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RESUMO

Esta pesquisa teve o objetivo de verificar o grau e a freqtiéncia de ploidia de
DNA, pela técnica de citometria digital, em laminas coradas pelo método de Feulgen,
com espécimes de biopsias de lesdes de liquen plano oral do tipo reticular (LPOR) e
atréfico-erosivo (LPOAE), e, ainda, analisar 14 padrdes de medidas cariométricas
das imagens dos nudcleos de células epiteliais selecionados em cada um dos
espécimes. Foram avaliadas 40 laminas de biopsias de LPO, emblocadas em
parafina, subdivididas em 20 amostras de liquen plano reticular (LPOR - grupo R) e
20 amostras de liquen plano atréfico-erosivo (LPOAE - grupo AE). O grupo R
apresentou 18 casos dipléides e 2 casos aneuploides. O grupo AE exibiu 10 casos
diploides, 1 tetrapléide e 9 aneuploides. Concluiu-se que o grau de ploidia de DNA
mais freqliente em lesbes de LPO é o diploide. O grau de ploidia dipléide esta
associado a forma clinica de LPOR, enquanto que o grau de ploidia aneupléide esta
associado a forma clinica de LPOAE. Entre as 14 medidas cariométricas analisadas
nos nucleos das células epiteliais de LPO, a densidade média, densidade minima e

roundness apresentaram diferenca significativa entre os grupos R e AE.

Palavras-chave: Citometria digital. Feulgen. Ploidia de DNA. Liquen plano oral

reticular. Atréfico-Erosivo.



III -- L
oA ] E

ABSTRACT



ABSTRACT

The aim of this research was to investigate and quantify the frequency of the
DNA ploidy, established by digital cytometry, in Feulgen’s stained biopsies slides, in
reticular (ROLP) and atrophic-erosive (AEOLP) oral lichen planus (OLP) forms, and
still, to analyze 14 nuclear measures of the selected nuclei images of epithelial cells
in each one of specimens. Forty slides of paraffin-embedded biopsies of OLP, had
been evaluated, subdivided in 20 samples of Reticular Lichen Planus (ROLP - group
R) and 20 samples of Atrophic-erosive (AEOLP - group AE). Group R presented 18
diploid and 2 aneuploid cases. Group AE showed 10 diploid, 1 tetraploid and 9
aneuploid cases. The more frequent DNA ploidy in LPO injuries, considering both
clinical forms, was the diploid. The diploid DNA was associated with the reticular
clinical form whereas the aneuploid DNA ploidy was associated with the atrophic-
erosive form. Among the 14 nuclear measures analyzed, the mean density, minimum
density and roundness had presented significant difference between the groups R
and AE.

Keywords: Digital Cytometry. Feulgen. DNA Ploidy. Reticular Oral Lichen Planus.

Atrophic-erosive.
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1 INTRODUCAO

O liquen plano (LP) é uma doenga mucocutanea, inflamatdria cronica,
relativamente comum, cuja etiologia ainda néo foi totalmente esclarecida, e que tem
sido considerada uma doenca multifatorial, mediada por um mecanismo

imunopatoldgico, envolvendo particularmente os linfécitos T (BARNES et al., 2005)

O aspecto clinico do liquen plano oral (LPO) é variavel, e pode se apresentar
na forma de placas brancas estriadas (LPO reticular), placas brancas (LPO em
placa), papulas brancas (LPO papular), areas eritematosas ou atréficas com ou sem
ulceracdes (LPO atréfico-erosivo) ou bolhas (LPO bolhoso). As formas clinicas mais
freqlentes séo a reticular e a atrofica-erosiva (ANDREASEN, 1968; BORNSTEIN et
al., 2006).

O liquen plano reticular ndo causa sintomas e envolve principalmente a
mucosa jugal bilateral, e € assim chamado por seu padrdo caracteristico de linhas
brancas entrelacadas, denominadas estrias de Wickham. O liquen plano erosivo se
apresenta com areas atréficas e eritematosas, com ulceracdo central em graus
variados e € mais significativo para o paciente, pois é sintomatico. A periferia das
regides atroficas é cercada por finas estrias de Wickham. Esta forma € a mais
relacionada a cancerizacdo (BORNSTEIN et al., 2006).

Embora o liquen plano seja definido pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como uma condicdo cancerizavel (El Nagar e Reichart, 2005), existe muita
controvérsia quanto ao potencial de malignizacédo dessa lesdo. Nas pesquisas sobre
o potencial de transformacdo maligna de liquens seria necesséria uma reavaliacao
critica para observar se héa relacdo anatdmica entre ambas as lesdes e se 0 paciente
apresenta ou nao, concomitante ao liquen, outros fatores predisponentes para o

desenvolvimento de um carcinoma espinocelular.

A quantificacdo do grau de ploidia celular e a utilizacdo do grau de ploidia

aneupléide como marcador de neoplasias, tém sido descritas tanto para diagnosticar
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guanto para determinar o progndéstico e auxiliar no tratamento de lesées malignas e
condicBes cancerizaveis (REMMERBACH et al., 2001).

Assim, a presenca de aneuploidia em uma lesdo de liquen plano oral pode

colaborar para esclarecer o seu real potencial de transformacao maligna.

E possivel identificar o material nuclear (DNA) com o método de coloragdo de
Feulgen, por esse ter afinidade aos componentes nucleares, e € possivel determinar

o grau de ploidia celular, pela utilizacdo da citometria digital.

Com o presente estudo, pela técnica de citometria digital, objetiva-se verificar
o grau e a frequéncia de ploidia de DNA, em laminas com espécimes de biépsias de
liquen plano oral da forma reticular e atrofica-erosiva e, ainda, analisar 14 padrbes
de medidas cariométricas das imagens dos nudcleos de células epiteliais

selecionados em cada um dos espécimes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLOIDIA DE DNA

As células eucaridticas executam um ordenado conjunto de fases durante
suas vidas, denominado “ciclo celular”, em que cada etapa depende diretamente da
que a precede. O resultado final do ciclo € a divisdo celular que preserva com

fidelidade a informacao genética contida na célula-mae (SHERR, 1996).

Os métodos de quantificacdo do DNA celular resultam em padrées de
distribuicdo conhecidos como ploidia do DNA que sédo apresentados na forma de
histogramas (AUER; CASPERSSON; WALLGREN, 1980; BACUS; BACUS, 1994).

O grau de ploidia de uma célula é definido pela quantidade normal de DNA
nuclear, de acordo com a fase do ciclo de vida em que a célula se encontra (HOGMO
et al., 1998).

O ciclo celular é composto por estagios, denominados G1 (Intervalo 1), S
(Sintese), G2 (Intervalo 2) e M (Mitose). O estado GO € definido como de repouso, e
as células se encontram diploides. O grau de ploidia celular nas fases GO e G1
corresponde a uma contagem de 46 cromossomos, possui grau 2n de ploidia e é o
momento diploide da célula. Na fase S, em células normais, o grau de ploidia varia
entre 2n e 4n. Ja no estagio G2, essas ceélulas apresentam grau 4n e séo
tetrapléides. Na fase M, a célula se divide, gerando duas células-filhas dipléides, que
podem ficar em repouso (GO) ou reiniciar o ciclo de divisdo. A distribuicdo do
contetdo de DNA em uma populacado de células é definida como dipléide quando o
pico GO/G1 localiza-se na mesma faixa de conteudo de DNA de uma populacao de
células dipléides normais, utilizadas como referéncia, e as fracbes em fase S e G2/M
sao pequenas (STRACHAN, 2002).
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2.2 DNA ANEUPLOIDE

O termo aneuploidia ou DNA aneupléide € usado para situagdes em que se
encontram quantidades andmalas de DNA em um nucleo, em relacdo a fase do ciclo
celular em que a célula se encontra, detectadas por estudo citométrico. Existem cada
vez mais evidéncias de que h& associacdo entre a aneuploidia de DNA e a
agressividade dos tumores malignos (AUER; FALKMER; ZETTERBERG, 1991).

De acordo com sua natureza e demanda fisiol6gica, cada tecido possui
diferentes propor¢des de células nas distintas fases do ciclo de vida celular. Porém,
em tecidos displasicos e neoplasicos, essas propor¢cdes podem estar alteradas, e
padrbes atipicos de ploidia celular, principalmente padrées aneuploides/nao-
diploides, podem ser observados (GOULANDRIS et al.,1996).

Hogmo et al. (1998) demonstraram que a presenca de aneuploidia em lesdes
orais pré-neoplasicas esta relacionada com transformac&o maligna. Salientaram que
células epiteliais normais pré-mitéticas podem possuir conteido de DNA em torno de
4c, quando sdo chamadas tetrapléides, mas valores acima de 5c devem ser
diferenciados. E quando o espécime contém um numero de células excedendo 5c,

igual ou maior que 1%, é considerado aneupldide.

Sao inimeros os fatores que podem alterar a quantidade de DNA nuclear,
incluindo a replicacao, a poliploidizacdo, os ganhos e as delecbes, as amplificacbes
génicas e as infecgdes por particulas virais, que, somados, podem alterar o tamanho
ou 0 numero das cromatides. Também a radioterapia, deficiéncia de vitamina B12,
apoptose, autblise e necrose devem ser consideradas durante a avaliacdo do
contetido de DNA (BOCKING; GIROUD; REITH, 1995; GOLDBERG; DIAMANDIS,
1993).

O diagndéstico histopatologico tem sido considerado como o método padrao-
ouro para o diagnéstico e classificacdo de neoplasmas e de e de lesbes pré-
neoplasicas. Porém o conteido de DNA das células tem sido citado como uma

técnica eficiente para avaliar os aspectos biolégicos de varios tumores, atuando
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como um parametro prognostico. Shirata et al. (2005) relataram que foi possivel
realizar um paralelismo entre o grau de ploidia e a graduacado histolégica em 82
amostras de neoplasias intra-epiteliais de cérvice uterino, emblocadas em parafina.
A aneuploidia foi encontrada em 86% dos espécimes de cervicite grau 3; em 59%
nos espécimes de cervicite grau 2 e em 26% nos espécimes de cervicite grau 1, e
todas as amostras classificadas como cervicite crbénica foram diploides. A
aneuploidia foi fortemente associada com as lesGes mais severas, e a deteccao de
uma aneuploidia sub-localizada em lesdes de baixo grau de classificacdo sugere o

acompanhamento desses casos.

2.3 EMPREGO DA CITOMETRIA NA DETERMINACAO DO GRAU DE PLOIDIA

O contetdo nuclear do DNA pode ser medido em material histolégico e
citologico por técnicas de citometria digital e citometria de fluxo. A medida depende
da disponibilidade de marcadores estequiométricos para o DNA, e os resultados séo
expressos em histogramas nos quais podem ser avaliados o grau de ploidia do DNA
e o estado de proliferacdo celular. A citometria de fluxo analisa grande numero de
células ao mesmo tempo fornecendo dados do ciclo celular. A citometria digital é
mais especificamente direcionada para uma populacdo de interesse e pode medir
precisamente eventos raros individuais. Existem sistemas rapidos e faceis de usar,
que podem aumentar a aceitacdo clinica da citometria do DNA (BINS; TAKENS,
1985; BARETON et al., 1993, 1995; SHANKEY et al., 1993; CAREY, 1994).

Por comparacdo cromodensitométrica, a citometria digital estima a quantidade
de DNA de um ndcleo, tendo como pardmetro os nucleos de células com a
quantidade de DNA conhecida. Possibilita a determinacdo da atividade proliferativa
celular, serve como fator prognéstico de tumores e permite a implementacdo de
maior objetividade e reprodutibilidade na andlise histopatolégica. Para que seja
possivel realizi-la, é necessério que a coloracdo tecidual empregada seja de
natureza estequiométrica, ou seja, diretamente proporcional a quantidade de DNA
contida em uma célula (AUER; CASPERSSON; WALLGREN, 1980; AUER;
FALKMER; ZETTERBERG, 1991; BAAK; JANSSEN, 2004).
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A citometria digital € empregada na avaliacdo de lesdes da cavidade bucal ha
mais de trés décadas, sendo encontradas varias sinonimias na literatura, tais como
citometria por imagem, assinatura digital, morfocitometria, citomorfometria e
citometria nuclear (DOYLE; MANHOLD, 1975; PAPE; PFITZER, 1973).

A qualidade do espécime, seu processamento e fatores associados aos
equipamentos, como calibragdo, magnificacédo, poténcia e estabilidade da fonte de
luz, podem interferir nos resultados da citometria digital (BAAK; JANSSEN, 2004).

O método de eleicdo para coloracao estequiométrica de DNA é a reacédo de
Feulgen, introduzida por Feulgen e Rossenbeck, em 1924, em que ocorrem ligacdes
quimicas mol a mol, conferindo propriedades quantitativas a essa coloracdo. Ha uma
relacdo constante entre a quantidade de substrato e o niumero de moléculas de
corante. Por meio de aparatos Opticos, aplicados a lei de Lambert-Beer, € possivel
determinar a concentragéo de substrato, com base na mensuracao da quantidade de
corante (DELAMATER; SCHAECHTER; HUNTER, 1955; SCHULTE; WITTEKIND,
1990).

Um dos pontos cruciais na determinacdo do grau de ploidia est4 centrado no
estabelecimento do padrdo dipléide, que pode ser obtido por referéncias celulares
internas ou externas. As referéncias externas podem ser, entre outras, hepatoécitos
de ratos, linhagens de linfécitos e células da glia; e as internas, linfocitos do
paciente, obtidos na prépria lamina histolégica estudada ou de esfregacos
sanguineos, além de células de tecidos sadios obtidos por bidpsias, incluindo a
citologia esfoliativa. A comparacdo da densidade 6ptica integrada (IOD - Integrated
optical density) das células de referéncia soméaticas eupldides, como por exemplo, 0s
linfécitos, que tém sempre padréo de ploidia 2n, com a 10D de células em estudo,
permite a estimativa do seu grau de ploidia (BOCKING; GIROUD; REITH, 1995;
DORMAN et al., 1990; GIROUD et al., 1998; HAROSKE et al., 1998, 2001; KISS et
al., 1992).

Balbinotti, Silva e Prolla (2001) demonstraram a possibilidade de se montar

um sistema de microfotometria para a avaliacdo da ploidia do DNA com
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equipamentos disponiveis em nosso meio, abrindo campo para outros estudos e
tornando possivel acrescentar novos dados com potenciais aplicacdes para o

diagnéstico e prognadstico de neoplasias malignas.

2.4 CITOMETRIA NA IDENTIFICACAO DE DNA ANEUPLOIDE EM LESOES
MALIGNAS, PRE-MALIGNAS E CONDIGCOES CANCERIZAVEIS DA BOCA

Em um dos primeiros trabalhos que se empregou a citometria digital para
avaliacdo do grau de ploidia de lesdes da cavidade bucal, Doyle e Manhold (1975)
quantificaram o contetdo de DNA de 10 carcinomas, 16 leucoplasias e 7
hiperplasias. As hiperplasias apresentaram padrdo dipléide, bem como 30% dos

carcinomas e 25% das leucoplasias. As demais lesdes exibiram padrao aneuploide.

Kinoshita et al. (1992), pela técnica de citometria digital, estabeleceram o

padrédo de distribuicdo do conteido de DNA de células de 16 espécimes de mucosa
normal, 24 leucoplasias, 12 leucoplasias verrucosas e 76 carcinomas de células
escamosas. Nos espécimes de mucosa normal, os picos modais dos valores de
ploidia no histograma ficaram entre 1,5¢c e 2,4c. Nos carcinomas, a média do
conteudo de DNA foi de 3,44+/- 0,69c, o coeficiente de variacdo no contetudo de
DNA foi superior a de outras lesdes, e a frequiéncia de células com conteudo de DNA
acima do valor 4c foi de 26,2+/-19%. Nas leucoplasias, o pico modal dos valores de
ploidia também ficou entre 1,5¢c e 2,4c e apenas um caso expressou valor modal
acima de 2,5c, o qual se transformou em carcinoma apés 15 meses. Dentre as
leucoplasias verrucosas, um caso que expressou varias células acima do valor de 4c
e outro que exibiu pico modal com valor de ploidia aumentado desenvolveram

carcinoma.

Balsara et al. (1994) relacionaram o grau de ploidia, determinado por
citometria digital, e a fracdo de células na fase S do ciclo celular de 68 carcinomas
de boca. Observaram que lesbes mais extensas expressavam padrfes de ploidia

piores e que tumores pobremente diferenciados ou com presenca de metastases em
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linfonodos eram predominantemente aneuploides.

Baretton et al. (1995) determinaram, por citometria de fluxo, o grau de ploidia
de 106 carcinomas espinocelulares da cavidade bucal. Sessenta e oito por cento
dos casos apresentaram padrdo nado-diploide. As lesdes de lingua e labio
apresentaram padréo diploide com maior freqiéncia do que lesdes localizadas em
outras regides da boca. Em 21 dos tumores estudados, os autores compararam o
grau de ploidia dos espécimes obtidos durante a bidpsia e durante a cirurgia de
remocao do tumor, constatando que houve discordancia em apenas 1 caso. Os
autores também compararam o grau de ploidia entre os tumores primarios e suas
metastases em linfonodos e, para esses casos, observaram uma discrepancia de
17%, sendo que, na maioria das vezes, o tumor primario era nao-diploide e sua
metastase era dipldide. Os autores ndo encontraram relacdo entre o padrdo de
ploidia e o estadio clinico ou a graduacao histopatologica das lesGes, bem como
com o periodo livre de recidiva e o tempo de sobrevida dos pacientes. Quando
repetiram a determinacdo do grau de ploidia, desta vez empregando a citometria

digital, observaram concordancia em 87% dos casos.

Hogmo et al. (1998) estudaram, em 21 pacientes, o valor progndstico do grau
de ploidia pela técnica de citometria digital na progressao para carcinoma de lesfes
da cavidade bucal, incluindo lesbes reacionais (hiperplasicas ou inflamatorias) com
diferentes graus de displasia epitelial. Como grupo controle, selecionaram 29 casos
de condigbes cancerizaveis, que acometiam o0s mesmos sitios anatbmicos e
possuiam os mesmos graus de displasia epitelial que as les6es do grupo de estudo,
mas que ndo apresentaram progressao para carcinoma. Entre as lesdes reacionais
avaliadas, trés lesdes do grupo de estudo foram classificadas como aneupldides, as
demais eram dipldides. Dos 16 casos de carcinoma, 11 eram aneupléides e cinco
dipldides. As maiores aberracdes no conteudo de DNA foram encontradas nas

lesGes que progrediram para carcinomas invasivos.

Schimming et al. (1998) relacionaram o contetdo de DNA de 52 carcinomas
espinocelulares da cavidade bucal com suas caracteristicas clinicopatoldgicas.
Observaram metastase cervical em 61% dos pacientes cujos carcinomas

apresentaram padrao aneupldide e uma relacdo positiva entre o padrao aneupléide
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e sobrevida menor que 5 anos. N&o encontraram relacdo entre a graduacao

histopatoldgica e o grau de ploidia das lesdes.

Seoane et al. (1998) estudaram 31 espécimes de leucoplasia oral, das quais
10 sofreram transformacg&o maligna apos um periodo de 5 anos, sendo que 3 desses
casos apresentaram padrao aneuploide de DNA no exame de citometria de fluxo. O
mesmo grupo de autores (SEOANE et al., 1999) analisou por, citometria de fluxo, 36
amostras de tecido neoplasico e observou aneuploidia de DNA em 15 espécimes
(41%). Uma correlacao estatisticamente significante foi identificada entre o grau de
malignidade e o indice de DNA; notaram que o grau de ploidia era mais elevado
(aneupldide) quando o grau de malignidade era alto. Concluiram que o uso da
andlise do DNA como um complemento aos estudos histopatolégicos auxilia a

diminuir o componente subjetivo de avaliacdo dos canceres de cabeca e pescoco.

Remmerbach et al. (2001) avaliaram a precisdo diagnostica da citologia
esfoliativa convencional em lesdes brancas, ulceradas ou com suspeita clinica de
malignidade e utilizaram a citometria digital do DNA como meétodo adjuvante ao
exame histopatoldgico, considerado como padrao-ouro. Analisaram 251 diagndsticos
citolégicos de lesdes bucais com suspeitas de malignidade, incluindo 24 casos de
liguen plano, dos quais 2 foram avaliados com citometria digital e apresentaram
padrdo polipléide. Observaram uma prevaléncia de 96,4% de DNA aneupléide em
citologias de carcinomas espinocelulares in situ ou invasivos. Concluiram que a
citometria digital do DNA é um exame adjuvante objetivo, de alta sensibilidade e
grande especificidade na identificacdo precoce de neoplasias de células epiteliais.

Gabriel (2006) investigou o valor progndstico do grau de ploidia, por citometria
digital, em biépsias sequenciais de 16 pacientes, que apresentavam lesdes malignas
e pré-malignas relacionando-as com o desfecho. O emprego do grau de ploidia,
determinado por citometria digital, mostrou maior eficacia na predicdo da
malignizacdo de lesGes pré-malignas da cavidade bucal, quando comparado ao
emprego do grau de displasia epitelial como marcador progndstico. Concluiu que a
aneuploidia esta fortemente relacionada aos casos de lesdes que progrediram para

carcinoma.
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Abou-Elhamd e Habib (2007), na tentativa de identificar os mecanismos
moleculares envolvidos na patogénese do carcinoma espinocelular da regido de
cabeca e pescoco e para determinar se o grau de ploidia de DNA pode ser usado
para predizer o resultado clinico, mediram o indice do DNA nuclear (ploidia) por
citometria digital, em 41 espécimes de biopsias de pacientes com lesdes pré-
malignas e em 79 carcinomas espinocelulares, comparando os resultados com os de
50 controles. Em 46% das lesbes pré-malignas o indice de DNA era dipléide; em
37%, tetrapléide e em 17%, aneupldide, enquanto que nos carcinomas 90% eram
aneupléides e 10%, dipldides. A diploidia do DNA teve a propensao de ocorrer mais
precocemente na progressao de lesGes pré-malignas, e isso auxiliou na deteccao
precoce de carcinomas em pacientes que ainda apresentavam habitos de risco para
cancerizacao (fumantes, alcodlatras, pacientes com esofagite de refluxo). Acreditam
que o conhecimento do grau de ploidia do DNA de células tumorais através da

citometria por imagem pode facilitar a avaliacdo de lesdes malignas e pré-malignas.

Futterleib (2007) comparou a precisdo dos métodos de Papanicolaou por
citomorfologia e de Feulgen por citometria digital na deteccéo de atipias celulares em
exames citopatolégicos da mucosa oral, onde incluiu 9 casos de liquen plano oral,
dos quais 6 eram aneupldides. Os resultados permitiram concluir que o método de
Feulgen associado a citometria digital e de Papanicolaou por citomorfologia exibe
precisdo semelhante na deteccdo de atipias em exames citopatolégicos da mucosa
oral (p=0,093), e que as variaveis citométricas nucleares densidade otica integrada,

area e didmetro sdo capazes de diferenciar lesGes positivas e negativas para atipia.

2.5 CANCERIZACAO EM LIQUEN PLANO ORAL (LPO)

O liquen plano oral foi descrito, clinicamente, pela primeira vez, em 1869, por
Erasmus Wilson e, histologicamente, por Dubrevilh, em 1906, sendo, de inicio,
considerado como uma condigdo benigna inécua, e, depois, definido como uma
lesdo pré-maligna pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1978 apud
PINDBORG, 1997). Atualmente a Organizacdo Mundial da Saude, considera liquen
plano oral como uma condicao cancerizavel (EL NAGGAR; REICHART, 2005).
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Entretanto, a relacdo entre LPO e a transformacdo maligna se mantém
controversa (EISENBERG, 2000; EISENBERG; KRUTCHKOFF, 1992; GOMBOS et
al., 1993; RAJENTHERAN et al.,1999; VAN DER MEIJ; SCHEPMAN; VAN DER
WAAL, 2003; ZHANG et al., 1997).

Com o intuito de contribuir na elucidacdo dessa controvérsia, Andreasen e
Pindborg (1963) realizaram uma revisdo de literatura na qual encontraram 46 casos
de desenvolvimento de cancer em lesGes de LPO no periodo de 1910 (primeiro caso
de transformacédo maligna de LPO publicado por Hallopeau) a 1961. O carcinoma
apareceu em 16 casos nos quais o liquen era do tipo erosivo; em 11 casos no tipo
em placa; em 5 casos no tipo reticular e em 14 casos em que nao havia

especificacao do tipo de LPO.

Fulling (1973) encontrou uma incidéncia menor que 1% de transformacao
maligna em liquen plano oral, em 327 pacientes acompanhados durante o periodo de
1958 a 1969. Um paciente desenvolveu um carcinoma espinocelular no mesmo local
do LPO apés um periodo de cinco anos, e, em 2 outros pacientes, as lesées do LPO

eram em areas adjacentes ao cancer.

Kdvesi e Banoczy (1973) observaram o desenvolvimento de um caso (0,4%)
de carcinoma dentre 326 pacientes com liquen plano oral, acompanhados entre 1960
e 1969. Frente a essa incidéncia, nao foi possivel confirmar o carater pré-neoplasico

do liquen plano oral ou se foi apenas uma coincidéncia.

Silverman e Griffith (1974) acompanharam 200 pacientes com liquen plano
oral (LPO) por periodos variados de tempo (de menos de 1 ano a mais de 10 anos)
entre 1955 e 1973 e em 5 casos houve desenvolvimento de carcinoma; 4 destes se
desenvolveram no liquen plano erosivo, e 1 caso em liquen plano reticular,
demonstrando que o risco foi significantemente mais elevado do que aquele

encontrado na populacao em geral.

Silverman, Gorsky e Lozada-Nur (1985) realizaram um estudo prospectivo em

570 pacientes com liquen plano oral, para analisar a transformacdo maligna. Os
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periodos de acompanhamento variaram de 6 meses a 10 anos. A transformacao
maligna ocorreu em 7 pacientes (1,2%) em um tempo médio de 3,4 anos apds o
inicio do liqguen plano. O mesmo grupo de autores (SILVERMAN et al., 1991) realizou
um estudo prospectivo em 214 pacientes com liquen plano oral e comparou 0s
achados clinicos com os do grupo anteriormente estudado, obtendo resultados
similares. Em 1991, a taxa de transformacé&o maligna encontrada foi de 2,3% com
uma média de 7'/, anos ap6s o diagnéstico de liquen. Combinando os dois grupos
de pacientes observados, a taxa de transformacéo foi de 1,5%. Mais tarde, Lozada-
Nur e Miranda (1997) realizaram uma nova revisdo da literatura sobre LPO e
compararam com dados dos trabalhos publicados anteriormente por seu grupo de

pesquisa, e relataram uma prevaléncia relativa de transformagédo maligna de 1,2%.

Krutchkoff, Eisenberg e Conn (1985) defenderam que existe uma outra
entidade distinta do LPO denominada de displasia liquenoide. Para evitar erros
diagnosticos que pudessem conduzir a impressdes equivocadas com relagdo ao
comportamento natural de processos relativamente benignos, enumeraram critérios
histologicos que definiriam a “displasia liquendide”. Depois, Eisenberg e Krutchkoff
(1992) avaliaram os critérios diagnosticos dessas lesfes e sua importancia em
relacdo ao cancer oral, questionando se o LPO seria uma doenca pré-maligna para,
assim, ser tratado mais agressivamente, antecipando-se ao desenvolvimento do
carcinoma espinocelular. Apdiam o conceito de displasia liqguenéide como uma
entidade categoricamente distinta de LPO, o que serviria como uma explicacao
razoavel para a confusdo e controvérsia do liguen plano e suas tendéncias

comportamentais.

Massa et al. (1990) descreveram um caso de paciente ex-fumante que
inicialmente apresentou LPO sem displasia, confirmado histologicamente, e que em
bidpsias consecutivas apresentou atipias e, na Ultima, realizada 9 meses ap6s a
primeira, exibiu um carcinoma espinocelular invasivo. Salientam que fatores de risco
para cancerizacdo em pacientes com LPO devem ser eliminados, e areas ulceradas,
clinicamente suspeitas dentro de lesdes de LPO, devem ser biopsiadas para
deteccao precoce de carcinoma bucal.
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Sigurgeirsson e Lindel6f (1991), para examinar o risco de transformacéo
maligna, acompanharam 2071 pacientes com liquen plano, por uma média de 9,9
anos. Oito carcinomas espinocelulares foram observados nessa populacao.
Concluiram que os pacientes com liqguen plano cutdneo ndo carregam um risco

elevado de transformacao maligna das lesdes.

Yurgel e Lorandi (1992) revisaram o0s prontuarios de 200 pacientes
diagnosticados com LPO e acompanhados por um periodo de 13 anos. Destes, 4
desenvolveram carcinoma espinocelular, sendo 3 em lingua e um em mucosa jugal.
Dois destes casos apresentavam a forma erosiva, e 2 em placa. Um dos casos
exibiu carcinoma no primeiro ano de controle, 2 em até 5 anos de acompanhamento,
e 0 outro ao redor do oitavo ano de controle. Os autores concluiram que, mesmo nos
casos bem documentados, ndo se pode assegurar se o carcinoma foi resultante de
transformacao direta do LPO, se foi uma coincidéncia, ou se a lesédo, por acréscimo

de fatores co-carcin6genos, evoluiu para carcinoma.

Barnard et al. (1993) examinaram os registros de 241 pacientes com LPO,
confirmados histologicamente por um periodo de 10 anos, de 1982 a 1992. Nove
pacientes (3,7%) desenvolveram carcinoma in situ ou invasivo bem-diferenciado em
uma area de LPO. A maior parte dos carcinomas se desenvolveu em areas de LPO
atréfico e/ou erosivo, localizadas na lingua, em pacientes com mais de 65 anos de
idade. Os resultados apdéiam um pequeno, mas clinicamente importante potencial de

transformacao maligna para o LPO.

Para Kilpi et al. (1996) existe uma controvérsia consideravel sobre se LPO é
intrinsecamente pré-maligno ou se € uma desordem que facilita o desenvolvimento
de carcinoma espinocelular frente a fatores de risco externos. Para auxiliar a
esclarecer essas duvidas, investigaram a expressdo da proteina c-erbB-2 em 6
bidpsias iniciais de LPO sem displasia e compararam com biopsias subsequientes
dos mesmos pacientes. Esses resultados foram comparados com os achados de
outras 26 biépsias de pacientes com LPO e grupos controle (pacientes com displasia
sem LPO, pacientes com carcinoma espinocelular sem LPO, e pacientes com
mucosa oral normal). Entre as 6 bidpsias iniciais de pacientes com LPO, 5 deles

expressaram a proteina c-erbB-2. Nenhum caso de LPO que subsequentemente
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mostrou displasia expressou a proteina e, nos casos de carcinoma, 2 deles foram
negativos e 1 expressou a proteina. Dentro do outro grupo de LPO, 3 (3/26) foram
negativas para a proteina c-erbB-2. Todos o0s espécimes do grupo controle
expressaram a proteina. Os resultados indicaram a probabilidade da auséncia da
proteina c-erbB-2 ser a indicacdo para o potencial de transformacédo neoplasica em

LPO que passe a apresentar displasia epitelial.

Com o objetivo de tornar mais compreensiveis as ligagbes entre liquen plano
e carcinoma, Duffey, Eversole e Abemayor (1996) realizaram um estudo
retrospectivo de 1987 a 1994, testando a hipétese de que LP encontrado em
associagdo com carcinoma de célula escamosa oral deveria ser considerado uma
“lesdo sentinela”, indicando anormalidades genéticas e/ou anormalidades
imunologicas ainda nao definidas na mucosa oral, que predispdem a transformacao
maligna na mesma regido. Identificaram 5 pacientes com LPO e carcinoma de célula
escamosa oral, e revisaram seus prontuarios. As laminas foram reavaliadas por um
patologista oral sénior, bem como fotos clinicas. Em dois desses casos, havia uma
evidéncia histologica muito clara de progresséo para o carcinoma. Em outros dois, a
neoplasia na lingua estava em justaposicao direta com o LP da mucosa jugal, e, em
um paciente, as lesdes de LPO persistentes foram vistas em associagdo com areas
de displasia moderada e leve, sugerindo que LPO estava anatomicamente envolvido
com 0s processos pré-malignos. Varios desses pacientes ndo tiveram exposi¢cao

significante a fatores de risco para o carcinoma.

Chiappelli et al. (1997) examinaram o inter-relacionamento entre os sistemas
psicolégico, enddcrino e imunoldgico em pacientes com lesdes de LPO, explorando
os fatores de severidade das lesées em LPO erosivo e LPO néo erosivo. Sugeriram
um possivel modelo imune-psico-neuroenddcrino de patologia, no qual os estados
de humor poderiam criar um impacto sobre o sistema neuroenddcrino, ou seja, a
elevacdo dos niveis de cortisol poderia influenciar as propriedades migratorias das
sub-populacées de linfocitos para o local da mucosa oral, conduzindo, assim, a uma
propensao elevada para desenvolver a forma mais agressiva de LPO, isto é, o LPO

erosivo.
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Camisa, Hamaty e Gay (1998) relataram o caso de um paciente que
desenvolveu o carcinoma no mesmo sitio anatbmico em que ha 7 anos teve
diagnostico histopatolégico de LPO em placa. O sitio foi o dorso da lingua que é um
local considerado de baixo risco, atipico, para o desenvolvimento de carcinoma

espinocelular.

Lo Muzio et al. (1998), numa avaliacdo clinica de 14 casos de LPO com
evolugdo para carcinoma espinocelular oral, investigaram a possivel associagdo de
liguen, carcinoma e hepatite C cronica. Dez dos carcinomas (3,8%) se
desenvolveram em area com lesdes de liquen pré-existentes; 3 (1,14%), em outros
pontos e, em 1 caso, o diagnéstico das duas lesdes foi sincrénico (0,38%). Em 3
pacientes o anticorpo anti-HCV foi positivo. Concluiram que esses dados, juntos com
uma evidéncia histoldgica de progresséo para o carcinoma, sugerem a probabilidade
de, em alguns casos, o LPO ter uma propriedade intrinseca de predisposicdo a
transformacdo neoplasica e acreditam ser necessario acompanhar os pacientes
regularmente, principalmente aqueles com a forma clinica de liquen atréfico ou

erosivo, e em placa em dorso da lingua.

Rajentheran et al. (1999) investigaram o potencial de transformag¢dao maligna
do LPO, e possiveis fatores associados com a transformagdo maligna, revisando,
retrospectivamente, o0s registros de 832 pacientes com LPO confirmado
histologicamente durante o periodo 1983-1996. Destes, 7 (0,8%) desenvolveram
carcinoma espinocelular. Trés pacientes tinham histéria de tabagismo e um, de
etilismo. Dos 7 casos, 5 evoluiram de LPO erosivo, 1 de atrofico e 1 de LPO em
placa. Concluiram que o risco da transformacdo maligna em LPO é real, mas nao
elevado. Aconselham que os profissionais devem ter mais atencdo com os pacientes
com LPO, pois a possibilidade de cancerizagdo nestes é maior, e que tais pacientes
sdo diferentes dos pacientes tipicos que desenvolvem o carcinoma oral.

Recomendam o acompanhamento dos pacientes por, no minimo, 6 anos.

Chainani-Wu et al. (2001) conduziram um estudo retrospectivo descritivo
usando dados de 229 pacientes com LPO, examinados no periodo de 1996 a 2000.
A forma reticular estava presente em 56 pacientes (24,4%), a atréfica, em 77

(33,6%) e a forma erosiva, em 96 pacientes (41,9%). Durante o periodo de
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acompanhamento, 4 pacientes (1,7%) desenvolveram carcinoma espinocelular em
sitios com lesbes de LPO confirmadas por exame histopatolégico. Os sitios foram o
labio inferior, regido retromolar mandibular, gengiva e tuberosidade. Os autores
acreditam que o risco de cancerizacdo em LPO é extremamente baixo e, por isso,
nao consideram LPO como uma condi¢cdo cancerizavel. Entretanto, reconheceram
que o risco de desenvolver carcinoma é maior em pessoas com LPO quando
comparado com aquelas que ndo tém LPO. Consequentemente, recomendaram um

longo periodo de acompanhamento.

Mignogna et al. (2001), com o objetivo de descrever um guia clinico para
avaliar o possivel risco da transformacdo maligna em lesdes de LPO, avaliaram 502
pacientes com LPO e, durante 5 anos de acompanhamento, detectaram 24
carcinomas: excluindo trés casos em que os diagnosticos de LPO e de carcinoma
espinocelular oral eram sincronicos e trés pacientes que tiveram uma histéria de uso
de tabaco, a transformagdo maligna de LPO pareceria ser 3,7%. Os autores
concluiram que os critérios clinicos usados nessa avaliacdo permitiram a deteccao
de 28,5% dos carcinomas espinocelulares orais in situ, 33,2% como carcinoma
espinocelular oral microinvasivos, 28,5% como estagio | e 4,7% como estagio Il, com
uma melhoria notavel no prognéstico, comparado a um estudo precedente (LO

MUZIO et al., 1998), no qual foram adotados critérios diferentes do atual.

Femiano e Scully (2005b) tentaram evidenciar, por reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), a presenca de virus da hepatite C (HCV) no epitélio oral de 100
pacientes com e sem LPO. O PCR nao detectou o genoma viral no epitélio oral dos
pacientes com LPO e HCV positivos, mas houve um aumento nos niveis de TNF-alfa
e uma reducdo de interleucinas (IL-1, INF-y, e IL-8) quando comparado aos
pacientes que tinham LPO e HCV negativos e aos controles negativos. Os
resultados indicaram que os pacientes HCV positivos apresentaram uma reducéo de
fatores pro-inflamatérios, mas um aumento nas citocinas imunomoduladoras,
sugerindo a possibilidade que HCV exerca um efeito indireto no desenvolvimento de

liquen plano.

Bascones et al. (2005), com intuito de estimar a importancia quantitativa dos

mecanismos de controle do ciclo celular, analisaram os fendbmenos de interrupcéo,
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senescéncia e apoptose do epitélio oral afetado por LPO, para verificar se esses
fenbmenos podem influenciar na transformacdo maligna. Através de alguns
marcadores bioldgicos (TUNEL, caspase-3, Bax e p21), compararam 0S espécimes
de bidpsia de 32 pacientes com LPO e 20 controles com mucosa oral normal.
Concluiram que células epiteliais afetadas por LPO tém uma resposta muito baixa
para apoptose e mecanismos de interrupcao do ciclo celular que possam produzir um

substrato que favoreca a transformacao maligna.

Manz, Paasch e Sticherling (2005) e Sengupta e Gangopadhyay (2006)
relataram que, em contraste com o liquen plano (LP) cutaneo, que é raro, o LPO é

mais freqiiente e um maior nimero de casos sofre transformacéo maligna.

Xue et al. (2005) coletaram dados de 674 prontuarios de pacientes com LPO,
histologicamente confirmados, entre 1963 e 2003. A transformacdo maligna foi
observada em 4 pacientes, em locais de lesGes previamente diagnosticados como

liqguen plano erosivo ou atrofico.

Laeijendecker et al. (2005) realizaram um estudo retrospectivo de coorte em
200 pacientes com LPO, conduzido entre 1991 e 2003, para avaliar a intensidade
dos fatores intrinsecos ou a contribuicdo dos extrinsecos na transformagédo maligna
de LPO. Destes, 3 (1.5%) pacientes desenvolveram um carcinoma espinocelular oral
no mesmo local do diagnostico inicial do LPO apo6s periodos entre 3 a 6 anos.
Entretanto, em 2 desses pacientes foram observados fatores de risco externos (um
tabagista h4 20 anos e outro com tratamento imunossupressor sistémico por 2
anos). Concluiram que, nesse estudo, a incidéncia exata da transformacao maligna
em LPO foi dificil de estabelecer por causa do numero baixo de pacientes e da

possivel contribuicdo dos fatores de risco externos.

Bornstein et al. (2006) examinaram 145 pacientes diagnosticados clinica e
histopatologicamente com LPO, entre os anos de 1995 e 2001, com o intuito de
diagnosticar uma possivel transformacdo maligna em um local previamente
biopsiado de LPO. Durante o periodo de acompanhamento, 4 pacientes
desenvolveram carcinoma espinocelular em regido de LPO; e, em 3 desses casos, a

displasia estava presente no diagnéstico inicial de LPO. Isso resultou em uma taxa
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de transformacdo maligna de 2,84%; e se os 3 pacientes com displasia forem

excluidos, a taxa cai para 0,71%.

Ingafou et al. (2006) coletaram dados de registros de 690 pacientes
consecutivos com caracteristicas clinicas de LPO, geralmente confirmadas de forma

histopatoldgica e encontraram uma taxa de transformacéo maligna de 1,9%.

Gonzéles-Moles et al. (2006), para obter as bases moleculares em epitélio
predisposto a transformacdo maligna, de pacientes com LPO, estudaram a
expressdo das proteinas p53, p21, ki-67, Bcl-2 e caspase-3 b em bidpsias de 51
pacientes com LPO e em 26 controles. Concluiram que as células epiteliais no LPO
ndo desenvolvem apoptose, mas, ao invés disso, impedem o ciclo ou um aumento da
taxa de proliferacdo, o que podera criar um substrato apropriado para a

transformacao maligna.

Hsue et al. (2007) acompanharam um grupo de pacientes com lesdes
epiteliais orais potencialmente malignas para estimar a taxa e 0 tempo de
transformacao maligna. Um total de 1458 pacientes com diagndsticos histologicos de
varias lesdes orais pré-malignas foi acompanhado de 1991 a 2001 e, entre elas, 143
casos de LPO (9,80%), com um acompanhamento médio de 42,64 meses. Trés

casos de LPO desenvolveram cancer oral no mesmo local das lesdes iniciais.

Mithani et al. (2007) investigaram as alteracdes moleculares genéticas em
lesbes de LPO, leucoplasia, eritroplasia e as relacionaram com as alteracdes
demonstradas em carcinomas espinocelulares orais com o objetivo de definir as
mudancas que conduzem a transformacdo maligna. Acreditam que a distincédo entre
lesbes orais benignas e potencialmente malignas sdo correntemente baseadas no
exame histolégico de espécimes de bidpsia de lesdes suspeitas, mas que na
auséncia de displasia ou de um franco carcinoma, a habilidade para quantificar o
risco associado na diversidade de lesdes orais clinicamente distintas € limitada, pois
existe uma significante sobreposi¢céo e sutileza no diagnostico dessa diversidade de
lesbes. E inUmeros estudos demonstram alteracdes moleculares genéticas idénticas
em lesbes de LPO, leucoplasia e eritroplasia, que também sdo encontradas em

carcinomas espinocelulares orais.
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Ismail, Kumar e Zain (2007) realizaram uma ampla revisdo da literatura
inglesa até agosto de 2006 e encontraram, nos artigos publicados, uma variacéo de
0% a 5,3% na estratificagéo de risco, em lesbes de LPO, e as taxas mais altas foram
atribuidas as lesdes de LPO atrofico e erosivo. Para eles, a incidéncia e os

mecanismos exatos de transformacao sdo ainda controversos.

2.6 CITOMETRIA DIGITAL EM LIQUEN PLANO ORAL

O primeiro estudo de ploidia de DNA em LPO, com publicacéo, foi realizado
por Pfitzer e Pape em 1975. Utilizaram citometria digital, em amostras citolégicas, e
analisaram os histogramas e a distribuicdo de frequéncia dos graus de ploidia de
DNA em 22 lesdes da cavidade bucal, dentre as quais estava incluido um caso de

liqguen plano que apresentou um padréo dipléide.

Em 1991, Biesterfeld et al. analisaram um numero maior de casos de LPO.
Com o intuito de averiguar se o padréo de distribuicdo de DNA dessa lesédo mostrava
anormalidades que pudessem provar que LPO é uma condicdo cancerizavel,
analisaram, por citometria digital e com técnica de segmentacdo celular, a
distribuicdo de DNA em 29 casos de LPO, sendo 15 atroficos e 14 erosivos, todos
negativos para o papilomavirus humano e nenhum suspeito de ser pré-neoplésico.
As células foram coradas pela reacdo de Feulgen. O conteddo de DNA de, pelo
menos, 20 linfécitos por lamina, corrigido por um fator de 1,25, serviu como uma
referéncia para estabelecer o padrdo dipléide (2c). Observaram que todos os 29
casos de LPO revelaram um padrdo de distribuicdo diploide; 25 (86%) deles
revelaram células com conteddos de DNA acima do nivel Go,M de 4c, e 5 (17%)
tiveram conteudos de DNA acima de 8c, obtendo valores de até 11,5c. Nenhuma
diferenca foi encontrada entre o tipo erosivo e nao erosivo. Concluiram que esses
valores aumentados de DNA, em lesBes consideradas ndo pré-malignas, devem ser
interpretados como poliploidizacdo eupldide e uma vez que, as mensuracdes de
DNA foram realizadas para propoésitos diagnosticos em lesfes de liquen néo

suspeitas de transformacao maligna.
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Gombos et al. (1993), por citometria digital e com técnica de segmentacao
celular, avaliaram o potencial maligno intrinseco do LPO. Selecionaram 10 casos de
pacientes com LPO, 3 da forma reticular, 2 em placa, 2 atroficos, 2 erosivos e 1
atrofico-erosivo. Oito casos apresentaram histogramas nos limites da normalidade, 1
caso expressou uma leve cota de aneuploidia, € 0 outro caso apresentou
aneuploidia com claro valor pré-neoplasico. Concluiram que a utilizagdo de
citometria digital de DNA pode ser util para determinar uma condigcdo pré-maligna,

como o LPO, em um estagio mais precoce possivel.

Mollaoglu, Cowpe e Lewis (2001) relatam o caso de um paciente com uma
lesdo com diagndstico clinico de LPO em que foram realizadas sucessivas citologias
esfoliativas e citometria digital para identificar o grau de ploidia do DNA e a medida
da area nuclear. Apés um periodo de 8 semanas houve elevacéo do grau de ploidia
(presenca de aneuploidia), e optaram pela bidpsia incisional que evidenciou um
carcinoma espinocelular. Os autores acreditam que a associacdo da citologia com a
citometria por imagem do DNA n&o séo substitutos para a bidpsia, mas podem atuar
como excelentes auxiliares e indicadores do momento ideal para a realizacdo de
biopsia. A combinacdo da avaliacdo citoldgica, citométrica e histoldgica em lesdes
pré-malignas, como o LPO, produz a mais alta porcentagem de diagndsticos
precoces do cancer oral. Concluiram que a citologia quantitativa € um auxiliar util e
simples para o exame clinico dos pacientes cujas lesGes orais estdo sendo

monitoradas regularmente durante um longo periodo de tempo.

Mattila, Alanen e Syrjanen (2004) avaliaram a presenca de aneuploidia no
liquen plano oral atréfico-erosivo e a sua utilidade como um marcador progndstico
em 81 amostras de bidpsias emblocadas em parafina. Aproximadamente 150
nucleos aleatérios das camadas epiteliais basal e/ou parabasal foram analisados
com citometria digital, e os resultados foram correlacionados com histologia e com
os dados clinicos. Aneuploidia foi detectada em 41% das amostras, sendo que 0s
LPO com ulceracdes localizados na lingua tiveram valores significantemente mais
elevados. Os autores concluiram que LPO ulcerado do tipo atrofico-erosivo na
lingua, e com displasia, possue risco elevado para desenvolver cancer, e a presenca

de aneuploidia pode ser util em prognosticar esse risco.
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Maraki, Becker e Boecking (2004) analisaram, com citometria digital, 23
lesbes que exibiram alteracbes na citologia esfoliativa, incluindo positividade para
células neoplasicas e, entre estas, 2 casos de LPO. O padrdo aneupldide foi
encontrado em 19 les@es por citometria de imagem (15 carcinomas, 3 eritroplasias e
1 leucoplasia); as outras 4 lesdes apresentaram DNA polipléide. Concluiram que o
emprego da citologia esfoliativa na determinacao do grau de ploidia possui 100% de
sensibilidade e 97,4% de especificidade diagndstica, quando se usa o diagndstico

histopatolégico como padréao ouro.

Femiano e Scully (2005a) avaliaram o grau de ploidia do DNA em bidpsias de
lesbes de leucoplasia oral e de LPO e fizeram a correlagdo com o grau de displasia.
Analisaram biopsias incisionais de um grupo de 40 pacientes com leucoplasia (20
homogéneas e 20 ndo-homogéneas) e 45 pacientes com LPO (25 erosivos e 20
reticulares), pela citometria digital de DNA, ap6s analise histologica por hematoxilina
e eosina. Oito das 20 leucoplasias ndo-homogéneas mostraram aneuploidia, 2, dos
25 casos de liquen plano erosivo, mostraram-se aneupldides, e todos os demais
casos de LPO, inclusive os reticulares, foram diploides. Nao houve concordancia

entre ploidia de DNA e o grau da displasia avaliado.

Maraki et al. (2006), com o objetivo de detectar ou excluir a possibilidade de
transformacdo maligna em lesdes de LPO, investigaram o valor diagnostico da
citologia esfoliativa e da citometria digital do DNA em 56 pacientes. Nos 6 casos em
que a citologia foi suspeita de apresentar células neoplasicas, os conteludos
nucleares do DNA foram medidos, utilizando citometria digital e 2 deles eram
aneupldéides. Quando realizaram a comparacdo entre o diagndstico citoldgico,
citometria de DNA e a histologia da bidpsia, obtiveram concordancia total (LPO sem
displasia: 54 casos, e carcinoma de célula escamosa em LP: dois casos, com
aneuploidia). Concluiram que a citologia com citometria de DNA € um método
altamente sensivel, especifico, e néo invasivo, que pode ser utilizado para
acompanhamento periddico de lesdes de LPO, com o objetivo de detectar

precocemente ou de excluir a transformag&o maligna.
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Rode et al. (2006), utilizando citometria digital, analisaram as mudancas da
cromatina refletidas nos aspectos da textura nuclear e grau de ploidia de DNA de 28
pacientes com LPOR e compararam a mucosa bucal de 50 controles saudaveis e a
mudancas associadas com canceriza¢do observadas nas células da mucosa bucal
de 50 pacientes com cancer no pulmé&o. Todos os espécimes de LPOR mostraram
padrao dipléide. Concluiram que existem mudancas na cromatina no LPOR quando
comparadas as células normais; porém, a estrutura da cromatina na forma reticular
de LPO néo expressa mudancas associadas com malignidade e é mais semelhante

as células epiteliais normais.

Neppelberg e Johannessen (2007) acreditam que o LPO pode ser associado
com um risco pequeno de transformacdo maligna. Avaliaram o grau de ploidia de
DNA, por citometria de imagem, e outros marcadores biolégicos de risco de
cancerizacao (Cox-2, E-caderina) em 26 pacientes com LPO que haviam realizado
duas bidpsias, das quais 7 apresentaram displasia epitelial e, em 5 destas, houve
progressdo para carcinoma espinocelular. Também analisaram espécimes de 19
pacientes com LPO com somente uma bidpsia realizada e, ainda, em 7 controles de
mucosa normal. Um LPO com displasia epitelial foi classificado como tetrapléide, 25
bidpsias de LPO como dipléides, e todos os carcinomas eram dipléides. Concluiram
gue nem a aneuploidia, nem a sobre expressao Cox-2, ou perda da expresséo de E-
caderina, sdo marcadores preditivos confiaveis do risco de cancerizacdo em lesées
de LPO.
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3 PROPOSICAO
3.1 Hipdtese

E possivel estabelecer uma relacdo entre os graus de ploidia de DNA e a

forma clinica do liquen plano oral.
3.2 Objetivo Geral

Comparar a ploidia de DNA entre lesdes de liquen plano oral do tipo reticular

e atrofico-erosivo.
3.3 Objetivos Especificos:

a) Verificar o grau e a frequéncia de ploidia de DNA, pela técnica de
citometria digital, em laminas com espécimes de bidpsias de lesdes de

liquen plano oral do tipo reticular e atrofico-erosivo.

b) Analisar 14 padrbes de medidas cariométricas de nucleos de células
epiteliais em espécimes de bidpsias de liquen plano oral reticular e

atréfico-erosivo da cavidade bucal, pelo método de citometria digital.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

O estudo foi classificado como retrospectivo relacional descritivo (FLETCHER;
FLETCHER; WAGNER, 2003).

4.2 APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA

O projeto do presente estudo foi aprovado pela Comisséo Cientifica e de Etica
da Faculdade de Odontologia da PUCRS e pelo Comité de Etica em Pesquisa da
PUCRS (Anexos B e C).

4.3 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

4.3.1 Populacéao

Espécimes de bidpsias de lesdes da cavidade oral incluidos em parafina, do
arquivo do Laboratério de Patologia do Servico de Estomatologia do Hospital Sao
Lucas (SEHSL) da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS).

4.3.2 Amostra

A amostra foi intencional e constituida por 40 espécimes de biopsias de liquen
plano oral, e por 8 biopsias de hiperplasias fibroepiteliais (grupo controle). As
interpretacdes histopatoldgicas foram coletadas do Livro de Registro do Laboratério
de Patologia do SEHSL.
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O grupo de estudo foi constituido por biépsias de pacientes adultos de ambos
0s sexos, de acordo com os diagndsticos clinicos e histopatolégicos de liquen plano
oral e dividido em dois grupos de acordo com a classificacdo de Seoane et al. (2004)

assim denominados:

Grupo R: constituido por 20 bidpsias de liqguen plano oral reticular. As bidpsias
foram coletadas de pacientes que apresentavam, na mucosa oral, somente lesbes
com aspecto clinico caracteristico de liqguen plano reticular (LPOR), ou seja, com
presenca de maculas, placas e/ou papulas com linhas brancas entrelacadas,

reticulares (estrias de Wickham) (Figura 1 A).

Grupo AE: constituido por 20 biépsias de liquen plano oral atré6fico-erosivo. As
bidpsias foram coletadas de pacientes que apresentavam, na mucosa oral, areas ou
maculas eritematosas em fundo atrofico com ulceragcdo central, geralmente com
estrias ceratéticas esbranquicadas radiantes periféricas (estrias de Wickham).

Necessariamente as areas atréfica e ulcerada estavam presentes e eram incluidas

na biopsia (Figura 1 B).

Figura 1 — A. Aspecto clinico de liquen plano reticular em mucosa jugal. B. Aspecto clinico de liquen
plano atréfico-erosivo em mucosa jugal
Fonte: Servigo de Estomatologia do HSL da PUCRS, Porto Alegre, RS — 2008.
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Grupo Controle: As 8 amostras de hiperplasia fibroepitelial constituiram o
grupo controle e foram incluidas para o estabelecimento do fator de correcao,
necessario a técnica de citometria digital. Foram selecionados intencionalmente em
laminas nas quais o epitélio ndo apresentasse displasia e exibisse grau de ploidia
diploide. Esse fator de correcdo € o quociente entre o valor da média da 10D das
células epiteliais com padrbées de normalidade e o valor da média da IOD dos
linfécitos de referéncia. Para tal foram utilizadas laminas preparadas e analisadas
sob técnica e condi¢bes idénticas as do grupo de estudo e ja previamente
analisadas por citometria digital (GABRIEL, 2006).

4.3.3 Critérios de inclusao

Foram incluidos espécimes de bidpsias com fichas de bidpsia completas, de
pacientes com diagndstico clinico de liquen plano reticular e erosivo, com algumas

das seguintes caracteristicas histopatoldgicas (NEVILLE et al., 2004):

a) graus variaveis de ortoceratose e paraceratose na superficie do epitélio;

b) cristas interpapilares ausentes ou hiperplasicas, em ponta ou em forma de
"dentes de serra”;

c) degeneracao hidropica da camada de células basais do epitélio;

d) infiltrado inflamatério intenso e em banda, principalmente de linfécitos T,
imediatamente subjacente ao epitélio;

e) presenca de ceratindcitos apoptoéticos, que podem ser vistos na area da
interface epitélio-tecido conjuntivo, sendo chamados corpos de Civatte
(Figura 2).

f) presenca de area ulcerada no epitélio de amostras de bidpsia de lesbes de

LPO da forma atrofica-erosiva (Figura 3).
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Figura 2 — Fotomicrografia de liquen plano oral reticular em mucosa jugal exibindo fina faixa de
tecido conjuntivo fibroso revestida por epitélio pavimentoso estratificado com hiperceratose,
acantose, cristas interpapilares em forma de “dentes de serra”, degeneracdo da camada de células
basais do epitélio (degeneragéo hidrdpica), ceratindcitos degenerados (corpos de Civatte) na area de
interface epitélio-conjuntivo e um infiltrado de linfécitos em banda imediatamente subjacente ao
epitélio (HE, aumento de 100x)

Fonte: Servigo de Estomatologia do HSL da PUCRS, Porto Alegre, RS — 2008.

Figura 3 — Fotomicrografia de liquen plano oral atréfico-erosivo em mucosa jugal. Nota-se area da
ulceragéo. (HE, aumento de 100x)
Fonte: Servico de Estomatologia do HSL da PUCRS, Porto Alegre, RS — 2008.
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4.3.4 Critérios de excluséo

Ndo foram incluidos na amostra espécimes de bidpsias de pacientes que

realizaram radioterapia ou quimioterapia.

4.4 PROCEDIMENTOS

4.4.1 Coleta dos dados

Para cada amostra foi elaborada uma ficha padrdo para a coleta de dados
(Apéndice A) em que foram anotados os dados pessoais, a historia médica e os
hébitos do paciente, dados relativos a lesao e aos resultados da pesquisa.

4.4.2 Preparacdo dos espécimes

Apobs a selecao dos espécimes incluidos em parafina, foram realizados cortes
com 15um de espessura, 0s quais foram montados em laminas de vidro silanizadas,

conduzidos a estufa e mantidos a 60°C por 20 minutos.

Essa espessura dos cortes é necessdria para se obter ndcleos de células
epiteliais e imagens dos respectivos conteuddos de DNA na integra, para poder

quantificar adequadamente o grau de ploidia.

Os cortes foram corados com coloragdo de Feulgen (Figuras 4 e 5) pelo
emprego do Kit comercial (MERCK®, Darmstadt, Alemanha), de acordo com as
instrucdes do fabricante (Anexo A). Para padronizacdo dos procedimentos de
coloracdo, todas as laminas do grupo de estudo foram coradas em um Unico

momento.
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Figura 4 — Fotomicrografia de lamina de LPOR corada pela reacdo de Feulgen (100x). Devido a
especificidade da coloragdo pelo DNA celular, apenas os nucleos séo corados
Fonte: Dados da Pesquisa
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Figura 5 — Fotomicrografia de laminas de LPOAE coradas pela reagdo de Feulgen (100x)
Fonte: Dados da Pesquisa
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Os nucleos de células sangliineas da série branca (linfécitos), destinados ao
controle interno do grau de ploidia dipléide (2n) foram obtidos das mesmas laminas

das bidpsias das lesdes de liquen plano (Figura 6).
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Figura 6 — Fotomicrografias de laminas coradas pela reacdo de Feulgen (400x) exibindo
predominantemente campos com linfécitos
Fonte: Dados da Pesquisa

4.4.3 Citometria digital

Para a obtenc&o das medidas digitais, foram executadas as seguintes etapas:
captura das imagens digitais, segmentacdo (selecdo e recorte) da imagem dos
nucleos de células epiteliais e construgdo de cariogramas, citometria estatica dos

cariogramas (Figura 7).
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Bloco com espécime Laminas de vidro
de bidpsia de LPO silanizadas  Coloragdo com Feulgen Captura das Imagens

secgdes de 15um

Figura 7 — Sequéncia das etapas referentes a preparagdo dos espécimes e coleta de dados

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.3.1 Captura das imagens

A captura das imagens foi realizada na mesma semana em que foi realizada a

coloragao das laminas pelo método de Feulgen.
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Para a captura das imagens foram empregados os seguintes elementos: um
componente 6ptico, um dispositivo CCD, placas digitalizadoras de imagem e um

microcomputador.

O componente Optico utilizado para a captacao das imagens foi o0 microscopio
Optico convencional marca Olympus modelo BX 60 (Téquio, Japdo), dotado de
sistema de iluminagdo Koehhler, com fonte estabilizada e regulavel de luz
incandescente e condensador Abbé com abertura numérica de 0,9, fototubo, Optica
plana com objetiva de 40 aumentos, ampliacdo de 1x e lentes de projecdo com 10

aumentos, determinando resolucgdes finais de 400 aumentos.

O dispositivo CCD continha uma videocamara Sony 3 CCD DXC 970MD
(Sony, Park Ridge, NJ, EUA) conectada ao fototubo do microscopio para captura de
imagens. As imagens foram monitoradas durante as sessdes de captura em monitor
de video Sony (Park Ridge, NJ, EUA) Trinitron PVM 1954Q com tela de 17

polegadas.

Foram empregadas duas placas digitalizadoras de imagem PCI de captura
estatica, gerando quadros de 640x480 pixels, cores de 24 bits. As imagens foram
gravadas em disco rigido, com copias de seguranca em DVD gravavel. Os arquivos

de imagem foram gravados no formato TIFF (Tagged Image File Format).

As placas de captura de imagem foram conectadas a um microcomputador
padrdo IBM-PC com processador Intel Pentium IV Duo Core 3200MHz (Intel, Santa
Clara, CA, EUA), 1 GB de memodria RAM, disco rigido de 250GB e monitor de 17
polegadas. O sistema operacional empregado foi o Microsoft Windows XP 2000
professional edition (Microsoft, Redmond, WA, EUA).

A partir de cada lamina, foram capturadas imagens de 40 a 80 campos visuais
consecutivos, obtidos sequencialmente, desde uma das extremidades do epitélio,
realizando movimentos de varredura e abrangendo as camadas basal, para-basal e
espinhosa, até atingir a outra extremidade do epitélio do fragmento analisado (Figura

8), e para tal foi utilizado software Image Pro-Plus (Figura 9).
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Figura 8 — Seqiiéncia de captacdo de fotomicrografias coradas pelo método de Feulgen realizando
movimentos em forma de varredura (Aumento de 400x)
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 9 — Captura das imagens das laminas de LPO coradas pelo método de Feulgen (Aumento de
400x) no software Image Pro-Plus
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 10 — A, B, C, D. Campos de fotomicrografia de laminas de espécimes de LPOR coradas pela

reacdo de Feulgen (400x)
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 11 — A, B, C, D. Campos de fotomicrografia de laminas de espécimes de LPOAE coradas pela

reacdo de Feulgen (400x)
Fonte: Dados da pesquisa.
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4.4.3.2 Segmentacao dos nucleos e construcédo do cariograma

A especificidade da coloracdo de Feulgen pelo DNA celular faz com que

apenas os nucleos fiquem corados (Figuras 10 e 11 — A, B, C, D).

A partir das imagens capturadas, foram selecionados as imagens dos nucleos
de células epiteliais da regido para-basal e da camada espinhosa que se
encontravam no plano focal, e mediante o ajuste do micrométrico do microcopio
Optico se apresentassem integros, sem contato ou sobreposicdo com imagens de

nucleos vizinhos (Figura 12).

As imagens desses nucleos foram recortadas com auxilio do software Corel
Photo-Paint versdo 12 (Figuras 13 e 14) e agrupados em uma imagem no formato
TIFF, com plano de fundo branco, resolucao de 400 dpi e dimensdes de 150x100mm
(Figura 15). Desse modo, para cada lamina, com sua sequéncia de imagens
capturadas, foi criada uma nova imagem, com um total de 60 imagens de nucleos de
células epiteliais e mais 20 imagens de nucleos dos linfécitos, recortados das
mesmas laminas (Figura 16). Essa nova imagem foi denominada de cariograma, que

foi depois convertida para tons de cinza, no padréo 8 bits (Figuras 17 e 18).

Considerando todas as 40 laminas de liquen plano oral, foram capturados,
recortados e analisados dois mil e quatrocentos (2.400) imagens de nudcleos de
células epiteliais e oitocentos (800) nucleos de linfécitos. Das 8 laminas do grupo
controle foram utilizados quatrocentos e oitenta (480) imagens de nucleos de células
epiteliais e cento e sessenta (160) linfocitos, perfazendo um numero total de trés mil

oitocentos e quarenta (3.840) imagens de nucleos analisados na pesquisa.
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Figura 12 — Escolha do nucleo de ¢
400x)
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 13 — Sele¢&o do nucleo com ferramenta (magic tool) no software Corel Photo-Paint 12
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 14 — Copia do nucleo selecionado
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 15 — Colagem do nucleo selecionado no cariograma
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 16 — Cariograma completo (60 nucleos de células epiteliais e 20 nucleos de linfécitos)
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 17 — Converséo do cariograma para tons de cinza (8 bits)
Fonte: Dados da pesquisa.



67

_—
AL FORY L va D

® F 8 &+ % s v 8 % g oo N

T Iniciar, Fim s pgrourocoass . [0 et L Shl AR

Figura 18 — Cariograma em tons de cinza (8 bits)
Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.3.3 Citometria estatica

Para a analise citométrica foram criados 40 cariogramas para as células
epiteliais e 40 cariogramas para os linfécitos. Cada um dos 80 cariogramas foi
exportado para o software Image-Pro Plus (National Institute of Health, Bethesda,

EUA), modificado pela Scion Corporation (Frederick, EUA).

ApOs esse processo, foram selecionadas 14 caracteristicas cariométricas (area,
densidade minima, densidade meédia, densidade maxima, desvio padrdo da
densidade, dimenséo fractal, 10D, diametro maximo, didmetro minimo, didmetro
médio, perimetro, roundness, clumpness e a soma das densidades nucleares) para o
software quantificar, de cada nucleo de células epiteliais, e a 10D dos nucleos de
linfécitos (Figura 19).
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Figura 19 — Selecéo e quantificac@o de 14 caracteristicas cariométricas no software Image Pro-plus

Fonte: Dados da pesquisa.
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As medidas obtidas a partir de cada cariograma foram exportadas para
planilhas do software Microsoft Excel (Figuras 20 e 21).
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Figura 20 — Exportacéo dos dados de 14 caracteristicas cariométricas para o software Excel

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 21 — Dados de 14 caracteristicas cariométricas em planilha do software Excel
Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.4 Determinacao do grau de ploidia

O grau de ploidia foi estabelecido com base na medida denominada
densidade oOptica integrada (IOD). Essa medida é a soma dos valores dos tons de
cinza dos pixels que constituem a imagem de um nucleo celular. A comparacao da
IOD das células em estudo com a IOD de células somaticas eupldides (linfocitos)

permite a estimativa do grau de ploidia das células em estudo.

O estabelecimento do padrao dipléide individualizado para cada cariograma é
a primeira etapa para a determinagao do grau de ploidia. Essa fase foi realizada de
acordo com a European Society for Analytical Cellular Pathology (ESACP)
consensus report on diagnostic DNA image cytometry (BOCKING; GIROUD; REITH,
1995).

Primeiramente, foi determinado o coeficiente de variacdo (CV= (desvio
padrdo/média) x 100) da IOD das imagens dos nucleos de 80 linfécitos (dois

linfécitos a partir de 40 cariogramas).
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Para obter o fator de correcdo, foram empregadas as imagens de 60 células
das extremidades de cortes histologicos de hiperplasias fibroepiteliais (grupo
controle) que foram capturadas realizando movimentos de letras gregas até atingir o
nuimero desejado. A selecdo das células de referéncia também foi submetida ao
calculo do coeficiente de variagdo, em que imagens de nudcleos celulares foram
substituidas até que o valor do coeficiente de variacdo expressasse valor menor ou
igual a 10% (GABRIEL, 2006).

A divisdo entre a média da 10D das células pela média da 10D dos linfécitos

determinou o “fator de correcao”.

Fator de correcdo = Média da 10D das células padrao
Média da IOD dos linfécitos

Em seguida, foi calculado o coeficiente de variacdo entre os nucleos de 20
linfécitos de cada cariograma, de modo que os grupos de nucleos de linfécitos que
apresentavam o coeficiente de variagdo maior que 20% foram reavaliados, sendo
excluidas as imagens de nucleos de linfocitos que apresentavam IOD com maior
desvio da média. Novos nucleos foram selecionados para substituirem aqueles
excluidos. Apés a substituicdo, o coeficiente de variacdo foi recalculado, e, quando
foi atingido valor menor ou igual a 20%, foi calculada a média do valor da 10D dos

linfécitos referenciais.

Foi, entdo, determinado, o valor dipléide para cada lamina, denominado valor
2n, resultante da multiplicacdo do valor médio da 10D dos linfocitos de referéncia de

cada cariograma pelo fator de correcéo.

Valor Dipléide = Média da 10D dos linfocitos x fator de corregcéo
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O passo seguinte foi a padronizacdo estatistica dos valores da |IOD das
imagens dos nucleos de cada cariograma, sendo que os valores da IOD das 60

células de cada cariograma foram agrupados em 6 grupos.

Apos a aplicacdo do fator de correcéo, os valores padronizados das IODs das
imagens dos nucleos de cada cariograma foram comparados com o valor referencial

2n de cada lamina, determinando-se, assim o valor da ploidia de cada célula.

A partir dos valores de ploidia de cada célula, foi construido um grafico de
distribuicdo (histograma) para cada cariograma (Apéndices F e G), que,
posteriormente, foi submetido a classificagcdo adaptada de Haroske et al. (1998) e
modificada por Gabriel (2006) (Figura 19 A, B, C, D).

Os histogramas foram divididos nos seguintes grupos:

A - Dipldéide: uma unica linhagem celular apresentando padrdo de DNA com
valor modal concentrado em regido dipléide ou peridiploide, podendo apresentar pico
contendo menos que 10% das células em regido tetrapldide ou peritetraploide.

B - Tetraploide: uma uUnica linhagem celular apresentando padrdo de DNA
com valor modal concentrado em regido tetrapléide ou peritetrapléide, podendo

apresentar linhagem adicional em regido diploide ou peridiploide.

C - Aneupldide: linhagens celulares apresentando padrdo de DNA fora dos
valores modais descritos previamente, (podem estar presentes picos néo euploides,
linhagens diploides, peridipléides, tetrapléides e peritetrapléides) ou o namero de
nacleos que apresenta ploidia de DNA igual ou maior a 5¢c ou 9c, excede 1%
(KRISTENSEN et al., 2003).
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Figura 22 — Classificacdo dos histogramas. A: Padrao dipléide. B: Padrédo tetrapléide. C: Padrao
aneupléide
Fonte: Haroske et al. (1998) e adaptado por Gabriel (2006)

4.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

4.5.1 Quantificacéo da frequéncia de graus de ploidia de DNA nos grupos R e AE

Para quantificar a frequéncia dos graus de ploidia dipléide, tetrapléide e
aneupldide de cada um dos grupos estudados, além da analise descritiva dos casos,

foi realizada a andlise estatistica pela aplicagéo do Teste y? (Qui-Quadrado).
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4.5.2 Relacdo entre grau de ploidia e a forma clinica do liquen plano oral

Para relacionar os graus de ploidia dipléide, tetrapléide e aneupléide com a
forma clinica de LPO, além da anélise descritiva, empregou-se o Teste 3 (Qui-

Quadrado), complementado pela Anéalise de Residuos Ajustados.

4.5.3 Avaliacao cariométrica nos grupos R e AE

Para analisar 14 caracteristicas cariométricas dos grupos R e AE, foi
realizada analise descritiva das medidas encontradas em cada caso e foi empregado
o Teste de Student (t-test), para verificar o nivel de igualdade entre as meédias

obtidas em cada caracteristica dos dois grupos estudados.

4.5.4 Avaliacdo da presenca de outras doencas e fatores de risco para o
desenvolvimento de cancer de boca nos grupos R e AE

Para verificar a relacdo entre a presenca de fatores de risco para o
desenvolvimento de cancer de boca e de outras doencas associadas com 0S grupos

R e AE, além da analise descritiva, empregou-se o Teste Exato de Fisher.



74

RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

5.1.1 Sexo e Idade

O grupo R foi constituido por 12 bidpsias de pacientes do sexo feminino e 8 do
sexo masculino, com faixa etaria entre 18 e 78 anos de idade. O grupo AE foi
constituido por 14 bidpsias de pacientes do sexo feminino e 6 do sexo masculino,
com faixa etaria entre 23 e 73 anos de idade. A idade média encontrada, ao analisar-
se 0s pacientes dos dois grupos, foi de 48 anos de idade com desvio padrdo de
13,27 (Quadro 1).

Sexo e Faixa etaria grupo R grupo AE
Sexo Feminino 12 14
Sexo Masculino 8 6
Faixa etaria entre 18 e 78 anos entre 23 e 73 anos
: 48 anos
Idade média .
desvio padréo: 13,27

Quadro 1. Sexo e faixa etaria nos grupos R e AE

Fonte: Dados da pesquisa.

5.1.2 Histéria médica

Nos pacientes biopsiados do grupo R os resultados do hemograma,

leucograma, exames de Anti-DNA, contagem de células LE, anti-HCV, contagem de



76

plaguetas encontravam-se dentro dos parametros da normalidade. A velocidade de
sedimentacao globular (VSG) em 4 pacientes foi igual ou superior a 25 mm, na
primeira hora. Um dos pacientes possuia FAN (Fator anti-nuclear) reagente,

indicando uma possivel doenca reumatica (Quadro 2).

Nos pacientes biopsiados do grupo AE os resultados do hemograma,
leucograma, exames de Anti-DNA e a contagem de células LE encontravam-se
dentro dos parametros da normalidade. Em dois deles, o anti-HCV era reagente, e
um dos pacientes apresentava diminuicdo no numero de plaquetas. A velocidade de
sedimentacao globular (VSG) em um paciente foi superior a 25 mm, na primeira

hora. Dois pacientes possuiam FAN reagente (Quadro 2).

Historia médica grupo R grupo AE
Hemograma Normal Normal
Leucograma Normal Normal

Anti-DNA Normal Normal
Contagem células LE Normal Normal
Anti-HCV Normal 2R
Herpes (HPV) 2R
Contagem plaquetas Normal 1 Diminuig&o
VSG 4 = ou > 25mm primeira h| 1 = ou > 25mm na primeira h
FAN 1R 2R

Quadro 2: Dados da histéria médica dos grupos R e AE

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: FAN: Fator Anti-Nuclear; DNA: desoxyribonucleic acid (acido desoxiribonucléico); HCV: virus da
hepatite C; R: Reagente; VSG: velocidade de sedimentacgéo globular.

No grupo R, 10 pacientes realizavam tratamento psicoldgico e/ou psiquiatrico;
4 eram portadores de Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS); 3, cardiacos; 1, diabético

compensado; 3 tinham gastrite e 1, hipertireoidismo. Nenhum paciente possuia
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hepatite C, herpes, lapus, alergias ou pénfigo. Um desses pacientes, além das

lesBes bucais de liquen, apresentava lesdes de liqguen plano na pele (Quadro 3).

Lamina Diabete HAS Tratamento Cardiopatias LesGes FAN Alteraces
Psicol6gico de LP na hormonais
elou pele
psiquiétrico
1 néo nao néo néo néo NR néo
2 nao néao néao nao néo NR néao
3 sim nédo sim néo néo - nao
4 nédo nao sim nédo néo - néo
5 néao nao nédo nédo sim - néo
6 néo nao néo néo néo - néo
7 néo sim sim sim néo NR nédo
8 nédo sim sim néo néao NR néo
9 nédo sim néo sim néao - néo
10 néo nao sim néo néo NR néo
11 néo nao néo néo néo NR néo
12 nao néao néao nao néo NR néo
13 nédo néo sim nédo nédo NR hipertireoidismo
14 néo néao néo nédo néo - néo
15 néo nao sim néo néo NR néo
16 néo nédo sim néo nao NR néo
17 néo nao sim sim néao R nao
18 nédo néo néo nédo néo NR néo
19 nédo nao sim nédo néo NR nédo
20 néo sim néo néo néo NR néo

Quadro 3 — Presenca de outros problemas de saude no grupo R

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: FAN: Fator Anti-Nuclear; HAS: Hipertenséo Arterial Sistémica; R: Reagente; NR: Nao
Reagente.

No grupo AE, 8 realizavam tratamento psicolégico e/ou psiquiatrico; 3 tinham
problemas cardiacos; 2, HAS; 4, diabetes; 2, hepatite C; 2, herpes e 1, gastrite.
Nenhum paciente possuia doencas como o lupus, alergias ou pénfigo. Além das
lesBes bucais de liquen, 3 pacientes também apresentavam lesdes de liquen plano

na pele (Quadro 4).

5.1.3 Dados relativos a lesdo?

! Aparéncia clinica, tempo de evolucdo da lesado, informado pelo paciente na primeira consulta, sitio
oral envolvido por lesdes de LPO na primeira consulta, local da cavidade oral mais freqiientemente
biopsiado e tempo de acompanhamento do paciente no SEHSL
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No grupo R, durante o periodo de acompanhamento, a aparéncia clinica das

lesbes de LPOR permaneceu estavel nos 20 pacientes.

No grupo AE, durante o periodo de acompanhamento, em 11 pacientes a
aparéncia clinica apresentou periodos alternados com e sem ulceracdes, e em 9

pacientes a aparéncia clinica se manteve estavel.

Lamina | Diabete | HAS | Tratamento | Cardiopatias | LesGes | FAN | Herpes Hepatite C
Psicologico; de LP
psiquiatrico na pele
1 sim néo sim nédo nédo NR nédo nédo
2 nédo nédo sim nédo nédo NR néao nédo
3 néo néo nao né&o néo - nao néo
4 sim nao néao néo néo R nédo sim
5 néo néo néo nédo nédo - néo nédo
6 nédo nédo nao nédo ndo - néao nédo
7 néo néo nao néo néo - nao néo
8 sim néo nao néo néo NR sim néo
9 nao néao sim nao nao - néao nédo
10 sim néo néo nédo sim - néo sim
11 nédo nédo nao nédo nédo - néao nédo
12 néo néo sim néo sim NR néao néo
13 nao néao néao nao néao R néao nédo
14 néo néo sim sim néo - néo néo
15 néo néo néo nédo nédo NR néo nédo
16 nédo sim sim nédo sim NR sim nédo
17 néo néo nao néo néo NR nao néo
18 nao nao sim néao nao - nédo nado
19 néo néao nao sim nédo - nédo nédo
20 nédo sim sim sim nédo - nédo nédo

Quadro 4 — Presenca de outros problemas de saude no grupo AE

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: FAN: Fator Anti-Nuclear; HAS: Hipertensao Arterial Sistémica; R: Reagente; NR: Nao
Reagente.

No grupo R, o tempo de evolu¢do da lesdo, informado pelo paciente na
primeira consulta, variou de 20 dias a 7 anos, sendo que 1 paciente ndo soube
informar o inicio do surgimento das lesbes e em 4 fichas esse dado ndo estava

disponivel (Apéndice B).

No grupo AE o tempo de evolugédo da leséo, informado pelo paciente na
primeira consulta, variou de 1 més e/ou ~ 1 més a 10 anos. Em 7 fichas esse dado

nao estava disponivel (Apéndice C).
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De acordo com os dados clinicos obtidos dos pacientes biopsiados do Grupo
R, em 2 casos havia somente um sitio envolvido por lesées na primeira consulta,
sendo este a mucosa jugal unilateral. Nos demais pacientes (18) dois ou mais sitios
da cavidade bucal estavam envolvidos simultaneamente. A maioria das lesbes
envolvia a mucosa jugal (17 casos: bilateral 10 e unilateral 7), seguida da lingua (6

casos) e gengiva (6 casos).

Durante exame fisico dos pacientes do grupo AE, na primeira consulta, 2
deles possuiam lesées de LPOAE no dorso da lingua e 18 possuiam essas lesdes
em Varios sitios da mucosa bucal, sendo que o sitio mais envolvido, em 18 casos, foi
a mucosa jugal seguido da lingua (borda, ventre e dorso) com 14 casos, e da

gengiva, com 5 casos.

Nos pacientes com LPOR, o local da cavidade bucal mais freqientemente
biopsiado foi a mucosa jugal (14 casos), seguido da lingua (2 casos), gengiva (2
casos), labio inferior (1 caso) e rebordo alveolar (1 caso).

Nos pacientes com LPOAE, a lingua foi o local mais freqientemente
biopsiado (11 casos, sendo 6 casos no ventre, 3 no dorso e 2 na borda lateral da
lingua). O segundo local mais biopsiado foi a mucosa jugal (6 casos). Em um
paciente o labio foi biopsiado, em outro o rebordo alveolar superior esquerdo, e em

um terceiro a gengiva inferior do lado esquerdo.

No grupo R, o tempo de acompanhamento do paciente no SEHSL variou de
menos de 1 més até 12 anos e 3 meses (Apéndice D) até o momento da coleta de

dados desta pesquisa (2006). Em uma ficha ndo havia informacéo sobre esse dado.

No grupo AE, o tempo de acompanhamento do paciente no SEHSL variou de 1
dia (somente o dia da biopsia) até 17 anos e 5 meses (Apéndice E). Muitos desses

pacientes permanecem em acompanhamento no SEHSL.
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5.1.4 Dados relativos a presenca de neoplasia maligna

Entre os 40 pacientes biopsiados, 2 desenvolveram cancer de boca,
entretanto o sitio anatdmico ndo era o mesmo em que foi realizada a bidpsia do
liguen plano oral. Um pertencia ao grupo de pacientes do grupo R, no qual a biépsia
foi realizada em dorso da lingua e, 12 anos ap0s, um carcinoma espinocelular se
desenvolveu na borda de lingua. O paciente era ex-tabagista e tinha o habito de

tomar chimarrdo diariamente. Nao exibiu displasia na bidépsia de LPOR.

O outro paciente pertencia ao grupo AE, no qual foram realizadas 2 biopsias
na mesma data, porém em sitios anatémicos diferentes da cavidade oral, sendo que
na mucosa jugal foi confirmada, histologicamente, a lesdo de LPOAE e, na lingua,
um carcinoma espinocelular grau Il. O espécime de bidpsia de LPOAE néo exibiu

displasia.

5.1.5 Dados relativos a habitos/vicios dos pacientes

Entre os 20 pacientes biopsiados com LPOR (grupo R), 5 eram tabagistas; 6,
ex-tabagistas; 1 consumia éalcool diariamente; 10 pacientes possuiam o habito de

tomar chimarréo e 2 ingeriam bebidas quentes diariamente.

Entre os 20 pacientes biopsiados com LPOE (grupo AE), 5 eram tabagistas; 5,
ex-tabagistas; 1, ex-etilista e 8 pacientes possuiam o habito de consumir bebidas

quentes diariamente.
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5.1 FREQUENCIA DOS GRAUS DE PLOIDIA DE DNA NOS GRUPOS R E AE

Pelo método de citometria digital em laminas coradas pela técnica de Feulgen,
foi possivel verificar e quantificar o grau de ploidia de DNA, nos 20 espécimes de

bidpsias de LPOR e nos 20 espécimes de bidpsia de LPOAE.

Para cada uma das 40 laminas, foram construidos histogramas, a partir dos
quais as biopsias foram classificadas de acordo com seu grau de ploidia (Apéndices
FeG).

No grupo R, 18 laminas foram classificadas como diploides; nenhuma, como

tetrapléide e 2, como aneupldides (Apéndice H).

No grupo AE, 10 laminas foram classificadas como dipldides; 1, como

tetrapldide e 9, como aneupldides (Apéndice I).

5.2 RELACAO ENTRE O GRAU DE PLOIDIA E A FORMA CLINICA DO LPOR E
LPOAE

A forma de LPO reticular apresentou 18 casos com grau de ploidia dipléide,

nenhum caso tetrapléide e 2 casos com grau de ploidia aneuploide (Apéndice H).

A forma clinica de LPO atrdfico-erosivo apresentou 10 casos com grau de
ploidia de DNA dipldide; 1 tetraploide e 9 aneuploides (Apéndice ).

O emprego do Teste de associacdo y° (Qui-quadrado), (p=0,021),
complementado pela Analise de Residuos Ajustados, ao nivel de significancia de 5%
(p<0,05), demonstrou que o grau de ploidia dipléide esta associado ao grupo R,

enguanto que o grau aneupldéide esta associado ao grupo AE (Tabela 1).
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Tabela 1 — Relacao entre o grau de ploidia e a forma clinica de liquen plano oral

Forma clinica Grau de ploidia n
Diploide Tetrapléide Aneuploide

Reticular 18* 0 2 20

Atréfico- 10 1 o* 20

erosivo

Total 28 1 11 40

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Teste de associacao XZ: p=0,021
* Andlise de Residuos Ajustados: p<0,05
n: nimero de bidpsias.

5.3 MEDIDAS CARIOMETRICAS DOS NUCLEOS DE CELULAS EPITELIAIS DOS
GRUPOS R E AE

Para verificar a capacidade das medidas nucleares de discriminar o grupo
diagnostico ao qual cada célula pertencia, foi empregado o Teste “t”, ao nivel de

significancia de 5%, a partir do qual construiu-se uma tabela de comparacéao (Tabela

2).
Tabela 2 — Medidas cariométricas dos grupos R e AE
Grupo
Medidas R AE D
cariométricas L Desvio- o Desvio-
Média ~ Média ~
padrao padrédo

Area 4954,28 955,50 4865,27 925,06 0,769
Diametro maximo 92,76 9,35 93,67 7,83 0,743
Diametro médio 76,96 7,86 75,73 7,71 0,624
Diametro minimo 64,86 7,41 62,38 7,65 0,312
Perimetro 257,56 26,02 257,53 24,66 0,997
IOD 971777,10 229777,57 864237,63 198607,15 0,126
Dimensao fractal 1,06 0,00 1,06 0,00 0,878
Densidade maxima 215,61 12,71 210,58 5,78 0,117
Densidade média 193,42 16,04 180,75 7,99 0,005*
Densidade minima 163,98 18,22 152,87 12,09 0,030*
Soma da 971777,10  229777,57 1048331,21  735429,73 0,667
densidade
Desvio padrao da 8,54 1,79 9,28 1,29 0,144
densidade
Clumpness 0,016 0,011 0,016 0,011 0,982
Roundness 1,09 0,03 1,12 0,03 0,001*

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: p= nivel de significancia de 5% ou p<0,05 do Teste “t”
IOD: densidade Optica integrada (Integrated Optical Density).

*Apresenta diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
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Verifica-se que as médias de densidade média e de densidade minima no
grupo R quando submetidos ao Teste “t” (p< 0,05), foram significativamente maiores
do que no grupo AE. A média de roundness no grupo AE foi significativamente maior

do que no grupo R.

Ao compararem-se as médias das medidas de area, densidade maxima,
desvio padrao da densidade, dimensao fractal, IOD, diametro maximo, diametro
minimo, diametro meédio, perimetro, perimetro 2, clumpness e a soma das
densidades nucleares, pelos valores obtidos submetidos ao Teste “t” (p< 0,05), ndo

houve diferenca significativa em relagéo aos grupos R e AE.

5.4 AVALIACAO DA PRESENCA DE OUTRAS DOENCAS E DE FATORES DE
RISCO PARA O DESENVOLVIMENTO DE CANCER DE BOCA NOS GRUPOS R E
AE

Entre os dados colhidos da historia médica constatou-se que, os disturbios
psicolégicos e ou psiquiatricos foram os problemas de saude mais frequentes nos

pacientes dos grupos R e AE (Quadros 3 e 4).

E, pela utilizacdo do Teste Exato de Fisher, ao nivel de significancia de 5%
(p< 0,05), verificou-se ndo haver associacdo da presenca de outros problemas de

saude em relacéo aos diferentes grupos (R e AE) (Tabela 3).

Através do mesmo teste estatistico, ao nivel de significancia de 5% (p< 0,05),
verificou-se nédo haver associagcdo da presenca de fatores de risco para o

desenvolvimento de cancer de boca em relacdo aos grupos R e AE (Tabela 3).



Tabela 3 — Presenca de doencas e fatores de risco para o desenvolvimento de
cancer de boca nos Grupo R e AE

Grupo

R AE P
Diabete 1 4 0,342
Lupus 0 0 -
Alergias 0 0 -
Herpes 0 2 0,487
Pénfigo 0 0 -
Hepatite C 0 2 0,487
Hipertensdo 4 2 0,661
Dist. psicoldgicas/psiquiatricas 10 8 0,751
Prob. cardiacos 3 3 1,000
Prob. hormonais 1 0 1,000
Lesdes de pele 1 3 0,605
Tabaco 5 5 1,000
Ex-tabagista 6 5 1,000
Alcool 1 0 1,000
Ex-etilista 0 1 0,487
Chimarrao 10 6 0,333

n 20 20

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: p= nivel de significancia de 5% (p< 0,05) do Teste Exato de Fisher
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6 DISCUSSAO

A controvérsia em torno da cancerizacao em lesfes de liquen plano oral e a
busca de um método de diagndstico com menor subjetividade, de facil execucao,
que permita identificar mais precocemente o cancer de boca, norteou a realizacao da
presente pesquisa. A utilizagdo da citometria digital como método de identificacdo do
grau de ploidia e para a andlise de medidas cariométricas foi escolhido pela
possibilidade de realizacdo de um estudo retrospectivo em pecas emblocadas em

parafina.

Os critérios sexo e faixa etaria dos pacientes ndo foram levados em
consideracdo no momento da escolha das bidpsias a serem estudadas. Entretanto,
na analise dos dados, observou-se que um maior niumero de pacientes do sexo
feminino foi incluido no estudo, tanto no grupo de pacientes com LPOR quanto com
LPOAE, denotando o que é descrito na literatura sobre a maior freqiéncia de
ocorréncia de LPO em pacientes do sexo feminino (CHAINANI-WU et al., 2001;
ISMAEL; KUMAR; ZAIN, 2007; MOLLAOGLU; COWPE;. LEWIS, 2001; SCULLY et
al., 1998; SILVERMAN et al., 1991).

Este estudo envolveu bidpsias de pacientes com uma ampla faixa de idade e
a idade média de 48 anos de idade, foi menor do que aquela mais freqientemente
citada por outros autores (CHAINANI-WU et al., 2001; INGAFOU et al., 2006;
MOLLAOGLU; COWPE; LEWIS, 2001; SCULLY et al., 1998; SILVERMAN et al.,
1991).

Diabete mellitus, alergias, estresse, hepatite, doencas auto-imunes (lupus,
colite ulcerativa, psoriase, artrite reumatéide) HAS, cardiopatias sdo doencas que
vém sendo investigadas como as que podem ter relacdo com LPO (CHIAPPELLI et
al., 1997; CHAINANI-WU et al., 2001; DUFFEY; EVERSOLE; ABEMAYOR, 1996;
NAGAO et al., 2005). Neste estudo, verificou-se ndo haver associagcdo da presenca
dessas doencas em relacéo aos grupos R e AE. Deve-se considerar, no entanto, que

esta investigacao ndo era o objetivo principal do presente estudo.
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Algumas pesquisas apontam a interacdo de doencas do sistema psicoimune
como um fator condicionante da expressdo da forma clinica e da severidade das
lesdes, e, na maior parte dos casos, relacionando-as a pacientes com a forma
erosiva de LPO (CHIAPPELLI et al.,, 1997). Neste estudo foi observado que
alteracOes psicolégicas e ou psiquiatricas eram o problema de sadde mais
freqientemente citado durante as anamneses, tanto nos pacientes com LPOR como
naqueles com LPOAE, e ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os
dois grupos em relacéo a presenca dessas doencas.

No presente estudo, ndo se verificou uma associacdo entre a presenca de
fatores de risco e o desenvolvimento de cancer de boca nos diferentes grupos (R e
AE). Duffey, Eversole e Abemayor (1996) e Laeijendecker et al. (2005) acreditam
que a presenca de fatores de risco para o desenvolvimento do carcinoma, como por
exemplo o uso do tabaco, etilismo, doencas como a anemia ferropriva, tratamento
imunossupressor sistémico prolongado, coexistentes com as lesdes de LPO, devem
ser levadas em consideracdo. Nagao et al. (2005) e Gandara (2004) relatam, que
nao sao necessariamente fatores isolados que causam a cancerizagdo em lesdes de
LPO. Entretanto, podem ser fatores adicionais em uma mucosa que ja apresenta
alteracdes moleculares, aneuploidia, por exemplo, ou outras, que possam favorecer
a transformacdo maligna, principalmente em mucosas atroficas, com epitélio mais

fino como é o caso de lesdes de LPOAE.

Entre as formas clinicas de LPO, a atrofica-erosiva € a forma que mais
frequentemente é associada a transformacdo maligna (BARNARD et al., 1993;
INGAFOU et al.,, 2006; SILVERMAN; GORSKY; LOZADA-NUR, 1985). Nesta
pesquisa, o desenvolvimento de um carcinoma espinocelular na cavidade bucal foi
observado em um caso de LPOR, e em outro de LPOAE, entretanto em sitios
distintos das biépsias de LPO analisadas neste estudo. Apesar de haver trabalhos
relatando casos de transformacéo de les6es de LPO em carcinomas espinocelulares
e casos de cancerizacdo na mucosa nao afetada de pacientes com LPO
(ANDREASEN; PINDBORG, 1963; BARNARD et al., 1993; BORNSTEIN et al., 2006;
CAMISA; HAMATY; GAY, 1998; CHAINANI-WU et al., 2001; DUFFEY; EVERSOLE;
ABEMAYOR, 1996; FULLING, 1973; HSUE et al., 2007; INGAFOU et al., 2006;
ISMAEL; KUMAR; ZAIN, 2007; KOVESI; BANOCZY, 1973; LAEIJENDECKER et al.,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Laeijendecker%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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2005; LO MUZIO et al., 1998; LOZADA-NUR; MIRANDA, 1997; MANZ; PAASCH,;
STICHERLING, 2005; MASSA et al, 1990; MIGNOGNA et al, 2001,
RAJENTHERAN et al., 1999; SENGUPTA; DAS; GANGOPADHYAY, 2006;
SIGURGEIRSSON; LINDELOF, 1991; SILVERMAN et al., 1991; SILVERMAN;
GORSKY; LOZADA-NUR, 1985; SILVERMAN; GRIFFITH, 1974; XUE et al., 2005)
existem outros trabalhos que questionam ou negam que LPO é uma condicéo
cancerizavel e mantém a controvérsia a respeito do tema (EISENBERG, 2000;
EISENBERG; KRUTCHKOFF, 1992; GOMBOS et al., 1993; ZHANG et al., 1997;
RAJENTHERAN et al., 1999; VAN DER MEIJ; SCHEPMAN; VAN DER WAAL, 2003).
Entretanto, pelo fato de a selecdo das amostras ter sido intencional no presente
estudo, contabilizar esses 2 casos para definir uma taxa de transformagédo maligna
em lesdes de LPO, néo representaria a realidade dos casos de cancerizacado da

populacao estudada.

No presente estudo foi adotada a terminologia citometria digital por ser a mais
utilizada entre varias sinonimias encontradas na literatura (DOYLE; MANHOLD,
1975; PFITZER; PAPE, 1975). Procurou-se seguir as recomendacdes especificas
para a garantia de qualidade da avaliacdo de nucleos por citometria digital
recomendadas por Giroud et al. (1998), em relacdo a preparacdo do espécime,
coloracdo das amostras, realizacdo da técnica, processo de escalonamento e
interpretacdo. A padronizacdo da solucdo fixadora é importante para que seja
mantida a integridade do DNA nos espécimes, por isso deu-se preferéncia a inclusao
de biépsias mais recentes quando se fez a sele¢cdo da amostra no presente trabalho.
A utilizacdo da citometria digital como técnica de rotina é um tema que merece
cuidado, principalmente pelo longo tempo envolvido desde a obtencdo do corante e
preparo das amostras, o tempo consumido em cada etapa da técnica até a
interpretacdo final das amostras. A indisponibilidade do Kit de coloracédo de Feulgen
no Brasil, o tempo relativamente longo na sua importacdo e o seu alto custo, a
lentiddo nos processos de captura, segmentacdo das imagens e construcdo dos
cariogramas, 0 tempo necessario para a aplicacdo de calculos para obtencdo do
valor diploide de cada lamina, a construcdo de histogramas e sua interpretagdo séo
atividades lentas, repetitivas e bastante trabalhosas, principalmente, quando se
compara a técnica utilizada com a citometria de fluxo que possibilita uma avaliacéo

bem mais rapida e de um nimero bem maior de células em um tempo pequeno, ou
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seja, cerca de dez mil células por minuto. Estes achados condizem e podem ser
somados com aqueles citados por Danque et al. (1993), que descreveram algumas
desvantagens da citometria digital em relacdo a citometria de fluxo, tais como a
lentiddo do processo, a sensibilidade aos procedimentos de preparacdo da amostra
e a menor representatividade da amostra. Concorda-se com Gabriel (2006) quanto
as vantagens que o método de citometria digital utilizado em pesquisas apresenta,
pelo fato de ser um processo ndo automatizado de selecdo dos nucleos permitindo a
visualizacdo de detalhes citologicos da amostra, a identificacdo e selecdo de uma
populacdo celular especifica, a deteccdo de populacbes celulares pouco
expressadas nos tecidos, a possibilidade de a andlise poder ser realizada sobre
cortes histolégicos ja preparados, a possibilidade de avaliagdo da textura de
cromatina e a garantia de correta quantificacdo de parametros morfométricos. E a
citometria digital pode ser aplicada em estudos retrospectivos de espécimes
emblocados em parafina enquanto que a citometria de fluxo requer, preferentemente,
a utilizagao de material fresco (BARETON et al., 1995). Atualmente existem sistemas
rapidos e faceis de usar, que podem aumentar a aceitacao clinica da citometria do
DNA, capazes de segmentar cerca de 5 mil imagens de nucleos celulares em poucos
minutos (BARETON et al., 1993; BINS; TAKENS, 1985; CAREY, 1994; SHANKEY et
al., 1993). Entretanto, a utilizagdo de métodos automatizados de citometria digital ao
mesmo tempo que apresentam a vantagem de aumentar a representatividade da
amostra, tem a desvantagem de reduzir a especificidade e a sensibilidade no
reconhecimento de pequenas populacbes de células alteradas, e, portanto,
populacdes celulares aneuploides podem ser mascaradas (BAAK; JANSEN, 2004).
Entretanto, Cohen (1996) e Faranda et al. (1997) acreditam que, devido aos altos
coeficientes de variacdo que ocorrem em amostras de tecidos incluidos em parafina,
a citometria digital possui a limitacdo de ter um baixo potencial para discriminar picos
peridiploides. Portanto acredita-se que a maior desvantagem da técnica de citometria
digital utilizada neste estudo consiste na lentiddo do processo, e a maior vantagem €
a possibilidade de estudar células especificas e que tenham significado diagnostico
mesmo quando presentes em numero reduzido no fragmento e/ou espécime

analisado.

A selecdo de 60 nucleos de células epiteliais, para a montagem de cada
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cariograma, e 20 nucleos de linfocitos de cada lamina sdo apoiadas pelas
recomendacdes do European Society for Analytical Cellular Pathology (ESACP):
Consensus report on diagnostic DNA image cytometry (1997) (HAROSKE et al.,
1998) que definem, como numero minimo, 50 células para a montagem de um
histograma. Levando-se em consideracdo o0 grande numero de células que
constituem o fragmento de tecido epitelial fixado a cada lamina analisada, o nimero
de nudcleos obtidos pode parecer pequeno, entretanto, sdo nucleos especificos de
células do tecido epitelial obtidas somente das camadas para-basal e espinhosa e,
de cada campo digitalizado, sé@o selecionadas apenas 1 ou 2 ndcleos que estdo em
foco no plano visual e que nédo tenham sobreposicdo de imagens. Uma vez que
foram construidos 40 cariogramas, cerca de 3.200 células foram analisadas no grupo
de estudo, sendo este um numero considerado adequado para a utlizacdo da
técnica e validacdo das propriedades dos histogramas (HAROSQUE et al., 1998).
Bdcking, Giroud e Reith (1995) especificam que a captura de 20 a 40 campos
consecutivos € suficiente para o estudo de citometria digital de uma lamina de
biopsia. Entretanto, nesta pesquisa padronizou-se a sequéncia de captacdo de
fotomicrografias de forma a fazer a captura de toda a porcéo de tecido epitelial do
fragmento, e, a partir de cada lamina, foram capturadas imagens de 40 a 80 campos
visuais consecutivos, obtidos sequiencialmente, desde uma das extremidades do
epitélio, realizando movimentos de varredura e abrangendo as camadas basal, para-
basal e espinhosa, até atingir a outra extremidade do epitélio no fragmento
analisado. Para isso, foi necessario a captura de um numero maior de campos
visuais consecutivos nos fragmentos do grupo R, € um nimero menor de campos, na
maioria das laminas do grupo AE, o que pode ser justificado pelo fato de o epitélio

apresentar-se mais fino (atréfico) no LPOAE e hipertréfico nos casos de LPOR.

A selecdo de nucleos foi realizada nas camadas para-basal e espinhosa, e de
cada campo digitalizado foram selecionados apenas 1 ou 2 nucleos que estavam
perfeitamente em foco, e que nao tinham imagem sobreposta a de ndcleos vizinhos,
de forma a evitar a inclusdo de porcdes (pixels) destes, o que poderia alterar a
quantidade de material (DNA) analisado em cada nucleo e o grau de ploidia daquela

[amina.

Como a citometria por imagem do DNA resulta em valores de IOD nucleares
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em unidades arbitrarias, equivalentes, mas ndo idénticas, ao conteuddo de DNA
nuclear, a quantificacdo do DNA nuclear necessita de uma padronizacdo dos valores
da 10D pela comparagdo com aqueles das células com conteado de DNA conhecido,
as denominadas células de referéncia e, por meio delas, a escala arbitraria &
transformada em uma escala de unidade de referéncia, 2c, 4c, 8c, por exemplo,
(SCHULTE et al., 1995).

Harosque et al. (1998) afirmam que um dos pontos cruciais na determinagéo
do grau de ploidia esta centrado no estabelecimento do padrdo dipléide, que pode
ser obtido por referéncias celulares internas ou externas. Ao empregar-se células de
referéncia interna, linfécitos das proprias laminas histolégicas, por exemplo, sao
minimizados vieses relativos a possiveis discrepancias entre as coloracdes das
laminas analisadas e entre peculiaridades do processamento e armazenamento dos
espécimes (GABRIEL, 2006). Com esse embasamento, no presente trabalho, optou-
se por empregar células de referéncia interna, linfécitos obtidos das préprias laminas
histolégicas, pois estas compartilharam todas as etapas preparatérias com as células
epiteliais analisadas no estudo e também pela disponibilidade significativa destas
células em amostras de liquen plano, visto que a presenca de uma banda de
linfécitos subjacente ao epitélio € uma caracteristica histolégica de LP, o que facilita
0 encontro da célula na lamina, entretanto a sua selecdo deve ser cuidadosa para
evitar captura de nucleos sobrepostos. O uso de citometria de DNA para a deteccéo
de condi¢des cancerizaveis requer o estabelecimento dos dados sobre a distribuicéo
de DNA em tecidos normais de mesma origem. O epitélio normal de célula
escamosa hao queratinizada revela um padrdo de distribuicdo dipldide, sem
poliploidizacdo (BIESTERFELD et al., 1991). A obtencdo de um padréo diploide com
baixo coeficiente de variacdo é um fator que impde dificuldades no desenvolvimento
de pesquisas que empregam a técnica de citometria digital (FLEEGE; BAAK;
SMEULDERS, 1988; SORENSEN; 1991). O coeficiente de variacdo para IOD das
células de referéncia deve, preferencialmente, ser menor ou igual a 5%, pois, assim,
obtém-se uma significancia de 95% na definicdo do padrao dipléide (HAROSQUE et
al., 2001). Entretanto, neste estudo os valores do coeficiente de variagédo calculados
para os linfocitos de referéncia foram mais altos, e variaram entre 7,7 e 18%. Valores
similares foram obtidos no estudo de Gabriel, 2006, em que estes ficaram entre 8 e

26%. O que pode ser justificado pelo fato de se ter trabalhado com a mesma
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populacdo que esse pesquisador, tendo sido as amostras de ambos os trabalhos
obtidas em um arquivo de blocos de parafina, onde uma parte dos espécimes
analisados estd armazenada por um longo periodo, e possam ter sido obtidos,
fixados e emblocados em parafina em uma época em que a solucao de fixacdo nédo
era padronizada, diferindo dos valores menores obtidos por Noguchi et al. (2002) em
que os coeficientes de variacdo ficaram entre 4,9 e 10,8%. Os valores menores
encontrados por esses autores podem ser devido ao fato de que todos os espécimes
analisados por eles foram especificamente selecionados e armazenados pelos
proprios pesquisadores que utilizaram uma solucao de fixacdo padronizada em toda
a sua amostra, uma vez que o0s parametros nucleares morfométricos,
densitomeétricos e de textura podem ser influenciados pelo tipo de solucéo fixadora
(Carnoy ou formol) e que existe a necessidade de padronizacdo desse em toda a
amostra (SERTH et al., 2000).

A citometria por imagem apresenta limitagbes em termos de precisdo das
medidas geradas, principalmente quando a citometria € aplicada em amostras de
tecido emblocadas em parafina (HAROSKE et al., 2001). Dessa forma, os valores
obtidos necessitam de um fator de correcéo, que é o quociente entre os valores da
média da 10D das células ndo patolégicas do tecido sob estudo e das células de
referéncia utilizadas, e deve ser aplicado as medidas de DNA da amostra antes de
se obter e/ou interpretar o histograma de DNA (SCHULTE et al., 1995). O valor do
fator de correcdo aplicado as células de referéncia do grupo de estudo para o
posterior célculo para o estabelecimento do valor dipléide (2n) foi 5. Um fator de
correcdo bem menor, 1,25, foi utilizado por Biesterfeld et al. (1991), entretanto ndo &
especificado em seu trabalho o tempo de armazenamento, se houve padronizacéo
do agente de fixacdo dos espécimes, nem como foi obtido o fator de correcédo. O que

impede comparar os valores utilizados nos dois estudos.

Harosque et al. (2001) justificam a utilizacdo de histogramas para demonstrar
os resultados da ploidia de DNA, por ser baseados em uma populacdo, em um grupo
ou conjunto de células com valores de ploidia de DNA semelhantes. Gabriel (2006)
cita que, provavelmente, a falta da exatidao na determinacao do grau de ploidia pela
citometria digital foi um dos motivos que levou Auer, Caspersson e Wallgren (1980) a

classificarem o grau de ploidia de uma lesédo pelo padrdao grafico do histograma, e
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nao apenas pelos valores numéricos da ploidia de cada célula expressados em um

cariograma.

Fundamenta-se esta pesquisa com a metodologia elaborada por Gabriel
(2006), tanto na padronizacdo estatistica dos valores das I0Ds das células dos
cariogramas e sua divisdo em 6 grupos e utilizacdo de uma férmula (algoritmos),
para a aplicagdo simultdnea do fator de correcdo nas células de referéncia e
obtencao do valor dipléide para cada cariograma, quanto na ado¢do dos modelos de
histogramas adaptados e modificados a partir da classificacdo de Haroske et al.
(1998). A utilizacdo da mesma técnica, quantidade idéntica de células analisadas e a
similaridade nos valores das IODs das células estudadas, viabilizaram a utilizacéo
dos mesmos métodos usados por Gabriel (2006). O grau de dificuldade na
construcdo dos histogramas também foi percebido no presente estudo, o0 que levou a
tentativa do uso de outros modelos (AUER; CASPERSSON; WALLGREN, 1980;
AUER; FALKER; ZETTERBERG, 1991; PFIZER; PAPE, 1975). Entretanto, a
sequéncia metodolégica adotada no presente estudo tornou mais praticos 0s
processos de determinacdo do valor diploide de cada lamina, a construcdo e

interpretacdo dos histogramas.

A natureza dos valores numéricos da IOD encontrados nas medicdes
citométricas, resultantes da soma dos valores dos tons de cinza de cada pixel de um
ndcleo, gerava nameros exponenciais, sem a repeticdo de valores exatos, sendo
gue, cada nucleo apresentava um valor distinto e, no histograma, ndo se formavam
picos expressivos. A padronizacdo estatistica dos valores das I0Ds e a reunido
destes em 6 grupos geraram picos de ploidia representativos e permitiram a
preservacao de valores discrepantes da média, o que viabilizou sua interpretacao,

uma vez que se obteve melhor padrao gréafico dos histogramas.

No modo de interpretacdo das medi¢cOes citométricas de DNA, a ocorréncia de
nacleos com conteados de DNA acima de 5c tem sido considerada como um
marcador de neoplasia (BIESTERFELD et al., 1994). Portanto, uma leséo é definida
como aneupldide se os picos de ploidia de DNA estiverem fora da area de 2c, 4c ou
8c, ou se o numero de nucleos com conteudo de DNA acima de 5c ou 9c exceder
1% (HOGMO et al., 1998; KRISTENSEN; KILDAL; ABELER, 2003; NEPPEELBERG;
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JOHANNENSSEN, 2007; PRADHAM et al., 2006). Dessa forma, o valor 5c nos
histogramas do presente trabalho representou padrdo de ploidia aneuploide nos
grupos estudados, uma vez que, quando presentes, excediam 1% do numero total

de células analisadas em cada lamina.

Uma lesao é classificada como polipléide quando o numero de nudcleos em 8c
excede 10% do total, ou se o numero de células que excede 9c € maior que 1%
(KRISTENSEN; KILDAL; ABELER, 2003; PRADHAM et al., 2006). A poliploidizacao
€ um achado raro em tecidos ndo neoplasicos (BIESTERFELD et al., 1994), com a
excecdo dos megacariocitos e de alguns tecidos em maturacdo, que podem
expressar poliploidia em situagdo fisiologica (até 64c), e de sindromes
paraneoplasicas (até 128c). Maraki, Becker e Boecking (2004), em 2 casos de LPO,
encontraram DNA poliploide. Gabriel (2006) interpretou os eventos poliploides como
aneuploidia. A poliploidizacdo pode ser eupldide ou aneupléide. A poliploidizacéo
eupldide indica a presenca de picos adicionais e simultdneos aos niveis de ploidia de
4c, 8c, 16¢ e assim sucessivamente nos graus de ploidia com valores multiplos a 2c
e com um pequeno numero de nucleos nas correspondentes fases S. E a
poliploidizacdo aneupldide indica a presenca de picos adicionais nas regides de

duplicacdo das linhas de DNA aneupldide.

No presente trabalho ndo houve a ocorréncia de poliploidizacdo, e a presenca
de picos acima de 5c nos histogramas representou padréo de ploidia aneupléide em
ambos os grupos de LPO estudados. Entretanto, Biesterfeldt et al. (1991) detectaram
a poliploidizacdo eupléide na maior parte dos casos de LPO das séries que
analisaram. Os autores, contudo, ndo conseguiram uma explicacao para esse fato, e
classificaram os casos como dipléides, apesar de terem encontrado contetudos de
DNA acima de 8c e até 11,5c, acreditando que ndo havia suspeita de cancerizacao
nas lesdes que analisaram, mas que o padrdo aneupldide seria adotado no caso de

serem les@es de liquen plano atréfico com suspeita de sofrer transformacéo maligna.

De acordo com sua natureza e demanda fisiolégica, cada tecido possui
diferentes proporcdes de células nas distintas fases do ciclo de vida celular. Porém,
em tecidos displasicos e neoplasicos, essas proporcdes podem estar alteradas, e

padrbes atipicos de ploidia celular, principalmente padrdes aneupléides/néo-
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diploides, podem ser observados (GOULANDRIS et al., 1996). Varias pesquisas
identificaram a aneuploidia em tecidos tumorais (ABOU-ELHAMD; HABIB, 2007,
BALSARA et al., 1994; BARETTON et al.,1995; GABRIEL, 2006; SHIRATA et al.,
2005). Da mesma forma, quando lesbes de condi¢cdes cancerizdveia e com displasia
exibem um padrdo aneupldide de DNA, estas podem ser definidas como lesdes
potencialmente malignas (MATTILA; ALANEN; SYRJANEN, 2004). Entretanto,
Neppelberg e Johannessen (2007), em estudo realizado com lesdes que incluiram
LPO, relatam que a aneuploidia ndo se mostrou como um marcador confidvel do
risco de cancerizacdo em lesbes de LPO, mas, no mesmo estudo, esses autores

também nao identificaram aneuploidia em carcinomas.

Em lesBes de condi¢cdes cancerizaveis, o uso da anélise do DNA como um
complemento aos resultados obtidos por interpretacdo histopatoldgica auxilia a
diminuir o componente subjetivo (SEOANE et al., 1999). A citometria digital do DNA
€ um exame adjuvante obijetivo, de alta sensibilidade e grande especificidade na
identificacdo precoce de neoplasias de células epiteliais (REMMERBACH et al.,
2001). Se a identificacdo citométrica do DNA aneupléide pode ser considerado um
marcador de malignidade e é encontrado em lesdes que clinicamente ndo sao
suspeitas de cancerizacdo e, histologicamente, ndo apresentam nem displasia,
significa que, durante um periodo de acompanhamento, um carcinoma in situ ou um
carcinoma infiltrativo poderia ser identificado precocemente pelo método de

citometria digital nessas lesdes.

Se forem consideradas todas as biopsias estudadas, nos dois grupos, o grau
de ploidia dipléide foi mais freqliente, entretanto, a presenca de casos aneuploides
também foi observada em ambos, sendo a frequéncia do grau aneuploide
estatisticamente mais significativa no grupo AE, e somente neste foi encontrado um
caso tetraploide. Embora para alguns autores o LPO seja definido como uma
condicdo cancerizavel, e a incidéncia de transformacdo maligna nessa lesdo nao
seja elevada (BARNES et al.,, 2005), frente a presenca de casos aneupléides
(27,5%), entre todos os casos de LPO analisados neste estudo, sugere-se a
necessidade de um controle mais rigoroso do paciente com LPO.

Os resultados da presente pesquisa demonstraram, estatisticamente, uma
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forte associacdo entre a forma clinica de liquen plano atréfico-erosivo e o padréo
aneupléide, e uma forte relacéo entre o grau dipldide e a forma de liquen plano oral
reticular. Femiano e Scully (2005a), igualmente a este trabalho, encontraram o grau
dipléide na maioria dos casos de LPO estudados, porém obtiveram o grau
aneupléide somente em 2 dos 25 casos de liquen plano erosivo que analisaram.
Entretanto, esses autores utilizaram um diferente parametro de interpretacdo dos
valores obtidos na citometria e, além disso, utilizaram, no preparo dos espécimes
para a citometria digital, cortes com 6 um de espessura, enquanto que neste
trabalho foram analisados cortes histoldgicos de 15 um, o que também poderia gerar
resultados distintos, pois essa espessura dos cortes € necessaria para se obterem
nuacleos de células epiteliais e imagens dos respectivos conteados de DNA na

integra a fim de se poder quantificar adequadamente o grau de ploidia.

Acredita-se que toda vez que o padrdo aneupldide é observado em lesbes
potencialmente malignas, uma nova bidpsia e exame histopatoldégico devem ser
realizados para verificar a existéncia de displasia severa, carcinoma in situ ou
invasivo e, de acordo com esses resultados, a terapia deve ser instituida. Mesmo
com a existéncia de aneuploidia em uma condigcdo cancerizavel, alteracdes
neoplasicas podem levar um periodo variavel de tempo para se manifestar, e,
portanto, € necessario realizar reavaliacdo clinica e histopatolégica em intervalos

menores nessas lesdes.

Os estudos de ploidia de DNA por citometria digital em LPO s&o poucos, e
alguns trazem um numero de casos muito pequenos, o que dificulta a comparacéo
com estes resultados. No estudo de Pfitzer e Pape (1975), foi analisado somente um
caso de LPO atréfico, que apresentou grau dipléide. Igualmente no trabalho de
Mollaoglu, Cowpe e Lewis (2001), um caso de LPO é descrito, em que, apdés um
curto periodo de acompanhamento, exibiu aneuploidia e histologicamente evidenciou
um carcinoma espinocelular. Nesses estudos, diferentemente do que ocorreu neste
trabalho, foi utilizada a andlise citométrica em monocamadas de células epiteliais,
provenientes de esfregacos das lesdes de LPO. Nesta pesquisa, a analise
citométrica foi realizada em espécimes emblocados em parafina, objetivando um
estudo retrospectivo. Entretanto, pela praticidade da citologia esfoliativa e por ndo se

tratar de um método invasivo, concorda-se com esses autores que acreditam que a
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combinacdo da avaliacdo citologica, citométrica e histolégica em condicdes
cancerizaveis, como o LPO, podem produzir alta porcentagem de diagndésticos

precoces do cancer de boca.

O presente trabalho néo teve por objetivo avaliar o grau de malignidade, que
em citometria é definido pelo logaritmo de transformacéo de 2cDI (a média de desvio
do valor 2c) e pelo 5cEX que é a porcentagem de ndcleos acima de 5c. Entretanto,
foram observados valores mais altos de ploidia nos padrées aneupléides, ou seja,
maior numero de células excedentes de 5c¢ foi encontrado nos casos do grupo AE e
no caso 20 do grupo R, em que o paciente com LPOR apresentou um carcinoma
espinocelular durante o periodo de acompanhamento. Resultados similares foram
atingidos por Gombos et al. (1993) que, nos casos de LPO analisados por citometria
digital, observaram valores mais expressivos de ploidia, até a aneuploidia, e de grau

de malignidade em pacientes com a forma de liquen plano oral atréfico-erosivo.

A auséncia ou presenca de displasia ndo foi um fator determinante na escolha
dos espécimes estudados, e, aleatoriamente nesta pesquisa, baseados na
interpretacdo histopatologica das laminas, que foi realizada por patogistas
experientes do SEHSL, somente no grupo R foram incluidos 2 espécimes com
displasia epitelial leve. Quando foi relacionada a presenca de displasia nas laminas
do Grupo R ao grau de ploidia, um caso exibiu padrdo dipléide e o outro padréo

aneupldide, o que ndo permite opinido sobre a relacédo entre displasia e aneuploidia.

A relacdo entre a aneuploidia e casos de displasia severa, em lesdes
malignas e pré-malignas, foi observada por Hégmo et al. (1998) e por Gabriel (2006).
E Mattila, Alanen e Syrjanen (2004), em amostras de bidpsias subseqiientes de
pacientes com LPOAE, detectaram 41% das amostras com padrdo aneupldide,
sendo que os LPO com displasia, ulceracdes e localizados na lingua tiveram valores
de ploidia mais elevados, entretanto, entre 0s 5 casos que apresentaram
cancerizacdo, 1 destes nédo tinha displasia, e 0 grau de ploidia era dipléide na
primeira bidpsia. Ja Bornstein et al. (2006) relataram 4 casos de cancerizacdo em
regido de LPO, sendo que 3 destes casos apresentaram displasia no diagnéstico
inicial de LPO, o que demonstra a necessidade de um periodo longo de
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acompanhamento dos pacientes com LPO e confirma a importancia da realizacao de
bidpsias periddicas e consecutivas, principalmente em lesdes de LPOAE, com

displasia.

Maraki et al. (2006) avaliaram por citometria digital, 6 casos de LPOAE que,
na citologia esfoliativa, mostraram suspeitas para células neoplasicas, e, em 2
desses casos, em que houve cancerizagdo, o grau aneupléide foi encontrado. O fato
que se observa é que esses autores, tal como neste estudo, confirmaram casos de

aneuploidia em lesdes de LPOAE.

O ndamero maior de casos de aneuploidia encontrado neste estudo pode ser
também justificado porque se utilizou um Unico tingimento das laminas analisadas,
com o corante estequiométrico pelo método de Feulgen, pelo emprego do Kit
comercial MERCK®, de acordo com as instrucdes do fabricante e conforme
recomendacOes da European Society for Analytical Cellular Pathology (ESACP)
consensus report on diagnostic DNA image cytometry (BOCKING; GIROUD; REITH,
1995). Ja os autores anteriormente citados (MARAKI et al., 2006) realizaram um
retingimento, ou seja, usaram a coloracdo de Feulgen em laminas citoldgicas,
anteriormente preparadas de acordo com o método de Papanicolaou, e avaliaram
com técnica automatizada de citometria um minimo de 300 células epiteliais
malignas ou displasicas em cada espécime descartando aqueles espécimes com
menos de 50 células diagnosticamente relevantes o que, talvez, poderia alterar o
coramento dos nucleos com Feulgen e a quantificagdo citométrica do DNA.

O padrao tetrapléide é encontrado em tecido normal, lesbes de condi¢des
cancerizaveis e de neoplasias, mas € considerado um padrdo mais ligado a euploidia
(GABRIEL, 2006; PRADHAM et al., 2006). Nesta pesquisa, o padrao tetraploide foi
observado em um caso do grupo controle, isto €, em lamina com células epiteliais
normais, e em uma lesdo de LPOAE, e nesse caso, nao foi observada cancerizacao
em 1 ano de acompanhamento no SEHSL. Diferentemente deste estudo
Neppeelberg e Johannenssen (2007) observaram uma lesdo com padréo tetrapléide
em lesdes LPO em um paciente que desenvolveu um carcinoma espinocelular dois

anos apos a identificacdo desse grau de ploidia.
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Ao contrario deste estudo, em que foram analisadas as formas de LPOAE e o
LPOR, Rode et al., (2006), utilizando citometria digital, analisaram aspectos da
textura nuclear e o grau de ploidia de DNA somente na forma de LPOR e
compararam a células da mucosa bucal de controles normais e a células da mucosa
bucal de pacientes com cancer no pulméao. Todas as amostras de LPOR mostraram
padrdo diploide, enquanto que, neste estudo, foram encontrados dois casos com
aneuploidia em LPOR, sendo que em um deles se observou um namero expressivo
de células acima de 5c. Entretanto, os referidos autores observaram mudancas na
estrutura da cromatina do LPOR quando comparadas as ceélulas normais; porém,
nao expressaram mudancas associadas com malignidade quando comparadas as
alteracbes da estrutura da cromatina observadas nas células da mucosa de
pacientes com cancer de pulméo. Neste trabalho, ndo foram analisados aspectos da
textura nuclear, mas avaliadas e comparadas 14 medidas cariométricas dos nucleos

de células epiteliais de ambos os grupos estudados.

Verificou-se que as médias das medidas de densidade média e de densidade
minima no grupo R foram significativamente maiores do que no grupo AE e a média
das medidas de roundness no grupo AE foi significativamente maior do que no grupo
R. Portanto, a média das medidas nucleares de densidade média, densidade minima
e roundness apresentou diferenca significativa em relacédo aos grupos R e AE. Para
as demais variaveis ndao houve diferenca significativa entre os grupos. Resultados
distintos foram observados por Gabriel (2006). Avaliando 17 caracteristicas
cariométricas, verificou que 8 delas (area, densidade média, dimenséo fractal, 10D,
didmetro méximo, didmetro minimo, didmetro médio e perimetro) permitiram
discriminar a qual grupo diagndéstico cada lesdo pertencia. Para ele é possivel que
se estabelecam modelos de interpretacdo histopatologica, baseados em medidas
morfolégicas do ndcleo celular, que garantam a uniformizacdo de diagnosticos e a
implementagcdo de maior objetividade na analise histopatoldgica. Entretanto o autor
analisou nucleos celulares de distintas lesdes (cancerizaveis e neoplasias),
diferentemente deste estudo em que foram incluidas apenas lesfes de LPO.
Quando Futterleib (2007) comparou a acuracia dos métodos de Papanicolaou por
citomorfologia e de Feulgen por citometria digital na detecg&o de atipias celulares em

exames citopatologicos da mucosa bucal, incluiu 9 casos de liqguen plano oral e
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observou que as variaveis citométricas nucleares, densidade otica integrada, area e

diametro foram capazes de diferenciar lesdes positivas e negativas para atipia.

Portanto, pelos resultados do presente estudo, ao considerar-se a aneuploidia
como um marcador de neoplasia, pode se presumir que a forma clinica de LPOAE
tem maior propensdo a transformacdo maligna do que a forma clinica de LPOR.
Porém um estudo de seguimento dos casos analisados, de longo prazo, se faz
necessario para confirmar essa questao. A identificacdo de marcadores de neoplasia
em lesdes cancerizaveis e a associacdo de técnicas podem servir para estabelecer
protocolos diagnosticos, prognosticos e de tratamento precoce de lesées malignas,

com consequente beneficio aos pacientes.
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7 CONCLUSOES

Com a metodologia empregada e com base nos resultados da presente

pesquisa, conclui-se que:

a) o grau de ploidia de DNA mais frequiente em lesdes de liquen plano

oral é o dipléide;

b) o grau de ploidia diploide estd associado a forma clinica de liquen
plano oral reticular, enquanto que o grau de ploidia aneupldide esta

associado a forma clinica de liquen plano oral atréfico-erosivo;

c) entre as 14 medidas cariométricas analisadas nos nucleos das células
epiteliais de liquen plano oral, a densidade média, densidade minima e

roundness apresentaram diferenca significativa entre os grupos.
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APENDICE A — Ficha-Padrio

1- Dados Pessoais

N° da Ficha :

Nome:

Idade:

| Sexo:

Endereco:

Telefone:

2- Dados relativos alesao

Localizacdo:

Diagnéstico clinico:

Aspecto clinico:

Evolucdo clinica:

Tempo de evolugdo da leséo:

Data da primeira consulta:

Data da Ultima consulta:

Tempo de acompanhamento clinico no Servico de Estomatologia do HSL:

3- Dados relativos a bidpsia

Local da biépsia na cavidade oral:

Ndmero do Anatomo Patologico:

| Data da biépsia:

Caracteristicas histopatolégicas (microscopico):

Diagnostico histopatoldgico:

Realizagdo de nova bidpsia: | Sim:

[Nao |

[ Data: | |/

Evolucao histopatolégica:

4- Historia médica (Doenca associada)

Sim:

Diabete

Lupus

Alergias

Herpes

Pénfigo

Hepatite C

Hipertenséo

Tratamento psicoldgico e/ou psiquiatrico

Problemas cardiacos

Problemas hormonais

Qutros problemas de saude, quais:

5- Exames complementares na data da bi6psia

Eritrograma Leucograma

Plaquetas

VSG

Glicemia de jejum Anti-HCV

Anti-DNA

FAN

Contagem de Células LE

6- Habitos/vicios quantidade

tempo

Tabaco

Ex-tabagista

Etilista

Ex-etilista

Chimaréo

Café

Outros

7- Citometria Digital Dipléide

Tetrapléide |

| Aneupléide |
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APENDICE B — Quadro 5. Tempo de evolucdo dalesdo de LPOR informado pelos

pacientes do grupo R na primeira consulta

Lamina do grupo R Tempo de evolugdo na 1% consulta
Caso ou
Paciente
1 R2 ~ 2 anos
2 R3 >1més
3 R4 ~ 6 meses
4 RS 5 meses
5 R6 >1ano
6 R7 ~1ano
7 R8 4 meses
8 R9 20 dias
9 R11 ndo disponivel
10 R12 ndo disponivel
11 R13 ~ 6 anos
12 R14 >1 ano
13 R15 néo sabe
14 R17 ndo disponivel
15 R19 ~1ano
16 R20 ~ 2 anos
17 R21 ~ 2 meses
18 R22 7 anos
19 R24 ~ 4 meses
20 R25 nao disponivel

Quadro 5 — Tempo de evolucdo da lesdo de LPOR informado pelos pacientes do grupo R na
primeira consulta
Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE C — Quadro 6. Tempo de evolucéo da lesdo de LPOAE informado

pelos pacientes do Grupo AE na primeira consulta

Lamina do grupo AE Tempo de evolugdo na 1* consulta
Caso ou
Paciente
1 AE1l Dado néo disponivel
2 AE2 1 més
3 AE3 9 meses
4 AE4 ~ 6 meses
5 AES5 2 anos
6 AE6 3 meses
7 AE7 Dado néao disponivel
8 AES8 Dado nao disponivel
9 AE9 Dado néao disponivel
10 AE12 Dado néao disponivel
11 AE13 6 meses
12 AE15 2 anos
13 AE16 >1 ano
14 AE17 7 meses
15 AE18 ~1més
16 AE19 10 anos
17 AE20 ~ 3 anos
18 AE21 Dado nao disponivel
19 AE23 8 meses
20 AE25 Dado néo disponivel

Quadro 6 — Tempo de evolucéo da lesdo de LPOR informado pelos pacientes do grupo R na primeira
consulta
Fonte: Dados da pesquisa.



APENDICE D — Quadro 7. Tempo de acompanhamento dos pacientes

do Grupo R no SEHSL

Lamina do grupo R Tempo de acompanhamento no SEHSL
Caso ou
Paciente
1 R2 7 anos e 7 meses
2 R3 6 meses
3 R4 Dado néo disponivel
4 R5 1 més
5 R6 8 anos e 5 meses
6 R7 6 meses
7 R8 12 anos e 1 més
8 R9 4 anos e 8 meses
9 R11 5 anos e 4 meses
10 R12 9 meses
11 R13 9 meses
12 R14 5 anos e 9 meses
13 R15 12 anos e 3 meses
14 R17 5 anos e 1 més
15 R19 4 anos e 2 meses
16 R20 3 meses
17 R21 1 més
18 R22 <1més
19 R24 2 anos e 2 meses
20 R25 9 anos e 7 meses

Quadro 7 — Tempo de acompanhamento dos pacientes do Grupo R no SEHSL
Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE E — Quadro 8. Tempo de acompanhamento dos pacientes do Grupo

AE no SEHSL

Lamina do grupo AE Tempo de acompanhamento no SEHSL

Paciente

1 AE1l 5 anos e 1 més

2 AE2 1 ano e 3 meses

3 AE3 1 més

4 AE4 5 anos e 6 meses

5 AES5 10 anos

6 AE6 1 dia

7 AE7 5 meses

8 AES8 3 anos e 11 meses

9 AE9 5 anos e 2 meses

10 AE12 3 anos e 1 més

11 AE13 1 dia

12 AE15 10 anos e 1 més

13 AE16 1 ano

14 AE17 3 meses

15 AE18 5 meses

16 AE19 17 anos e 5 meses

17 AE20 12 anos e 2 meses

18 AE21 lanoelmés

19 AE23 4meses

20 AE25 4 anos e 3 meses

Quadro 8 — Tempo de acompanhamento dos pacientes do Grupo AE no SEHSL
Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE F - Histogramas construidos a partir dos graus de ploidia dos

nucleos celulares dos cariogramas das laminas de cada caso do grupo R
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APENDICE G - Histogramas construidos a partir dos graus de ploidia dos

nucleos celulares dos cariogramas das laminas de cada caso do grupo AE
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APENDICE H — Quadro 9. Grau de ploidia das 1aminas do Grupo R

Lamina Grau de ploidia
1 diploide
2 dipléide
3 dipléide
4 dipléide
5 dipl6ide
6 diploide
7 diploide
8 dipléide
9 dipl6ide
10 dipl6ide
11 aneupléide
12 diploide
13 dipléide
14 dipléide
15 dipléide
16 dipléide
17 diploide
18 diploide
19 dipléide
20 aneuploide
20 laminas 2 aneupldides
18 diploides

Quadro 9 — Grau de ploidia das laminas do Grupo R

Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE | — Quadro 10. Grau de ploidia das laminas do Grupo AE

Lamina Grau de ploidia
1 aneupléide
2 dipl6ide
3 tetrapléide
4 diploide
5 aneupléide
6 aneupléide
7 aneupléide
8 dipl6ide
9 dipléide
10 aneuploide
11 dipléide
12 aneupléide
13 dipl6ide
14 diploide
15 diploide
16 dipléide
17 aneupléide
18 aneupléide
19 aneupléide
20 diploide

20 laminas 10 dipléides
1 tetraploide
9 aneupldides

Quadro 10 — Grau de ploidia das laminas do Grupo AE
Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE J — Quadro 11. Grupo R: sexo, grau de ploidia, local da biopsia de
LPOR, hébitos/vicios (fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de
boca) e desfecho

Lamina | Sexo Grau de Local da biépsia Habitos/vicios VSG Desfecho
ploidia de LPOR
1 M diploide mucosa jugal E ex-tabagista, etilista 7
2 F diploide mucosa jugal E néo 8
3 M dipléide labio inferior nédo 40
4 F dipléide mucosa jugal D ex-tabagista, chimarrao -
5 M dipléide mucosa jugal E chimarréo 2
6 F dipléide mucosa jugal E tabagista; chimarrao -
7 F dipléide mucosa jugal D tabagista; chimarrao 12
8 F diploide mucosa jugal E nédo 2
9 M dipléide rebordo alv. Inf. nao 15
10 M dipléide gengiva sup. E tabagista; chimarrao 3
11 F aneuploide dorso da lingua chimarrédo; café quente 3
12 F dipléide mucosa jugal D tabagista; chimarrao 3
13 F dipléide mucosa jugal D nao 25
14 F dipléide mucosa jugal D tabagista; chimarrao 4
15 F dipléide gengiva vest. 43/44 chimarréo 16
16 M dipléide mucosa jugal E ex-tabagista; chimarrao 2
17 M dipléide mucosa jugal D ex-tabagista 2
18 F dipléide mucosa jugal E nao 30
19 F dipléide mucosa jugal D ex-tabagista; Cha/café 75
20 M aneuploide dorso da lingua ex-tabagista; chimarrdo 8 carcinoma espinocelular
grau II: borda de
lingua/2006

Quadro 11 — Grupo R: sexo, grau de ploidia, local da biépsia de LPOR, habitos/vicios (fatores de

risco para carcinoma) e desfecho
Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: VSG: velocidade de sedimentacgéo globular; D: direito; E: esquerdo; M: masculino; F: feminino
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APENDICE K — Quadro 12. Grupo AE: sexo, grau de ploidia, local da bidpsia
de LPOR, e habitos/vicios (fatores de risco para o desenvolvimento de

cancer de boca) e desfecho

Lamina | Sexo Grau de Local da biépsia Habitos/vicios VSG Desfecho
ploidia de LPOR

1 M aneuploide dorso da lingua ex-tabagista 6

2 M dipléide borda lateral da lingua chimarréo; ex-tabagista 2

3 M tetrapléide mucosa jugal D ex-tabagista -

4 F dipl6ide borda da lingua D chimarréo diario 35

5 M aneuploide dorso da lingua nédo -

6 F aneuploide ventre da lingua E nao -

7 M aneuploide ventre da lingua D chimarréo 2

8 F dipléide ventre da lingua D ex-tabagista 2

9 F dipléide mucosa jugal D nédo -

10 M aneupléide ventre da lingua E tabagista; ex-etilista 5

11 F diploide ventre da lingua E nao -

12 F aneuploide | rebordo alveolar superior E | tabagista; café quente 7

13 F dipl6ide mucosa jugal E tabagista 15

14 F dipl6ide mucosa jugal D nao -

15 F dipléide dorso da lingua ex-tabagista 2

16 F dipléide Gengiva inferior E néao 21

17 F aneupléide labio tabagista 8

18 F aneupldide mucosa jugal D (1988) chimarréo - carcinoma espinocelular

grau Il na lingua (1988)

19 F aneuploide mucosa jugal E tabagista -

20 F dipl6ide ventre da lingua café quente 10

Quadro 12 — Grupo AE: sexo, grau de ploidia, local da biépsia de LPOR, e habitos/vicios (fatores de
risco para carcinoma) e desfecho

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: VSG: velocidade de sedimentacéo globular; D: direito; E: esquerdo; M: masculino; F: feminino
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ANEXOS



ANEXO A — Protocolo laboratorial para realizacdo da coloragéo de

Feulgen de acordo com instrug¢fes do Kit comercial MERCK®

1. REAGENTES

Reagente 1: Acido cloridrico 5 M
Reagente 2: Reativo de Schiff

Reagente 3: Disulfito sédico concentrado

2. PREPARACAO

Solucédo de lavagem de disulfito sodico
Para preparar aproximadamente 100 ml de solucéo:

Disulfito sodico concentrado (reagente 3)

Agua destilada
HCI (reagente 1)

132

3. Preparacao das amostras: para espécimes fixados em formalina e incluidos

em parafina

Desparafinizar e re-hidratar os espécimes convencionalmente

Lavar com agua corrente
4. Reacéo de Feulgen

HCI (reativo 1) a 22 °C (+ 0,5 °C)

Agua destilada

Agua destilada

Reagente de Schiffs

Solucéo de lavagem de disulfito sédico
Solucéo de lavagem de disulfito sédico
Agua destilada

Agua destilada

Etanol 50%

Etanol 70%

Etanol 80%

Etanol 99%

Xileno

Montar com Entellan® e laminula

50 min
2 min
2 min

60 min
3 min
3 min
2 min
2 min
1 min
1 min
1 min
1 min
1 min
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ANEXO B — Carta de aprovacdo da Comissao Cientifica da Faculdade de
Odontologia da PUCRS

Comissdo Cientifica e de Etica
Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 23 de agosto de 2006

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n": 0052/06
Intitulado: Liquen plano oral e o grau de ploidia de dna determinado por
citometria digital

Pesquisador Responsével: Profa. Dra. Liliane Soares Yurgel
Pesquisadores Associados: Elaini Sickert Hosni; Vinicius Duval da Silva

Nivel: Doutorado

Foi aprovade pela Comissio Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 23 de junho de 2006.

LEste projeto deverd ser imediatamente encaminhado ao CEP/PUCRS.

Profa. Dra./Marilia Gerhardt jcle Oliveira
Presidente da [Comigsdo Cientifica e de Etica da
Faculdade de @dontologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 FonefFax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS - Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-paf@puers.br
90619-900
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ANEXO C — Carta de aprovacdo do CEP (Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Sado Lucas da PUCRS)

PRO-REITORIA DFE PESQUISA E POS-GRADUACAQ

@ PONTIFICTA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL @
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS =

Oficio 1197/06-CEP Porto Alegre, 16 de outubro de 20086.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa, registro CEP 06/03400, intitulado:
‘Liquen plano oral e o grau de ploidia de DNA determinado por citometria
digital”.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da
presente data.

Relatdrios parciais e final da pesquisa devem ser
encaminhados a este CEP.

Atenciosamente,

L9

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Liliane Soares Yurgel
N/Universidade
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