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Resumo

A leucoplasia é considerada uma importante lesao bu-
cal cancerizavel. Objetivo: realizar um estudo epide-
miolégico dos casos de leucoplasia bucal registrados
no Servico de Diagnéstico Histopatologico do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Passo Fun-
do (SDH/ICB-UPF) entre 1989 e 2012, aplicando a tais
casos o método AgNOR para avaliar a atividade pro-
liferativa celular desses. Materiais e método: o traba-
lho consistiu num estudo epidemiolégico-histoquimico
transversal de 44 casos de leucoplasia. Apos a confir-
macdo diagndstica e a tabulagdo dos dados clinicos e
histopatolégicos dos casos de leucoplasia, novas sec-
¢oes histologicas (3 um) das lesées foram impregnadas
pela prata por meio do método AgNOR. As ldminas
obtidas foram fotografadas em imersao, tendo sido con-
tabilizadas as NORs de 100 células de cada caso. Tal
procedimento foi realizado com o auxilio do software
Image Tool®. Os resultados foram comparados levando-
-se em conta as diferentes caracteristicas clinicas e his-
topatoldgicas dos casos de leucoplasia. Resultados: a
faixa etdria mais frequente foi de 61 a 76 anos (19 casos
- 43,2%), 22 pacientes pertenciam ao sexo masculino
(50%) e a etnia predominante foi a leucoderma (36 ca-
sos - 81,8%). No que diz respeito aos habitos nocivos,
23 pacientes (52,3%) informaram ser tabagistas. Ao se
comparar o nimero médio de NORs dos casos de leu-
coplasia a diferentes caracteristicas clinicas das lesoes,

ndo foi observada uma relagao estatisticamente signi-
ficativa. Conclusdo: conclui-se que a leucoplasia aco-
mete principalmente homens leucodermas, fumantes e
com mais de 60 anos de idade. Além disso, na amostra
ora estudada, a relagcdo da atividade proliferativa celu-
lar da leucoplasia bucal com as caracteristicas clinicas/
histopatologicas das lesées nao foi estatisticamente sig-
nificativa.

Palavras-chave: Leucoplasia oral. AgNOR. Actividad
proliferative.

Introducao

A leucoplasia é a lesdo bucal cancerizavel mais
frequente, é definida, segundo a Organizac¢do Mun-
dial de Saude (OMS)!, como uma mancha ou placa
branca nao removivel a raspagem e que ndo pode
ser classificada clinica ou histopatologicamente
como outra enfermidade. Lesdes em lingua, ver-
melh&o dos labios e assoalho bucal somam mais de
90% daquelas que exibem displasia ou carcinoma.?
Em diversos estudos e localizagoes, a taxa de trans-
formacao da leucoplasia em lesdo maligna varia en-
tre 0,6 e 18%°.
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No intuito de avaliar o potencial de transforma-
cdo maligna das leucoplasias, varios autores tém
estudado diferentes marcadores de proliferacéo ce-
lular, entre eles a técnica de Regides Argirofilicas
Organizadoras Nucleolares (AgNOR), a qual pos-
sibilita a visualizagdo das regides organizadoras
nucleolares (NORs) ativas durante a interfase por
meio da impregnacgéo pela prata“.

As NORs ativas sdo associadas com proteinas
acidicas, argirofilicas ndo histénicas, que sdo visu-
alizadas pelo método AgNOR. No DNA humano, as
NORs se localizam no brago curto dos cromossomos
acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22. Diferentes estudos
observaram aumento gradual da média de pontos
de AgNOR por nicleo na medida em que o epitélio
bucal normal sofre alteracoes de maturacéo até sua
progressdo maligna*®.

Em qualquer estagio do ciclo celular, o nimero
de NORs parece inversamente proporcional ao tem-
po desse ciclo, ou seja, quanto maior a quantidade
de NORs, mais curto sera o ciclo celular e maior o
indice de divisdo das células.

O objetivo do presente estudo é realizar um
levantamento epidemiolégico dos casos de leuco-
plasia bucal registrados no Servigo de Diagnéstico
Histopatolégico do ICB/UPF, aplicando a tais casos
o método AgNOR, a fim de relacionar a atividade
proliferativa celular desses com suas caracteristi-
cas clinicas/histopatoldgicas.

Materiais e método

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica em pesquisa da UPF (parecer n® 172/2011)
e consiste num estudo epidemiolégico-histoquimico
transversal. Foram analisados 44 casos de leucopla-
sia bucal diagnosticados histopatologicamente en-
tre os anos de 1989 e 2012 no Servigco de Diagnéstico
Histopatolégico do Instituto de Ciéncias Biolégicas
da Universidade de Passo Fundo (ICB/UPF). Os da-
dos epidemioldgicos referentes aos pacientes e res-
pectivas lesoes foram obtidos a partir dos relatérios
histopatolégicos dos casos de leucoplasia bucal e ta-
bulados em planilha eletronica Excel®. Previamente
a selecdo dos casos, todas as ldminas histolégicas
coradas com hematoxilina-eosina de bidpsias inci-
sionais ou excisionais foram revistas por um patolo-
gista oral para confirmar o diagnéstico.

Posteriormente, foi realizado um estudo histo-
quimico transversal dos casos de leucoplasia. Para
isso, foram obtidas sec¢oes de 3 um de blocos tecidu-
ais incorporados com parafina e realizada a impreg-
nacéo tecidual pelo método AgNOR de acordo com o
protocolo descrito por Nunes et al. (1991)8.

As laminas foram fotografadas em imerséo,
ampliadas em 1000X, tendo sido capturadas mi-
crofotografias de 100 células de cada caso, escolhi-
das aleatoriamente. As NORs de tais células foram
contabilizadas com a ajuda do software Image Tool®
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(Department of Dental Diagnostic Science at The
University of Texas Health Science Center, San An-
tonio, Texas, EUA) e a andlise estatistica foi reali-
zada por meio do teste ANOVA.

Resultados

Na Figura 1, observa-se o nimero de casos de
leucoplasia registrados no Servigco de Diagnéstico
Histopatol6gico do ICB/UPF no periodo compreen-
dido pelo presente estudo (1989 e 2012) em relacéo
ao género.
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Figura 1 - Distribui¢do dos casos de leucoplasia bucal quanto ao gé-
nero dos pacientes (ICB/UPF 1989-2012)

Em relacdo a idade dos pacientes, observou-se
uma variagdo entre 30 e 76 anos, com uma idade mé-
dia de 55 anos. A faixa etdria mais atingida esteve
entre 61 e 76 anos, com 19 casos (43,2%), (Figura 2).

B 3 casos
(6,8%)
m 30 a 45 anos
H 46 a 60 anos
61 a 76 anos
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Figura 2 - Distribuicdo dos casos de leucoplasia bucal quanto a ida-
de dos pacientes (ICB/UPF 1989-2012)

Quanto aos habitos deletérios relatados pelos pa-
cientes, 0o mais frequente foi o fumo (23 casos — 52,3%).
Em quinze casos (34,1%), ndo houve uma causa espe-
cifica ou o paciente néo soube informar. A exposi¢éo
solar apresentou-se em 2 casos (4,5%), o fumo e a ex-
posicéo solar associados em 3 casos (6,8%) e o trauma
por mordida e o fumo associados em 1 caso (2,3%).
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Quanto a lesdo fundamental, tinta casos (68,2%)
apresentaram-se sob a forma de placa, seis casos
(13,6%) apresentaram-se sob a forma de mancha e
oito laudos (18,2%) néo apresentavam tal informacao.

Em relagdo ao tamanho da leséo, quinze casos
(34,09%) apresentaram mais do que 20 mm no seu
maior didmetro, 26 casos (59,09%) apresentaram
menos do que 20 mm e trés casos (6,81%) néo apre-
sentavam essa informacao.

Observou-se que a maior parte das lesoes era as-
sintomaética (27 casos — 61,4%), doze casos (27,3%)
apresentavam ardéncia, dois casos (4,5%) revelaram
dor, um caso revelou dor e ardéncia associadas (2,3%)
e dois laudos (4,5%) nédo apresentavam esse dado.

Quanto a localizagdo, a lingua foi a parte mais
acometida, com dez casos (22,7%), seguida da mu-
cosa jugal e rebordo alveolar, ambos com oito casos
(18,2%), e mucosa labial, com seis casos (13,6%).
As demais regides representaram 27,4% dos casos
(area retromolar — quatro casos, palato mole — qua-
tro casos, assoalho de boca — um caso, palato duro
— um caso, area retromolar e rebordo alveolar — um
caso, rebordo alveolar e assoalho de boca — um caso)
(Figura 3).

27,4%
22,7%
18,2% 18,2%
I 13,6% I
mucosa jugal labio rebordo lingua demais
alveolar

Figura 3 - Distribuicao dos casos de leucoplasia bucal quanto a loca-
lizagdo da lesdo (ICB/UPF 1989-2012)

Quanto a consisténcia da lesdo, vinte e trés ca-
sos (52,3%) eram firmes, dez casos (22,7%) eram
moles, trés casos (6,8%) apresentaram consistén-
cia elastica e oito laudos (18,2%) nédo apresentaram
este dado.

Em relacdo a superficie, a mais prevalente foi
a rugosa (24 casos — 54,5%), em seguida foi a plana
(onze casos — 25%), a ulcerada se mostrou presen-
te em 2 casos (4,5%), um caso apresentou superfi-
cie rugosa e ulcerada associadas (2,3%), um caso
apresentou superficie plana e ulcerada associadas
(2,3%). Em cinco casos (11,4%), os laudos néo conti-
nham informacéo sobre a superficie.

Em relacdo aos bordos das lesdes, em treze ca-
sos (29,5%) foram definidos, em doze casos (27,3%)
indefinidos, e em dezenove laudos (43,2%) nio se
obteve tal informacéo.

Quanto a coloragdo, em trinta e trés casos (75%)
as lesbes eram brancas ou claras, em sete casos
(15,9%) eram brancas e avermelhadas, em dois ca-
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sos (4,5%) eram brancas e arroxeadas, em um caso
(2,3%) a leucoplasia era escura ou enegrecida e em
um laudo (2,3%) néo se obteve esta informacéo.

Com relagéo as caracteristicas histopatolégicas,
a acantose associada a hiperceratose/hiperparace-
ratose/hiperortoceratose foi predominante, com 28
casos (63,6%). Somente a acantose esteve presente
em um caso (2,3%) e somente a displasia epitelial
manifestou-se em trés casos (6,8%). Os demais ca-
sos apresentavam uma associagdo de hiperceratose/
hiperparaceratose/hiperortoceratose, displasia epi-
telial acantose e papilomatose.

Ao se relacionar o nimero médio de NORs das
lesdes com cada uma de suas caracteristicas clinicas
ou histopatolégicas, notou-se ndo haver significan-
cia estatistica (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas ou histopatoldgicas das lesoes de
leucoplasia estudadas e a respectiva significancia estatisti-
ca com o n® médio de NORs, obtido pela média das NORs
de 100 niicleos celulares de cada lesdo

Significancia estatistica

Caracteristica clinica ou obtida, quando cruzado

histopatolégica com o n® médio de NORs
(p)
Idade 0,384
Género 0,894
Etnia 0,961
Habitos deletérios 0,788
Tempo de evolugao 0,831
Lesdao fundamental 0,316
Sintomatologia 0,260
Localizagdo 0,290
Consisténcia 0,537
Superficie 0,662
Bordos 0,855
Coloracao 0,480
Cracerices

Valor de p considerado significativo quando < 0,05.

Discussao

O presente estudo buscou avaliar as caracteris-
ticas clinicas, histopatoldgicas e a atividade prolife-
rativa celular de uma amostra de 44 casos de leu-
coplasia bucal, realizando uma comparagéo com os
dados disponiveis na literatura.

A observacido de que as leucoplasias bucais séo
mais comuns no género masculino do que no femi-
nino neste estudo (1,15:1) é consistente com a maior
parte dos relatos da literatura, provavelmente de-
vido & associacdo com o hébito do tabagismo’. No
entanto, estudo recente indica uma tendéncia para
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que a diferenca de frequéncia de leucoplasias bucais
entre os géneros diminua, uma vez que o tabagismo
torna-se cada vez mais comum entre as mulheres®.

O estudo de Vazquez-Alvarez et al.? (2010) revi-
sou os prontudrios de 54 pacientes na unidade liga-
da ao curso de Mestrado em Medicina Oral, Cirurgia
Oral e Implantologia da Universidade de Santiago
de Compostela, na Espanha, e relatou que a faixa
etdria mais frequente em ambos os géneros foi a sex-
ta década de vida. Num estudo realizado na India,
em um universo de 2920 participantes, a faixa eta-
ria mais frequente para o diagnéstico da leucoplasia
bucal foi de 21 a 30 anos®. No presente estudo, a ida-
de média dos pacientes foi de 55 anos e a faixa eta-
ria mais atingida foi de 61 a 76 anos, acometendo
43,2% dos casos (n = 19). Nota-se assim, haver uma
discrepancia significativa entre as faixas etarias
dos pacientes de diferentes estudos. Tal resultado
pode ser devido aos diferentes habitos de vida, em
diferentes regides geograficas (fundamentalmente
o tabagismo, que é altamente prevalente na India)
ou pode ser, também, consequéncia dos critérios de
selecdo das amostras de pacientes estudadas.

Neste estudo, o fumo foi o habito deletério mais
frequente (vinte e trés casos - 52,3%). Corroborando
nosso resultado, o habito de fumar tabaco aparece
em todos os artigos revisados como sendo o princi-
pal fator associado ao desenvolvimento da leucopla-
sia bucal, indicando que mais de 80% dos pacientes
com esse tipo de lesdo sdo fumantes. Os fumantes
descompensados apresentam um ntimero maior de
lesoes, as quais sdo também maiores do que aquelas
encontradas em pacientes que fumam pouco. Além
disso, uma grande proporc¢do das leucoplasias bu-
cais desapareceu, ou diminuiu, ap6és um ano do ha-
bito de fumar ter sido cessado®1%1L,

Em 34,1% da amostra deste estudo (quize ca-
sos), os fatores etiolégicos foram inespecificos ou o
paciente ndo soube informar qual foi a causa da leu-
coplasia e em 4,5% dos casos (dois casos), a causa foi
a exposicdo solar. A radiacéo ultravioleta também é
um fator etiolégico da leucoplasia, quando essa apa-
rece no vermelhdo do labio inferior, normalmente
confundida com queilite actinicaZ.

No presente estudo, a lingua foi o sitio anato-
mico mais acometido pela leucoplasia bucal, com
22,7% (dez casos). Em outro estudo, o bordo lateral
da lingua também foi o local mais frequente da leu-
coplasia (25,9% dos pacientes)®. A mucosa jugal e as
comissuras labiais sdo envolvidas mais frequente-
mente, seguidas pela mucosa alveolar, pela lingua,
pelo labio, pelo palato, pelo assoalho de boca e pela
gengival?,

Em relacdo ao tamanho da lesdo, no pre-
sente estudo, 34,09% (quinze casos) apresenta-
ram mais do que 20 mm no seu maior didmetro,
59,09% (vinte e seis casos) apresentaram menos
do que 20 mm e 6,81% (trés casos) dos laudos
histopatol6gicos n&do apresentavam essa infor-
macgdo. Outro estudo utilizou o sistema de clas-
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sificacdo proposto por Axéll et al.l3, de forma
que 50% das lesdes foram classificadas como L1
(< 2 cm), 38,9% como L2 (2-4 cm), e o restante
(11,1%), como L3 (> 4 cm)®.

Histopatologicamente, no presente estudo, a
acantose associada a hiperceratose/hiperparace-
ratose/hiperortoceratose foi predominante (vinte e
oito casos - 63,6%), e a displasia epitelial apenas
esteve presente em 6,8% da amostra (trés casos). O
epitélio displasico ou carcinoma invasivo séo encon-
trados de 5% a 25% das amostras biopsiadas®. Em
diversos estudos e localizagoes, a taxa de transfor-
macao da leucoplasia em lesdo maligna varia entre
0,6 e 18%. Os dltimos estudos sugerem um potencial
de transformacéo maligna de 4%. Embora apresen-
te a displasia como um fator para a cancerizacio,
isso ndo quer dizer que, obrigatoriamente, a lesdo
vai malignizar, assim como nem todas as lesdes que
ndo apresentam epitélio displasico estdo livres da
malignizagdo3101L1415,

Na presente investiga¢do, ndo houve diferen-
cas estatisticamente significativas (p > 0,05) ao se
relacionar o nimero médio de NORs por nitcleo e
as caracteristicas clinicas ou histopatolégicas da
leucoplasia. Tal achado corrobora o trabalho de
Epivatianos!®, que estudou uma possivel correlacéo
entre a localizac¢do do carcinoma epiderméide bucal
e a contagem de AgNORs, néo observando diferen-
cas estatisticamente significativas. Assim, o autor
afirma que o numero de NORs néo é indicativo de
prognostico dos carcinomas epiderméides bucais em
relacdo a localizagéo.

No entanto, um estudo analisou 34 pacientes
com carcinoma adenoide cistico (CAC) para verifi-
car a quantificacdo das AgNORs, os pacientes fo-
ram divididos em dois grupos. O grupo um foi com-
posto por vinte pacientes sem metastases, dos quais
dezesseis estavam livres da doenca, e o grupo dois
foi composto por quatorze pacientes com metastases
entre os quais deze morreram por causa do tumor.
Todos os pacientes de grupo dois tinham a contagem
de AgNOR superior a quatro enquanto que 65% dos
pacientes do grupo um apresentou a média de con-
tagem de AgNOR inferior a quatro. A andlise esta-
tistica mostrou que a contagem de AgNOR no grupo
dois foi significativamente maior do que no grupo
um, sugerindo, assim, que a técnica AgNOR pode
ser um método util para a avaliagdo prognéstica do
CAC e pode, portanto, ser utilizada para planejar o
tratamento!”.

Ahmed e Babiker!® (2009) ao avaliarem duzen-
tos voluntérios, dentre os quais 75 eram usuérios de
uma forma de tabaco mastigavel usado no Sudéo, 75
eram fumantes de cigarros e cinquenta ndo usavam
tabaco, verificaram que a atipia celular foi signifi-
cativamente mais elevada e o nimero de NORs por
nucleo foi maior nos usuarios de tabaco se compara-
do aos néo usudrios. Segundo esses autores, os com-
ponentes do tabaco, especialmente as nitrosaminas,
podem estimular as células epiteliais a sofrerem
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diferenciacdo escamosa ou alteracdes morfolégicas
celulares que podem conduzir & malignidade.

Ao relacionar a graduacéo histolégica dos car-
cinomas epiderméides bucais com o niimero médio
de NORs, um estudo demonstrou que as lesdes com
seis ou mais NORs por nicleo podem ter um com-
portamento mais agressivo e apresentar um prog-
nostico pior'®. No presente estudo, a média de NORs
foi de 2,63, que, segundo Sano et al. (1991)'°, néo
representa comportamento agressivo.

Embora néo se tenha obtido resultados estatis-
ticamente significativos ao se relacionar o nimero
médio de NORs das leucoplasias bucais com suas
caracteristicas clinicas ou histopatolégicas, deve-
-se considerar que autores como Vahuhala!”; Ah-
med e Babiker!®, mencionam ser o método AgNOR
de grande valia na determinagdo do prognéstico de
lesbes bucais. Igualmente, deve-se considerar que
ao se ampliar a amostra estudada, os resultados
obtidos poderiam ser diferentes, tornando-se signi-
ficativos. Assim, sugere-se que mais estudos clinico-
-histoquimicos, tanto transversais quanto longitu-
dinais, sejam realizados a fim de se comprovar a
efetividade do método testado.

Conclusao

A leucoplasia bucal acomete principalmente
homens acima dos 60 anos de idade, brancos e fu-
mantes. A maior parte das lesdes apresenta tempo
de evolugdo de até 1 ano, localizando-se na lingua.
A avaliacdo da atividade proliferativa das leucopla-
sias bucais por meio da contagem das NORs néo
mostrou relagdo com suas caracteristicas clinicas
ou histopatolégicas.
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Abstract

Leukoplakia is considered a major carcinogenic oral le-
sion. Objective: To conduct an epidemiological study of
oral leukoplakia cases registered at the Histopathology
Diagnostic Service of the Institute of Biological Scien-
ces, University of Passo Fundo (SDH/ICB-UPF), betwe-
en 1989 and 2012, applying to such cases the AgNOR
method for the assessment of their cell proliferative
activity. Materials and method: The work consisted of
a transversal epidemiological and histochemical study
of 44 cases of leukoplakia. After diagnostic validation,
and tabulation of clinical and histopathological data
of leukoplakia cases, new histological sections (3 pm)
of lesions were impregnated by silver by the AgNOR
method. The slides obtained were photographed in im-
mersion, and 100 cells” NORs were counted for each
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case. This procedure was performed with the help of the
Image Tool™ software. Results were compared conside-
ring the different clinical and histopathological features
of leukoplakia cases. Results: The most prevalent age
group was from 61 to 76 years (19 cases - 43.2%), 22
patients were men (50%), and the predominant ethnic
group was Caucasian (36 cases - 81.8%). Regarding har-
mful habits, smoking was reported in 23 cases (52.3%).
When comparing the average number of NORs from
cases of leukoplakia with different clinical features of
the lesions, there was no statistically significant relation.
Conclusion: It is concluded that leukoplakia primari-
ly affects Caucasian men over 60 years old, who are
smokers. Moreover, the sample studied showed that the
relation of cell proliferative activity of oral leukoplakia
with clinical/histopathological features of lesions was
not statistically significant.

Keywords: Oral leukoplakia. AgNOR. Proliferative activity.
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