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Resumo 
 

SILVA, Deise de Avila. Avaliação de parâmetros para identificação do potencial 
de transformação contido em lesões orais potencialmente malignas. 2012. 81f. 
Dissertação (Mestrado). Programa de Pós-Graduação em Odontologia, Universidade 
Federal de Pelotas. 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão imuno-histoquímica do MAGE (Y-
18) em LPM e malignas de pacientes com e sem fator de risco associado, bem como 
verificar a variabilidade interexaminadores na classificação histológica das displasias 
epiteliais orais. Foram utilizadas amostras incluídas em parafina de 20 casos de 
displasia severa/carcinoma in situ e 20 casos de CEC intraoral, sendo que em cada 
grupo as amostras estavam distribuídas entre pacientes com e sem fator de risco 
associado à ocorrência da lesão (tabaco e álcool). A expressão imuno-histoquímica 
positiva de MAGE (Y-18) foi definida por um padrão de coloração citoplasmático, 
sendo utilizado um sistema de pontuação considerando a homogeneidade da 
reação. Para classificar as displasias epiteliais orais, 75 casos de lesões orais 
potencialmente malignas foram selecionados de um serviço de referência em 
patologia bucal. Três patologistas analisaram as lâminas de forma independente e 
“cega” em dois momentos. Na primeira etapa foram disponibilizadas aos 
examinadores as lâminas coradas em H&E juntamente com as informações clínicas 
de cada caso e os patologistas classificaram as lesões em sem displasia, displasia 
leve, moderada, severa ou carcinoma in situ. Na segunda etapa, os avaliadores não 
tiveram acesso às informações clínicas e classificaram as lâminas em duas 
categorias: baixo risco (lesão não displásica/displasia leve) e alto risco (displasia 
moderada/severa/carcinoma in situ). A análise das reações imuno-histoquímicas 
demonstrou positividade em 4/20 LPM e 17/20 CEC. Pelo teste de Kruskall-Wallis 
observou-se diferença estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos de 
CEC e o grupo das lesões potencialmente malignas sem fator de risco. O teste de 
Mann-Whitney verificou diferença estatisticamente significativa entre os carcinomas 
e as lesões potencialmente malignas (p<0.001). O teste Exato de Fischer não 
demonstrou diferença estatisticamente significativa entre as lesões de mesmo 
diagnóstico histológico quando comparadas nos subgrupos de fator de risco 
associado (p=1). Nossos resultados sugerem que a detecção do antígeno MAGE 
pode ser útil na identificação de LPM com maior risco de progressão para o CEC 
invasivo, mas parece não ter relação com a exposição aos fatores de risco mais 
conhecidos. Quando na classificação das displasias, independente do sistema de 
classificação utilizado, a concordância entre os avaliadores e o padrão ouro variou 
de fraca a moderada. Na primeira etapa, o Coeficiente de Correlação Intraclasse 
demonstrou uma concordância moderada entre os avaliadores 1 e 3 (r=0,479 e 
r=0,544) e uma concordância baixa do avaliador 2 (r=0,384). No segundo momento 
observou-se uma concordância moderada entre os examinadores 2 e 3 e o padrão 
ouro (k=0,433 e k=0,422) e uma baixa concordância entre o avaliador 1 e o padrão 
ouro (k=0,186). Tendo em vista que a graduação da displasia é um processo 
subjetivo, e que ainda não dispomos de nenhum exame que supere a observação 
histológica no diagnóstico das displasias epiteliais orais, entendemos que o 
processo de graduação entre dois ou mais observadores deve ser incentivado, a fim 
de auxiliar na definição mais precisa do diagnóstico. 
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Abstract 
 

SILVA, Deise de Avila. Evaluation parameters for identifying the potential for 
change contained in potentially malignant oral lesions. 2012. 81f. Dissertação 
(Mestrado). Programa de Pós-Graduação em Odontologia, Universidade Federal de 
Pelotas 
 
This study aims to evaluate the immunohistochemical expression of antibodie MAGE-
(Y18) in potentially malignant oral lesions and malignant lesions in patients with or 
without factor risk, and also to check the interexaminers variability on histological 
classification of oral epithelial dysplasia. Paraffin-embedded samples of 20 cases of 
severe dysplasia/carcinoma in situ and 20 cases of intraoral squamous cell 
carcinoma (SCC) were used in the study, and in both groups the samples had been 
distributed between patients with and without other risk factors associated with the 
occurrence of injury (tobacco and alcohol). The positive immunohistochemical 
expression of MAGE(Y-18) was defined by a cytoplasmic staining pattern, and it was 
used a scoring system considering the homogeneity of the reaction. In order to verify 
the interexaminer variability when performing a histological classification of oral 
epithelial dysplasia, 75 cases of potentially malignant oral lesions were selected from 
a referral service in oral disease. Slides were read independently and blindly by three 
pathologists in two stages. In the first stage it was made available to examiners the 
slides stained with H & E along with the clinical information of each case, and 
pathologists had to classify the lesions: no dysplasia, mild dysplasia, moderate 
dysplasia, severe dysplasia or carcinoma in situ. In the second stage, it was not 
given access to clinical information to the examiners, and they had to classify slides 
into two categories: low risk (non-dysplastic lesions / mild dysplasia) and high risk 
(moderate or severe dysplasia / carcinoma in situ). . The results were positive in 4/20 
PML and 17/20 SCC. Through the Kruskal-Wallis test, it was observed a statistically 
significant difference (p<0.05) between groups of CPB and the group of potentially 
malignant lesions (PML) without the risk factor. The Mann-Whitney test found a 
statistically significant difference between carcinomas and potentially malignant 
lesions (p<0.001). The Fisher Exact test showed no statistically significant difference 
between the lesions that had the same histological diagnosis when compared in 
subgroups of associated risk factor (p=1). Detection of MAGE antigen may be useful 
in identifying LPM that has a higher risk of progression to invasive SCC, but it seems 
to be unrelated to exposure to popular risk factors The agreement between the 
examiners and the gold standard ranged from low to moderate, regardless of the 
classification system that was used. In the first stage, the intraclass correlation 
coefficient showed a moderate agreement between examiners 1 and 3 (r = 0.479 and 
r = 0.544) and, a low agreement of the examiner 2 (r = 0.384). In the second phase, it 
was observed a moderate agreement between examiners 2 and 3 and the gold 
standard (k = 0.433 k = 0.422) and, a low concordance between the examiner 1 and 
the gold standard (k = 0.186). Taking into account that grading dysplasia is a 
subjective process and still there is no test that outperforms the histological 
observation on diagnosis of oral epithelial dysplasia, it is understood that the process 
of grading made by two or more examiners should be encouraged, in order to assist 
in defining more precisely the diagnostics. 
 
Keywords: Squamous cell carcinoma. Leukoplakia. Oral Epithelial Dysplasia. MAGE 
(Y-18). Immunohistochemistry. interexaminer agreement. Histological grading. 
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1 Projeto de Pesquisa 

1.1 Antecedentes e justificativa 

1.1.1 Carcinoma espinocelular 

Mais de 90% das neoplasias malignas no trato aerodigestivo superior são 

carcinomas espinocelulares (CEC). Globalmente há uma grande variação geográfica 

(cerca de 20 vezes) na incidência deste câncer, com áreas caracterizadas por altas 

taxas de incidência de CEC bucal (excluindo lábio) sendo encontradas nas regiões 

Sul e Sudeste da Ásia (Sri Lanka, Índia, Paquistão e Taiwan), partes do oeste 

europeu (França) e na Europa Oriental (Hungria, Eslováquia e Eslovênia), partes da 

América Latina e Caribe (Brasil, Uruguai e Porto Rico) e em regiões do Pacífico 

(Papua Nova Guiné e Melanésia) (WARNAKULASURIYA, 2009). Esta doença 

debilitante corresponde a 8ª e 13ª neoplasia maligna mais comum no mundo para 

homens e mulheres, respectivamente (CHEONG et al., 2009). 

A população masculina brasileira apresenta o terceiro maior risco mundial para o 

CEC bucal perdendo apenas para França e Índia (WARNAKULASURIYA, 2009). De 

acordo com o INCA (Instituto Nacional do Câncer) foram estimados 14.120 casos 

novos de CEC bucal para o ano de 2010 em todo Brasil, esta lesão corresponde ao 

sétimo tipo de câncer mais comum na população brasileira, sendo a distribuição dos 

casos bastante heterogênea em todos os estados e capitais do país. As regiões Sul e 

Sudeste apresentam os maiores índices deste tipo de CEC, enquanto as regiões 

Norte e Nordeste têm taxas mais baixas. Dos vários registros de base populacional, 

São Paulo e Porto Alegre registraram os números mais altos de câncer bucal. 

O CEC bucal constitui um tumor maligno epitelial agressivo com cerca de 5 anos 

de sobrevida para menos de 50% dos pacientes. Esta taxa de sobrevida é 

principalmente devido ao alto índice de recorrência do câncer local, embora 

metástases à distância também possam ocorrer (CALDEIRA et al., 2011; 

WARNAKULASURIYA, 2009; YOUNG et al., 2007). 

Um fator fundamental na ausência de melhora do prognóstico ao longo dos anos 

é o fato de uma significativa proporção de CECs bucais não serem diagnosticados ou 

tratados até chegarem a um estágio avançado. Este atraso no diagnóstico pode ser 
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causado pelo paciente, que não observa alterações incomuns na própria cavidade 

oral, ou pelos profissionais de saúde, que não investigam adequadamente as lesões 

observadas (EPSTEIN; ZANG; ROSIN, 2002; GROOME et al., 2011).  

O prognóstico para pacientes com carcinoma espinocelular de boca que são 

tratados precocemente é muito melhor, com taxas de sobrevida em 5 anos de até 

80%. Além disso, a qualidade de vida melhora depois do tratamento precoce, porque 

a cura pode ser alcançada com cirurgia menos complexa e tratamento menos 

agressivo do que o necessário para lesões avançadas (EPSTEIN; ZANG; ROSIN, 

2002).  

Apesar da melhoria contínua na reconstrução cirúrgica e regimes de 

radioterapia, a detecção e o diagnóstico precoce do CEC é ainda a abordagem mais 

eficaz para reduzir a morbidade e mortalidade. Até agora, a coleta de tecido pela 

biópsia e posterior análise histológica tem sido o padrão ouro para o diagnóstico das 

doenças bucais. Por conseguinte, a intervenção clínica adequada deve ser baseada 

na histopatologia da lesão. É evidente que as biópsias incisionais de lesões suspeitas 

têm uma reprodutibilidade limitada dentro de toda a lesão, podendo resultar em 

cirurgia mais ou menos agressiva e/ou abordagem por quimio ou radioterapia. Assim, 

a identificação de ferramentas de diagnóstico mostra-se crucial para que se obtenha 

uma análise mais representativa de qualquer lesão suspeita (METZLER et al., 2009).  

Após a excisão de lesões potencialmente malignas e malignas, as margens 

podem aparecer clínica e histologicamente com limites normais, mas elas podem 

manter os marcadores genéticos de aumento do risco de malignização. Por isso, 

evidência molecular de margens livres é essencial na confirmação e 

acompanhamento das lesões e podem, no futuro, tornarem-se marcadores 

adequados de tratamento. Fatores de risco conhecidos para câncer bucal, incluindo o 

uso de tabaco e álcool, podem resultar em grandes áreas de mudança na mucosa 

oral (que é conhecido como cancerização de campo). Alterações moleculares podem 

estar presentes nestas áreas antes que mudanças fenotípicas celulares se tornem 

detectáveis por microscopia de luz (CHEONG et al.,2009, EPSTEIN; ZANG; ROSIN, 

2002). 

De acordo com Dahlstrom et al. (2008) o CEC dos pacientes com fator de risco 

associado (fumo e álcool) difere em muitas variáveis daqueles que ocorrem em 

pacientes não tabagistas e não etilistas, pois este último acomete principalmente 

pacientes mais jovens (antes dos 50 anos) e mulheres idosas (após os 70 anos) 
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ocorrendo com maior frequência na orofaringe e cavidade oral, afetando 

especialmente a língua e gengiva. Fatores como a exposição ambiental à fumaça e 

agentes carcinógenos, (por exemplo, os fumantes passivos), exposição à radiação 

ionizante e a doença do refluxo gastro-esofágico podem estar associados à 

ocorrência do CEC nestes pacientes. Kruse, Bredell e Klaus (2010) observaram uma 

média de idade mais elevada para os pacientes com CEC não fumantes do que 

fumantes (71,4 e 63,7 anos respectivamente). 

O Papilomavírus humano tipo 16 (HPV-16) tem sido associado à etiologia do 

CEC da orofaringe, principalmente em não fumantes, e à crescente incidência de 

câncer em adultos jovens. As duas proteínas oncogênicas do HPV-16, E6 e E7, 

podem influenciar as vias do Rb e p53 e causar instabilidade genômica através da 

desregulação de importantes processos celulares, incluindo o reparo do DNA, controle 

do ciclo celular, e apoptose (DAHLSTROM et al., 2008; FELLER et al., 2010; KRUSE, 

BREDELL e KLAUS, 2010). Entretanto, Tsantoulis et al. (2007) afirmaram que o HPV 

sozinho é incapaz de induzir a transformação maligna. Em vez disso, a ação 

tumorigênica do HPV, provavelmente torna-se significativa em sinergia com 

carcinógenos químicos e outros fatores de risco. 

O modelo de múltiplos passos da carcinogênese é amplamente aceito e requer 

a transição por etapas a partir de lesões potencialmente malignas para o fenótipo do 

tumor metastático. Uma variedade de alterações acumula-se para potencializar esta 

transição e aumentar gradualmente a malignidade. Progressão similar tem sido 

demonstrada ocorrendo em hiperplasia benigna para câncer bucal, de displasia para 

carcinoma in situ e no câncer avançado com acompanhamento de alterações 

genômicas. Várias lesões orais são de particular relevância como precursoras do 

câncer oral: leucoplasia, eritroplasia e líquen plano (TSANTOULIS et al., 2007). 

O grau e a quantidade de alterações genéticas nas lesões potencialmente malignas, 

bem como a similaridade com as encontradas no CEC é, até certo ponto, dependente 

da presença de atipias, contudo, lesões individuais possuem traços moleculares 

genéticos em comum com CEC, mesmo na ausência de displasia definida 

histologicamente (MITHANI et al., 2007). 

Espera-se que os marcadores moleculares tornem-se essenciais no diagnóstico 

e manejo de pacientes com câncer bucal, orientando futuros estudos e cuidados 

clínicos e, em última instância levando a novas intervenções dirigidas às mudanças 

moleculares dos carcinomas. O uso de marcadores moleculares permite o diagnóstico 
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precoce e o estadiamento das alterações teciduais, antes das mudanças na 

morfologia celular e, certamente, antes das alterações teciduais tornarem-se 

clinicamente visíveis.  

1.1.2 Lesões Potencialmente Malignas 

A identificação de lesões orais com alto risco de transformação maligna, bem 

como a detecção precoce dos tumores orais continua a ser uma importante questão 

clínica a ser resolvida e pode constituir uma das chaves para reduzir a morbidade, 

mortalidade e custos de tratamento associado ao CEC (EPSTEIN; ZANG; ROSIN, 

2002; SCHEIFELE; REICHART; DIETRICH, 2003). 

Leucoplasia e eritroplasia são os precursores mais comuns do carcinoma 

espinocelular. Apesar de várias tentativas recentes na literatura para melhorar ou 

modificar a definição de leucoplasia e eritroplasia, o conceito fornecido pela 

Organização Mundial da Saúde (1978) ainda prevalece: "Leucoplasia constitui-se de 

mancha branca que não pode ser caracterizada clinicamente ou histopatologicamente 

como qualquer outra lesão definível”. Na prática diária, os especialistas estendem 

essa definição, adicionando que a leucoplasia "não é destacável", o que facilita a 

distinção entre leucoplasia e candidíase pseudomembranosa, que também se 

apresenta como uma lesão esbranquiçada. Eritroplasia, de forma semelhante à 

leucoplasia, é definida como uma “mancha vermelha que não pode ser caracterizada 

clinicamente ou histopatologicamente como qualquer outra lesão definível”.  

A prevalência estimada de leucoplasia oral em todo o mundo é 

aproximadamente 2%. Existem algumas diferenças geográficas no que diz respeito à 

distribuição por sexo. Caracteriza-se por ser uma lesão mais comum entre fumantes 

que entre não fumantes. O álcool é tido como um fator de risco independente, mas 

dados definitivos são ainda inexistentes. Existem resultados contraditórios 

relacionados ao possível papel da infecção pelo papilomavírus humano no 

desenvolvimento dessa condição (HUBER, 2010; VAN DER WAAL, 2010). 

Clinicamente, a leucoplasia é tradicionalmente descrita como sendo homogênea 

ou não homogênea. A homogênea apresenta-se como uma placa branca 

uniformemente lisa, fina, com fissuras rasas ou rachaduras na superfície. A não 

homogênea pode ter uma variedade de apresentações: salpicado (lesão vermelha 

misturada com branco, este predominando), nodular (pequenas excrescências 

polipoides vermelhas ou brancas), e verrucosas (superfície amassada ou ondulada). 



15 

 

  

Lesões sugestivas de leucoplasia devem ser biopsiadas e monitoradas 

periodicamente. Embora a prevalência de leucoplasia seja maior em homens, as 

mulheres possuem maior risco para transformação maligna. A caracterização clínica e 

o local de ocorrência podem afetar o risco de transformação. Leucoplasias com um 

componente vermelho são mais propensas a sofrer transformação maligna, assim 

como as que acometem língua, gengiva e assoalho de boca. Paradoxalmente, o risco 

de malignização é maior nos pacientes que não fazem uso do tabaco do que nos que 

fazem (HUBER, 2010). 

As leucoplasias são reconhecidas como os progenitores mais frequentes de 

CEC. Tem sido relatado que entre 11 e 67% de todos os CECs desenvolvem-se a 

partir de tais lesões potencialmente malignas (SCHEIFELE; REICHART; DIETRICH, 

2003). Além da leucoplasia, a eritroplasia e o líquen plano (LP) também são 

apontados pela literatura como lesões orais com elevado potencial de transformação 

maligna (MITHANI et al., 2007; RIES et al., 2009). 

De acordo com Warnakulasuriya, Johnson e Van der Waal (2007), há 

controvérsias quanto à natureza potencialmente maligna do LP. A taxa de 

transformação maligna relatada anualmente é inferior a 0,5%, e aparentemente pode 

ocorrer em todos os tipos de líquen (Van der Waal, 2010). A Organização Mundial da 

Saúde classifica o LP como uma condição pré-cancerosa que é "um estado 

generalizado associado a um significativo aumento do risco de câncer” (HUBER, 

2010).  

A displasia liquenóide consiste em uma combinação histológica da displasia 

epitelial oral com certas características do líquen plano, principalmente o infiltrado 

inflamatório, não constitui uma variante do LP, mas uma entidade distinta que tem um 

verdadeiro potencial de transformação maligna. As características clínicas da 

displasia liquenóide são mais típicas de lesões potencialmente malignas do que as do 

LP (KRUTCHKOFF; EISENBERG, 1985). 

1.1.3 Classificação das Displasias Epiteliais Orais 

Embora nem leucoplasia nem eritroplasia sejam sinônimo de displasia epitelial 

ou carcinoma, é reconhecido que estas são as lesões orais em que alterações 

malignas ocorrem com maior grau de frequência em comparação à mucosa oral 

normal (BRENNAN et al., 2007). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krutchkoff%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krutchkoff%20DJ%22%5BAuthor%5D
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As displasias epiteliais são reconhecidas como precursores frequentes do CEC 

e apresentam-se predominantemente como lesões brancas, vermelhas ou uma 

mistura de branco e vermelho (ARDUINO et al., 2009). 

Sob o microscópio, lesões clinicamente leucoplásicas podem demonstrar um espectro 

de possíveis características histopatológicas que vão desde hiperplasia epitelial não 

displásica e/ou hiperceratose a achados indicativos de displasia (BRENNAN et al., 

2007).  

O diagnóstico e classificação das displasias epiteliais orais são baseados em 

uma combinação de mudanças arquitetônicas e citológicas de acordo com a 

espessura ou níveis em que estes ocorrem, assim, a WHO (1978), definiu os critérios 

arquiteturais em: estratificação epitelial irregular, perda de polaridade e/ou hiperplasia 

da camada de células basais, infiltração epitelial em forma de cristas, aumento do 

número de figuras de mitose, mitoses superficiais anormais, ceratinização prematura 

de células individuais (disceratose), presença de pérolas de ceratina. Os critérios 

citológicos ficaram definidos como: variação anormal do tamanho e/ou forma do 

núcleo, variação anormal do tamanho celular e/ou do formato da célula, aumento da 

relação núcleo-citoplasma, figuras de mitose atípicas, aumento do número e tamanho 

dos nucléolos, hipercromatismo. 

Quando biópsias de manchas brancas ou vermelhas diagnosticadas como 

leucoplasia ou eritroplasia são submetidas a exame microscópico, o patologista 

classifica-as em várias categorias como: sem displasia, com displasia leve, moderada 

ou displasia severa. A maioria dos patologistas leva em conta uma combinação de 

características microscópicas. Para se chegar a um grau, geralmente o pior local 

observado na lâmina é marcado (WARNAKULASURIYA, 2001). Dessa forma as 

lesões potencialmente malignas, quando analisadas histologicamente poderão ser 

classificadas como: 

Sem displasia: ao exame histológico é observada a presença de epitélio 

normal, sem atipias ou distúrbios arquiteturais em toda a sua extensão. 

Displasia leve: quando os distúrbios arquiteturais estiverem limitados ao terço 

inferior do epitélio, acompanhado por um mínimo de atipia citológica. 

Displasia moderada: a alteração arquitetural chega ao terço médio do epitélio. 

A presença de atipia acentuada pode indicar que a lesão deve ser classificada como 

displasia grave, apesar de não estender no terço superior do epitélio. 
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Displasia severa: quando mais de dois terços do epitélio mostrarem distúrbio 

arquitetônico associado com atipia citológica temos esse tipo de displasia. 

Carcinoma in situ: quando a transformação maligna ocorreu, mas a invasão 

não está presente. Observa-se a presença de anomalias arquitetônicas acompanhada 

de pronunciada atipia citológica em toda ou quase toda espessura do epitélio. 

Uma das principais limitações existentes no uso de critérios histológicos para 

prever o potencial de transformação das displasias é a subjetividade inerente o 

sistema de classificação em si (BRENNAN et al., 2007).  

Isto se deve principalmente à falta de critérios bem definidos que possam ser 

usados como diretrizes para classificação. Na graduação das displasias, a espessura 

(altura) em que as mudanças celulares se estendem no tecido epitelial é levada em 

consideração. No entanto, existe uma grande variação na espessura do epitélio 

pavimentoso na cavidade oral, levando a dificuldades práticas na utilização desse 

sistema de pontuação (WARNAKULASURIYA, 2001).  

Embora a presença de displasia epitelial seja um dos preditores no prognóstico 

de transformação de lesões potencialmente malignas, reconhece-se que, 

ocasionalmente, lesões não displásicas podem se transformar em câncer, assim 

como regressões espontâneas também foram relatadas, sobretudo após a interrupção 

dos hábitos associados com o risco de CEC, por exemplo, tabaco, álcool e mudanças 

no estilo de vida, como a intervenção dietética (ARDUINO et al., 2009; BRENNAN et 

al., 2007).  

Segundo Warnakulasuriya (2001), a presença e severidade da displasia são 

frequentemente consideradas como indicadoras do estado de risco de uma lesão 

potencialmente maligna e que as displasias severas indicam um risco mais elevado 

de desenvolvimento subsequente de câncer. Entretanto, estudos retrospectivos 

demonstraram que graus severos de displasia não estão necessariamente ligados a 

maiores taxas de transformação em CEC. Além disso, ainda faltam sistemas de 

classificação histológica confiáveis e marcadores de prognóstico para o CEC 

(ABRAHÃO et al., 2011).  

Abbey et al. (1998) avaliaram o grau de concordância diagnóstica entre seis 

patologistas orais quando as informações clínicas dos casos foram fornecidas ou 

omitidas e, em uma avaliação de 120 lâminas, concluíram que quando a informação 

clínica foi utilizada, ocorreu a diminuição da precisão do diagnóstico. 
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Brothwell et al. (2003) avaliaram o grau de concordância inter e intra-

examinadores no diagnóstico de displasias epiteliais orais. Após a avaliação 

independente de 64 lâminas por três patologistas orais e utilizando o diagnóstico 

inicial como padrão ouro, os autores verificaram que o grau de concordância intra-

observador foi maior que o inter-observadores, o que pode ser explicado pela 

diferença na formação dos indivíduos, bem como por opiniões diversas em que alguns 

critérios sejam mais importantes que outros na categorização das displasias. 

Sugeriram, então, que a variação na avaliação das displasias pode diminuir se 

exercícios de calibração forem implementados. 

Kujan et al. (2006) avaliaram a reprodutibilidade e a precisão de um sistema de 

classificação binária (alto e baixo risco) das displasias epiteliais orais comparando-o 

com a classificação da OMS de 2005. Noventa e seis lâminas coradas pelo método 

H&E foram avaliadas por quatro patologistas. Os resultados demonstraram um grau 

satisfatório de concordância quanto a distinção entre displasia leve, displasia severa e 

carcinoma in situ usando a classificação da OMS, entretanto, a avaliação da displasia 

moderada mostrou-se problemática. Quanto ao sistema binário, a sensibilidade e 

especificidade foram de respectivamente 85 e 80%, sendo que a precisão foi de 80%. 

Dessa forma, os autores concluíram que o novo sistema complementa a classificação 

da OMS (2005) e poderá ajudar nas decisões clínicas particularmente nas displasias 

moderadas, além disso, a pontuação binária apresentou maior consenso entre os 

patologiscas e outras pesquisas sobre esse sistema de classificação deverão ser 

incentivadas. 

Kujan et al. (2007) avaliaram os motivos da variação inter-observadores na 

classificação das displasias epiteliais orais, quatro avaliadores, sendo três 

patologistas orais e um patologista geral examinaram sessenta e oito lâminas de 

graus variáveis de displasia considerando a classificação da OMS (2005) quanto às 

mudanças arquiteturais e citológicas dos tecidos. Para as alterações individuais os 

valores de kappa inter-observadores variaram de fraco a moderado demonstrando a 

pouca concordância existente. Concluiram, assim, que a melhoria no padrão de 

concordância poderá ser alcançada com a definição universal de características 

arquitetônicas e citológicas, que o processo de graduação entre dois ou mais 

observadores deve ser incentivada a fim de ajudar a eliminar erros e que estudos 

futuros acerca do câncer e das lesões potencialmente malignas poderão construir 

uma base sólida para o diagnóstico e tratamento destas lesões. 
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1.1.4 MAGE-A e NY-ESO 

A transição da mucosa normal para o CEC invasivo é um processo complexo de 

várias etapas, com uma etiologia multifatorial (KÜFFER, LOMBARDI, 2002). A 

carcinogênese oral é impulsionada por mudanças genéticas que ocorrem 

frequentemente devido aos padrões de expressão alterada de vários genes. Acredita-

se que determinadas alterações são acompanhadas em definitivo por alterações 

histopatológicas (RIES et al., 2009). 

Vários marcadores potenciais das alterações moleculares em lesões orais 

potencialmente malignas e malignas têm sido estudados, e o interesse na associação 

destas alterações genéticas com as lesões é crescente. A progressão da doença, de 

benigna a maligna, é um processo genético que mais tarde torna-se evidente em nível 

celular (alteração fenotípica) e, finalmente, em nível clínico (EPSTEIN; ZANG; ROSIN, 

2002). 

O prognóstico ruim dos pacientes que sofrem de carcinoma espinocelular bucall 

avançado é em grande parte devido à ausência de marcadores sensíveis e 

específicos para a detecção precoce de tumores primários ou células malignas que 

podem ser usados para determinar o risco de desenvolvimento de tumor em lesões 

precursoras, uma vez que tumores primários podem se originar de lesões 

potencialmente malignas, como a leucoplasia, a eritroplasia e o líquen plano (RIES et 

al., 2009). 

A década de 1990, principalmente, se caracterizou pelo isolamento de um 

grande número de genes que codificam antígenos humanos específicos do tumor, 

incluindo famílias de antígeno melanoma MAGE, BAGE, GAGE, LAGE (NY-ESO-1). 

Desde então, essas famílias de genes tem crescido constantemente e os genes 

MAGE têm atraído a atenção como alvos potenciais para a imunoterapia devido à sua 

expressão quase tumor específica (FORSLUND; NORDQVIST, 2001; HAIER, 2006). 

Em 1991, os pesquisadores isolaram o primeiro antígeno melanoma associado, 

MAGE-A1. Nos anos seguintes, dezenas de novas proteínas foram identificadas. 

Embora vários trabalhos tenham investigado a expressão dos genes MAGE-A, 

relativamente pouco é conhecido de suas funções (XIAO; CHEN, 2004). 

Em tecidos adultos, a maioria dos genes MAGE é expressa apenas no testículo 

e os padrões de expressão sugerem que esta família de genes está envolvida em 

células germinativas de desenvolvimento (FORSLUND; NORDQVIST, 2001; HAIER, 

2006). 
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Antígenos melanoma-associado MAGE-A não são expressos em tecidos adultos 

normais, com exceção das células germinais masculinas, mas muitas vezes são 

expressos em uma variedade de tecidos tumorais. Por exemplo, MAGE-A é expresso 

em uma alta porcentagem de tumores de boca, mas não na mucosa oral normal e 

saudável (JUNGBLUTH 2000; RIES et al., 2009). Assim, se antígenos MAGE-A estão 

presentes, uma lesão benigna pode ser claramente distinguida de uma lesão maligna 

com a tecnologia adequada, com altíssima precisão (KRAUSS et al., 2010; RIES at 

al., 2009). 

Cuffel et al. (2010), avaliando a expressão em PCR e imuno-histoquímica de 

antígenos MAGE-A e NY-ESO-1 em CEC de cabeça e pescoço, verificaram que 88% 

das amostras que mostraram positividade para MAGE-A3 ou MAGE-A4 no PCR 

também foram positivas para imuno-histoquímica e dos 12 casos testados com PCR 

para o NY-ESO-1, sete mostraram positividade em imuno-histoquímica, sugerindo, 

assim que estes genes podem ser utilizados como marcadores prognóstico para estes 

tipos de CEC. 

Em um estudo de 2009, Ries et al. utilizando o NY-ESO em RT-PCR em amostras 

de CEC bucal, notou uma significativa correlação deste antígeno com o tamanho do 

tumor, relacionando sua maior expressão ao estadiamento tumoral. Cabe salientar 

que, neste estudo, o NY-ESO foi verificado em 27,7% dos tumores examinados. A 

taxa de expressão não foi tão alta quanto a esperada e, portanto, este antígeno não 

poderia ser usado como um marcador diagnóstico biológico mas seria um instrumento 

útil a ser empregado dentro da análise múltipla de biomarcadores, especialmente 

MAGE-A, aumentando a sensibilidade de detecção de células tumorais e de células 

neoplásicas que são indetectáveis em microscópio. 

De acordo com Haier et al.( 2006) a especificidade relativamente elevada de 

expressão do MAGE-A em células tumorais qualifica essas proteínas de superfície 

como potenciais marcadores de prognóstico. 

Krauss et al. (2010), avaliaram a marcação imuno-histoquímica do MAGE-A em 

lesões benignas, pré-malignas e malignas da mucosa oral. Retrospectivamente, 

biópsias de diferentes lesões orais foram selecionadas: 64 lesões benignas (25 lesões 

traumáticas, 13 folículos dentários, e 26 épulis), 26 líquens planos orais, 123 lesões 

potencialmente malignas do epitélio (32 hiperplasias epiteliais encontradas em 

leucoplasias, 24 de displasia epitelial, 26 eritroplasias com displasias epiteliais orais, e 

41 carcinomas in situ em eritroleucoplasias). Os espécimes foram submetidos a 
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reação com imuno-histoquímica para anticorpos poli-MAGE-A 57B, e os resultados 

foram comparados. Os autores verificaram que o grau de marcação de lesões 

potencialmente malignas ou malignas variou de 33% para 65%. Dessa forma, os 

antígenos MAGE-A poderiam facilitar a diferenciação entre lesões potencialmente 

malignas e malignas da mucosa oral. 

Os antígenos MAGE-A podem melhorar significativamente o diagnóstico e 

diferenciação das lesões orais, o seu valor real tem de ser validado por estudos de 

acompanhamento clínico. (KRAUSS et al., 2010). Os antígenos MAGE-A podem ser 

ainda um importante objeto para futuros estudos em CEC e melhorar a estimativa do 

risco individual dos pacientes (MÜLLER-RICHTER et al., 2010). 
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1.2 Objetivo 

1.2.1 Objetivo Geral 

a. O objetivo deste trabalho será avaliar a expressão imuno-histoquímica 

dos anticorpos multi-MAGE-α, MAGE-A1, MAGE-(Y-18), MAGE-A10 e 

NY-ESO em lesões potencialmente malignas e malignas de pacientes 

com e sem fator de risco associado. 

b. Verificar a variabilidade interexaminadores na classificação histológica 

das displasias epiteliais orais. 

1.2.2 Objetivos Específicos 

a. 1) Verificar se detecção pela marcação imuno-histoquímica de células 

epiteliais transformadas pode servir como preditor do comportamento 

clínico das lesões potencialmente malignas orais.   

a. 2) Comparar o padrão de marcação imuno-histoquímica em lesões de 

pacientes com e sem fator de risco associado, buscando identificar a 

existência de vias moleculares distintas atuando no processo de 

carcinogênese. 

b. 1) Obter subsídios, por meio da verificação da variabilidade na 

classificação das displasias, para a elaboração de estratégias futuras 

na rotina do diagnóstico histológico. 
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1.3 Metodologia 

 

Expressão de multi-MAGE-α, MAGE-A1, MAGE-(Y-18), MAGE-A10 e NY-

ESO em carcinomas espinocelulares e leucoplasias de pacientes com e sem 

fator de risco associado 

1.3.1 Seleção dos casos e análise morfológica 

Quarenta espécimes fixados em formol 10% e incluídos em parafina serão 

obtidos dos Arquivos do Centro de Diagnóstico das Doenças da Boca (CDDB) da 

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas. Serão utilizadas 20 

amostras de casos de displasia liquenóide/displasia severa/carcinoma in situ e 20 

amostras de carcinoma espinocelular intraoral, sendo que em cada grupo, dez 

amostras serão de pacientes com fator de risco associado à ocorrência da lesão 

(tabaco e álcool), e dez sem fator de risco relatado.  

As lâminas referentes aos casos selecionados e coradas pelo método da 

hematoxilina e eosina (H & E) serão submetidas a estudo morfológico em microscopia 

de luz para confirmação do diagnóstico previamente obtido. 

Os dados referentes a sexo, idade, local da lesão e exposição a fatores de 

risco serão obtidos dos registros dos arquivos do CDDB. 

Todos os casos serão submetidos a estudo imuno-histoquímico utilizando-se 

os anticorpos multi-MAGE-α, MAGE-A1, MAGE-(Y18), MAGE-A10 e NY-ESO. 

1.3.2 Imuno-histoquímica 

A avaliação das proteínas MAGE e NY-ESO será realizada com o auxílio da 

técnica imuno-histoquímica pelo método streptavidina-biotina (SABC, do inglês 

Streptavidina-Biotin Complex). 

Todas as amostras utilizadas foram ou serão fixadas em formol 10% e 

emblocadas em parafina. A reação imuno-histoquímica será realizada sobre secções 

teciduais de 3μm  de espessura, estendidas em lâminas de vidro previamente limpas 

e desengorduradas, preparadas com adesivo à base de 3-aminopropyltriethoxy-silano 

(1:9). Inicialmente, os cortes serão desparafinizados em dois banhos de xilol, sendo o 

primeiro a 60ºC por 30 minutos e o segundo a temperatura ambiente por 20 minutos. 

Os cortes serão reidratados em cadeia descendente de etanol, a partir de três 

passagens em etanol absoluto, seguidos por etanol 95, 85 e 80%, durante 5 minutos 
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cada, e imersos por 10 minutos em solução de hidróxido de amônia a 10% para 

remoção do pigmento formólico. Após, proceder-se-á a lavagem em água corrente por 

10 minutos e em duas passagens por água destilada. 

As secções teciduais serão então submetidas ao tratamento para recuperação 

antigênica, o qual será realizado através da colocação das amostras histológicas em 

cuba contendo solução tampão de ácido cítrico pH 6,0, no microondas (1,3KW), em 

três ciclos de 5 minutos cada. 

A seguir será realizado o bloqueio da peroxidase endógena tecidual, através de duas 

passagens de 5 minutos em solução de peróxido de hidrogênio 20 volumes em 

metanol (1:1, v/v). 

Após, as secções teciduais serão incubadas com os anticorpos primários 

(multi-MAGE-α, MAGE-A1, MAGE-A10 e NY-ESO – doação do Prof. Dr. Giulio 

Spagnoli) por 18h (overnight), à 4ºC e nas condições de trabalho especificadas na 

tab. 1. Após duas lavagens em tampão Tris-HCl (Vetec Química Fina Ltda, Rio de 

Janeiro-RJ) por 5 minutos cada, os cortes receberão o kit LSAB (Dako Corporation, 

Carpinteira, CA, USA), com período de incubação de 30 minutos à temperatura 

ambiente, tanto para o anticorpo secundário como para o complexo terciário.  

As lâminas que serão incubadas com o MAGE-(Y18), após o bloqueio da 

peroxidase endógena, serão incubadas por 1h seguido por duas lavagens de cinco 

minutos cada, com tampão Tris-HCl. Em seguida, os cortes histológicos serão 

incubados com o anticorpo secundário Rabbit anti-Goat IgG (Pierce® - Rockford, IL 

USA) por trinta minutos, seguido, novamente, por dupla lavagem em tampão Tris-HCl. 

Logo após, a incubação com o complexo terciário (Vectastain ABC Kit – Vector 

Laboratories, Inc.) será de 30 minutos.  

Para todos os anticorpos, a revelação da reação será realizada com solução 

cromógena de diaminobenzidina (3,3’-diamino-benzidina,DakoCytomation, Inc. 6392 

Via Real Carpinteria, California 93013 USA), como recomendado pelo fabricante. Os 

cortes serão lavados em água corrente por 10 minutos, passados duas vezes por 

água destilada, contra-corados com hematoxilina de Mayer por 5 minutos e 

novamente lavados. Após a desidratação e diafanização, montagem das lâminas será 

feita em Permount® (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). 

Como controle positivo, serão utilizadas amostras de testículo de rato cedidas 

pelo Laboratório de Histologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal 
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do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os controles negativos serão obtidos através da 

omissão dos anticorpos primários. 

 

Tabela 1 Soros primários - especificidades, diluições, fontes e tempo de 

incubação 

Especificidade Fonte Diluição Tempo de 
incubação 

Multi-MAGE- α* 57B Sem diluição 18 horas 

MAGE-A1* 57B Sem diluição 18 horas 

MAGE-(Y-18)**  1:50 a 1:500 1 hora 

MAGE-A10* 57B Sem diluição 18 horas 

NY-ESO*  Sem diluição 18 horas 

* Cedido pelo Prof. Dr. Giulio Spagnoli - Switzerland 

** SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC. 

1.3.3 Análise dos resultados 

A expressão imuno-histoquímica positiva de multi-MAGE-α, MAGE-A1, MAGE-

(Y-18), MAGE-A10 e NY-ESO será definida por um padrão de coloração 

citoplasmático e nuclear, por meio de análise por microscopia de luz nos quatro 

grupos estudados. 

Para a avaliação da marcação imuno-histoquímica, um sistema de pontuação 

será utilizado considerando a homogeneidade da reação (escores: 0 - negativo; 1 - 

células positivas <25%; 2 - células positivas 25-50%; 3 - células positivas 50-75%; 4 - 

células positivas> 75%). 

Correlação de Pearson, teste exato de Fisher, Kruskall-Wallis e Mann Whitney 

serão utilizados para fins estatísticos, e serão realizados com o programa Sigma-Stat 

3.5 (Systat Software Inc.). Um valor de p inferior a 0,05 (p <0,05) será considerado 

estatisticamente significativo. 
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Avaliação de concordância interexaminadores na classificação 

histológica das displasias epiteliais orais 

1.3.4 Seleção dos Casos 

O cálculo do tamanho amostral foi realizado usando o programa Sigma-Stat 3.5 

(Systat Software Inc.). Pressupondo que a experiência dos examinadores é alta e que 

a concordância nos diagnósticos histopatológicos também será alta, usando os 

parâmetros poder estatístico 90%, erro tipo I de 5%, e coeficiente de correlação 

esperado de 0,75, o tamanho amostral calculado foi de 15 amostras por grupo. Serão 

selecionados retrospectivamente dos arquivos do CDDB 150 (cento e cinquenta) 

lâminas histopatológicas de casos diagnosticados como displasias epiteliais orais com 

diferentes graus de severidade. 

Os casos selecionados para o estudo deverão ter recebido diagnóstico clínico 

de leucoplasia, leucoeritroplasia ou eritroplasia e possuírem ficha de biópsia contendo 

as seguintes informações: localização intra-oral, além de dados relativos a sexo, 

idade, e fatores de risco.  

Um patologista bucal (examinador 1) fará uma pré-seleção dos casos, de 

maneira a garantir a qualidade da análise, procurando incluir casos 

histopatologicamente não displásicos, com displasia leve, moderada e severa ou 

carcinoma in situ. Dentre os 150 casos pré-selecionados, os 75 casos que constituirão 

a amostra serão escolhidos de maneira randômica pelo programa de computador 

Excel (Microsoft Windows Office 2010) de acordo com cada categoria de diagnóstico, 

de modo a assegurar que um número igual de casos de cada grau de displasia seja 

selecionado.  

1.3.5 Desenho experimental 

Três patologistas do CDDB com experiência em patologia oral (examinadores 

2, 3 e 4), professores da FO-UFPel, e que rotineiramente fazem diagnósticos 

histopatológicos, examinarão as lâminas de forma independente e “cega”, ou seja, 

sem o conhecimento do diagnóstico inicial. Para cada caso selecionado uma única 

lâmina dos arquivos do CDDB, corada com hematoxilina-eosina será examinada por 

microscopia de luz. 

Na primeira etapa do estudo, serão disponibilizados aos examinadores as 

lâminas selecionadas juntamente com as informações referentes à idade, sexo, 

fatores de risco e localização da lesão (Anexo 1). Os examinadores serão instruídos a 
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concluir o estudo em até duas semanas, por meio de exame criterioso da lâmina, 

determinando a presença e a severidade da displasia. Para determinação do 

diagnóstico serão considerados os critérios estabelecidos pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS) em 2005. 

Não haverá treinamento para padronização na aplicação dos critérios 

classificatórios pelos patologistas, pois será avaliada, neste momento, a variabilidade 

de diagnóstico na rotina do Serviço de Patologia do CDDB. 

Cada profissional deverá classificar os casos em dois momentos diferentes, 

com intervalo de 30 dias, utilizando duas escalas:  

Escala 1 – classificar o caso em lesão sem displasia, displasia leve, displasia 

moderada, displasia severa ou carcinoma in situ; 

Escala 2 – seguindo a orientação do The Working Group (OMS, 2005) 

considerar duas categorias: 

A – Baixo risco (lesão não displásica/duvidosa/displasia); 

B – Alto risco (moderada/severa/carcinoma in situ). 

O diagnóstico histolopatológico inicial será obtido dos registros de CDDB e 

utilizado como “padrão ouro”, assim como no trabalho de Brothwel et al. (2003) e 

Abbey et al. (1998). 

1.3.6 Análise estatística 

Os níveis de concordância entre os examinadores serão analisados 

separadamente para escalas de cinco e dois pontos. O cálculo de correlação 

interexaminadores será obtido pelo teste de Spearman.  
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1.5 Orçamento 

 

 

1. Anticorpos 

1.1. multi-MAGE-α ..................................................................................doação 

1.2. MAGE-A1.........................................................................................doação 

1.3. MAGE-(Y-18)................................................................................R$ 1.150,00 

1.4. MAGE-A10.......................................................................................doação 

1.5. NY-ESO............................................................................................doação 

1.6. Anticorpo secundário Rabbit anti-Goat IgG.................................R$ 1.100.00 

 

2. Reagentes..........................................................................................R$ 5.000,00 

 

3. Total......................................................................................................R$ 7.250,00 
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1.6 Cronograma de execução 

Atividade 

 Mês 

Mar-
Ago/11 

Set/11 Out/11 Nov/11 Dez/11 Jan/12 Fev/12 Mar/12 Abr/12 Mai/12 Jun/12 Jul/12 Ago/12 

Fase I 

Atualização 
bibliográfica  

× × × × × × × × × × × × × 

Aquisição de 
materiais e 

equipamentos 
× ×            

Seleção dos 
casos  

 
× ×           

Realização de 
experimento-piloto 

 
 × ×          

Fase 
II 

Execução do 
projeto 

 
   x x x x      

Tabulação dos 
dados 

e análise 
estatística 

 

       ×     

Apresentação de 
resultados finais 
em congresso 

 
           × 

Final 

Redação de 
artigo(s) 

científico(s) 

 
        × × ×  

Defesa             x 
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1.7 Anexo 1 

 Dados 

Lâminas  Idade Sexo Fator de risco Localização Gradação 

1      

2      

3      

4      

5      

6      

7      

8      

9      

10      
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2 Relatório de Trabalho de Campo 

Neste capítulo estão relatadas as complementações e as mudanças realizadas na 

pesquisa, sugeridas pela banca examinadora do projeto de qualificação, realizado em 

outubro de 2011. 

2.1 Título 

Foi sugerida mudança no título, unindo os dois trabalhos por meio da utilização 

dos mesmos casos na avaliação da concordância interexaminadores e na avaliação 

imuno-histoquímica.  

2.2 Antecedentes e Justificativas 

Neste tópico foram realizadas alterações, conforme sugestão da banca, a fim de 

deixá-lo mais claro e objetivo, melhorando a estrutura de alguns parágrafos e 

acrescentando informações pertinentes ao trabalho.  

A sugestão de utilização de casos comuns entre os dois trabalhos foi parcialmente 

implementada (casos de displasia severa e carcinoma in situ), já que existiam 

diferenças quanto à característica da amostra nos dois estudos. 

No trabalho em que utilizou-se a imuno-histoquímica, detalhamos o local da 

lâmina a ser avaliado  em cada caso (local mais marcado – hot spot) e como isso foi 

realizado, conforme sugestão da banca examinadora.  

Os anticorpos cedidos pelo Prof. Dr. Giulio Spagnoli (multi-MAGE-α, MAGE-A1, 

MAGE-A10 e NY-ESO) acabaram não sendo utilizados neste trabalho, pois não 

obtivemos sucesso na sua otimização. Além disso, optou-se por retirar os casos de 

displasia liquenóide devido à variação de graduação histológica entre os casos. 
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3 Artigo 1 

Expressão de MAGE (Y-18) em lesões malignas e potencialmente malignas de 

pacientes com e sem fator de risco associado. 

Autores: 

Deise de Avila Silva 

Mestranda em Odontologia - Programa de Pós-Graduação em Odontologia, 

Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Rio Grande do 
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Abstract: 

The MAGE antigens are only present in malignant cells and germ cells, and they may 

be useful as indicators of the potential for transformation in potentially malignant oral 

lesions (PML). This study aimed to investigate the immunohistochemical expression of 

MAGE (Y-18) antibody in premalignant and malignant lesions in patients with or 

without an associated risk factor. Paraffin-embedded samples of 20 cases of severe 

dysplasia/carcinoma in situ and 20 cases of intraoral squamous cell carcinoma (SCC) 

were used in the study, and in both groups the samples had been distributed between 

patients with and without other risk factors associated with the occurrence of injury 

(tobacco and alcohol). The positive immunohistochemical expression of MAGE(Y-18) 

was defined by a cytoplasmic staining pattern, and it was used a scoring system 

considering the homogeneity of the reaction. The results were positive in 4/20 PML 

and 17/20 SCC. Through the Kruskal-Wallis test, it was observed a statistically 

significant difference (p<0.05) between groups of SCC and the group of potentially 

malignant lesions (PML) without the risk factor. The Mann-Whitney test found a 

statistically significant difference between carcinomas and potentially malignant 

lesions (p<0.001). The Fisher Exact test showed no statistically significant difference 

between the lesions that had the same histological diagnosis when compared in 

subgroups of associated risk factor (p=1). Detection of MAGE antigen may be useful in 

identifying LPM that has a higher risk of progression to invasive SCC, but it seems to 

be unrelated to exposure to popular risk factors. 

 

Key words: immunohistochemical, MAGE (Y-18), premalignant oral lesions, malignant 

oral lesions, risk factors. 
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Introdução: 

Mais de 90% das neoplasias malignas no trato aerodigestivo superior são 

carcinomas espinocelulares (CEC). Globalmente há uma grande variação geográfica 

(cerca de 20 vezes) na incidência deste câncer, com áreas caracterizadas por altas 

taxas de incidência de CEC bucal (excluindo lábio) sendo encontradas nas regiões 

Sul e Sudeste da Ásia (Sri Lanka, Índia, Paquistão e Taiwan), partes do oeste 

europeu (França) e na Europa Oriental (Hungria, Eslováquia e Eslovênia), partes da 

América Latina e Caribe (Brasil, Uruguai e Porto Rico) e em regiões do Pacífico 

(Papua Nova Guiné e Melanésia)1. Esta doença debilitante corresponde a 8ª e 13ª 

neoplasia maligna mais comum no mundo para homens e mulheres, 

respectivamente.2 

A transição da mucosa normal para o CEC invasivo é um processo complexo 

de várias etapas, com uma etiologia multifatorial.3 A carcinogênese oral é 

impulsionada por mudanças genéticas que ocorrem frequentemente devido aos 

padrões de expressão alterada de vários genes. Acredita-se que determinadas 

alterações são acompanhadas em definitivo por alterações histopatológicas.4 Vários 

marcadores potenciais das alterações moleculares têm sido estudados, e o interesse 

na associação destas alterações genéticas com as lesões é crescente.5 

O prognóstico ruim dos pacientes que sofrem de carcinoma espinocelular bucal 

avançado é em grande parte devido à ausência de marcadores sensíveis e 

específicos para a detecção precoce de tumores primários ou células malignas que 

podem ser usados para determinar o risco de desenvolvimento de tumor em lesões 

precursoras.4 

O CEC dos pacientes com fator de risco associado, especialmente fumo e 

álcool, difere em muitas variáveis daqueles que ocorrem em pacientes não tabagistas 
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e não etilistas, pois este último acomete principalmente pacientes mais jovens (antes 

dos 50 anos) e mulheres idosas (após os 70 anos) ocorrendo com maior frequência 

na orofaringe e cavidade oral, afetando especialmente a língua e gengiva.6 

A década de 1990, principalmente, se caracterizou pelo isolamento de um 

grande número de genes que codificam antígenos humanos específicos do tumor, 

incluindo famílias de antígeno melanoma MAGE, BAGE, GAGE, LAGE (NY-ESO-1). 

Desde então, essas famílias de genes tem crescido constantemente e os genes 

MAGE têm atraído a atenção como alvos potenciais para a imunoterapia devido à sua 

expressão quase tumor específica.7,8 

Antígenos melanoma-associado MAGE-A não são expressos em tecidos 

adultos normais, com exceção das células germinais masculinas, mas muitas vezes 

são detectados em uma variedade de tecidos tumorais. Por exemplo, MAGE-A é 

expresso em uma alta porcentagem de tumores de boca, mas não na mucosa oral 

normal e saudável.4,9 Assim, se antígenos MAGE-A estão presentes, uma lesão 

benigna pode ser claramente distinguida de uma lesão maligna, com altíssima 

precisão.4,10 

Espera-se que os marcadores moleculares tornem-se essenciais no diagnóstico 

e manejo de pacientes com câncer bucal, orientando futuros estudos e cuidados 

clínicos. A identificação de marcadores moleculares, neste contexto, poderá auxiliar o 

diagnóstico precoce e o estadiamento das alterações teciduais, antes mesmo que as 

mudanças na morfologia celular e tecidual tornem-se clinicamente visíveis. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão imuno-histoquímica do 

anticorpo MAGE (Y-18) em lesões potencialmente malignas e malignas de pacientes 

com e sem fator de risco associado e comparar o padrão de marcação imuno-

histoquímica nestas lesões. 
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Seleção dos casos e análise morfológica 

Este trabalho foi submetido à aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas obtendo aprovação para 

sua realização sob o parecer OF.51/12. 

 

Quarenta espécimes fixados em formol 10% e incluídos em parafina foram 

obtidos dos arquivos de um centro de referência em Patologia Oral. Foram utilizadas 

20 amostras de casos de displasia severa/carcinoma in situ e 20 amostras de 

carcinoma espinocelular intraoral, sendo que em cada grupo as amostras estavam 

distribuídas entre pacientes com fator de risco associado à ocorrência da lesão 

(tabaco e álcool) e sem fator de risco relatado.  

As lâminas referentes aos casos selecionados e coradas pelo método da 

hematoxilina e eosina (H & E) foram submetidas a estudo morfológico em microscopia 

de luz para confirmação do diagnóstico previamente obtido. Os dados referentes a 

sexo, idade, local da lesão e exposição a fatores de risco foram obtidos dos registros 

de biópsia, não foram especificados os critérios estabelecidos para a classificação 

dos fatores de risco: tipo, tempo, quantidade do tabagismo/etilismo. Todos os casos 

foram submetidos a estudo imuno-histoquímico utilizando-se o anticorpo MAGE (Y-

18). 

Imuno-histoquímica 

A avaliação das proteínas MAGE foi realizada com o auxílio da técnica imuno-

histoquímica pelo método streptavidina-biotina (SABC, do inglês Streptavidina-Biotin 

Complex). 
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A recuperação antigênica foi realizada com ácido cítrico pH 6,0, em banho-

maria a 90ºC por 30 minutos. Para o bloqueio da peroxidase endógena tecidual foi 

utilizada solução de H2O2 20% e metanol (1:1, v/v). As secções teciduais foram 

incubadas com o anticorpo primário MAGE (Y-18) (Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

Europe) na diluição de 1:200, por uma hora em temperatura ambiente, e após lavadas 

com tampão Tris-HCl (Vetec Química Fina Ltda, Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Os cortes 

foram então incubados com o anticorpo secundário Rabbit anti-Goat IgG (Pierce® - 

Rockford, IL USA) por 30 minutos, seguido por lavagem em tampão Tris-HCl. Logo 

após, a incubação com o complexo terciário (Vectastain ABC Kit – Vector 

Laboratories, Inc. CA USA) foi de 30 minutos. A revelação da reação foi realizada com 

solução cromógena de diaminobenzidina (3,3’-diamino-benzidina, DakoCytomation, 

Inc. 6392 Via Real Carpinteria, California 93013 USA), como recomendado pelo 

fabricante. O controle negativo foi obtido pela omissão do anticorpo primário e como 

controle positivo foi usado um carcinoma oral indiferenciado. 

Análise dos resultados 

A expressão imuno-histoquímica positiva de MAGE (Y-18) foi definida por um 

padrão de coloração citoplasmático, por meio de análise por microscopia de luz nos 

quatro grupos estudados. 

Para a avaliação da marcação imuno-histoquímica, um sistema de pontuação 

foi utilizado considerando a homogeneidade da reação na região mais marcada 

(escores: 0 - negativo; 1 - células positivas <25%; 2 - células positivas 25-50%; 3 - 

células positivas 50-75%; 4 - células positivas > 75%). 

De cada lâmina corada foi selecionada visualmente a área mais marcada (hot 

spot) e deste local foram feitas 5 fotos em 5 campos consecutivos, em microscopia de 

luz, com aumento de 40x. Após capturar a imagem da área mais marcada, foram 
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obtidas mais quatro fotos movimentando o botão micrométrico em 1/8 de volta à 

direita, esquerda, acima e abaixo do primeiro campo. Utilizando o aplicativo (Image 

ProPlus para Windows 4.5.1), um único observador contabilizou as células marcadas 

em cada campo. O escore final do caso foi obtido pela média dos 5 campos. Para que 

o estudo tivesse maior confiabilidade, em um primeiro momento foram contadas as 

células de dez campos, e a análise foi repetida dez dias depois para que fosse obtido 

o coeficiente de correlação intraclasse do avaliador. Nos campos utilizados para 

calibração, o coeficiente de correlação intraclasse obtido foi excelente, tanto para a 

identificação de células negativas quanto positivas (r=0,997 e r=0,987 

respectivamente, com p<0,001). 

Correlação de Pearson, teste exato de Fisher, Kruskall-Wallis e Mann Whitney 

foram utilizados para fins estatísticos, e foram realizados com o programa Sigma-Stat 

3.5 (Systat Software Inc.). Um valor de p inferior a 0,05 (p<0,05) foi considerado 

estatisticamente significante. 

 

Resultados 

As informações gerais sobre as características de nossa amostra encontram-

se resumidas na Tabela 1. 

A Figura 1 demonstra a marcação obtida em alguns casos e a maneira pela 

qual estes foram avaliados e quantificados, bem como o controle positivo utilizado 

no trabalho. 

A expressão imuno-histoquímica do MAGE (Y-18) foi observada em 1/11 

(9,1%) no grupo das lesões potencialmente malignas sem fator de risco e em 3/9 

(33,3%) lesões potencialmente malignas com fator de risco associado. Em uma das 

lesões deste último grupo, foi observada marcação citoplasmática e nuclear. Entre 
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os carcinomas, 7/8 (87,5%) lesões sem fator de risco associado apresentaram 

positividade para o MAGE (Y-18), com um caso exibindo positividade nuclear e 

citoplasmática, enquanto 10/12 (83,3%) lesões com fator de risco foram positivas 

para o anticorpo estudado. Os escores de marcação em cada grupo estão ilustrados 

na Tabela 2.  

A lesão utilizada como controle positivo (carcinoma espinocelular oral 

indiferenciado) apresentou, em todos os campos analisados, 100% das células 

marcadas em citoplasma. 

Fazendo o cruzamento da média de células positivas nos campos cada lâmina 

analisada entre os grupos avaliados, pelo teste de Kruskall-Wallis observou-se 

diferença estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos CEC sem fator de 

risco e do CEC com fator de risco com as lesões potencialmente malignas sem fator 

de risco.  

Quanto foi efetuada a mesma comparação desconsiderando a presença ou 

ausência de fator de risco, o teste de Mann-Whitney verificou diferença 

estatisticamente significativa entre os carcinomas e as lesões potencialmente 

malignas (p<0.001). 

Pelo teste Exato de Fischer não foi verificada diferença estatisticamente 

significativa entre as lesões de mesmo diagnóstico histológico quando comparadas 

nos subgrupos de fator de risco associado (p=1). 

 

Discussão 

O carcinoma espinocelular (CEC) representa mais de 90% das lesões malignas 

que se desenvolvem na boca e o prognóstico para pacientes com CEC oral que são 

tratados precocemente é muito melhor, com taxas de sobrevida em cinco anos de até 
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80%. Além disso, a qualidade de vida também é influenciada pelo tratamento precoce, 

já que a cura pode ser alcançada com cirurgias menos complexas e tratamentos 

menos agressivos do que o necessário para lesões avançadas.5 

De acordo com o conceito atual, a carcinogênese é entendida como um 

processo de múltiplas etapas, envolvendo danos genéticos e podendo ser 

representada em suas fases iniciais pelo desenvolvimento de lesões que precedem 

a neoplasia francamente estabelecida. Estas lesões são então chamadas pré-

malignas ou potencialmente malignas, já que em dado momento podem sofrer 

transformação dando origem ao câncer. 

Atualmente, os critérios disponíveis para avaliação do comportamento 

biológico das lesões potencialmente malignas são o aspecto clínico e o diagnóstico 

histológico baseado na graduação de displasia epitelial. No entanto, a dificuldade em 

diagnosticar e classificar corretamente lesões com displasia tem sido enfatizada por 

vários autores.11-13 

Além disso, é importante considerar que a displasia epitelial não está 

presente de maneira uniforme nas lesões potencialmente malignas. Estudos 

apontam para o fato de que a presença da displasia epitelial aumenta o risco de 

desenvolvimento do carcinoma, mas a malignidade pode originar-se em um epitélio 

não displásico.14,15 Por outro lado, estudos retrospectivos demonstraram que graus 

severos de displasia não estão necessariamente ligados a maiores taxas de 

transformação em CEC.16 

Há uma perspectiva atualmente de que os marcadores moleculares tornem-se 

essenciais no diagnóstico e manejo de pacientes com câncer bucal, orientando 

futuros estudos e cuidados clínicos e, em última instância, levando a intervenções 

terapêuticas baseadas em tais alterações moleculares. Dessa forma, o uso de 
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marcadores moleculares permitiria o diagnóstico precoce e o estadiamento das 

alterações teciduais, antes das mudanças na morfologia celular e, certamente, antes 

das alterações teciduais tornarem-se clinicamente visíveis. 

Assim, a investigação das alterações moleculares envolvidas na 

carcinogênese, buscando identificar entre as lesões potencialmente malignas 

aquelas com maior risco de transformação, pode incrementar de forma significativa 

as medidas de prevenção e diagnóstico do câncer. Vários trabalhos são encontrados 

na literatura com este objetivo 17-19 e nosso estudo também reflete esta busca. 

Este trabalho investigou a expressão imuno-histoquímica do anticorpo MAGE 

(Y-18) em lesões potencialmente malignas e malignas de pacientes com e sem fator 

de risco relatado (tabagistas e etilistas). Na clínica diária estas lesões são 

encontradas frequentemente e a obtenção do diagnóstico mais adequado é crucial 

para que o tratamento seja efetivo e se obtenha a cura da doença. 

O MAGE (Y-18) é um anticorpo policlonal de cabra criado a partir do MAGE-A1 

de origem humana. De acordo com vários autores, os antígenos MAGE não são 

expressos em tecidos adultos normais, à exceção das células germinativas 

masculinas, mas são expressos em uma variedade de tecidos tumorais, incluindo 

uma alta porcentagem dos tumores de boca.7,8,10  

A etiologia do CEC oral é multifatorial e os fatores de risco estão agrupados em 

não modificáveis e modificáveis. Neste último grupo estão os hábitos e estilo de vida, 

sendo o mais importante o uso do tabaco, seguido pelo excessivo consumo de álcool 

e uso do betel quid. Estes fatores atuam tanto individualmente quanto sinergicamente. 

O risco atribuído à ocorrência de CEC oral em pacientes tabagistas e etilistas está 

estimado em mais de 80%. A infecção pelo vírus do HPV também tem sido 
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relacionada à carcinogênese oral, especialmente em tonsilas e orofaringe de 

pacientes jovens.20  

O CEC dos pacientes com fatores de risco tradicionais difere em muitas 

variáveis daqueles que ocorrem em pacientes não tabagistas e não etilistas, como por 

exemplo idade e localização mais frequentes.6 Kruse et al. observaram uma média de 

idade mais elevada para os pacientes com carcinoma não fumantes do que fumantes 

(71,4 anos e 63,7 anos, respectivamente).21 Nosso trabalho concorda com os 

achados destes autores, já que observamos que os pacientes sem fator de risco 

associado ao câncer apresentaram uma média de idade maior do que aqueles que 

fumavam ou bebiam, tanto nas lesões malignas quanto nas potencialmente malignas. 

É importante destacar, entretanto, que a diferença observada foi pequena, assim 

como o tamanho da amostra. 

Com relação ao sexo, no grupo dos carcinomas observamos diferenças bem 

estabelecidas. No grupo dos pacientes sem fator de risco, as mulheres foram 

maioria, enquanto entre as lesões associadas a fumo e álcool, os homens 

predominaram. Concordando com a literatura, provavelmente estes achados 

refletem a atuação de outros fatores etiológicos para o desenvolvimento do câncer 

de boca no sexo feminino.  

Aqui também é interessante destacar que no grupo das LPM, associadas ou 

não aos fatores de risco tradicionais, predominaram as pacientes do sexo feminino. 

Como é amplamente reconhecido que as mulheres procuram atendimento mais 

prontamente ao perceberem alguma alteração, podemos sugerir que no sexo 

feminino, com mais frequência, o diagnóstico seja realizado em uma fase precoce do 

processo de carcinogênese. 
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Em 2010, Cuffel et al.22 avaliaram a expressão de antígenos MAGE-A e NY-

ESO-1 em CECs de cabeça e pescoço, através de PCR e imuno-histoquímica. Os 

autores verificaram que mais de 80% das amostras mostraram positividade para pelo 

menos um dos genes avaliados. Observaram, ainda, que tumores positivos para o 

MAGE-A4 ou para múltiplos genes apresentaram menor sobrevida, sugerindo assim 

que estes genes podem ser utilizados como marcadores prognóstico para estes tipos 

de CEC.  

Discordando deste achado, Haier et al.7 observaram que em tumores de 

esôfago a expressão de MAGE-A não teve relação com o prognóstico. Os autores 

observaram positividade em 50% dos CECs avaliados, mas sem correlação com 

estadiamento clínico, graduação histológica ou idade dos pacientes. No entanto, 

sugerem que a expressão elevada do MAGE-A em células tumorais qualifica essas 

proteínas como potenciais alvos para a imunoterapia. 

Da mesma forma, Figueiredo et al.23 avaliaram a expressão imuno-histoquímica 

dos antígenos MAGE-A4, MAGE-C1, MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-C2, NY-ESO-1 e 

GAGE em 63 casos carcinomas espinocelulares de laringe, encontrando positividade 

para um dos antígenos em 67% dos casos. Embora esta expressão não tenha sido 

relacionada à sobrevida, da mesma foram que Haier et al.7 os autores concluíram que 

a família de antígenos MAGE-A pode ser alvo de vacinas, em estratégias envolvendo 

a imunoterapia para tumores de laringe. 

Achado semelhante foi encontrado por Montoro et al.24 investigando a 

expressão imuno-histoquímica dos antígenos MAGE-A4 e MAGE-C1 em CECs orais. 

Estes autores observaram positividade para pelo menos um dos antígenos em 78% 

dos pacientes, mas esta expressão não teve relação com sobrevida ou outras 

variáveis clínico-patológicas. 
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Em nosso trabalho, como já era esperado em função dos resultados da 

literatura, o percentual de casos de CECs positivos também foi alto. Dezessete dos 

vinte casos de CEC avaliados expressaram o MAGE (Y-18), representando 85% do 

grupo das malignidades. No entanto, esta expressão não esteve associada à 

presença ou ausência dos fatores de risco tradicionais, o que nos leva a sugerir que o 

aparecimento destes antígenos no processo de carcinogênese é independente dos 

fatores etiológicos envolvidos.  

Por outro lado, observamos positividade para o MAGE em apenas quatro das 

vinte lesões potencialmente malignas (20%). Em nosso estudo só incluímos lesões 

potencialmente malignas com alto grau de displasia epitelial, procurando observar 

diferenças relacionadas à associação ou não com os fatores de risco principais para o 

desenvolvimento do CEC.  

Krauss et al.10 avaliaram a marcação imuno-histoquímica do MAGE-A em 

lesões benignas e potencialmente malignas da mucosa oral, não encontrando 

positividade em lesões benignas. O percentual de marcação nas lesões 

potencialmente malignas foi de 33% para lesões não displásicas, 65% para 

diferentes graus de displasia e 56% para o grupo dos carcinomas in situ. Os autores 

já consideraram o carcinoma in situ como lesão maligna, de forma diferente do 

nosso estudo. Em nosso entendimento, na ausência do fenótipo invasivo, o 

carcinoma in situ ainda não representa a neoplasia francamente estabelecida. Neste 

trabalho não foram testadas lesões benignas ou mucosa oral normal, mas por meio 

dele demonstramos a expressão do MAGE (Y-18) em lesões orais potencialmente 

malignas e, principalmente, nos CEC estabelecidos.  

Observamos a falta de resultados estatisticamente significativos entre as 

lesões potencialmente malignas e malignas quando comparadas entre si nos 
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subgrupos de fator de risco associado, no entanto não temos como afirmar se a 

marcação do MAGE está relacionada ao processo de carcinogênese, sem relação 

com os fatores etiológicos, ou tem relação com o pequeno número de casos 

avaliados. Com relação ao escore de marcação nos casos positivos, não foram 

observadas diferenças entre os grupos, fato que também pode estar relacionado ao 

tamanho de nossa amostra.  

 

Ries et al.19 avaliaram a utilidade da expressão de MAGE-A na predição da 

transformação maligna em leucoplasias bucais. Inicialmente, relataram um único caso 

de um paciente acompanhado por um ano5; na sequência, os autores avaliaram 

amostras de pacientes acompanhados por pelo menos 5 anos e observaram que o 

MAGE-A só foi expresso em casos que sofreram transformação em CEC.19 Segundo 

seus resultados, houve uma correlação estatisticamente significante entre a 

expressão do MAGE-A e a transformação maligna, mas não entre a expressão do 

MAGE-A e o grau de displasia epitelial, sugerindo que a detecção deste antígeno seja 

útil em identificar as lesões com maior risco de transformação, independentemente da 

graduação de displasia. 

Seguindo esta linha, com base em nossos resultados podemos sugerir que os 

casos de lesões potencialmente malignas que exibiram marcação para o MAGE (Y-

18) poderiam apresentar maior chance de transformação, justificando a adoção de 

um plano de tratamento mais agressivo e a necessidade de um acompanhamento 

cuidadoso do paciente. Do ponto de vista clínico, entretanto, estes achados não 

representam uma mudança de conduta, já que todos os pacientes com diagnóstico 

histológico de displasia grave são tratados desta maneira em nosso Serviço. 
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Por outro lado, como poucos estudos são encontrados sobre o papel do 

MAGE na carcinogênese bucal, não podemos considerar de forma categórica a 

marcação positiva como evidência de transformação maligna em nossos casos. Na 

realidade, só o acompanhamento clínico pode complementar resultados como estes, 

nos permitindo aceitar ou rejeitar certos aspectos como características “benignas” ou 

“malignas” das lesões potencialmente malignas. A associação da identificação das 

alterações moleculares ocorrendo nestas lesões com a observação do 

comportamento biológico por elas apresentado é essencial para que se consiga 

realmente desenvolver marcadores mais específicos e confiáveis na determinação 

do risco de transformação contido em cada caso. 

O anticorpo MAGE, quando utilizado em imuno-histoquímica, normalmente 

demonstra marcação citoplasmática e de membrana. Em nosso trabalho observamos 

em dois casos a ocorrência de marcação nuclear. Este achado também foi relatado 

em outros trabalhos8,22,25, mas como pouco se conhece sobre o papel do MAGE, é 

difícil determinar se ele possui alguma relevância. 

Sudbø et al.18 destacam a clara necessidade do desenvolvimento de métodos 

para identificação, em um estágio precoce, das lesões que irão progredir para 

carcinomas. Estes autores compararam o valor prognóstico da graduação 

histológica de atipia epitelial e da análise de ploidia do DNA em leucoplasias bucais. 

De acordo com suas conclusões, a avaliação da ploidia do DNA tem valor 

prognóstico para estas lesões, ao contrário da graduação histológica.  

Em nossa opinião, considerando que nas fases iniciais do processo de 

carcinogênese as alterações moleculares podem não ter resultado em qualquer 

alteração fenotípica, a avaliação da probabilidade de transformação maligna não 

deve ser totalmente vinculada à avaliação de displasia epitelial, sendo justificados os 
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esforços empreendidos no sentido de se buscar marcadores mais precisos para 

avaliação do comportamento das lesões orais potencialmente malignas.  

Estudos recentes tem sugerido que o MAGE pode ser útil neste sentido, mas 

seu real valor no diagnóstico de lesões displásicas precisa ser validado por estudos 

prospectivos de acompanhamento clínico.  
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Tabela 1 Distribuição dos casos de acordo com sexo e idade dos pacientes e local da 

lesão 

 

 

 

 

Tabela 2 Escores de marcação para MAGE(Y-18) nos diferentes grupos analisados. 

 

 

Grupo Sexo Idade Local Total 
LPM sem fator 

de risco 9 F – 2 M 50-88 (68,5) língua (7), palato (2), mucosa jugal (1),  rebordo alveolar(1) 11 

LPM com fator 
de risco 8 F – 1 M 42-77 (59,1) 

região retromolar (3), assoalho (2), língua (1), palato (1), 
mucosa jugal (1), fundo de sulco (1) 9 

CEC sem fator 
de risco 6 F – 2 M 33-83 (62,6) 

língua (4), mucosa jugal (2), rebordo alveolar (1),  
palato (1) 8 

CEC com fator 
de risco 2 F – 10 M 35-81 (60,2) língua (10),  assoalho (2) 12 

Grupo Escore 0 
Escore 1 
(<25%) 

Escore 2 
(25-50%) 

Escore 3 
(50-75%) 

Escore 4 
(>75%) 

Total de 
positivos Total 

LPM sem 
fator de 

risco 10 0 0 0 1 1 11 
LPM com 
fator de 

risco 6 0 0 1 2 3 9 
CEC sem 
fator de 

risco 1 0 0 1 6 7 8 
CEC com 
fator de 

risco 2 0 1 3 6 10 12 
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Figura
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Legenda: 

Figuras 1: Padrão da expressão imuno-histoquímica do MAGE (Y-18) em lesões 

orais malignas e potencialmente malignas 

(A) controle positivo utilizado no trabalho, com 100% das células com marcação 

positiva em imuno-histoquímica. (B) Displasia severa, sem fator de risco associado, 

com marcação positiva para imuno-histoquímica. (C) mesmo caso de “B” 

demonstrando o escore 4 (>75%) de marcação com 88% de células positivas. (D) 

carcinoma espinocelular, com fator de risco associado, com marcação positiva para 

imuno-histoquímica. (E) mesma lãmina de “D” demonstrando o escore 2 (25-50%) 

com 39% de células positivas. (F) carcinoma espinocelular, com fator de risco 

associado, com marcação positiva para imuno-histoquímica. (G) mesmo caso de “F” 

demonstrando o escore 3 (50-75%) com 55% de células positivas. (H) carcinoma 

espinocelular, com fator de risco associado, com marcação positiva para imuno-

histoquímica (I) mesmo caso de “H” demonstrando o escore 4 (>75%) com 100% 

das células marcadas positivamente. Os pontos vermelhos indicam as células com 

marcação positiva e os verdes as células epiteliais sem marcação para imuno-

histoquímica. 
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Summary: 

Evaluation of interexaminers agreement when performing a histological classification of oral 

epithelial dysplasia 

 

In order to verify the interexaminer variability when performing a histological classification 

of oral epithelial dysplasia, 75 cases of potentially malignant oral lesions were selected from a 

referral service in oral disease. Slides were read independently and blindly by three 

pathologists in two stages. In the first stage it was made available to examiners the slides 

stained with H & E along with the clinical information of each case, and pathologists had to 

classify the lesions: no dysplasia, mild dysplasia, moderate dysplasia, severe dysplasia or 

carcinoma in situ. In the second stage, it was not given access to clinical information to the 

examiners, and they had to classify slides into two categories: low risk (non-dysplastic lesions 

/ mild dysplasia) and high risk (moderate or severe dysplasia / carcinoma in situ). The 

agreement between the examiners and the gold standard ranged from low to moderate, 

regardless of the classification system that was used. In the first stage, the intraclass 

correlation coefficient showed a moderate agreement between examiners 1 and 3 (r = 0.479 

and r = 0.544) and, a low agreement of the examiner 2 (r = 0.384). In the second phase, it was 

observed a moderate agreement between examiners 2 and 3 and the gold standard (k = 0.433 

k = 0.422) and, a low concordance between the examiner 1 and the gold standard (k = 0.186). 

Taking into account that grading dysplasia is a subjective process and still there is no test that 

outperforms the histological observation on diagnosis of oral epithelial dysplasia, it is 

understood that the process of grading made by two or more examiners should be encouraged, 

in order to assist in defining more precisely the diagnostics. 

 

Key Words: dysplasia epithelial, agreement, leukoplakia, oral pathology, oral observer 

variation 
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INTRODUÇÃO 

A identificação de lesões orais com alto risco de transformação maligna, bem como a 

detecção precoce dos tumores orais, continua a ser uma importante questão clínica a ser 

resolvida e pode constituir uma das chaves para reduzir a morbidade, mortalidade e custos de 

tratamento associado ao carcinoma espinocelular oral (CEC) (1-2). 

As leucoplasias são reconhecidas como os precursores mais frequentes do CEC. Tem 

sido relatado que entre 11 e 67% de todos os CECs desenvolvem-se a partir de tais lesões 

potencialmente malignas (1). Embora nem leucoplasia nem eritroplasia sejam sinônimo de 

displasia epitelial ou carcinoma, é reconhecido que estas são as lesões bucais em que 

alterações malignas ocorrem com maior frequência em comparação à mucosa oral normal (3). 

Ao microscópio, lesões com diagnóstico clínico de leucoplasia podem demonstrar um 

espectro de possíveis características histopatológicas que vão desde hiperplasia epitelial não 

displásica e/ou hiperceratose a achados indicativos de displasia (3). Quando biópsias de 

leucoplasias ou eritroplasias são submetidas a exame microscópico, o patologista classifica-as 

em categorias, considerando a presença ou ausência de displasia epitelial, bem como o grau 

desta alteração. Para tal, a maioria dos patologistas leva em conta uma combinação de 

características microscópicas, sendo que para definição da severidade, o sítio que exibe maior 

alteração na lâmina é considerado (4).  

Uma das principais limitações existentes no uso de critérios histológicos para prever o 

potencial de transformação das displasias é a subjetividade inerente ao processo de 

classificação em si. Isto se deve principalmente à falta de critérios bem definidos que possam 

ser usados como diretrizes para classificação (3).  

Na tentativa de definir estes critérios, muitos sistemas de graduação para a displasia 

epitelial têm sido propostos, os quais, de forma geral, estão estruturados de acordo com o 

risco provável de transformação maligna. No sistema de Smith e Pindborg cada característica 

microscópica é observada fotograficamente e graduada como ausente, leve ou intensa. A 

partir desta observação é estabelecido um escore que classifica as alterações epiteliais em sem 

displasia, displasia leve, moderada ou severa (5). O sistema da OMS define e enumera 12 

características histológicas que caracterizam as displasias nos graus leve, moderada e severa, 

de acordo com a localização epitelial em que se encontram (6). O sistema de Brothwell et al. 

(7) classifica as alterações em uma escala de cinco pontos – sem displasia, leve, moderada, 

severa e carcinoma in situ – de acordo com as atipias celulares presentes. Em um “workshop” 

ocorrido em 2005, um grupo de colaboradores da OMS (The Working Group) elaborou um 
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sistema de classificação binário para as displasias epiteliais, classificando estas lesões em alto 

e baixo risco de transformação maligna, a fim de aumentar a probabilidade de concordância 

entre os patologistas no diagnóstico destas alterações (6).  

Apesar destas tentativas, vários estudos demonstram uma ampla variabilidade no 

diagnóstico e graduação da displasia epitelial oral (7-10).  

Assim, este trabalho objetivou verificar a variabilidade interexaminadores na 

classificação histológica das displasias epiteliais orais em um serviço de referência em 

Patologia Bucal, com vistas a obter subsídios para a elaboração de estratégias futuras na 

rotina do diagnóstico histopatológico.  

 

METODOLOGIA 

Este trabalho foi submetido à aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas obtendo aprovação para sua 

realização sob o parecer OF.52/12. 

 

Seleção dos casos 

Setenta e cinco lâminas histológicas foram selecionadas dos arquivos do serviço de 

Patologia Bucal por um patologista bucal (examinador 1), de modo a garantir a qualidade da 

análise. Para o cálculo do tamanho amostral foi utilizado o programa Sigma-Stat 3.5 (Systat 

Software Inc.). Pressupondo que a experiência dos examinadores era alta e que a 

concordância nos diagnósticos histopatológicos também seria alta, utilizaram-se os 

parâmetros: poder estatístico 90%, erro tipo I de 5% e coeficiente de correlação esperado de 

0,75. O tamanho amostral calculado foi de 15 amostras por categoria. Assim, com base no 

diagnóstico histopatológico inicial, foram selecionados casos não displásicos, com displasia 

leve, moderada, severa e carcinoma in situ. O diagnóstico histolopatológico inicial foi obtido 

dos registros do Serviço e utilizado como “padrão ouro”, assim como no trabalho de Brothwel 

et al. (7) e Abbey et al. (8).  

Os casos selecionados para o estudo deveriam ter recebido diagnóstico clínico de 

leucoplasia, leucoeritroplasia ou eritroplasia e possuírem ficha de biópsia contendo as 

informações referentes à localização intraoral, sexo, idade e associação com fatores de risco 

(fumo e álcool).  
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Desenho experimental 

Três patologistas com experiência em patologia oral (examinadores 2, 3 e 4) e que 

rotineiramente fazem diagnósticos histopatológicos, analisaram as lâminas de forma 

independente e “cega”, ou seja, sem o conhecimento do diagnóstico inicial. Para cada caso 

selecionado uma única lâmina corada com hematoxilina-eosina foi examinada por 

microscopia de luz. 

Na primeira etapa do estudo, foram disponibilizadas aos examinadores as lâminas 

selecionadas juntamente com as informações referentes à idade, sexo, fatores de risco e 

localização da lesão. Os examinadores foram instruídos a concluir o estudo em até duas 

semanas, por meio de exame criterioso da lâmina, determinando a presença e a severidade da 

displasia, classificando os casos em: sem displasia, displasia leve, displasia moderada, 

displasia severa ou carcinoma in situ. 

Não houve treinamento para padronização na aplicação dos critérios classificatórios 

pelos patologistas, pois foi avaliada, neste momento, a variabilidade de diagnóstico na rotina 

do Serviço de Patologia Bucal. 

Passados 30 dias da primeira análise, ocorreu a segunda etapa do trabalho, na qual 

cada profissional classificou as lâminas de acordo com a orientação do The Working Group 

(OMS, 2005) (6) considerando duas categorias: 

A – Baixo risco (lesão não displásica/displasia leve); 

B – Alto risco (displasia moderada/displasia severa/carcinoma in situ). 

Para esta etapa, os diagnósticos considerados como “padrão ouro”, obtidos nos 

registros do serviço, foram automaticamente transformados para a classificação binária de alto 

e baixo risco. Neste segundo momento, os avaliadores não tiveram acesso às informações 

clínicas referentes a cada caso. 

Análise estatística 

Os níveis de concordância entre os examinadores foram analisados separadamente 

para escalas de cinco e dois pontos. O cálculo de correlação interexaminadores foi obtido pelo 

coeficiente de correlação intraclasse e teste kappa. 

RESULTADOS 

Assim como em estudos anteriores que avaliaram concordância interexaminadores, os 

valores encontrados neste trabalho foram inferiores aos considerados satisfatórios. 
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Na primeira etapa, por meio do Coeficiente de Correlação Intraclasse, com um 

intervalo de confiança de 95% observou-se uma concordância moderada interexaminadores 

(r=0,415 e p<0,001). Quando comparados individualmente com o padrão ouro, ocorreu uma 

concordância moderada entre os avaliadores 1 e 3 (r=0,479 e r=0,544, respectivamente), e 

uma concordância baixa do avaliador 2 com o padrão ouro (r=0,384). 

Já no segundo momento da avaliação, quando as lâminas foram classificadas apenas 

em dois padrões (alto e baixo risco), observou-se uma baixa concordância entre o avaliador 1 

e o padrão ouro (k=0,186, com sensibilidade de 77,8% e especificidade de 40,0%) e uma 

concordância moderada entre os examinadores 2 e 3 e o padrão ouro (k=0,433, com 

sensibilidade de 60,0% e especificidade de 86,7% e k=0,422, com sensibilidade de 53,3% e 

especificidade de 93,3%, respectivamente). 

DISCUSSÃO  

O carcinoma espinocelular representa mais de 90% das lesões malignas que se 

desenvolvem na boca. Alguns destes carcinomas são precedidos por lesões potencialmente 

malignas, geralmente leucoplasias ou eritroplasias, lesões estas cujo diagnóstico 

histopatológico pode variar de uma hiperplasia sem displasia a diferentes graus de displasia 

epitelial ou carcinoma in situ (11). 

A leucoplasia é a lesão potencialmente maligna mais comum da cavidade bucal, sendo 

definida pela OMS como uma lesão branca que não pode ser caracterizada como qualquer 

outra entidade patológica (12). A incidência anual de transformação maligna varia em 

diferentes partes do mundo, provavelmente como resultado de diferentes hábitos com relação 

ao uso do tabaco (13). De forma geral, cerca de 6% de todas as leucoplasias sofrem 

transformação para o câncer em um período de 10 anos. No entanto, entre lesões com 

diagnóstico histológico de displasia este valor pode variar de 16-36% (14-15). 

Neste sentido, a presença e intensidade da displasia epitelial são considerados aspectos 

importantes na avaliação do risco de transformação contido nestas lesões (4). Entretanto, a 

graduação de displasia epitelial é reconhecidamente um critério subjetivo, havendo 

concordância entre os patologistas em que mesmo observadores experientes podem interpretar 

de forma diferente o grau de displasia epitelial no mesmo corte histológico (16,17). Pindborg 

et al. (16) destacam que o reconhecimento da displasia epitelial, assim como a avaliação de 

seu grau de importância, variam não só de observador para observador, mas também no 

mesmo observador em diferentes momentos. 
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Warnakulasuriya (4) salienta que lesões inflamatórias ou reativas podem demonstrar 

alguns aspectos considerados como displasia epitelial. Além disso, a displasia epitelial não 

está presente de maneira uniforme nas lesões potencialmente malignas. Estudos apontam para 

o fato de que a presença da displasia epitelial aumenta o risco de desenvolvimento do 

carcinoma, mas a malignidade pode originar-se em um epitélio não displásico (14,18). Por 

outro lado, estudos retrospectivos demonstraram que graus severos de displasia não estão 

necessariamente ligados a maiores taxas de transformação em CEC (19). 

A maioria dos sistemas de classificação encontrados na literatura segue critérios 

similares aos usados para graduação de lesões de cérvix uterino, onde a espessura (altura) em 

que as mudanças celulares se estendem no tecido epitelial é levada em consideração (20). No 

epitélio cervical há uma clara distinção entre camadas normais e anormais e esta característica 

torna o processo de diagnóstico mais simples e resulta em grande concordância intra e 

interobservadores (21). Na cavidade oral, no entanto, existe uma grande variação na espessura 

do epitélio pavimentoso, levando a dificuldades práticas na utilização desse sistema de 

pontuação (4,22).  

Vários trabalhos tem demonstrado ampla variabilidade na concordância intra e 

interobservadores no diagnóstico e graduação da displasia epitelial oral, o que pode 

representar um grande problema, já que um diagnóstico incorreto pode resultar em um 

tratamento inadequado, alterando o prognóstico.  

No trabalho de Abbey et al. (8) foi avaliado o grau de concordância diagnóstica entre 

seis patologistas orais quando as informações clínicas dos casos foram fornecidas ou omitidas 

e, em uma avaliação de 120 lâminas, os autores concluíram que quando a informação clínica 

foi utilizada, ocorreu uma diminuição da precisão do diagnóstico. Já em nosso estudo não 

foram observadas diferenças significativas na graduação da displasia epitelial com relação ao 

fornecimento ou não das informações clínicas de cada caso, o que foi demonstrado pelo fato 

de haver, nos dois momentos de avaliação, uma concordância moderada interexaminadores. 

De acordo com Manchanda e Shetty (22), quando o cirurgião encaminha uma peça 

para realização da biópsia deve estar ciente que as informações clínicas contidas em anexo 

influenciarão o diagnóstico histológico do patologista. Desta forma, o profissional deve ter 

cuidado quanto à clareza na descrição da lesão, bem como deve estar ciente desse viés no 

momento de optar pelo tratamento mais adequado.  
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Nós optamos por realizar a graduação de displasia sem calibração ou orientação prévia 

dos examinadores, com a intenção de mimetizar o processo que ocorre rotineiramente no 

Serviço. 

Brothwell et al. (7) avaliaram o grau de concordância inter e intra-examinadores no 

diagnóstico de displasias epiteliais orais, após a análise independente de 64 lâminas por três 

patologistas orais e utilizando o diagnóstico inicial como padrão ouro. Os autores verificaram 

que o grau de concordância intra-observador foi maior que o interobservadores, o que poderia 

ser explicado pela diferença na formação dos indivíduos, bem como por opiniões diversas em 

relação à valorização de alguns critérios na categorização das displasias. Com base neste 

resultado, sugerem que as discordâncias na avaliação das displasias podem diminuir se 

exercícios de calibração forem implementados.  

No trabalho de Fischer et al. (23) foi observado um aumento no grau de concordância 

interobservadores quando o diagnóstico foi simplificado para somente três categorias 

(hiperplasia, displasia e carcinoma in situ ou carcinoma). Kujan et al. (9) propuseram um 

sistema binário de classificação (alto e baixo risco), que demonstrou ser eficente na previsão 

do potencial de transformação maligna. Os autores, ao avaliarem a reprodutibilidade e a 

precisão do sistema de classificação binária verificaram que a sensibilidade e especificidade 

foram de respectivamente 85 e 80%, sendo que a precisão foi de 80%, concluindo, assim, que 

o novo sistema complementaria a classificação da OMS (2005) e poderia ajudar nas decisões 

clínicas, particularmente nas displasias moderadas. 

Com o intuito de verificar se este sistema seria capaz de aumentar a concordância 

entre os examinadores de nosso Serviço quando comparado ao sistema convencional de cinco 

pontos, em um dos momentos de análise das lâminas os patologistas foram orientados a 

utilizá-lo. Ao contrário da nossa expectativa, quando avaliada a classificação binária 

observou-se uma concordância de baixa a moderada entre os examinadores, fato este que no 

nosso entendimento pode ser explicado justamente pela dúvida gerada na classificação dos 

casos de displasia moderada como “alto risco”.  

Em nosso estudo, os valores de kappa de fraco a moderado nas avaliações individuais 

demonstraram a pouca concordância existente na graduação das displasias epiteliais orais, 

fato que reforça o caráter subjetivo do processo. 

De acordo com Manchanda e Shetty (22), a subjetividade na avaliação dos critérios 

estabelecidos, a falta de calibração quanto aos critérios que serão utilizados e a falta de 
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conhecimento suficiente quanto à importância de cada critério são os principais motivos 

atribuídos à falta de concordância na classificação das displasias epiteliais.  

Assim, consideramos que a melhoria no padrão de concordância somente poderá ser 

alcançada com o emprego de parâmetros bem definidos de avaliação, os quais dependem de 

um maior conhecimento molecular acerca do câncer e das lesões potencialmente malignas. A 

menos que critérios claros sejam utilizados, a ausência de concordância continuará 

acontecendo, não pela incapacidade dos patologistas, mas devido à subjetividade de tal 

processo. 

Assim, tendo em vista que a graduação da displasia não é uma ciência exata, e que até 

o momento não dispomos de nenhum exame que supere a observação histológica no 

diagnóstico e previsão do comportamento das displasias epiteliais orais, da mesma forma que 

Kujan et al. (10) entendemos que o processo de graduação entre dois ou mais observadores 

deve ser incentivado, a fim de auxiliar na definição mais precisa possível do diagnóstico.  

 

Resumo 

 

Com o objetivo de verificar a variabilidade interexaminadores na classificação 

histológica das displasias epiteliais orais, 75 casos de lesões orais potencialmente malignas 

foram selecionados de um serviço de referência em patologia bucal. Três patologistas 

analisaram as lâminas de forma independente e “cega” em dois momentos. Na primeira etapa 

foram disponibilizadas aos examinadores as lâminas coradas em H&E juntamente com as 

informações clínicas de cada caso e os patologistas classificaram as lesões em sem displasia, 

displasia leve, moderada, severa ou carcinoma in situ. Na segunda etapa, os avaliadores não 

tiveram acesso às informações clínicas e classificaram as lâminas em duas categorias: baixo 

risco (lesão não displásica/displasia leve) e alto risco (displasia moderada/severa/carcinoma in 

situ). Independente do sistema de classificação utilizado, a concordância entre os avaliadores 

e o padrão ouro variou de fraca a moderada. Na primeira etapa, o Coeficiente de Correlação 

Intraclasse demonstrou uma concordância moderada entre os avaliadores 1 e 3 (r=0,479 e 

r=0,544) e uma concordância baixa do avaliador 2 (r=0,384). No segundo momento observou-

se uma concordância moderada entre os examinadores 2 e 3 e o padrão ouro (k=0,433 e 

k=0,422) e uma baixa concordância entre o avaliador 1 e o padrão ouro (k=0,186). Tendo em 

vista que a graduação da displasia é um processo subjetivo, e que ainda não dispomos de 

nenhum exame que supere a observação histológica no diagnóstico das displasias epiteliais 



68 

 

  

orais, entendemos que o processo de graduação entre dois ou mais observadores deve ser 

incentivado, a fim de auxiliar na definição mais precisa do diagnóstico. 

 

Palavras chave: displasia epitelial, concordância, leucoplasia, patologia oral, variação na 

observação. 
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5 Conclusões Gerais 

Neste trabalho o percentual de casos de CECs positivos para marcação imuno-

histoquímica do MAGE (Y-18) alto, dezessete dos vinte casos de CEC avaliados 

expressaram o anticorpo, representando 85% do grupo das malignidades. No entanto, 

esta expressão não esteve associada à presença ou ausência dos fatores de risco 

associados, o que nos leva a concluir que o aparecimento destes antígenos no 

processo de carcinogênese é independente dos fatores etiológicos envolvidos. 

Observou-se, ainda, positividade para o MAGE em apenas quatro das vinte lesões 

potencialmente malignas (20%). Deve-se levar em consideração o pequeno número 

de amostras avaliadas, o que pode ter influenciado significativamente os resultados 

obtidos, assim, estudos posteriores, com ampliação da amostra devem ser 

incentivados. 

Quanto à classificação das displasias epiteliais orais, percebeu-se uma 

concordância de fraca a moderada entre os avaliadores nos dois momentos 

estudados, o que reforça o caráter subjetivo do processo e confirma a necessidade de 

critérios claros e parâmetros objetivos de avaliação. 
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