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Resumo

SILVA, Deise de Avila. Avaliacao de parametros para identificacao do potencial
de transformacédo contido em lesfes orais potencialmente malignhas. 2012. 81f.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de Po6s-Graduacdo em Odontologia, Universidade
Federal de Pelotas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao imuno-histoquimica do MAGE (Y-
18) em LPM e malignas de pacientes com e sem fator de risco associado, bem como
verificar a variabilidade interexaminadores na classificacao histolégica das displasias
epiteliais orais. Foram utilizadas amostras incluidas 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 distribuidas entre pacientes com e sem fator de risco
associado a ocorréncia da leséo (tabaco e alcool). A expressao imuno-histoquimica
positiva de MAGE (Y-18) foi definida por um padrdo de coloracdo citoplasmaético,
sendo utilizado um sistema de pontuacdo considerando a homogeneidade da
reacdo. Para classificar as displasias epiteliais orais, 75 casos de lesbes orais
potencialmente malignas foram selecionados de um servico de referéncia em
patologia bucal. Trés patologistas analisaram as laminas de forma independente e
‘cega” em dois momentos. Na primeira etapa foram disponibilizadas aos
examinadores as laminas coradas em H&E juntamente com as informacdes clinicas
de cada caso e os patologistas classificaram as lesdes em sem displasia, displasia
leve, moderada, severa ou carcinoma in situ. Na segunda etapa, os avaliadores nao
tiveram acesso as informacdes clinicas e classificaram as laminas em duas
categorias: baixo risco (lesdo nado displasica/displasia leve) e alto risco (displasia
moderada/severa/carcinoma in situ). A andlise das reacdes imuno-histoquimicas
demonstrou positividade em 4/20 LPM e 17/20 CEC. Pelo teste de Kruskall-Wallis
observou-se diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos de
CEC e o grupo das lesdes potencialmente malignas sem fator de risco. O teste de
Mann-Whitney verificou diferenca estatisticamente significativa entre os carcinomas
e as lesdes potencialmente malignas (p<0.001). O teste Exato de Fischer nao
demonstrou diferenca estatisticamente significativa entre as lesées de mesmo
diagnéstico histologico quando comparadas nos subgrupos de fator de risco
associado (p=1). Nossos resultados sugerem que a deteccdo do antigeno MAGE
pode ser util na identificacdo de LPM com maior risco de progressdo para o CEC
invasivo, mas parece nao ter relacdo com a exposicao aos fatores de risco mais
conhecidos. Quando na classificagcdo das displasias, independente do sistema de
classificacdo utilizado, a concordancia entre os avaliadores e o padrdo ouro variou
de fraca a moderada. Na primeira etapa, o Coeficiente de Correlacdo Intraclasse
demonstrou uma concordancia moderada entre os avaliadores 1 e 3 (r=0,479 e
r=0,544) e uma concordancia baixa do avaliador 2 (r=0,384). No segundo momento
observou-se uma concordancia moderada entre os examinadores 2 e 3 e 0 padréo
ouro (k=0,433 e k=0,422) e uma baixa concordancia entre o avaliador 1 e o padrao
ouro (k=0,186). Tendo em vista que a graduacdo da displasia é um processo
subjetivo, e que ainda ndo dispomos de nenhum exame que supere a observacao
histolégica no diagnéstico das displasias epiteliais orais, entendemos que o
processo de graduacédo entre dois ou mais observadores deve ser incentivado, a fim
de auxiliar na definicdo mais precisa do diagnéstico.



Palavras-chave: Carcinoma Espinocelular. Leucoplasia. Displasia Epitelial Oral.
MAGE (Y-18). Imuno-histoquimica. Concordancia interexaminadores. Graduacgao
histoldgica.



Abstract

SILVA, Deise de Avila. Evaluation parameters for identifying the potential for
change contained in potentially malignant oral lesions. 2012. 81f. Dissertacéo
(Mestrado). Programa de Pos-Graduacdo 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 sao
carcinomas espinocelulares (CEC). Globalmente h4 uma grande variacdo geogréfica
(cerca de 20 vezes) na incidéncia deste cancer, com areas caracterizadas por altas
taxas de incidéncia de CEC bucal (excluindo labio) sendo encontradas nas regifes
Sul e Sudeste da Asia (Sri Lanka, india, Paquistdo e Taiwan), partes do oeste
europeu (Franca) e na Europa Oriental (Hungria, Eslovaquia e Eslovénia), partes da
América Latina e Caribe (Brasil, Uruguai e Porto Rico) e em regibes do Pacifico
(Papua Nova Guiné e Melanésia) (WARNAKULASURIYA, 2009). Esta doenca
debilitante corresponde a 82 e 132 neoplasia maligna mais comum no mundo para
homens e mulheres, respectivamente (CHEONG et al., 2009).

A populacdo masculina brasileira apresenta o terceiro maior risco mundial para o
CEC bucal perdendo apenas para Franca e india (WARNAKULASURIYA, 2009). De
acordo com o INCA (Instituto Nacional do Céancer) foram estimados 14.120 casos
novos de CEC bucal para o ano de 2010 em todo Brasil, esta lesdo corresponde ao
sétimo tipo de cancer mais comum na populacdo brasileira, sendo a distribuicdo dos
casos bastante heterogénea em todos os estados e capitais do pais. As regides Sul e
Sudeste apresentam os maiores indices deste tipo de CEC, enquanto as regifes
Norte e Nordeste tém taxas mais baixas. Dos Vvérios registros de base populacional,
Sao Paulo e Porto Alegre registraram os nimeros mais altos de cancer 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 indice de recorréncia do céancer local, embora
metastases a distdncia também possam ocorrer (CALDEIRA et al, 2011,
WARNAKULASURIYA, 2009; YOUNG et al., 2007).

Um fator fundamental na auséncia de melhora do progndstico ao longo dos anos
e o fato de uma significativa propor¢céo de CECs bucais ndo serem diagnosticados ou
tratados até chegarem a um estagio avancado. Este atraso no diagnostico pode ser
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causado pelo paciente, que ndo observa altera¢cdes incomuns na prépria cavidade
oral, ou pelos profissionais de saude, que ndo investigam adequadamente as lesbes
observadas (EPSTEIN; ZANG; ROSIN, 2002; GROOME et al., 2011).

O prognéstico para pacientes com carcinoma espinocelular de boca que séo
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 alcancada com cirurgia menos complexa e tratamento menos
agressivo do que o necessario para lesbes avancadas (EPSTEIN; ZANG; ROSIN,
2002).

Apesar da melhoria continua na reconstrugdo cirdrgica e regimes de
radioterapia, a deteccdo e o diagndéstico precoce do CEC € ainda a abordagem mais
eficaz para reduzir a morbidade e mortalidade. Até agora, a coleta de tecido pela
biépsia e posterior analise histolégica tem sido o padréo ouro para o diagndstico das
doencas bucais. Por conseguinte, a intervencao clinica adequada deve ser baseada
na histopatologia da les&o. E evidente que as biopsias incisionais de lesées suspeitas
tém uma reprodutibilidade limitada dentro de toda a lesédo, podendo resultar em
cirurgia mais ou menos agressiva e/ou abordagem por quimio ou radioterapia. Assim,
a identificacdo de ferramentas de diagndéstico mostra-se crucial para que se obtenha
uma andlise mais representativa de qualquer lesdo suspeita (METZLER et al., 2009).

Apds a excisdo de lesdes potencialmente malignas e malignas, as margens
podem aparecer clinica e histologicamente com limites normais, mas elas podem
manter os marcadores genéticos de aumento do risco de malignizacdo. Por isso,
evidéncia molecular de margens livres € essencial na confirmacdo e
acompanhamento das lesdes e podem, no futuro, tornarem-se marcadores
adequados de tratamento. Fatores de risco conhecidos para cancer bucal, incluindo o
uso de tabaco e alcool, podem resultar em grandes areas de mudangca na mucosa
oral (que é conhecido como cancerizacdo de campo). Alteragcdes moleculares podem
estar presentes nestas areas antes que mudancas fenotipicas celulares se tornem
detectaveis 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 &lcool) difere em muitas varidveis daqueles que ocorrem em
pacientes ndo tabagistas e nao etilistas, pois este ultimo acomete principalmente

pacientes mais jovens (antes dos 50 anos) e mulheres idosas (ap6s os 70 anos)
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ocorrendo com maior frequéncia na orofaringe e cavidade oral, afetando
especialmente a lingua e gengiva. Fatores como a exposi¢cdo ambiental & fumaca e
agentes carcinogenos, (por exemplo, os fumantes passivos), exposicao a radiacao
ionizante e a doenca do refluxo gastro-esofagico podem estar associados a
ocorréncia do CEC nestes pacientes. Kruse, Bredell e Klaus (2010) observaram uma
média de idade mais elevada para os pacientes com CEC nao fumantes do que
fumantes (71,4 e 63,7 anos respectivamente).

O Papilomavirus humano tipo 16 (HPV-16) tem sido associado a etiologia do
CEC da orofaringe, principalmente em ndo fumantes, e a crescente incidéncia de
cancer em adultos jovens. As duas proteinas oncogénicas do HPV-16, E6 e E7,
podem influenciar as vias do Rb e p53 e causar instabilidade genbmica através da
desregulacéo 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 transformacdo maligna. Em vez disso, a acao
tumorigénica do HPV, provavelmente torna-se significativa em sinergia com
carcinégenos quimicos e outros fatores de risco.

O modelo de multiplos passos da carcinogénese € amplamente aceito e requer
a transicao por etapas a partir de lesdes potencialmente malignas para o fenétipo do
tumor metastatico. Uma variedade de alteracbes acumula-se para potencializar esta
transicdo e aumentar gradualmente a malignidade. Progressdo similar tem sido
demonstrada ocorrendo em hiperplasia benigna para cancer bucal, de displasia para
carcinoma in situ e no cancer avancado com acompanhamento de alteracbes
gendmicas. Vérias lesdes orais sdo de particular relevancia como precursoras do
cancer oral: leucoplasia, eritroplasia e liquen plano (TSANTOULIS et al., 2007).
O grau e a quantidade de alteracdes genéticas nas lesdes potencialmente malignas,
bem como a similaridade com as encontradas no CEC &, até certo ponto, dependente
da presenca de atipias, contudo, lesdes individuais possuem tracos moleculares
genéticos em comum com CEC, mesmo na auséncia de displasia definida
histologicamente (MITHANI et al., 2007).

Espera-se que os marcadores moleculares tornem-se essenciais no diagnostico
e manejo de pacientes com cancer bucal, orientando futuros estudos e cuidados
clinicos e, em ultima instancia levando a novas intervencgfes dirigidas as mudancas

moleculares dos carcinomas. O uso de marcadores moleculares permite o diagnostico
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precoce e o0 estadiamento das alteracbes teciduais, antes das mudangas na
morfologia celular e, certamente, antes das alteracdes teciduais tornarem-se

clinicamente visiveis.

1.1.2 Lesdes Potencialmente Malignas
A identificacdo de lesBGes orais com alto risco de transformacdo maligna, bem

como a deteccao precoce dos tumores orais continua a ser uma importante questéo
clinica 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 sdo 0s precursores mais comuns do carcinoma
espinocelular. Apesar de vérias tentativas recentes na literatura para melhorar ou
modificar a definicdo de leucoplasia e eritroplasia, o conceito fornecido pela
Organizacdo Mundial da Saude (1978) ainda prevalece: "Leucoplasia constitui-se de
mancha branca que ndo pode ser caracterizada clinicamente ou histopatologicamente
como qualquer outra lesdo definivel”. Na pratica diaria, os especialistas estendem
essa definicdo, adicionando que a leucoplasia "ndo é destacavel", o que facilita a
distincdo entre leucoplasia e candidiase pseudomembranosa, que também se
apresenta como uma lesdo esbranquicada. Eritroplasia, de forma semelhante a
leucoplasia, € definida como uma “mancha vermelha que ndo pode ser caracterizada
clinicamente ou histopatologicamente como qualquer outra lesé@o definivel”.

A prevaléncia estimada de leucoplasia oral em todo o mundo é
aproximadamente 2%. Existem algumas diferencas geograficas no que diz respeito a
distribuicdo por sexo. Caracteriza-se por ser uma lesdo mais comum entre fumantes
que entre ndo fumantes. O alcool é tido como um fator de risco independente, mas
dados definitivos sdo ainda inexistentes. Existem resultados contraditorios
relacionados ao possivel papel da infeccdo pelo papilomavirus humano no
desenvolvimento dessa condicdo (HUBER, 2010; VAN DER WAAL, 2010).

Clinicamente, a leucoplasia é tradicionalmente descrita como sendo homogénea
ou ndo homogénea. A homogénea apresenta-se como uma placa branca
uniformemente lisa, fina, com fissuras rasas ou rachaduras na superficie. A ndo
homogénea pode ter uma variedade de apresentacfes: salpicado (lesdo vermelha
misturada com branco, este predominando), nodular (pequenas excrescéncias

polipoides vermelhas ou brancas), e verrucosas (superficie amassada ou ondulada).
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LesGes sugestivas de leucoplasia devem ser biopsiadas e monitoradas
periodicamente. Embora a prevaléncia de leucoplasia seja maior em homens, as
mulheres possuem maior risco para transformacéo maligna. A caracterizacao clinica e
o local de ocorréncia podem afetar o risco de transformacédo. Leucoplasias com um
componente vermelho sdo mais propensas a sofrer transformacdo maligna, assim
como as que acometem lingua, gengiva e assoalho de boca. Paradoxalmente, o risco
de malignizacdo é maior nos pacientes que ndo fazem uso do tabaco do que nos que
fazem (HUBER, 2010).

As leucoplasias sao reconhecidas como 0s progenitores mais frequentes de
CEC. Tem sido relatado que entre 11 e 67% de todos os CECs desenvolvem-se a
partir de tais lesdes potencialmente malignas (SCHEIFELE; REICHART; DIETRICH,
2003). Alem da leucoplasia, a eritroplasia e o liquen plano (LP) também sé&o
apontados pela literatura como lesdes orais com elevado potencial de transformacao
maligna (MITHANI et al., 2007; RIES et al., 2009).

De acordo com Warnakulasuriya, Johnson e Van der Waal (2007), ha
controvérsias quanto a natureza potencialmente maligna do LP. A taxa de
transformacdo maligna relatada anualmente é inferior a 0,5%, e aparentemente pode
ocorrer em todos os tipos de liqguen (Van der Waal, 2010). A Organizacdo Mundial da
Saude classifica o LP como uma condi¢cdo pré-cancerosa que € "um estado
generalizado associado a um significativo aumento do risco de cancer’ (HUBER,
2010).

A displasia liquendide consiste em uma combinacao histolégica da displasia
epitelial oral com certas caracteristicas do liquen plano, principalmente o infiltrado
inflamatorio, ndo constitui uma variante do LP, mas uma entidade distinta que tem um
verdadeiro potencial de transformacdo maligna. As caracteristicas clinicas da
displasia liquendide sdo mais tipicas de lesdes potencialmente malignas do que as do
LP (KRUTCHKOFF; EISENBERG, 1985).

1.1.3 Classificacao das Displasias Epiteliais Orais
Embora nem leucoplasia nem eritroplasia sejam sindbnimo de displasia epitelial

ou carcinoma, é reconhecido que estas sdo as lesdes orais em que alteracdes
malignas ocorrem com maior grau de frequéncia em comparacdo a 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 sao reconhecidas como precursores frequentes do CEC
e apresentam-se predominantemente como lesdes brancas, vermelhas ou uma
mistura de branco e vermelho (ARDUINO et al., 2009).
Sob o microscoépio, lesdes clinicamente leucoplasicas podem demonstrar um espectro
de possiveis caracteristicas histopatolégicas que vao desde hiperplasia epitelial ndo
displasica e/ou hiperceratose a achados indicativos de displasia (BRENNAN et al.,
2007).

O diagnéstico e classificacdo das displasias epiteliais orais sdo baseados em
uma combinacdo de mudancas arquitetbnicas e citoldgicas de acordo com a
espessura ou niveis em que estes ocorrem, assim, a WHO (1978), definiu os critérios
arquiteturais em: estratificacéo epitelial irregular, perda de polaridade e/ou hiperplasia
da camada de células basais, infiltracdo epitelial em forma de cristas, aumento do
namero de figuras de mitose, mitoses superficiais anormais, ceratinizacdo prematura
de células individuais (disceratose), presenca de pérolas de ceratina. Os critérios
citolégicos ficaram definidos como: variacdo anormal do tamanho e/ou forma do
nacleo, variacdo anormal do tamanho celular e/ou do formato da célula, aumento da
relacdo nucleo-citoplasma, figuras de mitose atipicas, aumento do nimero e tamanho
dos nucléolos, hipercromatismo.

Quando biopsias de manchas brancas ou vermelhas diagnosticadas como
leucoplasia ou eritroplasia sdo submetidas a exame microscopico, o patologista
classifica-as em varias categorias como: sem displasia, com displasia leve, moderada
ou displasia severa. A maioria dos patologistas leva em conta uma combinacdo de
caracteristicas microscopicas. Para se chegar a um grau, geralmente o pior local
observado na lamina € marcado (WARNAKULASURIYA, 2001). Dessa forma as
lesGes potencialmente malignas, quando analisadas histologicamente poderdo ser
classificadas como:

s

Sem displasia: ao exame histoloégico é observada a presenca de epitélio

normal, sem atipias ou disturbios arquiteturais em toda a sua extensao.

Displasia leve: quando os disturbios arquiteturais estiverem limitados ao terco

inferior do epitélio, acompanhado por um minimo de atipia citoldgica.
Displasia moderada: a alteracdo arquitetural chega ao terco medio do epitélio.

A presenca de atipia acentuada pode indicar que a lesédo deve ser classificada como

displasia grave, apesar de ndo estender no terco superior do epitélio.
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Displasia severa: quando mais de dois ter¢cos do epitélio mostrarem disturbio

arquitetdénico associado com atipia citolégica temos esse tipo de displasia.

Carcinoma in situ: quando a transformagdo maligna ocorreu, mas a invasao

nao esta presente. Observa-se a presenca de anomalias arquitetdnicas acompanhada
de pronunciada atipia citolégica em toda ou quase toda espessura do epitélio.

Uma das principais limitagdes existentes no uso de critérios histolégicos para
prever o potencial de transformacdo das displasias € a subjetividade inerente o
sistema de classificacdo em si (BRENNAN et al., 2007).

Isto se deve principalmente a falta de critérios bem definidos que possam ser
usados como diretrizes para classificacdo. Na graduacgéo das displasias, a espessura
(altura) em que as mudancas celulares se estendem no tecido epitelial é levada em
consideracdo. No entanto, existe uma grande variacdo na espessura do epitélio
pavimentoso na cavidade oral, levando a dificuldades préaticas na utilizacdo desse
sistema de pontuacdo (WARNAKULASURIYA, 2001).

Embora a presenca de displasia epitelial seja um dos preditores no prognostico
de transformacdo de lesGes potencialmente malignas, reconhece-se que,
ocasionalmente, lesdes ndo displasicas podem se transformar em céancer, assim
como regressodes espontaneas também foram relatadas, sobretudo ap6s a interrupcéo
dos habitos associados com o risco de CEC, por exemplo, tabaco, alcool e mudancas
no estilo de vida, como a intervencao dietética (ARDUINO et al., 2009; BRENNAN et
al., 2007).

Segundo Warnakulasuriya (2001), a presenca e severidade da displasia séo
frequentemente consideradas como indicadoras do estado de risco de uma lesao
potencialmente maligna e que as displasias severas indicam um risco mais elevado
de desenvolvimento subsequente de céncer. Entretanto, estudos retrospectivos
demonstraram que graus severos de displasia ndo estdo necessariamente ligados a
maiores taxas de transformacdo em CEC. Além disso, ainda faltam sistemas de
classificacdo histologica confiaveis e marcadores de prognostico para o CEC
(ABRAHAO et al., 2011).

Abbey et al. (1998) avaliaram o grau de concordancia diagnostica entre seis
patologistas orais quando as informacdes clinicas dos casos foram fornecidas ou
omitidas e, em uma avaliacdo de 120 laminas, concluiram que quando a informacgéo

clinica foi utilizada, ocorreu a diminuigdo da precisdo do diagnoéstico.
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Brothwell et al. (2003) avaliaram o grau de concordancia inter e intra-
examinadores no diagnostico de displasias epiteliais orais. Apés a avaliacdo
independente de 64 laminas por trés patologistas orais e utilizando o diagndstico
inicial como padrdo ouro, os autores verificaram que o grau de concordancia intra-
observador foi maior que o inter-observadores, 0 que pode ser explicado pela
diferenca na formacgéao dos individuos, bem como por opinides diversas em que alguns
critérios sejam mais importantes que outros na categorizacdo das displasias.
Sugeriram, entdo, que a variacdo na avaliacdo das displasias pode diminuir se
exercicios de calibragdo forem implementados.

Kujan et al. (2006) avaliaram a reprodutibilidade e a precisdo de um sistema de
classificacdo binéaria (alto e baixo risco) das displasias epiteliais orais comparando-o
com a classificacdo da OMS de 2005. Noventa e seis laminas coradas pelo método
H&E foram avaliadas por quatro patologistas. Os resultados demonstraram um grau
satisfatorio de concordancia quanto a distingao entre displasia leve, displasia severa e
carcinoma in situ usando a classificacdo da OMS, entretanto, a avaliacdo da displasia
moderada mostrou-se probleméatica. Quanto ao sistema binario, a sensibilidade e
especificidade foram de respectivamente 85 e 80%, sendo que a precisao foi de 80%.
Dessa forma, os autores concluiram que o novo sistema complementa a classificacdo
da OMS (2005) e podera ajudar nas decisdes clinicas particularmente nas displasias
moderadas, além disso, a pontuacdo binaria apresentou maior consenso entre 0s
patologiscas e outras pesquisas sobre esse sistema de classificacdo deverdo ser
incentivadas.

Kujan et al. (2007) avaliaram os motivos da variagdo inter-observadores na
classificacdo das displasias epiteliais orais, quatro avaliadores, sendo trés
patologistas orais e um patologista geral examinaram sessenta e oito laminas de
graus variaveis de displasia considerando a classificacdo da OMS (2005) quanto as
mudancas arquiteturais e citoloégicas dos tecidos. Para as alteragdes individuais os
valores de kappa inter-observadores variaram de fraco a moderado demonstrando a
pouca concordancia existente. Concluiram, assim, que a melhoria no padrdo de
concordancia podera ser alcancada com a definicdo universal de caracteristicas
arquitetbnicas e citologicas, que o processo de graduacdo entre dois ou mais
observadores deve ser incentivada a fim de ajudar a eliminar erros e que estudos
futuros acerca do cancer e das lesdes potencialmente malignas poderdao construir

uma base sdlida para o diagnostico e tratamento destas lesdes.
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1.1.4 MAGE-A e NY-ESO
A transicdo da mucosa normal para o CEC invasivo € um processo complexo de

varias etapas, com uma etiologia multifatorial (KUFFER, LOMBARDI, 2002). A
carcinogénese oral € impulsionada por mudancas genéticas que ocorrem
frequentemente devido aos padrées de expressao alterada de varios genes. Acredita-
se que determinadas alteracbes sdo acompanhadas em definitivo por alteracdes
histopatologicas (RIES et al., 2009).

Véarios marcadores potenciais das alteracbes moleculares em lesdes orais
potencialmente malignas e malignas tém sido estudados, e o interesse na associacao
destas alteracbes genéticas com as lesbes é crescente. A progressdo da doenca, de
benigna a maligna, é um processo genético que mais tarde torna-se evidente em nivel
celular (alteracéo fenotipica) e, finalmente, em nivel clinico (EPSTEIN; ZANG; ROSIN,
2002).

O progndstico ruim dos pacientes que sofrem de carcinoma espinocelular bucall
avancado € em grande parte devido a auséncia de marcadores sensiveis e
especificos para a deteccdo precoce de tumores primarios ou células malignas que
podem ser usados para determinar o risco de desenvolvimento de tumor em lesdes
precursoras, uma vez que tumores primarios podem se originar de lesdes
potencialmente malignas, como a leucoplasia, a eritroplasia e o liquen plano (RIES et
al., 2009).

A década de 1990, principalmente, se caracterizou pelo isolamento de um
grande numero de genes que codificam antigenos humanos especificos do tumor,
incluindo familias de antigeno melanoma MAGE, BAGE, GAGE, LAGE (NY-ESO-1).
Desde entdo, essas familias de genes tem crescido constantemente e 0s genes
MAGE tém atraido a atencdo como alvos potenciais para a imunoterapia devido a sua
expressao quase tumor especifica (FORSLUND; NORDQVIST, 2001; HAIER, 2006).
Em 1991, os pesquisadores isolaram o primeiro antigeno melanoma associado,
MAGE-AL1. Nos anos seguintes, dezenas de novas proteinas foram identificadas.
Embora varios trabalhos tenham investigado a expressdo dos genes MAGE-A,
relativamente pouco € conhecido de suas fungdes (XIAO; CHEN, 2004).

Em tecidos adultos, a maioria dos genes MAGE € expressa apenas no testiculo
e 0s padrdes de expressdo sugerem que esta familia de genes esta envolvida em
células germinativas de desenvolvimento (FORSLUND; NORDQVIST, 2001; HAIER,
2006).
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Antigenos melanoma-associado MAGE-A ndo sdo expressos em tecidos adultos
normais, com excecdo das células germinais masculinas, mas muitas vezes s&o
expressos em uma variedade de tecidos tumorais. Por exemplo, MAGE-A € expresso
em uma alta porcentagem de tumores de boca, mas ndo na mucosa oral normal e
saudavel (JUNGBLUTH 2000; RIES et al., 2009). Assim, se antigenos MAGE-A estéo
presentes, uma lesdo benigna pode ser claramente distinguida de uma lesdo maligna
com a tecnologia adequada, com altissima precisdo (KRAUSS et al., 2010; RIES at
al., 2009).

Cuffel et al. (2010), avaliando a expressdo em PCR e imuno-histoquimica de
antigenos MAGE-A e NY-ESO-1 em CEC de cabeca e pescoco, verificaram que 88%
das amostras que mostraram positividade para MAGE-A3 ou MAGE-A4 no PCR
também foram positivas para imuno-histoquimica e dos 12 casos testados com PCR
para o0 NY-ESO-1, sete mostraram positividade em imuno-histoquimica, sugerindo,
assim que estes genes podem ser utilizados como marcadores progndstico 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 correlacdo deste antigeno com o tamanho do
tumor, relacionando sua maior expressdo ao estadiamento tumoral. Cabe salientar
que, neste estudo, o NY-ESO foi verificado em 27,7% dos tumores examinados. A
taxa de expressdo néo foi tdo alta quanto a esperada e, portanto, este antigeno nao
poderia ser usado como um marcador diagnéstico biol6égico mas seria um instrumento
atil a ser empregado dentro da analise mdultipla de biomarcadores, especialmente
MAGE-A, aumentando a sensibilidade de deteccéo de células tumorais e de células
neoplasicas que sdo indetectaveis em microscopio.

De acordo com Haier et al.( 2006) a especificidade relativamente elevada de
expressdo do MAGE-A em células tumorais qualifica essas proteinas de superficie
como potenciais marcadores de prognastico.

Krauss et al. (2010), avaliaram a marcagdo imuno-histoquimica do MAGE-A em
lesdes benignas, pré-malignas e malignas da mucosa oral. Retrospectivamente,
bidpsias de diferentes lesdes orais foram selecionadas: 64 lesbes benignas (25 lesdes
traumaticas, 13 foliculos dentérios, e 26 épulis), 26 liquens planos orais, 123 lesdes
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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reacdo com imuno-histoquimica para anticorpos poli-MAGE-A 57B, e os resultados
foram comparados. Os autores verificaram que o grau de marcacdo de lesdes
potencialmente malignas ou malignas variou de 33% para 65%. Dessa forma, 0s
antigenos MAGE-A poderiam facilitar a diferenciacdo entre lesfes potencialmente
malignas e malignas da mucosa oral.

Os antigenos MAGE-A podem melhorar significativamente o diagnostico e
diferenciacdo das lesdes orais, 0 seu valor real tem de ser validado por estudos de
acompanhamento clinico. (KRAUSS et al., 2010). Os antigenos MAGE-A podem ser
ainda um importante objeto para futuros estudos em CEC e melhorar a estimativa do
risco individual dos pacientes (MULLER-RICHTER et al., 2010).
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1.2 Objetivo

1.2.1 Objetivo Geral

a.

O objetivo deste trabalho sera avaliar a expressao imuno-histoquimica
dos anticorpos multi-MAGE-a, MAGE-Al1, MAGE-(Y-18), MAGE-A10 e
NY-ESO em lesbGes potencialmente malignas e malignas de pacientes

com e sem fator de risco associado.

b. Verificar a variabilidade interexaminadores na classificacdo histolégica

das displasias epiteliais orais.

1.2.2 Objetivos Especificos

a.

a.

1) Verificar se deteccdo pela marcacdo imuno-histoquimica de células
epiteliais transformadas pode servir como preditor do comportamento
clinico das lesbes potencialmente malignas orais.

2) Comparar o padrdo de marcacao imuno-histoquimica em lesdes de
pacientes com e sem fator de risco associado, buscando identificar a
existéncia de vias moleculares distintas atuando no processo de
carcinogénese.

1) Obter subsidios, por meio da verificagdo da variabilidade na
classificacdo das displasias, para a elaboracdo de estratégias futuras
na rotina do diagnéstico histolégico.
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1.3 Metodologia

Expressdo de multi-MAGE-a, 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 Selecédo dos casos e analise morfoldgica
Quarenta espécimes fixados em formol 10% e incluidos em parafina serdo

obtidos dos Arquivos do Centro de Diagnostico das Doencas da Boca (CDDB) da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas. Serdo utilizadas 20
amostras de casos de displasia liquendide/displasia severa/carcinoma in situ e 20
amostras de carcinoma espinocelular intraoral, sendo que em cada grupo, dez
amostras serdo de pacientes com fator de risco associado a ocorréncia da lesao
(tabaco e alcool), e dez sem fator de risco relatado.

As laminas referentes aos casos selecionados e coradas pelo método da
hematoxilina e eosina (H & E) serdo submetidas a estudo morfolégico em microscopia
de luz para confirmagéo do diagndéstico previamente obtido.

Os dados referentes a sexo, idade, local da lesdo e exposicdo a fatores de
risco serdo obtidos dos registros dos arquivos do CDDB.

Todos os casos serdo submetidos a estudo imuno-histoquimico utilizando-se
os anticorpos multi-MAGE-a, MAGE-A1, MAGE-(Y18), MAGE-A10 e NY-ESO.

1.3.2 Imuno-histoquimica
A avaliagdo das proteinas MAGE e NY-ESO sera realizada com o auxilio da

técnica imuno-histoquimica pelo método streptavidina-biotina (SABC, do inglés
Streptavidina-Biotin Complex).

Todas as amostras utilizadas foram ou serdo fixadas em formol 10% e
emblocadas em parafina. A reacdo imuno-histoquimica sera realizada sobre seccoes
teciduais de 3um de espessura, estendidas em laminas de vidro previamente limpas
e desengorduradas, preparadas com adesivo a base de 3-aminopropyltriethoxy-silano
(1:9). Inicialmente, os cortes serdo desparafinizados em dois banhos de xilol, sendo o
primeiro a 60°C por 30 minutos e 0 segundo a temperatura ambiente por 20 minutos.
Os cortes serdo reidratados em cadeia descendente de etanol, a partir de trés

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 solucdo de hidroxido de aménia a 10% para
remocdao do pigmento formolico. Apds, proceder-se-a a lavagem em agua corrente por
10 minutos e em duas passagens por agua destilada.

As seccdes teciduais serdo entdo submetidas ao tratamento para recuperacao
antigénica, o qual sera realizado através da colocacdo das amostras histologicas em
cuba contendo solugéo tampéo de acido citrico pH 6,0, no microondas (1,3KW), em
trés ciclos de 5 minutos cada.

A seguir serd realizado o bloqueio da peroxidase enddégena tecidual, através de duas
passagens de 5 minutos em solucdo de peroxido de hidrogénio 20 volumes em
metanol (1:1, v/v).

Apos, as seccles teciduais serdo incubadas com o0s anticorpos primarios
(multi-MAGE-a, MAGE-A1, MAGE-A10 e NY-ESO - doacédo do Prof. Dr. Giulio
Spagnoli) por 18h (overnight), a 4°C e nas condi¢cdes de trabalho especificadas na
tab. 1. Apdés duas lavagens em tampéo Tris-HCI (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de
Janeiro-RJ) por 5 minutos cada, os cortes receberdo o kit LSAB (Dako Corporation,
Carpinteira, CA, USA), com periodo de incubacdo de 30 minutos a temperatura
ambiente, tanto para o anticorpo secundario como para o complexo terciario.

As laminas que serdo incubadas com o MAGE-(Y18), ap6s o bloqueio da
peroxidase enddgena, serdo incubadas por 1h seguido por duas lavagens de cinco
minutos cada, com tampéo Tris-HCl. Em seguida, os cortes histologicos serao
incubados com o anticorpo secundario Rabbit anti-Goat IgG (Pierce® - Rockford, IL
USA) por trinta minutos, seguido, novamente, por dupla lavagem em tampao Tris-HCI.
Logo apds, a incubacdo com o complexo terciario (Vectastain ABC Kit — Vector
Laboratories, Inc.) sera de 30 minutos.

Para todos os anticorpos, a revelacdo da reacdo sera realizada com solucao
cromoégena de diaminobenzidina (3,3’-diamino-benzidina,DakoCytomation, Inc. 6392
Via Real Carpinteria, California 93013 USA), como recomendado pelo fabricante. Os
cortes serdo lavados em agua corrente por 10 minutos, passados duas vezes por
agua destilada, contra-corados com hematoxilina de Mayer por 5 minutos e
novamente lavados. Apos a desidratacdo e diafanizacdo, montagem das laminas sera
feita em Permount® (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Como controle positivo, serdo utilizadas amostras de testiculo de rato cedidas

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

omisséo dos anticorpos primarios.

Tabela 1 Soros primarios - especificidades, diluicbes, fontes e tempo de

incubacéo

Especificidade Fonte Diluicao Tempo de
incubacéo
Multi-MAGE- o* 57B Sem diluicéo 18 horas
MAGE-A1* 57B Sem diluicéo 18 horas

MAGE-(Y-18)** 1:50 a 1:500 1 hora
MAGE-A10* 57B Sem diluicéo 18 horas
NY-ESO* Sem diluicéo 18 horas

* Cedido pelo Prof. Dr. Giulio Spagnoli - Switzerland

** SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.

1.3.3 Anélise dos resultados
A expressao imuno-histoquimica positiva de multi-MAGE-a, MAGE-A1, MAGE-

(Y-18), MAGE-A10 e NY-ESO serd definida por um padrdo de coloracéo
citoplasmatico e nuclear, por meio de andlise por microscopia de luz nos quatro
grupos estudados.

Para a avaliacdo da marcacdo imuno-histoquimica, um sistema de pontuacéo
sera utilizado considerando a homogeneidade da reacdo (escores: 0 - negativo; 1 -
células positivas <25%; 2 - células positivas 25-50%; 3 - células positivas 50-75%; 4 -
células positivas> 75%).

Correlacdo de Pearson, teste exato de Fisher, Kruskall-Wallis e Mann Whitney
serdo utilizados para fins estatisticos, e serdo realizados com o programa Sigma-Stat
3.5 (Systat Software Inc.). Um valor de p inferior a 0,05 (p <0,05) sera considerado

estatisticamente significativo.
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Avaliagdo de concordancia interexaminadores na classificagao

histoldgica das displasias epiteliais orais

1.3.4 Selecéo dos Casos
O calculo do tamanho amostral foi realizado usando o programa Sigma-Stat 3.5

(Systat Software Inc.). Pressupondo que a experiéncia dos examinadores é alta e que
a concordancia nos diagnésticos histopatolégicos também sera alta, usando os
pardmetros poder estatistico 90%, erro tipo | de 5%, e coeficiente de correlagdo
esperado de 0,75, o tamanho amostral calculado foi de 15 amostras por grupo. Seréo
selecionados retrospectivamente dos arquivos do CDDB 150 (cento e cinquenta)
laminas histopatolégicas de casos diagnosticados como displasias epiteliais orais com
diferentes graus de severidade.

Os casos selecionados para o estudo deverao ter recebido diagndstico clinico
de leucoplasia, leucoeritroplasia ou eritroplasia e possuirem ficha de biépsia contendo
as seguintes informacdes: localizacdo intra-oral, além de dados relativos a sexo,
idade, e fatores de risco.

Um patologista bucal (examinador 1) fard uma pré-selecdo dos casos, de
maneira a garantir a qualidade da andlise, procurando incluir casos
histopatologicamente nédo displasicos, com displasia leve, moderada e severa ou
carcinoma in situ. Dentre os 150 casos pré-selecionados, 0s 75 casos que constituirdo
a amostra serdo escolhidos de maneira randdémica pelo programa de computador
Excel (Microsoft Windows Office 2010) de acordo com cada categoria de diagndstico,
de modo a assegurar que um nuamero igual de casos de cada grau de displasia seja

selecionado.

1.3.5 Desenho experimental
Trés patologistas do CDDB com experiéncia em patologia oral (examinadores

2, 3 e 4), professores da FO-UFPel, e gque rotineiramente fazem diagnosticos
histopatoldgicos, examinarao as laminas de forma independente e “cega”, ou seja,
sem o conhecimento do diagndstico inicial. Para cada caso selecionado uma unica
lamina dos arquivos do CDDB, corada com hematoxilina-eosina sera examinada por
microscopia de luz.

Na primeira etapa do estudo, serdo disponibilizados aos examinadores as
laminas selecionadas juntamente com as informacdes referentes a idade, sexo,

fatores de risco e localizagcédo da leséo (Anexo 1). Os examinadores serao instruidos a
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concluir o estudo em até duas semanas, por meio de exame criterioso da lamina,
determinando a presenca e a severidade da displasia. Para determinagdo do
diagnoéstico serdo considerados os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) em 2005.

N&o havera treinamento para padronizacdo na aplicacdo dos critérios
classificatorios pelos patologistas, pois seré avaliada, neste momento, a variabilidade
de diagndstico na rotina do Servi¢o de Patologia do CDDB.

Cada profissional devera classificar os casos em dois momentos diferentes,
com intervalo de 30 dias, utilizando duas escalas:

Escala 1 — classificar o caso em leséo sem displasia, displasia leve, displasia
moderada, displasia severa ou carcinoma in situ;

Escala 2 — seguindo a orientacdo do The Working Group (OMS, 2005)
considerar duas categorias:

A — Baixo risco (lesao nao displasica/duvidosa/displasia);
B — Alto risco (moderada/severa/carcinoma in situ).

O diagndstico histolopatologico inicial serd obtido dos registros de CDDB e
utilizado como “padréo ouro”, assim como no trabalho de Brothwel et al. (2003) e
Abbey et al. (1998).

1.3.6 Analise estatistica
Os niveis de concordancia entre o0s examinadores serdo analisados

separadamente para escalas de cinco e dois pontos. O calculo de correlacéo

interexaminadores serd obtido pelo teste de Spearman.
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1.5 Orgamento

1. Anticorpos

I 0 0 10 1L ] e o doacao
L2 . MAGE-AL. ..o doacéo
L3 MAGE-(Y-18) ittt R$ 1.150,00
LA MAGE-ALD. ... doacéo
L5 NY-ESO. .. doacéo
1.6. Anticorpo secundario Rabbit anti-Goat I1gG..........ccccceviivieeeennnnns R$ 1.100.00
2. REAGENIES. ..o R$ 5.000,00

G T o] - TR PRPPRPRRN R$ 7.250,00



1.6 Cronograma de execucao

33

Atividade

Més

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

Atualizacao
bibliogréafica

Aquisi¢éo de
materiais e

Fase | equipamentos

Selecéo dos
casos

Realizacao de
experimento-piloto

Execucao do
projeto

Tabulacéo dos
dados
e analise
estatistica

Fase
1]

Apresentacéo de
resultados finais
em congresso

Redacéo de
_ artigo(s)
Final cientifico(s)

Defesa
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2 Relatério de Trabalho de Campo

Neste capitulo estéo relatadas as complementacfes e as mudancas realizadas na
pesquisa, sugeridas pela banca examinadora do projeto de qualificacdo, realizado em
outubro de 2011.

2.1 Titulo

Foi sugerida mudanca no titulo, unindo os dois trabalhos por meio da utilizacao
dos mesmos casos na avaliacdo da concordancia interexaminadores e na avaliacdo

imuno-histoquimica.
2.2 Antecedentes e Justificativas

Neste topico foram realizadas alteracdes, conforme sugestdo da banca, a fim de
deixa-lo mais claro e objetivo, melhorando a estrutura de alguns paragrafos e
acrescentando informacdes pertinentes ao trabalho.

A sugestéo de utilizacdo de casos comuns entre os dois trabalhos foi parcialmente
implementada (casos de displasia severa e carcinoma in situ), jA& que existiam
diferencas quanto a caracteristica da amostra nos dois estudos.

No trabalho em que utilizou-se a imuno-histoquimica, detalhamos o local da
lamina a ser avaliado em cada caso (local mais marcado — hot spot) e como isso foi
realizado, conforme sugestdo da banca examinadora.

Os anticorpos cedidos pelo Prof. Dr. Giulio Spagnoli (multi-MAGE-a, MAGE-AL,
MAGE-A10 e NY-ESO) acabaram n&do sendo utilizados neste trabalho, pois nao
obtivemos sucesso na sua otimizacdo. Além disso, optou-se por retirar 0s casos de

displasia liquendide devido a variacdo de graduacéo histologica entre os casos.
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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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Introducao:

Mais de 90% das neoplasias malignas no trato aerodigestivo superior sao
carcinomas espinocelulares (CEC). Globalmente ha uma grande variacdo geografica
(cerca de 20 vezes) na incidéncia deste cancer, com areas caracterizadas por altas
taxas de incidéncia de CEC bucal (excluindo labio) sendo encontradas nas regifes
Sul e Sudeste da Asia (Sri Lanka, india, Paquistdo e Taiwan), partes do oeste
europeu (Franca) e na Europa Oriental (Hungria, Eslovaquia e Eslovénia), partes da
América Latina e Caribe (Brasil, Uruguai e Porto Rico) e em regibes do Pacifico
(Papua Nova Guiné e Melanésia)’. Esta doenca debilitante corresponde a 82 e 132
neoplasia maligna mais comum no mundo para homens e mulheres,
respectivamente.?

A transicdo da mucosa normal para o CEC invasivo € um processo complexo
de varias etapas, com uma etiologia multifatorial.> A carcinogénese oral é
impulsionada por mudancas genéticas que ocorrem frequentemente devido aos
padrées de expressdo alterada de varios genes. Acredita-se que determinadas
alteracBes sdo acompanhadas em definitivo por alteracdes histopatolégicas.* Varios
marcadores potenciais das alteracdes moleculares tém sido estudados, e o interesse
na associacdo destas alteracées genéticas com as lesdes é crescente.”

O prognéstico ruim dos pacientes que sofrem de carcinoma espinocelular bucal
avancado € em grande parte devido a auséncia de marcadores sensiveis e
especificos para a deteccdo precoce de tumores primarios ou células malignas que
podem ser usados para determinar o risco de desenvolvimento de tumor em lesbes
precursoras.”

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

alcool, difere em muitas variaveis dagueles que ocorrem em pacientes ndo tabagistas



39
e nao etilistas, pois este Ultimo acomete principalmente pacientes mais jovens (antes
dos 50 anos) e mulheres idosas (ap6s os 70 anos) ocorrendo com maior frequéncia
na orofaringe e cavidade oral, afetando especialmente a lingua e gengiva.®
A década de 1990, principalmente, se caracterizou pelo isolamento de um
grande numero de genes que codificam antigenos humanos especificos do tumor,
incluindo familias de antigeno melanoma MAGE, BAGE, GAGE, LAGE (NY-ESO-1).
Desde entdo, essas familias de genes tem crescido constantemente e 0s genes
MAGE tém atraido a atencédo como alvos potenciais para a imunoterapia devido a sua
expressdo quase tumor especifica.”®
Antigenos melanoma-associado MAGE-A ndo sdo expressos em tecidos
adultos normais, com excecao das células germinais masculinas, mas muitas vezes
sdo detectados em uma variedade de tecidos tumorais. Por exemplo, MAGE-A é
expresso em uma alta porcentagem de tumores de boca, mas ndo na mucosa oral
normal e saudavel.*® Assim, se antigenos MAGE-A estdo presentes, uma lesdo
benigna pode ser claramente distinguida de uma lesdo maligna, com altissima
precisdo.**°
Espera-se que os marcadores moleculares tornem-se essenciais no diagndstico
e manejo de pacientes com cancer bucal, orientando futuros estudos e cuidados
clinicos. A identificacdo de marcadores moleculares, neste contexto, podera auxiliar o
diagnéstico precoce e o estadiamento das alteracdes teciduais, antes mesmo gque as
mudancas na morfologia celular e tecidual tornem-se clinicamente visiveis.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo imuno-histoquimica do
anticorpo MAGE (Y-18) em lesdes potencialmente malignas e malignas de pacientes
com e sem fator de risco associado e comparar o padrdo de marcagdo imuno-

histoquimica nestas lesdes.
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Selecédo dos casos e analise morfolédgica
Este trabalho foi submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas obtendo aprovacao para

sua realizac&o sob o parecer OF.51/12.

Quarenta espécimes fixados em formol 10% e incluidos em parafina foram
obtidos dos arquivos de um centro de referéncia 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
distribuidas entre pacientes com fator de risco associado a ocorréncia da leséo
(tabaco e alcool) e sem fator de risco relatado.

As laminas referentes aos casos selecionados e coradas pelo método da
hematoxilina e eosina (H & E) foram submetidas a estudo morfolégico em microscopia
de luz para confirmacdo do diagnostico previamente obtido. Os dados referentes a
sexo, idade, local da lesédo e exposicao a fatores de risco foram obtidos dos registros
de bi6psia, ndo foram especificados os critérios estabelecidos para a classificacédo
dos fatores de risco: tipo, tempo, quantidade do tabagismol/etilismo. Todos 0s casos
foram submetidos a estudo imuno-histoquimico utilizando-se o anticorpo MAGE (Y-

18).

Imuno-histoquimica
A avaliacdo das proteinas MAGE foi realizada com o auxilio da técnica imuno-
histoquimica pelo método streptavidina-biotina (SABC, do inglés Streptavidina-Biotin

Complex).
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A recuperacdo antigénica foi realizada com acido citrico pH 6,0, em banho-
maria a 90°C por 30 minutos. Para o bloqueio da peroxidase endogena tecidual foi
utilizada solucdo de H,O, 20% e metanol (1:1, v/v). As seccdes teciduais foram
incubadas com o anticorpo primario MAGE (Y-18) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Europe) na diluicdo de 1:200, por uma hora em temperatura ambiente, e apos lavadas
com tampao Tris-HCI (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Os cortes
foram entdo incubados com o anticorpo secundario Rabbit anti-Goat 1gG (Pierce® -
Rockford, IL USA) por 30 minutos, seguido por lavagem em tampao Tris-HCI. Logo
apos, a incubacdo com o complexo terciario (Vectastain ABC Kit — Vector
Laboratories, Inc. CA USA) foi de 30 minutos. A revelacdo da reacéo foi realizada com
solugdo cromogena 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 omissao do anticorpo primario e como

controle positivo foi usado um carcinoma oral indiferenciado.

Analise dos resultados

A expressdo imuno-histoquimica positiva de MAGE (Y-18) foi definida por um
padrdo de coloragéo citoplasmatico, por meio de analise por microscopia de luz nos
quatro grupos estudados.

Para a avaliacdo da marcacao imuno-histoquimica, um sistema de pontuacdo
foi utilizado considerando a homogeneidade da reagdo na regido 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 lamina corada foi selecionada visualmente a area mais marcada (hot
spot) e deste local foram feitas 5 fotos em 5 campos consecutivos, em microscopia de

luz, com aumento de 40x. ApOs capturar a imagem da area mais marcada, foram
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obtidas mais quatro fotos movimentando o botdo micrométrico em 1/8 de volta a
direita, esquerda, acima e abaixo do primeiro campo. Utilizando o aplicativo (Image
ProPlus para Windows 4.5.1), um unico observador contabilizou as células marcadas
em cada campo. O escore final do caso foi obtido pela média dos 5 campos. Para que
0 estudo tivesse maior confiabilidade, em um primeiro momento foram contadas as
células de dez campos, e a analise foi repetida dez dias depois para que fosse obtido
o coeficiente de correlacdo intraclasse do avaliador. Nos campos utilizados para
calibracédo, o coeficiente de correlacdo intraclasse obtido foi excelente, tanto para a
identificacdo de células negativas quanto positivas (r=0,997 e r=0,987
respectivamente, com p<0,001).

Correlacdo de Pearson, teste exato de Fisher, Kruskall-Wallis e Mann Whitney
foram utilizados para fins estatisticos, 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 informacfes gerais sobre as caracteristicas de nossa amostra encontram-
se resumidas na Tabela 1.

A Figura 1 demonstra a marcacao obtida em alguns casos e a maneira pela
gual estes foram avaliados e quantificados, bem como o controle positivo utilizado
no trabalho.

A expressao imuno-histoquimica do MAGE (Y-18) foi observada em 1/11
(9,1%) no grupo das lesdes potencialmente malignas sem fator de risco e em 3/9
(33,3%) lesbes potencialmente malignas com fator de risco associado. Em uma das

lesbes deste ultimo grupo, foi observada marcacao citoplasmética e nuclear. Entre
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os carcinomas, 7/8 (87,5%) lesbes sem fator de risco associado apresentaram
positividade para o MAGE (Y-18), com um caso exibindo positividade nuclear e
citoplasmatica, enquanto 10/12 (83,3%) lesGes com fator de risco foram positivas
para o anticorpo estudado. Os escores de marcacdo em cada grupo estao ilustrados
na Tabela 2.

A lesdo 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 hos campos cada lamina
analisada entre os grupos avaliados, pelo teste de Kruskall-Wallis observou-se
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos CEC sem fator de
risco e do CEC com fator de risco com as lesfes potencialmente malignas sem fator
de risco.

Quanto foi efetuada a mesma comparacdo desconsiderando a presenca ou
auséncia de fator de risco, o teste de Mann-Whitney verificou diferenca
estatisticamente significativa entre os carcinomas e as lesfes potencialmente
malignas (p<0.001).

Pelo teste Exato de Fischer ndo foi verificada diferenca estatisticamente
significativa entre as lesbes de mesmo diagndstico histolégico quando comparadas

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

Discussao
O carcinoma espinocelular (CEC) representa mais de 90% das lesbes malignas
gue se desenvolvem na boca e o progndéstico para pacientes com CEC oral que sdo

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 € influenciada pelo tratamento precoce,
ja que a cura pode ser alcancada com cirurgias menos complexas e tratamentos
menos agressivos do que 0 necessario para lesdes avancadas.®

De acordo com o conceito atual, a carcinogénese é entendida como um
processo de multiplas etapas, envolvendo danos genéticos e podendo ser
representada em suas fases iniciais pelo desenvolvimento de lesGes que precedem
a neoplasia francamente estabelecida. Estas lesfes sdo entdo chamadas pre-
malignas ou potencialmente malignas, jA& que em dado momento podem sofrer
transformacao dando origem ao cancer.

Atualmente, os critérios disponiveis para avaliacdo do comportamento
bioldgico das lesdes potencialmente malignas sao o aspecto clinico e o diagnastico
histol6gico baseado na graduacao de displasia epitelial. No entanto, a dificuldade em
diagnosticar e classificar corretamente lesées com displasia tem sido enfatizada por

varios autores. 13

Além disso, é importante considerar que a displasia epitelial ndo esta
presente de maneira uniforme nas lesdes potencialmente malignas. Estudos
apontam para o fato de que a presenca da displasia epitelial aumenta o risco de
desenvolvimento do carcinoma, mas a malignidade pode originar-se em um epitélio
néo displasico.***> Por outro lado, estudos retrospectivos demonstraram que graus
severos de displasia ndo estdo necessariamente ligados a maiores taxas de
transformacéo em CEC.*®

H& uma perspectiva atualmente de que os marcadores moleculares tornem-se
essenciais no diagndstico e manejo de pacientes com céancer bucal, orientando

futuros estudos e cuidados clinicos e, em Ultima instancia, levando a intervencdes

terapéuticas baseadas em tais alteragbes moleculares. Dessa forma, o uso de
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marcadores moleculares permitiria 0 diagndstico precoce e o0 estadiamento das
alteracdes teciduais, antes das mudancas na morfologia celular e, certamente, antes
das alteracfes teciduais tornarem-se clinicamente visiveis.

Assim, a investigacdo das alteracbes moleculares envolvidas nha
carcinogénese, buscando identificar entre as lesdes potencialmente malignas
aguelas com maior risco de transformacéo, pode incrementar de forma significativa
as medidas de prevencéao e diagnéstico do cancer. Varios trabalhos sdo encontrados

1719 & nosso estudo também reflete esta busca.

na literatura com este objetivo

Este trabalho investigou a expressao imuno-histoquimica do anticorpo MAGE
(Y-18) em lesdes potencialmente malignas e malignas de pacientes com e sem fator
de risco relatado (tabagistas e etilistas). Na clinica diaria estas lesfes séo
encontradas frequentemente e a obtencdo do diagndstico mais adequado € crucial
para que o tratamento seja efetivo e se obtenha a cura da doenca.

O MAGE (Y-18) é um anticorpo policlonal de cabra criado a partir do MAGE-Al
de origem humana. De acordo com Vvarios autores, os antigenos MAGE néo séo
expressos em tecidos adultos normais, a excec¢do das células germinativas
masculinas, mas sdo expressos em uma variedade de tecidos tumorais, incluindo
uma alta porcentagem dos tumores de boca.”®*°

A etiologia do CEC oral € multifatorial e os fatores de risco estdo agrupados em
nao modificaveis e modificaveis. Neste ultimo grupo estdo os habitos e estilo de vida,
sendo o0 mais importante o uso do tabaco, seguido pelo excessivo consumo de alcool
e uso do betel quid. Estes fatores atuam tanto individualmente quanto sinergicamente.

O risco atribuido a ocorréncia de CEC oral em pacientes tabagistas e etilistas esta

estimado em mais de 80%. A infeccdo pelo virus do HPV também tem sido
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relacionada a carcinogénese oral, especialmente em tonsilas e orofaringe de
pacientes jovens.*

O CEC dos pacientes com fatores de risco tradicionais difere em muitas
variaveis daqueles que ocorrem em pacientes nao tabagistas e nao etilistas, como por
exemplo idade e localizacdo mais frequentes.® Kruse et al. observaram uma média de
idade mais elevada para os pacientes com carcinoma ndo fumantes do que fumantes
(71,4 anos e 63,7 anos, respectivamente).” Nosso trabalho concorda com os
achados destes autores, jA que observamos que os pacientes sem fator de risco
associado ao cancer apresentaram uma média de idade maior do que aqueles que
fumavam ou bebiam, tanto nas lesées malignas quanto nas potencialmente malignas.
E importante destacar, entretanto, que a diferenca observada foi pequena, assim
como o tamanho da amostra.

Com relacéo ao sexo, no grupo dos carcinomas observamos diferencas bem
estabelecidas. No grupo dos pacientes sem fator de risco, as mulheres foram
maioria, enquanto entre as lesdes associadas a fumo e alcool, os homens
predominaram. Concordando com a literatura, provavelmente estes achados
refletem a atuacdo de outros fatores etioldgicos para o desenvolvimento do cancer
de boca no sexo feminino.

Aqui também ¢é interessante destacar que no grupo das LPM, associadas ou
nao aos fatores de risco tradicionais, predominaram as pacientes do sexo feminino.
Como € amplamente reconhecido que as mulheres procuram atendimento mais
prontamente ao perceberem alguma alteracdo, podemos sugerir que no Sexo

feminino, com mais frequéncia, o diagndstico seja realizado em uma fase precoce do

processo de carcinogénese.
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Em 2010, Cuffel et al.?* avaliaram a expressdo de antigenos MAGE-A e NY-
ESO-1 em CECs de cabeca e pescoco, através de PCR e imuno-histoquimica. 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 multiplos genes apresentaram menor sobrevida, sugerindo assim
gue estes genes podem ser utilizados como marcadores prognostico para estes tipos
de CEC.

Discordando deste achado, Haier et al.” observaram que em tumores de
esb6fago a expressdo de MAGE-A nédo teve relacdo com o progndstico. Os autores
observaram positividade em 50% dos CECs avaliados, mas sem correlacdo com
estadiamento clinico, graduacdo histolégica ou idade dos pacientes. No entanto,
sugerem que a expressao elevada do MAGE-A em células tumorais qualifica essas
proteinas como potenciais alvos para a imunoterapia.

Da mesma forma, Figueiredo et al.?®

avaliaram a expressao imuno-histoquimica
dos antigenos 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 antigenos em 67% dos casos. Embora esta expressdo néo tenha sido
relacionada & sobrevida, da mesma foram que Haier et al.” os autores concluiram que
a familia de antigenos MAGE-A pode ser alvo de vacinas, em estratégias envolvendo
a imunoterapia para tumores de laringe.

Achado semelhante foi encontrado por Montoro et al.?*

investigando a
expressao imuno-histoquimica dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 em CECs orais.
Estes autores observaram positividade para pelo menos um dos antigenos em 78%

dos pacientes, mas esta expressao nao teve relagcdo com sobrevida ou outras

variaveis clinico-patolégicas.
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Em nosso trabalho, como ja era esperado em funcdo 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 expressdo ndo esteve associada a
presenca ou auséncia dos fatores de risco tradicionais, 0 que nos leva a sugerir que o
aparecimento destes antigenos no processo de carcinogénese € independente dos
fatores etiologicos envolvidos.

Por outro lado, observamos positividade para o0 MAGE em apenas quatro das
vinte lesdes potencialmente malignas (20%). Em nosso estudo s6 incluimos lesdes
potencialmente malignas com alto grau de displasia epitelial, procurando observar
diferencas relacionadas a associacdo ou ndo com os fatores de risco principais para o
desenvolvimento do CEC.

Krauss et al.?®

avaliaram a marcacdo imuno-histoquimica do MAGE-A em
lesGes benignas e potencialmente malignas da mucosa oral, ndo encontrando
positividade em lesdes benignas. O percentual de marcacdo nas lesdes
potencialmente malignas foi de 33% para lesbes ndo displasicas, 65% para
diferentes graus de displasia e 56% para o grupo dos carcinomas in situ. Os autores
ja consideraram o carcinoma in situ como lesdo maligna, de forma diferente do
nosso estudo. Em nosso entendimento, na auséncia do fendtipo invasivo, o
carcinoma in situ ainda ndo representa a neoplasia francamente estabelecida. Neste
trabalho ndo foram testadas lesdes benignas ou mucosa oral normal, mas por meio
dele demonstramos a expressao do MAGE (Y-18) em lesbes orais potencialmente
malignas e, principalmente, nos CEC estabelecidos.

Observamos a falta de resultados estatisticamente significativos entre as

lesdes potencialmente malignas e malignas quando comparadas entre si nos
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subgrupos de fator de risco associado, no entanto ndo temos como afirmar se a
marcacdo do MAGE estéa relacionada ao processo de carcinogénese, sem relacao
com os fatores etiologicos, ou tem relacdo com o pequeno numero de casos
avaliados. Com relacdo ao escore de marcagcdo nos casos positivos, ndo foram
observadas diferencas entre os grupos, fato que também pode estar relacionado ao

tamanho de nossa amostra.

Ries et al.’® avaliaram a utilidade da expressdo de MAGE-A na predicdo da
transformacao maligna em leucoplasias bucais. Inicialmente, relataram um Unico caso
de um paciente acompanhado por um ano’; na sequéncia, os autores avaliaram
amostras de pacientes acompanhados por pelo menos 5 anos e observaram que o
MAGE-A s6 foi expresso em casos que sofreram transformacdo em CEC.*° Segundo
seus resultados, houve uma correlacdo estatisticamente significante entre a
expressdo do MAGE-A e a transformacdo maligna, mas ndo entre a expressao do
MAGE-A e o grau de displasia epitelial, sugerindo que a deteccéo deste antigeno seja
atil em identificar as lesdes com maior risco de transformacéo, independentemente da
graduacéo de displasia.

Seguindo esta linha, com base em nossos resultados podemos sugerir que 0s
casos de lesdes potencialmente malignas que exibiram marcacédo para o MAGE (Y-
18) poderiam apresentar maior chance de transformacéo, justificando a adocéo de
um plano de tratamento mais agressivo e a necessidade de um acompanhamento
cuidadoso do paciente. Do ponto de vista clinico, entretanto, estes achados nao
representam uma mudancga de conduta, ja que todos os pacientes com diagndstico

histologico de displasia grave sao tratados desta maneira em nosso Servico.
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Por outro lado, como poucos estudos sdo encontrados sobre o papel do
MAGE na carcinogénese bucal, ndo podemos considerar de forma categorica a
marcacao positiva como evidéncia de transformacédo maligna em nossos casos. Na
realidade, s6 o acompanhamento clinico pode complementar resultados como estes,
nos permitindo aceitar ou rejeitar certos aspectos como caracteristicas “benignas” ou
“‘malignas” das lesdes potencialmente malignas. A associagédo da identificagcdo das
alteracbes moleculares ocorrendo nestas lesbes com a observacdo do
comportamento biolégico por elas apresentado € essencial para que se consiga
realmente desenvolver marcadores mais especificos e confidveis na determinacdo
do risco de transformacéo contido em cada caso.
O anticorpo MAGE, quando utilizado em imuno-histoquimica, normalmente
demonstra marcacao citoplasméatica e de membrana. Em nosso trabalho observamos
em dois casos a ocorréncia de marcacao nuclear. Este achado também foi relatado

em outros trabalhos®%%%°

, mas como pouco se conhece sobre o papel do MAGE, é
dificil determinar se ele possui alguma relevancia.

Sudbg et al.'® destacam a clara necessidade do desenvolvimento de métodos
para identificacdo, em um estagio precoce, das lesbes que irdo progredir para
carcinomas. Estes autores compararam o valor prognostico da graduacao
histol6gica de atipia epitelial e da analise de ploidia do DNA em leucoplasias bucais.
De acordo com suas conclusbes, a avaliacdo da ploidia do DNA tem valor
progndstico para estas lesdes, ao contrario da graduacéao histolégica.

Em nossa opinido, considerando que nas fases iniciais do processo de
carcinogénese as alteracbes moleculares podem néo ter resultado em qualquer

alteracdo fenotipica, a avaliagdo da probabilidade de transformacdo maligna néo

deve ser totalmente vinculada a avaliacdo de displasia epitelial, sendo justificados os
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esforcos empreendidos no sentido de se buscar marcadores mais precisos para
avaliacdo do comportamento das lesfes orais potencialmente malignas.

Estudos recentes tem sugerido que o MAGE pode ser Gtil neste sentido, mas
seu real valor no diagndstico de leses displasicas precisa ser validado por estudos

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

leséo

Grupo Sexo Idade Local Total
LPM sem fator

de risco 9F-2M |50-88(68,5) | lingua (7), palato (2), mucosa jugal (1), rebordo alveolar(1) 11
LPM com fator regido retromolar (3), assoalho (2), lingua (1), palato (1),

de risco 8F—1M |42-77 (59,1) mucosa jugal (1), fundo de sulco (1) 9
CEC sem fator lingua (4), mucosa jugal (2), rebordo alveolar (1),

de risco 6F—2M |33-83(62,6) palato (1) 8
CEC com fator

de risco 2F-10M |35-81 (60,2) lingua (10), assoalho (2) 12

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

Escore 1l | Escore 2 | Escore 3 | Escore 4 | Total de

Grupo Escore 0 | (<25%) (25-50%) | (50-75%) (>75%) | 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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Legenda:

Figuras 1: Padrdo da expressao imuno-histoquimica do MAGE (Y-18) em lesdes
orais malignas e potencialmente malignas

(A) controle positivo utilizado no trabalho, com 100% das células com marcacéo
positiva em imuno-histoquimica. (B) Displasia severa, sem fator de risco associado,
com marcacdo positiva para imuno-histoquimica. (C) mesmo caso de “B”
demonstrando o escore 4 (>75%) de marcacdo com 88% de células positivas. (D)
carcinoma espinocelular, com fator de risco associado, com marcacao positiva para
imuno-histoquimica. (E) mesma lamina de “D” demonstrando o escore 2 (25-50%)
com 39% de células positivas. (F) carcinoma espinocelular, com fator de risco
associado, com marcacédo positiva para imuno-histoquimica. (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 marcacdo positiva para imuno-
histoquimica (I) mesmo caso de “H” demonstrando o escore 4 (>75%) com 100%
das células marcadas positivamente. Os pontos vermelhos indicam as células com
marcacao positiva e os verdes as células epiteliais sem marcacdo para imuno-

histoquimica.
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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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INTRODUCAO

A identificacdo de lesGes orais com alto risco de transformacdo maligna, bem como a
deteccdo precoce dos tumores orais, continua a ser uma importante questdo clinica 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 sdo 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 lesdes
potencialmente malignas (1). Embora nem leucoplasia nem eritroplasia sejam sindbnimo de
displasia epitelial ou carcinoma, é reconhecido que estas sdo as lesbes bucais em que
alteracdes malignas ocorrem com maior frequéncia em comparagdo a mucosa oral normal (3).

Ao microscopio, lesdes com diagnostico clinico de leucoplasia podem demonstrar um
espectro de possiveis caracteristicas histopatoldgicas que vao desde hiperplasia epitelial ndo
displasica e/ou hiperceratose a achados indicativos de displasia (3). Quando bidpsias de
leucoplasias ou eritroplasias sdo submetidas a exame microscopico, o patologista classifica-as
em categorias, considerando a presenca ou auséncia de displasia epitelial, bem como o grau
desta alteracdo. Para tal, a maioria dos patologistas leva em conta uma combinacdo de
caracteristicas microscopicas, sendo que para definicdo da severidade, o sitio que exibe maior
alteracdo na lamina é considerado (4).

Uma das principais limitacGes existentes no uso de critérios histoldgicos para prever o
potencial de transformacdo das displasias é a subjetividade inerente ao processo de
classificacdo em si. Isto se deve principalmente a falta de critérios bem definidos que possam
ser usados como diretrizes para classificacéo (3).

Na tentativa de definir estes critérios, muitos sistemas de graduacdo para a displasia
epitelial tém sido propostos, os quais, de forma geral, estdo estruturados de acordo com o
risco provavel de transformagdo maligna. No sistema de Smith e Pindborg cada caracteristica
microscopica é observada fotograficamente e graduada como ausente, leve ou intensa. A
partir desta observacdo é estabelecido um escore que classifica as alteracdes epiteliais em sem
displasia, displasia leve, moderada ou severa (5). O sistema da OMS define e enumera 12
caracteristicas histologicas que caracterizam as displasias nos graus leve, moderada e severa,
de acordo com a localizagéo epitelial em que se encontram (6). O sistema de Brothwell et al.
(7) classifica as alteragcbes 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 classificacdo binario para as displasias epiteliais, classificando estas lesées em alto
e baixo risco de transformacdo maligna, a fim de aumentar a probabilidade de concordancia
entre os patologistas no diagndstico destas alteracdes (6).

Apesar destas tentativas, varios estudos demonstram uma ampla variabilidade no
diagnéstico e graduacdo da displasia epitelial oral (7-10).

Assim, este trabalho objetivou verificar a variabilidade interexaminadores na
classificacdo histologica das displasias epiteliais orais em um servico de referéncia em
Patologia Bucal, com vistas a obter subsidios para a elaboracdo de estratégias futuras na
rotina do diagnostico histopatoldgico.

METODOLOGIA
Este trabalho foi submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas obtendo aprovacdo para sua

realizacdo sob o parecer OF.52/12.

Selecéo dos casos

Setenta e cinco laminas histoldgicas foram selecionadas dos arquivos do servico de
Patologia Bucal por um patologista bucal (examinador 1), de modo a garantir a qualidade da
analise. Para o célculo do tamanho amostral foi utilizado o programa Sigma-Stat 3.5 (Systat
Software Inc.). Pressupondo que a experiéncia dos examinadores era alta e que a
concordancia nos diagndsticos histopatolégicos também seria alta, utilizaram-se o0s
parametros: poder estatistico 90%, erro tipo | de 5% e coeficiente de correlacdo esperado de
0,75. O tamanho amostral calculado foi de 15 amostras por categoria. Assim, com base no
diagndstico histopatoldgico inicial, foram selecionados casos ndo displasicos, com displasia
leve, moderada, severa e carcinoma in situ. O diagnostico histolopatoldgico inicial foi obtido
dos registros do Servico e utilizado como “padrao ouro”, assim como no trabalho de Brothwel
et al. (7) e Abbey et al. (8).

Os casos selecionados para o estudo deveriam ter recebido diagnostico clinico de
leucoplasia, leucoeritroplasia ou eritroplasia e possuirem ficha de biopsia contendo as
informacdes referentes a localizacdo intraoral, sexo, idade e associacdo com fatores de risco

(fumo e alcool).
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Desenho experimental

Trés patologistas com experiéncia em patologia oral (examinadores 2, 3 e 4) e que
rotineiramente fazem diagnosticos histopatoldgicos, analisaram as |&minas de forma
independente e “cega”, ou seja, sem o conhecimento do diagnoéstico inicial. Para cada caso
selecionado uma Unica lamina corada com hematoxilina-eosina foi examinada por
microscopia de luz.

Na primeira etapa do estudo, foram disponibilizadas aos examinadores as laminas
selecionadas juntamente com as informacdes referentes a idade, sexo, fatores de risco e
localizagdo da lesdo. Os examinadores foram instruidos a concluir o estudo em até duas
semanas, por meio de exame criterioso da lamina, determinando a presenca e a severidade da
displasia, classificando os casos em: sem displasia, displasia leve, displasia moderada,
displasia severa ou carcinoma in situ.

N&o houve treinamento para padronizacdo na aplicacdo dos critérios classificatorios
pelos patologistas, pois foi avaliada, neste momento, a variabilidade de diagndstico na rotina
do Servico de Patologia Bucal.

Passados 30 dias da primeira analise, ocorreu a segunda etapa do trabalho, na qual
cada profissional classificou as laminas de acordo com a orientacdo do The Working Group
(OMS, 2005) (6) considerando duas categorias:

A — Baixo risco (lesdo ndo displasica/displasia leve);

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

Para esta etapa, os diagnosticos considerados como “padrdo ouro”, obtidos nos
registros do servigo, foram automaticamente transformados para a classificacdo binaria de alto
e baixo risco. Neste segundo momento, os avaliadores ndo tiveram acesso as informacoes

clinicas referentes a cada caso.

Andlise estatistica

Os niveis de concordancia entre os examinadores foram analisados separadamente
para escalas de cinco e dois pontos. O célculo de correlacdo interexaminadores foi obtido pelo

coeficiente de correlacdo intraclasse e teste kappa.

RESULTADOS

Assim como em estudos anteriores que avaliaram concordancia interexaminadores, 0s

valores encontrados neste trabalho foram inferiores aos considerados satisfatorios.
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Na primeira etapa, por meio do Coeficiente de Correlacdo Intraclasse, com um
intervalo de confianca de 95% observou-se uma concordancia moderada interexaminadores
(r=0,415 e p<0,001). Quando comparados individualmente com o padrdo ouro, ocorreu uma
concordéancia moderada entre os avaliadores 1 e 3 (r=0,479 e r=0,544, respectivamente), e
uma concordancia baixa do avaliador 2 com o padrdo ouro (r=0,384).

Ja no segundo momento da avaliacdo, quando as laminas foram classificadas apenas
em dois padrdes (alto e baixo risco), observou-se uma baixa concordancia entre o avaliador 1
e 0 padrdo ouro (k=0,186, com sensibilidade de 77,8% e especificidade de 40,0%) e uma
concordancia moderada entre os examinadores 2 e 3 e 0 padrdo 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).

DISCUSSAO

O carcinoma espinocelular representa mais de 90% das lesGes malignas que se
desenvolvem na boca. Alguns destes carcinomas séo precedidos por lesGes potencialmente
malignas, geralmente leucoplasias ou eritroplasias, lesbes estas cujo diagndstico
histopatolégico pode variar de uma hiperplasia sem displasia a diferentes graus de displasia
epitelial ou carcinoma in situ (11).

A leucoplasia é a lesdo potencialmente maligna mais comum da cavidade bucal, sendo
definida pela OMS como uma lesdo branca que ndo pode ser caracterizada como qualquer
outra entidade patologica (12). A incidéncia anual de transformacdo maligna varia em
diferentes partes do mundo, provavelmente como resultado de diferentes habitos com relacéo
ao uso do tabaco (13). De forma geral, cerca de 6% de todas as leucoplasias sofrem
transformacdo para o cancer em um periodo de 10 anos. No entanto, entre lesGes com
diagnostico histologico de displasia este valor pode variar de 16-36% (14-15).

Neste sentido, a presenca e intensidade da displasia epitelial sdo considerados aspectos
importantes na avaliacdo do risco de transformacéo contido nestas lesdes (4). Entretanto, a
graduacdo de displasia epitelial € reconhecidamente um critério subjetivo, havendo
concordancia entre 0s patologistas em que mesmo observadores experientes podem interpretar
de forma diferente o grau de displasia epitelial no mesmo corte histolégico (16,17). Pindborg
et al. (16) destacam que o reconhecimento da displasia epitelial, assim como a avaliacdo de
seu grau de importancia, variam ndo sO de observador para observador, mas também no

mesmo observador em diferentes momentos.



65

Warnakulasuriya (4) salienta que lesbes inflamatorias ou reativas podem demonstrar
alguns aspectos considerados como displasia epitelial. Além disso, a displasia epitelial ndo
estd presente de maneira uniforme nas lesdes potencialmente malignas. Estudos apontam para
o fato de que a presenca da displasia epitelial aumenta o risco de desenvolvimento do
carcinoma, mas a malignidade pode originar-se em um epitélio ndo displasico (14,18). Por
outro lado, estudos retrospectivos demonstraram que graus severos de displasia ndo estdo
necessariamente ligados a maiores taxas de transformacdo em CEC (19).

A maioria dos sistemas de classificacdo encontrados na literatura segue critérios
similares aos usados para graduacao de lesGes de cérvix uterino, onde a espessura (altura) em
que as mudancas celulares se estendem no tecido epitelial é levada em consideracédo (20). No
epitélio cervical ha uma clara distin¢do entre camadas normais e anormais e esta caracteristica
torna o processo de diagndstico mais simples e resulta em grande concordéncia intra e
interobservadores (21). Na cavidade oral, no entanto, existe uma grande variagdo na espessura
do epitélio pavimentoso, levando a dificuldades praticas na utilizacdo desse sistema de
pontuacdo (4,22).

Vaérios trabalhos tem demonstrado ampla variabilidade na concordancia intra e
interobservadores no diagnéstico e graduacdo da displasia epitelial oral, o que pode
representar um grande problema, j& que um diagndstico incorreto pode resultar em um
tratamento inadequado, alterando o prognostico.

No trabalho de Abbey et al. (8) foi avaliado o grau de concordancia diagnoéstica entre
seis patologistas orais quando as informacdes clinicas dos casos foram fornecidas ou omitidas
e, em uma avaliacdo de 120 laminas, os autores concluiram que quando a informacéo clinica
foi utilizada, ocorreu uma diminuicdo da precisdo do diagnostico. Ja em nosso estudo nédo
foram observadas diferencas significativas na graduacéo da displasia epitelial com relagéo ao
fornecimento ou ndo das informacdes clinicas de cada caso, o que foi demonstrado pelo fato
de haver, nos dois momentos de avaliacdo, uma concordancia moderada interexaminadores.

De acordo com Manchanda e Shetty (22), quando o cirurgido encaminha uma peca
para realizacdo da bidpsia deve estar ciente que as informacdes clinicas contidas em anexo
influenciardo o diagnoéstico histologico do patologista. Desta forma, o profissional deve ter
cuidado quanto a clareza na descricdo da lesdo, bem como deve estar ciente desse viés no

momento de optar pelo tratamento mais adequado.
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Nos optamos por realizar a graduacao de displasia sem calibracdo ou orientacao prévia
dos examinadores, com a intencdo de mimetizar 0 processo que ocorre rotineiramente no
Servico.

Brothwell et al. (7) avaliaram o grau de concordancia inter e intra-examinadores no
diagndstico de displasias epiteliais orais, ap6s a analise independente de 64 laminas por trés
patologistas orais e utilizando o diagnostico inicial como padrdo ouro. Os autores verificaram
que o grau de concordancia intra-observador foi maior que o interobservadores, o que poderia
ser explicado pela diferenca na formagéo dos individuos, bem como por opinifes diversas em
relacdo a valorizacdo de alguns critérios na categorizagdo das displasias. Com base neste
resultado, sugerem que as discordancias na avaliacdo das displasias podem diminuir se
exercicios de calibracdo forem implementados.

No trabalho de Fischer et al. (23) foi observado um aumento no grau de concordancia
interobservadores quando o diagnostico foi simplificado para somente trés categorias
(hiperplasia, displasia e carcinoma in situ ou carcinoma). Kujan et al. (9) propuseram um
sistema binério de classificacdo (alto e baixo risco), que demonstrou ser eficente na previsao
do potencial de transformacdo maligna. Os autores, ao avaliarem a reprodutibilidade e a
precisdo do sistema de classificacdo binaria verificaram que a sensibilidade e especificidade
foram de respectivamente 85 e 80%, sendo que a precisao foi de 80%, concluindo, assim, que
0 novo sistema complementaria a classificacdo da OMS (2005) e poderia ajudar nas decisdes
clinicas, particularmente nas displasias moderadas.

Com o intuito de verificar se este sistema seria capaz de aumentar a concordancia
entre os examinadores de nosso Servigco quando comparado ao sistema convencional de cinco
pontos, em um dos momentos de analise das laminas os patologistas foram orientados a
utilizad-lo. Ao contrario da nossa expectativa, quando avaliada a classificacdo binaria
observou-se uma concordancia de baixa a moderada entre os examinadores, fato este que no
nosso entendimento pode ser explicado justamente pela divida gerada na classificacdo dos
casos de displasia moderada como “alto risco”.

Em nosso estudo, os valores de kappa de fraco a moderado nas avaliagdes individuais
demonstraram a pouca concordancia existente na graduacdo das displasias epiteliais orais,
fato que reforca o carater subjetivo do processo.

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

estabelecidos, a falta de calibracdo quanto aos critérios que serdo utilizados e a falta de
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conhecimento suficiente quanto a importancia de cada critério sdo 0s principais motivos
atribuidos a falta de concordancia na classificacdo das displasias epiteliais.

Assim, consideramos que a melhoria no padrdo de concordancia somente podera ser
alcancada com o emprego de parametros bem definidos de avaliacdo, os quais dependem de
um maior conhecimento molecular acerca do cancer e das lesdes potencialmente malignas. A
menos que critérios claros sejam utilizados, a auséncia de concordancia continuara
acontecendo, ndo pela incapacidade dos patologistas, mas devido a subjetividade de tal
processo.

Assim, tendo em vista que a graduacdo da displasia ndo é uma ciéncia exata, e que até
0 momento ndo dispomos de nenhum exame que supere a observacdo histologica no
diagnostico e previsdo do comportamento das displasias epiteliais orais, da mesma forma que
Kujan et al. (10) entendemos que o processo de graduagdo entre dois ou mais observadores

deve ser incentivado, a fim de auxiliar na definigdo mais precisa possivel do diagndstico.

Resumo

Com o objetivo de verificar a variabilidade interexaminadores na classificagéo
histoldgica das displasias epiteliais orais, 75 casos de lesGes orais potencialmente malignas
foram selecionados de um servico de referéncia em patologia bucal. Trés patologistas
analisaram as laminas de forma independente e “cega” em dois momentos. Na primeira etapa
foram disponibilizadas aos examinadores as laminas coradas em H&E juntamente com as
informacdes clinicas de cada caso e os patologistas classificaram as lesdes em sem displasia,
displasia leve, moderada, severa ou carcinoma in situ. Na segunda etapa, os avaliadores nédo
tiveram acesso as informagdes clinicas e classificaram as laminas em duas categorias: baixo
risco (lesdo ndo displasica/displasia leve) e alto risco (displasia moderada/severa/carcinoma in
situ). Independente do sistema de classificacdo utilizado, a concordancia entre os avaliadores
e 0 padrdo ouro variou de fraca a moderada. Na primeira etapa, o Coeficiente de Correlacao
Intraclasse demonstrou uma concordancia moderada entre os avaliadores 1 e 3 (r=0,479 e
r=0,544) e uma concordancia baixa do avaliador 2 (r=0,384). No segundo momento observou-
se uma concordancia moderada entre os examinadores 2 e 3 e o padrdo ouro (k=0,433 e
k=0,422) e uma baixa concordancia entre o avaliador 1 e o padréo ouro (k=0,186). Tendo em
vista que a graduacdo da displasia € um processo subjetivo, e que ainda ndo dispomos de

nenhum exame que supere a observacdo histologica no diagnostico das displasias epiteliais
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orais, entendemos que o processo de graduacdo entre dois ou mais observadores deve ser

incentivado, a fim de auxiliar na defini¢cdo mais precisa do diagnostico.

Palavras chave: displasia epitelial, concordéncia, leucoplasia, patologia oral, variacdo na
observacao.
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5 Conclusdes Gerais

Neste trabalho o percentual de casos de CECs positivos para marcag¢ao imuno-
histoquimica do MAGE (Y-18) alto, dezessete dos vinte casos de CEC avaliados
expressaram o anticorpo, representando 85% do grupo das malignidades. No entanto,
esta expressdo ndo esteve associada a presenca ou auséncia dos fatores de risco
associados, 0 que nos leva a concluir que o aparecimento destes antigenos no
processo de carcinogénese € independente dos fatores etioldégicos envolvidos.
Observou-se, ainda, positividade para o MAGE em apenas quatro das vinte lesdes
potencialmente malignas (20%). Deve-se levar em consideracdo o pequeno ndmero
de amostras avaliadas, o que pode ter influenciado significativamente os resultados
obtidos, assim, estudos posteriores, com ampliacio da amostra devem ser
incentivados.

Quanto a classificacdo das displasias epiteliais orais, percebeu-se uma
concordancia de fraca a moderada entre os avaliadores nos dois momentos
estudados, o que reforca o carater subjetivo do processo e confirma a necessidade de

critérios claros e parametros objetivos de avaliagéo.
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