0.0
Risco de
malignidade* 15(71,43) 6 (28,57) 292.0 0.27
Baixo risco 2 (50) 2 (50) 39.0
Alto risco

Nota: *Teste de Mann-Whitney; **Teste de Kruskal-Wallis.
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5.2.5 GLI1

A proteina GLI1 foi positiva em 21 (84%) casos de DEO, predominando o escore 3+
(n=19; 90,48%). Os outros 2 (9,52%) casos tiveram escore 2+. Quanto a localizagdao, GLI1
foi observada em nucleo apenas 4 (19,05%) e 17 (80,95%) no nucleo e citoplasma, em todas
as camadas do compartimento epitelial. A andlise descritiva da imunoexpressdo desta
proteina para sexo, localizagdo anatomica, grau histologico e risco de malignidade esta

representado na tabela 10.

Um caso de mucosa bucal ndo neoplasica e um de hiperqueratose exibiram
positividade para GLI1, em citoplasma e escore 1+. Todos os casos de HFI foram negativos.
A figura 4 mostra a imunomarcacdo de GLI1 em MNN (Figura 4-E), HFI (Figura 4-F),
hiperqueratose (Figura 4-G) e DEO (Figura 4-H). E as comparagdes da expressao de GLI1
entre DEO, MNN, hiperqueratose e HFI estdao descritas na tabela 12 e representadas na figura

5.



Tabela 10. Expressao da proteina GLI1 em DEO.
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GLI1
Positivo Negativo Mediana Valor de p
n (%) n (%)
Sexo*
Feminino 10 (83,33) 2 (16,67) 453.0
Masculino 9 (81,82) 2 (18,18) 528.0 0.60
Sitio anatémico**
Mucosa jugal 7 (87,5) 2(12,5) 341.0
Lingua 3 (60) 2 (40) 476.0
Palato 3(75) 1(25) 480.0
Gengiva 3 (100) 0 (0) 720.0 0.70
Assoalho bucal 2 (100) 0(0) 364.0
Grau histoldgico
Discreta 17 (80,95) 4 (19,05) 456.0
Moderada 2 (100) 0 (0) 590.5 -
Intensa 2 (100) 0 (0) 402.0
Risco de
malignidade*
Baixo risco 17 (80,95) 4 (19,05) 456.0 0.62
Alto risco 4 (100) 0 (0) 536.0

Nota: *Teste de Mann-Whitney; **Teste de Kruskal-Wallis.
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5.2.6 CCND1

Dezenove (76%) casos de DEO foram positivos para a proteina CCND1 sendo que 9
(47,37%) apresentaram uma imunomarca¢do com escore 1+, 6 (31,58%) escore 2+ ¢ 4
(21,05%) escore 3+, exclusivamente no nucleo de células do compartimento epitelial. Todos
os casos de DEO classificados como alto risco foram positivos para esta proteina, enquanto
que no grupo DEO de baixo risco, 15 (42,86%) amostras exibiram imunomarca¢do. Na tabela
11 ¢ possivel visualizar a andlise descritiva da imunoexpressdo desta proteina para sexo,

localizacdo anatdmica, grau histoldgico e risco de malignidade.

As amostras de mucosa bucal normal foram negativas para a imunomarcagdo de
CCNDI, enquanto em 4 (80%) e 2 (25%) hiperqueratoses e HFI foram positivas e ambas
apresentaram escore 1+ e localizagdo nuclear nas células epiteliais nas camadas basal e
suprabasal. A figura 4 mostra a imunomarcagdo de CCND1 em MNN (Figura 4-1), HFI
(Figura 4-J), hiperqueratose (Figura 4-K) e DEO (Figura 4-L). E as comparacdes da
expressao de CCNDI entre DEO, MNN, hiperqueratose ¢ HFI estdo descritas na tabela 12 e

representadas na figura 5.



Tabela 11. Expressao da proteina CCND1 em DEO.
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CCND1
Positivo Negativo Mediana Valor de p
n (%) n (%)
Sexo*
Feminino 8 (66,67) 4 (33,33) 137.0 0.05
Masculino 10 (90,91) 1(9,09) 374.0
Sitio anatdmico**
Mucosa jugal 7 (87,5) 1(12,5) 233.0
Lingua 4 (80) 1 (20) 352.0 0.58
Palato 2 (50) 2 (50) 21.5
Gengiva 2 (66,67) 1(33,33) 803.0
Assoalho bucal 2 (100) 0(0) 536.0
Grau histolégico
Discreta 15 (71,43) 6 (28,57) 190.0
Moderada 2 (100) 0(0) 325.5 -
Intensa 2 (100) 0 (0) 811.0
Risco de
malignidade*
Baixo risco 15 (42,86) 6 (28,57) 190.0 0.19
Alto risco 4 (100) 0 (0) 557.0
Nota: de Mann-Whitney; **Teste de Kruskal-Wallis.



44

MNN HFI Hiperqueratose DEO

Figura 2: (A-D)-SHH: (A-C) Escore negativo para Mucosa ndo-neoplasica (MNN),
Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria (HFI) e Hiperqueratose. (D) Displasia epitelial oral
(DEO) discreta/baixo risco exibindo escore 3+. (E-H)-PTCH1: (E-G). Imunomarcagio
discreta ¢ membranar em MNN e Hiperqueratose. (F) Imunomarcacdo membranar
intensa em HFI. (H) Predominio do padrdo membranar em DEO intensa/alto risco. (I-
L)-SUFU: (I-K) Células epiteliais negativas em MNN, HFI e Hiperqueratose. (L) DEO

discreta/baixo risco exibindo marcacao citoplasmatica de escore 2+.
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Figura 4: (A-D)-HHIP: (A-C) Células epiteliais negativas em Mucosa ndo-neoplasica

(MNN), Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria (HFI) e Hiperqueratose. (D) Imunomarcagéo
citoplasmatica e perinuclear em Displasia epitelial oral (DEO) discreta/baixo risco
exibindo escore 3+. (E-H)- GLI1: (E-G). Escore negativo para MNN, HFI e
Hiperqueratose. (H) Predominio do padrdo nuclear em DEO discreta/baixo risco
exibindo escore 3+. (I-L)-CCND1: (I e J) Escore negativo em MNN e HFIL. (K e L)
Imunomarcagdo nuclear em Hiperqueratose e DEO discreta/baixo risco exibindo escore

1+.
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A analise descritiva da imunoexpressao das proteinas da via SHH analisadas e as
respectivas comparagdes entre DEO, MNN, hiperqueratose e HFI estdo descritas na
tabela 12 e representadas na figura 5. Os escores detalhados de imunomarcagdo das

DEO, MNN, hiperqueratose ¢ HFI podem ser observados na tabela 1 (ANEXO).



Tabela 12. Comparacao da expressao das proteinas da via SHH entre DEO e MNN, hiperqueratose ¢ HFI.
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Displasia epitelial oral MNN Hiperqueratose Hiperplasia fibrosa inflamatéria
n (%) Mediana n (%) Mediana p n (%) Mediana p n (%) Mediana p
SHH
Positivo 14 (56) 4 (100) 1 (20) 0(0)
Negativo 11 (44) 155.0 0(0) 0.0 -* 4 (80) 0.0 0.13 8 (100) 0.0 -*
PTCH1
Positivo 23 (92) 0(0) 5 (100) 5(62,5)
Negativo 2(8) 374.0 4 (100) 150.0 0.01 0(0) 113.0 0.57 3(37.,5) 113.0 0.05
HHIP
Positivo 19 (76) 4 (100) 0(0) 2 (25)
Negativo 6 (24 281.0 0(0) 0.0 -* 5 (100) 0.0 0.02 6 (75) 0.0 0.01
SUFU
Positivo 11 (44) 4 (100) 1 (20) 1(12,5)
Negativo 14 (56) 0.0 0(0) 0.0 -* 4 (80) 0.0 0.30 7 (87.,5) 0.0 -*
GLI1
Positivo 21 (84) 3(75) 1 (20) -
Negativo 4 (16) 476.0 1(25) 375 % 4 (80) 0.0 0.00 8 (100) 0.0 ¥
(citoplasma)
Ciclina D1
Positivo 17 (68) 4 (100) 4 (80) 3 (37.,5)
Negativo 8(32) 276.0 0 (0) 0.0 -* 1 (20) 0.0 0.15 5(62,5) 0.0 0.00

Nota: Para a analise estatistica foi utilizado o valor de mediana para expressdo das proteinas da via SHH (Teste de Mann Whitney). * Nao foi possivel aplicar testes estatisticos quando um dos grupos (HFI e/ou MNN)

teve todos os valores de imunomarcagéo igual a ZERO. ** Nao comparado, uma vez que GLI1 em MNN foi detectada em citoplasma.
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Figura 5. Expressao das proteinas da via SHH entre os grupos displasia epitelial oral,

mucosa ndo-neopldasica, hiperplasia fibrosa inflamatoria e hiperqueratose.



49

6 DISCUSSAO

Neste trabalho, comparamos a expressao de proteinas da via SHH em 25 casos
de DEO, com tecidos histologicamente normais de 4 MNN e com lesdes reativas (5
hiperqueratoses ¢ 8 HFI) da mucosa bucal. Cabe ressaltar que todos os casos de DEO
de labio inferior foram excluidos da casuistica (a qual inicialmente era de 37 DEO),
uma vez que a radiacdo solar ¢ o fator intrinsecamente relacionado ao aparecimento
desta lesdao (GANDINI et al., 2005; EL GHISSASSI et al., 2009), e as caracteristicas
clinicas e histologicas do cancer de labio sdo mais semelhantes aos do cancer de pele

(SOUZA et al., 2011).

Neste estudo, as DEO foram graduadas segundo a OMS (2005) e risco de
transformagao maligna (KUJAN et al., 2006). Apesar de ainda ndo existir um sistema
de classificagdo histologico que possa predizer com acuracia o que determina a
progressao de uma DEO para CEB, os patologistas concordam que o sistema bindario
proposto por Kujan et al. (2006) ¢ um melhor indicador de prognostico quanto ao risco
de transformagao maligna (WARNAKULASURIYA et al., 2008; NANKIVELL et al.,
2013). A alta prevaléncia de DEO discreta ¢ comum na maioria dos estudos e acredita-
se que o diagnostico precoce associado com a suspensdo do fator etiologico faz com
que nao haja uma progressao da lesdo para o grau moderado ou intenso da displasia ou
até mesmo na regressao da doenca (REIBEL, 2003). Com este resultado, observamos
que houve concordancia entre a classificacdo da OMS (2005) e o sistema binario

(KUJAN et al., 2006) para os casos de DEO do presente estudo.

Vias de sinalizacdo que participam do desenvolvimento embrionario sao
normalmente mantidas em estado inativo em tecidos ndo-neoplésicos adultos e a re-

ativacdo destas pode resultar em desenvolvimento tumoral (ALTABA et al., 2002;
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CHARI et al., 2007). Evidéncias recentes apontam que a via SHH parece ter uma
participacdo importante na patogénese do CEB (CAVICCHIOLI BUIM; GURGEL,
2011; LEOVIC et al. 2011; SCHNEIDER et al., 2011; HANOMI et al., 2011), mas nao
¢ de nosso conhecimento nenhum trabalho que estude a cascata sinalizadora SHH em

LPM de boca.

Os resultados desse estudo demonstraram que a via SHH esta ativada em DEO,
ou seja, em um estdgio anterior ao desenvolvimento do cancer e, dessa forma, proteinas
dessa via de sinalizagdo, estdo possivelmente relacionadas a etapas iniciais da

carcinogénese e sao possiveis candidatos a biomarcadores desta doenca.

Quando ativada, a via de sinalizagdo SHH desempenha um papel importante na
transcricdo de genes relacionados a proliferacao e diferenciacdo celular, por exemplo
Ciclina D1 e B-catenina, (KATOH et al., 2009) e a participacdo desta via em tumores
malignos como hepatocarcinoma (SICKLICK et al., 2006; PATIL et al., 2006;
HUANG et al., 2006; CHE et al., 2012), pancreas (THAYER et al., 2003; MORTON et
al., 2007) e carcinoma basocelular (GORLIN, 1995; HAHN et al., 1996; JOHNSON et
al., 1996; REIFENBERGER et al., 1998; XIE et al., 1998) j& esta bem estabelecida. Em
lesdes precursoras de colon (ONISCU et al., 2004), colo uterino (XUAN et al., 2006) e
pancreas (THAYER et al., 2003) também hé evidéncia da participacdo das moléculas

da via SHH.

A via SHH pode ser re-ativada através de mecanismos diversos, com ou sem
participa¢do do ligante SHH, através de ativagdo mutacional de SMO e mutagdo de
PTCH1 (WALTERHOUSE et al., 1999). Ao mesmo tempo, no ambiente tumoral,
pode ocorrer tanto sinalizagdo pardcrina quanto autocrina (THAYER et al., 2003;

NISHIMAKI et al,. 2004; YAUCH et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2010; LEOVIC et
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al., 2011; HANOMI et al., 2011). A presenga do morféogeno SHH exclusivamente no
citoplasma de células epiteliais do terco médio em 14 (56%) casos de DEO demonstra
que o ligante pode ter participacao na ativagao autocrina da via SHH nesta doenga. Em
outras lesdes precursoras, como em colon e colo uterino, essa proteina também foi
detectada no citoplasma e sua expresssdo foi significativamente maior do que nos

tecidos ndo neoplasico (ONISCU et al., 2004; XUAN et al., 2006).

De fato, a participacdo do morfogeno SHH na patogénese do CEB ¢ ainda
controversa. Enquanto alguns autores ndo conseguiram detectar expressdo desta
molécula (CAVICCHIOLI BUIM; GURGEL et al., 2011) em CEB, outros detectaram
uma baixa expressdo da mesma, nesta doenga (LEOVIC et al., 2012). Por outro lado,
nas amostras de MNN ndo houve expressao da proteina SHH, corroborando com outros
autores (CUI et al., 2010; Li et al., 2012; WANG et al., 2012). Em HFI também nao
houve nenhum caso com marcagdo positiva para esta proteina, enquanto que no grupo
das hiperqueratoses, uma amostra apresentou escore 1+. Esses resultados apontam que
a inflamacdo, em lesdes de cavidade oral, parece ndo interferir na expressao do ligante
SHH, como visto, por exemplo, em outras processos cronicos reacionais como cirrose
hepatica (CHOI et al., 2009), fibrose biliar (OMENETTI et al., 2008) e fibrose
pulmonar cronica (STEWART et al., 2003). Dessa forma, ¢ preciso analisar se a
expressao da proteina SHH esta relacionada com danos genéticos ndo-letais iniciais do
processo de carcinogénese ou até mesmo ao agente agressor, como os hidrocarbonetos

policiclicos encontrados no fumo.

No presente estudo, a proteina PTCHI1 foi observada na membrana de células
epiteliais e da lamina propria em todos os grupos, desde as DEO até as MNN, sendo que
no grupo das LPM, a imunomarcag¢do foi mais intensa e envolveu um maior niamero de

células. A expressao constitutiva da proteina PTCHI ja ¢ esperada em tecidos adultos,
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ja que ela atua como supressora tumoral (SICKLICK et al., 2006) e reguladora negativa
da via SHH (CHARI et al., 2007; CHEN et al., 2007). Se por um lado, ¢ esperada uma
baixa expressao desta proteina em tecidos nao neopldsicos (ONISCU et al., 2004;
XUAN et al., 2006), por outro, a superexpressao de PTCH1 ¢ um evento comum em
neoplasias malignas (YOSHIKAWA et al., 2009; CAVICCHIOLI BUIM; GURGEL et
al.,, 2011; CHE et al., 2012). Isso por que, o gene PTCHI ¢ alvo dos fatores de
transcricdo da via SHH e deteccao de altos niveis desta proteina indica atividade dessa

via de sinalizacdo (XIE et al., 1998; WETMORE, 2003).

De forma semelhante, um aumento de expressdo de SUFU e HHIP também ¢
esperado quando da ativagdo da via SHH. Ambas proteinas desempenham papel de
supressoras tumoral e sdo codificadas por genes alvos desta cascata (CHARI et al.,
2007; CHEN et al., 2007). Enquanto 68% (n=17) e 44% (n=11) das amostras de DEO,
exibiram positividade para HHIP e SUFU, respectivamente, todas as amostras de MNN
foram negativas para ambas proteinas. J4 com relagdo as amostras de lesdes reativas,
dois casos de HFI e um de hiperqueratose foram positivos. A superexpressdo de HHIP
tem sido associada a uma tentativa de controle da atividade da via SHH em alguns
tumores humanos (KATOH et al., 2005). Ao mesmo tempo que a deteccao de PTCHI,
HHIP e SUFU corrobora para a atividade da via SHH em DEO, essas proteinas podem
também suprimir os eventos de malignizag¢do, os quais sdo realmente pouco frequente

(KATOH et al., 2006; SONG et al., 2013).

Dentre todos os resultados pioneiros gerados com esse trabalho, demonstrar
marcagdo nuclear de GLI1 em 70,58% dos casos de DEO ratifica a participag¢do da via
SHH em DEO, ja que a translocacao nuclear da proteina GLI1 ocorre somente apds a
ativacdo desta cascata (TEN HAAF et al., 2009; SOUZAKI et al., 2011). Em nenhum

caso de MNN, hiperqueratose ¢ HFI esse padrao de imunomarcagdo foi observado.
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Como a expressao nuclear de GLI1 estd relacionada a um progndstico mais
desfavoravel em véarios tipos de tumores malignos (FELDMANN et al.,, 2007;
ISOHATA et al., 2009; SOUZAKI et al., 2011), € preciso avaliar se GLI1 poderia ser
um biomarcador em DEO, em uma casuistica maior e representativa desta doenga na

populacgao.

Apesar dos niveis de CCNDI1 poder ser regulado por diversos mecanismos
(GILLETT et al., 1994; RUSSEL et al., 1999), um dos efeitos da deteccao de GLI1
nuclear ¢ a superexpressio da CCND1 (LI et al., 2010; FIASCHI et al., 2011;
BERMUDEZ et al., 2013). Altos niveis de CCNDI1 resultam na perda de controle do
ciclo celular e hiperproliferacio, o que pode estar associado com a iniciacdo e
desenvolvimento tumoral (SHERR 1995; HANKEN et al., 2014). Outros estudos ja
demonstraram a presenca de CCNDI1 em DEO (TURATTI et al., 2005; KOVESI et al.,

2006; RAMASUBRAMANIAN et al., 2013).

E interessante notar que a detecgdo desta proteina ¢ descrita tanto na camada
basal, quanto em camadas supra-basais (KOVESI et al, 2006;
RAMASUBRAMANIAN et al., 2013), em acordo com os nossos resultados,
demonstrando que essas lesdes exibem um compartimento proliferativo supra-basal.
Por outro lado, as amostras de MNN foram consideradas negativas, por apresentarem <
5% de células imunomarcadas para esta proteina, concordando com outros autores que
também utilizaram MNN para fins comparativos (TURATTI et al., 2005; KOVESI et
al., 2006). No grupo das hiperqueratoses e HFI, 4 (80%) e 2 (25%) dos casos foram
positivos em células do compartimento basal e para-basal. Entretanto, nesses casos, ¢
preciso considerar um possivel efeito do processo inflamatério na expressao de

CCND1, conforme ja demonstrado por Nair et al, 2013.
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Entre lesdes de alto e baixo risco de malignizacdo, ndo foi possivel detectar
diferencas qualitativas e estatisticas no padrao de expressao das proteinas da via SHH,
apesar de uma tendéncia de maior expressao de HHIP em lesdes de baixo risco. Apesar
de todos os casos de DEO de alto risco terem sido positivos para CCND1, enquanto que
no grupo DEO de baixo risco esta proteina ter sido identificada em parte da amostra, ¢
impossivel desconsiderar o efeito do acaso, uma vez que o grupo de DEO de alto risco
teve apenas um n amostra de 4 DEO. Em outros estudos com CEB (WANG et al.,
2012) e mama (CUI et al., 2010) a gradacao histologica também nao foi um fator

preponderante na distribuicdo da imunomarcagdo das proteinas SHH, PTCH1 e GLII.

Os resultados comparativos entre DEO, MNN, hiperqueratose ¢ HFI sugerem a
participa¢do da via SHH na patogénese das DEO. Especialmente quando comparadas
com a HFI, as DEO mostraram maiores niveis de expressao de todas as moléculas desta
via, corroborando para a participacdo dessas proteinas na carcinogénese, independente

de processo inflamatorio.

Nessa casuistica, a idade dos pacientes com DEO variou de 25 a 83 anos,
apresentando uma média de 57,14 (DP=17,45), corroborando com outros autores que
encontraram a 6" década de vida como a faixa etdria de maior prevaléncia (LEE et al.,
2006; ARDUINO et al., 2009). Nao houve predilecao quanto ao sexo (HO et al., 2012 e
NANKIVELL et al., 2013) e os sitios anatomicos acometidos nessa casuistica foram
locais comumente descritos em outros estudos (LEE et al., 2006; JABER, 2010; HO et
al., 2012). Clinicamente, o diagndstico inicial das DEO foi leucoplasia na maioria dos
individuos (68%), sendo este o aspecto predominante para as lesdes com DEO (LIU et
al.,, 2011; NANKIVELL et al., 2013), enquanto que o aspecto eritroplasico ¢ pouco
descrito (HOLMSTRUP et al. 2006; JABER, 2010; LIU et al., 2011; HO et al., 2012;

NANKIVELL et al., 2013).
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Por fim, este estudo apresenta resultados importantes que sugerem a
participacdo da via SHH em DEO, além de demonstrar consistentemente que esta
cascata sinalizadora encontra-se re-ativada nestas lesdes. Para compreender melhor se
moléculas da via, como a proteina GLII, poderia ser um biomarcador para esta
condigdo patologica, ¢ preciso ampliar o estudo com uma casuistica representativa
desta doenca, além de proservar efetivamente os pacientes de forma a identificar os
casos de DEO que realmente evoluem para CEB. Alternativamente, avaliar a expressao
de genes e proteinas da via SHH em diferentes etapas da carcinogénese, em modelo
experimental de CEB, poderia ser uma estratégia valiosa para entender a participagao
dessas moléculas na patogénese tumoral. Considerando-se que ja existem substancias
quimicas e¢ medicamentos (Ex: GANT61, GANTSS8, Ciclopamina, Itraconazol e
hormonios esterdides) sendo testados em ensaios clinicos para outros tumores (Ex:
Carcinoma basocelular e cancer de pancreas) (LAUTH et al., 2007; YAN et al., 2011;
DEL CARRATORE et al., 2012; CONI et al., 2013; HOU et al., 2014), o bloqueio da
via em uma etapa preliminar poderia ser uma estratégia valiosa para prevenir a

progressao de DEO.
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7 CONCLUSAO

- Todas as proteinas avaliadas da via SHH foram positivas em DEQ, indicando a
participacdo desta cascata sinalizadora na patogénese destas lesdes. Ao mesmo
tempo, os resultados obtidos com a proteina SHH, indicam que a ativacdo da via
pode ser por mecanismos autocrinos dependentes ou nao deste ligante. Ja os
resultados para CCND1 indicam a presenga de um compartimento proliferativo
suprabasal em DEO.

- Os resultados encontrados para MNN, hiperqueratose ¢ HFI, quando
comparados com DEQO, refor¢am a participagdo da via SHH na carcinogénese.
Ao mesmo tempo, a inflamacao presente em todos os casos de HFI ndo pareceu
interferir nos niveis de expressao de SHH, PTCH1, HHIP e GLI1.

- Nao foi possivel estabelecer uma relacao entre a expressao das proteinas da via
SHH, classificagdo de risco de transformacao maligna e gradacao histologica de

malignidade.
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ANEXO

Tabela 1. Escore de imunomarcagdo para DEO, MNN, hiperqueratose ¢ HFL.

DEO Hiperqueratose HFI MNN
n (%) n (%) n (%) n (%)
SHH - 11 (44) 4 (80) 8 (100) 4 (100)
1+ 4 (16) 1 (20) - -
2+ 8(32) - - -
3+ 2 (8) - - -
PTCH1 - 2(8) - 3(37.,5) -
1+ 2(8) - 2(25) 2 (50)
2+ 4 (16) 3 (60) 2(25) 2 (50)
3+ 17(68) 2 (40) 1(12,5) -
SUFU - 14 (56) 4 (80) 7(87,5) 4(100)
1+ 3(12) 1 (20) 1(12,5) -
2+ 4 (16) - - -
3+ 4 (16) - - -
HHIP - 8(32) 5(100) 6 (75) 4 (100)
1+ 4 (16) - 2 (25) -
2+ 3(12) - - -
3+ 10 (40) - - -
GLI1 - 4 (16) 4 (80) 8 (100) 3(75)
1+ 0(0) 1 (20) - 1 (25)
2+ 2(8) - - -
3+ 19(76) - - -
CCND1 - 6 (24) 1(20) 6 (75) 4 (100)
1+ 9 (36) 4 (80) 2 (25) -
2+ 6 (24) - - -
3+ 4 (16) - - -

Nota: Escore de Imunomarcacdo (Gurgel et al., 2008) - (-) Negativo, até¢ 5% de células
imunomarcadas; (1+) Discreta, entre 6-25% de células imunomarcadas; (2+) Moderada, entre 26-

50% de células imunomarcadas; (3+) Intensa, mais de 50% de células imunomarcadas
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