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Resumo

O cancer de boca ocupa uma posigdo de destaque em relagdo ao numero total de casos registrados no Brasil. A displasia epitelial (DE)
oral é um achado histopatolégico associado a um risco aumentado de transformagdo maligna do epitélio oral. A falha nos mecanismos
de sinalizagdo celular, no controle do ciclo celular ou nos mecanismos para reparar danos celulares pode favorecer a processos que
culminam com a progressdo para o cancer. Objetivo: avaliar comparativamente a resposta clinica da marcagdo do azul de toluidina
(AT) e a imunoexpressdo da proteina ciclina D1, uma proteina nuclear de grande importancia como regulador da transi¢do da fase
G1 para fase S do ciclo celular, em leucoplasias oral (LO). Metodologia: avaliamos 12 pacientes que apresentavam, na cavidade
bucal, lesGes com diagnéstico clinico de LO. O estudo se desenvolveu em duas etapas: clinica e laboratorial. Foi feita marcagdo com
AT e avaliagdo Imuno-histoquimica, respectivamente. Apds andlise quantitativa das Iaminas, os dados obtidos foram analisados pelo
programa BIOESTAT 2.0, por meio dos testes de Spearman e pelo teste de correlages multiplas de Pearson. Resultados: ndo foi
observada relagdo entre a marcagao clinica do AT, o grau de displasia da lesdo e a imunoexpressdo da Ciclina D1 em LO. Conclusdo:
82% das lesdes apresentaram DE em graus variados, confirmando a necessidade de se realizar o diagndstico histopatoldgico das LO
e 0 acompanhamento clinico posterior dos pacientes.
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Abstract

Mouth cancer occupies a prominent position in relation to the total number of cases registered in Brazil. Oral epithelial dysplasia (ED) is a
histopathological finding associated with an increased risk of malignant transformation of oral epithelium. The failure in the mechanisms
of cell signaling, cell cycle control mechanisms or to repair cell damage can favor processes that culminate with the progression to
cancer. Objective: evaluate comparatively the clinical response of the toluidine blue marking (TB) and immuno-expression of cyclin
D1 protein, a nuclear protein of great importance as a factor regulating the transition from G1 phase to S phase of the cell cycle, in
oral leukoplakia (OL). Methodology: we evaluated 12 patients who presented lesions in the oral cavity with clinical diagnosis of OL.
The study was developed in two stages: Clinical and Laboratorial. Marking was made with TB and immunohistochemical evaluation,
respectively. After quantitative analysis of blades, the data obtained were analyzed by BIOESTAT program 2.0 through Spearman tests
and by Pearson multiple correlation test. Results: no relation was observed between clinical marking of TB, the degree of dysplasia of
the lesion and the immuno-expression of Cyclin D1 in OL. Conclusion: 82% of the lesions presented DE in varying degrees, confirming
the need to perform histopathological diagnosis of the OL and the subsequent clinical monitoring of the patients.

Keywords: Leukoplakia. Cyclin D1. Spinocell Carcinoma.

INTRODUCAO

O cancer de boca ocupa uma posi¢do de destaque em
relagdo ao numero total de casos registrados no Brasil.
Essa lesdo, na grande maioria dos casos, é representada
pelo carcinoma espinocelular (CEC) o qual se origina
da camada escamosa do epitélio da mucosa bucal e
corresponde a cerca de 90 a 95% dos tumores malignos
nessa localizagdo anatomica'. Mesmo com o avango da
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tecnologia em saude, o diagndstico do cancer de boca
ainda ocorre nos estagios mais avangados da doenga. Em
razao disso, a sobrevida dos pacientes é drasticamente
reduzida, e muitos casos deixam de ser identificados nos
momentos em que seria possivel interceptar a progressao
da carcinogénese, ou possibilitar o tratamento do cancer
nos seus momentos iniciais, aumentando a sobrevida livre
de doenca dos pacientes, com impacto na morbimorta-
lidade pela adogdo de terapéutica menos mutiladora.
Na mucosa oral, o conceito de processo de duas
etapas no desenvolvimento do cancer esta bem estabe-
lecido, com a possibilidade de estabelecimento inicial de
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uma lesdo com potencial de maligniza¢do posterior?. A
displasia epitelial oral (DEQO) é um achado histopatoldgico
associado a um risco aumentado de transformagdo ma-
ligna do epitélio oral*>*. A Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS) descreve a displasia como um epitélio alterado, que
mostra vdrias alteragGes celulares e estruturais na super-
ficie da camada epitelial, como resultado de alteracOes
genéticas acumuladas®. Estima-se que a DEO afeta 0,25%
a0,5% das populagdes®. Clinicamente, pode se apresentar
como uma lesdo branca, vermelha ou mista, categorizada
em disturbios orais potencialmente malignos (DOPM),
que precedem o cancer oral em até 70% dos casos®.

O cancer oral tem a sexta maior taxa de mortalidade
entre todos os outros canceres’, e o carcinoma de célu-
las escamosas oral (CCEQO) é o subtipo histoldgico mais
comum?” 8, LesGes potencialmente malignas (LPMs) na
cavidade bucal é um fator de risco para o desenvolvimento
do CCEO. O exame histopatoldgico deve ser administra-
do para detectar displasia epitelial oral (DEO) como um
indicador para transformacdo e progressdo maligna®.
No entanto, a progressao para o fendtipo maligno nao é
observada na maioria das LPMs?.

A falha nos mecanismos de sinalizacdo celular, no
controle do ciclo celular ou nos mecanismos para reparar
danos celulares pode favorecer processos que, apds varias
etapas, culminam com a progressdo para o cancer, E
importante compreender os mecanismos e os controles
do ciclo celular no cancer oral humano ndo so6 para a
compreensdo bioldgica da doenga, mas também com fins
de diagndstico precoce e terapéutical?.

No ciclo celular, as ciclinas mitdticas e as ciclinas da
fase G1 desempenham papel importante em cada etapa
do ciclo. As primeiras sdo essenciais para o controle do
ciclo celular na transicdo G2/M (mitose), enquanto as
ciclinas G1 sdo essenciais para o controle do ciclo celular
na transigdo G1/S®. A ciclina D possui trés isoformas, D1,
D2 e D3, e esta envolvida na regulagdo da progressao do
ciclo celular na transi¢do de fase G1 /S e parece respon-
der a estimulos de crescimento externo e ndo a controles
internos do ciclo celular.

A ciclina D1 é a melhor ciclina do tipo D descrita e
frequentemente associada ao controle do ciclo celular e
da oncogénese. A ciclina D1 esta localizada no cromos-
somo 11q13, e niveis elevados induzem a apoptose®.
Entretanto, a ciclina D1 é um oncogene importante, pois
sua superexpressao leva ao encurtamento da fase Gl e a
menor dependéncia de mitdgenos exdgenos, resultando
em proliferagdo celular anormal que, por sua vez, pode
favorecer a ocorréncia de lesbes genéticas adicionais?®.
Alguns tumores epiteliais mostram a amplificacdo do
gene da ciclina D1. Portanto, o excesso de ciclinaD1 é o
resultado do rearranjo genético'’ e, consequentemente,
a amplificacdo desse gene aparece frequentemente em
tumores malignos?®.

O tratamento usualmente recomendado para lesGes
leucopldsicas é cirurgico, podendo, a depender da exten-
sdo da lesdo e de suas caracteristicas clinicas, requerer
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bidpsia incisional. A modalidade de tratamento tradicional
ndo elimina completamente o risco de transformacdo
maligna, e, por isso, é importante o desenvolvimento
de marcadores de progndsticos mais objetivos que iden-
tifiquem lesdes de alto risco'®. Nesse contexto, alguns
métodos tém sido propostos com a finalidade de auxiliar
na selecdo do sitio de bidpsia e na estimativa das carac-
teristicas bioldgicas da lesdo?®, como a coloragdo pelo
azul de toluidina (AT), um teste tecnicamente simples e
de baixo custo.

A coloragdo pelo AT é a técnica de diagndstico adju-
vante mais utilizada para avaliar distUrbios da mucosa oral.
Sua caracteristica principal é que mancha seletivamente
componentes acidos do tecido. Esse teste é baseado no
fato de que as células displasicas podem conter, quantita-
tivamente, mais acidos nucleicos, e um epitélio displasico
também tem uma perda de coesdo. Essas caracteristicas
facilitam a penetragdo, através do epitélio, e retengao do
corante em células cancerigenas, que estdo se replicando
in vivo; ja a mucosa normal ndo consegue reter o corante.
O teste AT pode ser auxiliar no diagndstico clinico, mas
nao substitui a andlise histopatoldgica, que é o padrdo
ouro no diagndstico de cancer oral®.

Dessa forma, para o estabelecimento do diagndstico
precoce do CEC, é de fundamental importancia que os
pacientes portadores das desordens potencialmente
malignas sejam devidamente acompanhados, e que, tais
lesGes tenham seu comportamento bioldgico estabeleci-
do, para a proposigao de terapéutica mais individualizada.
O presente trabalho objetiva avaliar comparativamente a
resposta clinica da marcagdo do AT e a imunoexpressao
da proteina ciclina D1, uma proteina nuclear de grande
importancia como regulador da transi¢do da fase G1 para
fase S do ciclo celular, em leucoplasias da mucosa bucal.

METODOLOGIA

Populagdo e amostra

No presente estudo, foram selecionados, no ambu-
latério de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia, 12 pacientes que apresen-
tavam, na cavidade bucal, lesGes com diagndstico clinico
de leucoplasia, independentemente de sexo e raga dos
pacientes, tamanho e localiza¢do das lesGes nos sitios
anatdmicos intrabucais. Todos os pacientes incluidos na
pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O estudo se desenvolveu em duas etapas: clinica e
laboratorial.

Etapa clinica: coloragdo por azul de toluidina (1%)

ApOs se ter diagnosticado clinicamente a presenca
de leucoplasia na cavidade bucal dos pacientes (Figura
1), as lesdes foram submetidas ao teste de coloragdo com
azul de toluidina.

Técnica de coloragdo: (Baseada na técnica pro-
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1. Aplicagdo do 4cido acético a 1% sobre a lesdo,
com um cotonete, para remog¢do de material
organico que possa existir em sua superficie.

2. Remocdo o acido acético com cotonete seco ou
gaze.

3. Aplicagdo, com cotonete, do corante azul de
toluidina a 1%, sobre toda a superficie da lesdo,
sendo aguardado, no minimo, 1 minuto para
fixacdo do corante (Figura 2).

4. Nova aplicagdo do acido acético a 1% para remo-
¢do do excesso de corante na superficie da lesdo.

Os resultados obtidos com o azul de toluidina com
relagdo a impregnacdo do corante foram descritos na
ficha clinica do paciente e registrados da seguinte forma:
como positiva (1) aquela em que a coloragdo foi evidente,
independentemente de sua intensidade, e negativa (0)
quando ndo foi observada coloragdo alguma.

A selecdo do local de bidpsia foi dependente do
resultado da coloragdo. Nos casos de coloragdo homogé-
nea negativa ou positiva em que foi possivel, realizou-se
bidpsia excisional. Nos casos de marcac¢do heterogénea,
foram selecionadas duas areas para se realizarem as
bidpsias incisionais nas areas classificadas como positiva
(1) e negativa (0).

Ap0s a selegdo, foram realizadas as bidpsias, seguin-
do-se as regras de seguranca e assepsia:

e Realizagdo de antissepsia com clorexidina.

e Bloqueio nervoso terminal com anestésico local.

e Incisdo da drea previamente demarcada na lesao.

e Disseccdo dos tecidos adjacentes.

e Remogdo da pega cirurgica.

e Sutura dos bordos e prescrigao pds-operatoria.

Os fragmentos removidos foram acondicionados em
recipientes contendo solugdo de formol a 10%, identifi-
cados como (1) positiva e ou (0) negativa.

Etapa laboratorial

Os espécimes com as pegas foram encaminhados
para o laboratério de Anatomia Patoldgica da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal da Bahia, onde
foram processados para técnica histoldgica de rotina e
incluidos em parafina. Foram obtidos cortes de 5um de
espessura, os quais foram corados pela técnica da He-
matoxilina e Eosina (H/E). Todas as sec¢des histoldgicas
foram examinadas pela microscopia de luz a fim de se
verificar a presenga ou ndo de displasia epitelial e, em
caso afirmativo, seu grau de severidade.

As [aminas de cada caso foram submetidas a exame
histoldgico para se analisar o grau de displasia das lesdes,
seguindo-se os parametros estabelecidos por Bandczy
e Csiba?%. Observou-se, em cada segdo, a presenca ou
ndo de estratificacdo epitelial irregular, hiperplasia da
camada basal, processos reticulares em gota, perda de
polaridade das células basais, aumento da razdo nucleo
e citoplasma, polimorfismo nuclear, aumento do tama-

nho dos nucléolos, hipercromatismo nuclear, reducao da
aderéncia intercelular, mitoses suprabasais e disceratose
— considerados parametros histoldgicos das displasias.
Estabeleceram-se, posteriormente, os seguintes diag-
nosticos: auséncia de displasia (Qquando menos de dois
parametros estavam presentes), displasia leve (quando
dois parametros estavam presentes), displasia moderada
(quando de dois a quatro parametros estavam presentes)
e displasia severa (quando cinco ou mais parametros es-
tavam presentes). Apds a avaliagdo da presenca e do grau
da displasia, foi realizada a coloragao imuno-histoquimica
com os anticorpos: anticorpo monoclonal NCL-CYCLIN
D1-GM (NOVOCASTRA).

Nessa etapa, foram excluidos os cortes que se apre-
sentavam inadequados para serem submetidos a marca-
¢do imuno-histoquimica.

Marcagdo imuno-histoquimica

¢ Procedimentos iniciais

Os cortes histolégicos de 5 um de espessura foram
posicionados em laminas carregadas positivamente
(Superfrost/plus microscope slides, Fisher Scientific) e
processados pela técnica imuno-histoquimica da strep-
tavidina-biotina (LSAB plus, peroxidase, Dako) (Figura
3). Todas as laminas foram colocadas em estufa a 600C
durante uma hora. Em seguida, procedeu-se a desparafini-
zacdo por meio de trés passagens por xilol, cinco minutos
em cada etapa. Apds o xilol, foram feitas trés passagens
de trés minutos por alcool absoluto e uma passagem por
agua destilada.

¢ Recuperacdo do antigeno

Os procedimentos para a exposi¢cdo dos sitios antigé-
nicos nos cortes histolégicos foram realizados em calor
umido, por 05 minutos, utilizando-se panela de pressao
(PERFECT—Germany). As laminas foram posicionadas em
bercos de plastico e imersas em 1000 ml de tampao de
Citrato 0,01M, ph-6,0. Em seguida, as |laminas permanece-
ram imersas na propria solugdo-tampao, em temperatura
ambiente, durante 10 minutos, para que fossem resfriadas
lentamente, e posteriormente submetidas a lavagem em
agua corrente.

¢ Bloqueio da peroxidase endégena

O bloqueio da peroxidase enddgena se deu com a
imersdo dos cortes histoldgicos por um periodo de 10
min, em uma solugdo com 190 ml agua destilada 10 ml de
H202 30%. Apds o bloqueio, as laminas foram lavadas em
agua corrente e posicionadas em cdmara Umida. Durante
todas as etapas dos procedimentos imuno-histoquimicos,
os cortes histolégicos permaneceram Umidos.

¢ Incubag3o dos anticorpos primarios

As laminas foram lavadas com tampdo TRIS-HCL
para remogao do excesso de liquido. Em seguida, foram
aplicadas aliquotas de 100ul dos anticorpos primarios
(anti-Ciclina D-1), diluidos em solugdo redutora de fundo
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(Antibody Diluent With Background Reducing Compo-
nents, Dako). Para cada anticorpo primdario avaliado,
foram utilizados cortes para controle positivo e controle
negativo. Como controle positivo das reagdes, foi utilizada
tonsila. Como controle negativo, utilizaram-se os mesmos
tecidos do controle positivo, porém com a substitui¢do da
aliquota do anticorpo primario por aliquota de tampao
TRIS-HCL. Os controles positivos e negativos foram incu-
bados juntamente com os grupos experimentais, durante
um periodo de 40 minutos.

¢ Incubacio do anticorpo secundéario, do anticorpo
terciario e do cromégeno

Ap0s a lavagem com TRIS-HCL e remogdo do excesso
de liquido, o anticorpo secundario (100 pl por corte) foi
incubado em todos os cortes durante 20 minutos. Em
seguida, foi realizada outra lavagem com TRIS-HCL, para
gue o anticorpo terciario, (100 pul por corte) fosse aplica-
do e incubado por mais 10 minutos. Novamente foi feita
a lavagem com TRIS-HCL, com intuito de se remover o
excesso de liquido. Logo em seguida, incubou-se o cro-
mogeno diaminobenzidina (DAB; DAKO) por 10 minutos
(100 pl por corte). Para remover o DAB, as |laminas foram
lavadas abundantemente em agua corrente.

¢ Contracoloracdo e montagem das ldminas

Foi realizada com Hematoxilina de Harris, pelo tempo
de 30 segundos. Em seguida, realizou-se lavagem em agua
corrente para a remogao do excesso do corante. Os cortes
passaram por trés sequéncias de trés minutos, em alcool
absoluto, e 3 sequéncias de xilol, também de trés minutos
cada uma. As laminulas foram montadas em permount
(FISHER Scientifics).

Andlise da marcagao imuno-histoquimica

Para a quantificagdo das marcagdes positivas de cada
anticorpo, foi utilizado um microscépio dptico binocular
(Zeiss-Standard 20) na objetiva de 40x. O referido micros-
copio estava acoplado a um sistema de cdmera Samsung
modelo SCC 131. As imagens foram obtidas pelo programa
VIDEOCAP (Microsoft), licenciado para FOUFBA e analisa-
das pelo programa de computador IMAGELAB (Sistema de
Processamento e Andlise de Imagem — Softium Sistemas
de Informatica, Sdo Paulo). Cada corte histoldgico foi
analisado através da contagem de 1000 células epiteliais
da esquerda para a direita da lamina, de baixo para cima.

Analise estatistica

Ap0ds a analise quantitativa das laminas, os dados
obtidos foram analisados pelo programa BIOESTAT 2.0
(SOCIEDADE CIVIL MAMIRAUA / MCT-CNPQ, Diretoria de
Unidade de Pesquisa), através de testes estatisticos ndo
paramétricos de Spearman e pelo teste de correlagGes
multiplas de Pearson, para niveis de significancia de 5%.
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Figura 1- Demonstrag¢éo da drea de marcagéo positiva do AT
(seta).

Fonte: Autoria prépria

Figura 2 — Fotomicrografia do caso 02A. Observa-se a presen¢a
de células com hipercromatismo nuclear e estratificagdo epitelial
irregular. (H/E, aumento aprox. 100x).

Fonte: Autoria prépria

Figura 3 — Fotomicrografia do caso 05. Observa-se imunoexpres-
sdo nuclear difusa da Ciclina D1 (Streptavidina-biotina aumento
aprox. 200x).

e
o
.
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Fonte: Autoria prépria
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RESULTADOS

Teste com azul de toluidina

N3o foi observada relagdo estatisticamente signifi-
cante entre a coloragdo do azul de toluidina e o grau de
atipia celular (Tabela 1), exceto para a displasia epitelial
severa relacionada significativamente a positividade deste
exame (Spearman, p<0,05). Ver Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados obtidos com o azul de toluidina com re-
lagéio a impregnagdo do corante e atipia celular

RESULTADOS ’
L AZUL TOLUIDINA BIOPSIA

01 Heterogénea 01B (0)
02 Heterogénea 02B (0)
03 Heterogénea 03B (1)
04 Negativo 04
05 Positivo 05
06 Negativo 06
07 Positivo 07
08 Heterogénea 08B (0)
09 Heterogénea 09B (1)
10 Positivo 10
11 Heterogénea 11B (0)
12 Heterogénea 12B (0)

Fonte: Dados desta pesquisa.

Andlise histopatolégica

Gradacdo histoldgica foi estabelecida de acordo com
os critérios definidos por Bandcz e Csiba® para displasias
epiteliais. Ndo foi observada relacdo estatisticamente sig-
nificante entre a positividade clinica do azul de toluidina
e a graduacdo histoldgica das displasias. Ver Figura 4.

Figura 4 — Distribui¢do entre dreas biopsiadas coradas e ndo
coradas pelo azul de toluidina e o diagnédstico histopatoldgico.

el

D.E Leve D.E Moderada

w

N

=

Hiperq D.E Severa

M Azul de Toluidina Positivo M Azul de Toluidina Negativo

Fonte: Dados desta pesquisa.

Marcagao imuno-histoquimica

Ndo foi observada relagdo entre a marcagao clinica
do azul de toluidina, o grau de displasia da lesdo e a imu-
noexpressao da Ciclina D1 em leucoplasias da mucosa
bucal. Ver Tabela 2.

Tabela 2 — Relagdo entre a marcagdo do AT, o grau de displasia
da lesGo e a imunoexpressdo da Ciclina D1

Contagem de 1000 Células
Casos Ciclina D1(+)

01A 6,0%
018 12,3%
02A 13,3%
028 -

03A 2,9%
03B 2,3%
04 -

05 40,2%
06 6,0%
07 0,6%
08A 0,0%
08B 5,2%
10 17,5%
11A 2,7%
118 4,5%
12A 5,2%
128 14,3%

Fonte: Dados desta pesquisa

DISCUSSAO

A leucoplasia oral (LO) é uma condigdo comum na
mucosa bucal, com transformac¢do maligna que varia de
3% a 17%*. Para Van der Waal®, n3o existem estudos
clinico-patolégicos confidveis ou fatores de previsdo
moleculares de transformac¢do maligna. Entretanto, essa
andlise somente pode ser finalizada apds a remogao cirur-
gica das LO, através de bidpsia incisional ou excisional. Dai
acreditarmos que essa conduta terapéutica seria a mais
apropriada para os pacientes com lesdes leucoplasicas da
cavidade bucal. Apds a analise histopatoldgica dessas le-
sbes, podem ser tragados esquemas de acompanhamento
clinico adequados a necessidade individual dos pacientes,
ou até mesmo podem ser planejadas novas intervencgdes
cirdrgicas, quando, por exemplo, bidpsias incisionais de
lesBes extensas revelarem a presenca de DE, indicando
um potencial bioldgico mais agressivo.

Em relagdo ao comportamento bioldgico das LO,
alguns autores afirmam que o risco de malignizagao des-
sas lesdes teria relagdo com o sitio bucal em que elas se
apresentam e com habitos nocivos a mucosa como o uso
de tabaco e (ou) alcool. Segundo dados epidemioldgicos,
a prevaléncia geral de leucoplasia varia de 0,6% a 4,6% e
€ mais comum em homens de idade média e avangada®..
O cancer ira se desenvolver a partir de LO em 1a 20% dos
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casos. Os principais ativadores da canceriza¢do sdo fatores
exdégenos, como tabagismo, alcool, virus do papiloma hu-
mano ou habitos mastigatdrios?. De acordo com estudos
clinicos, o local mais comum de transformag¢do maligna
de leucoplasia é o assoalho da cavidade oral?’.

Neste estudo, ndo foi observada relagdo entre a
coloragdo do azul de toluidina e o grau de atipia celular,
exceto para a DE severa. Tendo em vista que a técnica do
azul de toluidina é sensivel em diagnosticar LO de graus
severos de DE. Assim como nao foi observada relagdo
entre a marcagao clinica do AT, o grau de displasia da
lesdo e a imunoexpressao da Ciclina D1 em leucoplasias
da mucosa bucal. Foram diagnosticados sete casos de
displasia severa, tendo o azul de toluidina marcac¢do
positiva em 06 deles, o que aponta para uma maior sen-
sibilidade do AT para o diagndstico da displasia severa
com uma sensibilidade de 85,7%. Em 100% dos casos em
que foram realizadas bidpsias em dois sitios da mesma
lesdo, o corante confirmou sua qualidade em marcar
areas de maior atipia celular da lesdo. Esse dado reforga
o uso do AT como uma ferramenta clinica para auxiliar
o profissional na selegdo do sitio de bidpsias de lesdes
leucopldsicas extensas. Talvez, com uma amostra maior,
pudéssemos observar resultados mais elucidativos em
relacdo a sensibilidade e a especificidade do teste pelo
azul de toluidina.

Corroborando nosso resultado, o estudo de Chaudhry
et al. 2 mostra que 75% das lesBes positivas para AT
foram leucoplasia salpicada, sendo a DE encontrada em
91,6% dessa amostra. Além disso, a retencdo do azul de
toluidina foi observada principalmente nas areas com leu-
coplasia®®3!, Rodrigues et al.3?acreditam que, em termos
evolutivos, a DE representaria um quadro intermediario
entre a hiperceratose e o carcinoma in situ, ou carcinoma
invasivo, fortalecendo a opinido quanto a necessidade da
bidpsia e da analise histopatoldgica, mesmo em lesdes
brancas em que seja possivel o estabelecimento de um
fator causal.

Entretanto podem ocorrer falsos negativos ou posi-
tivos. Eles podem estar associados a reten¢do mecanica
do corante e ndo a sua impregnagdo. Ha alguns anos,
ja havia sido relatado®3> que o corante pode ser retido
mecanicamente em regides como dorso da lingua, papi-
las filiformes, abertura de ductos das glandulas salivares
menores do palato e em lesGes com irregularidades e
fissuras na superficie.

O estudo de Chaudhry et al.® mostrou que, de 68
lesBes negativas, 38 (55,9%) foram diagnosticadas como
displasicas, resultando em um alto nimero de falsos
negativos, o que revela um contraste com o resultado de
Epstein et al.>*, em que falsos negativos foram 0%. O grau
de displasia nos falsos negativos foi de grau leve, em 92%
das lesGes. O mecanismo de agdo tem sido controvérso.
Embora o azul de toluidina tenha afinidade com os 4ci-
dos nucléicos, o arranjo aleatdrio das células tumorais,
devido a perda de coesdo, também facilita a penetragao
e a retengdo do corante nos espacos intercelulares. 2 Em
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contrapartida, na leucoplasia homogénea, uma espessa
camada de queratina acaba impedindo a penetragao do
corante, resultando em um teste falso negativo. Esse
resultado também pode ser devido ao fato de a camada
superficial da queratina conter nucleo picnético ou ser
anuclear. A maioria dos trabalhos relatados na literatura
considera os resultados da coloragdo com o azul de to-
luidina satisfatorios.

A ciclina D1 é expressa em células epiteliais na tran-
sicdo G1-S do ciclo celular®. Imuno-histoquimicamente, a
expressao da ciclina D1 esta localizada na camada paraba-
sal semelhante a p63*’. Em certos tipos de células, a ciclina
D1 induz a apoptose®:. O aumento da expressdo dessa
ciclina é sinal de transformag¢do maligna iminente em
lesGes pré-blastomatosas do trato respiratério superior?’.

Em contrapartida, em nosso estudo, ndo foi observa-
da relagdo entre a marcagao clinica do AT e a imunoex-
pressdo da ciclina D1 em leucoplasias da mucosa bucal,
0 que esta de acordo com os resultados encontrados
por Shintani et al.>* e Ramakrishna et al.*°, nos quais ndo
houve aumento na ciclina D1 com os graus de displasia.
Os autores desse Ultimo estudo*® concluiram que o indice
de ciclina D1 foi maior nos casos de DE, em comparagao
ao epitélio normal, mas ndo houve correlagdo signifi-
cativa da ciclina D1 com o grau de displasia. Entretanto
Kovesi e Szende*! observaram aumento da ciclina D1
paralelamente a gravidade da leucoplasia, apontando a
possibilidade de que a demonstragdo imuno-histoquimica
desses produtos génicos possa ser uma ferramenta Util
para um progndstico mais preciso da leucoplasia oral. A
transformacdo maligna da leucoplasia ocorre nos casos
em que a displasia parece histolégica, lembrando que os
carcinomas intraepiteliais ou invasivos desenvolvem-se
em 5% das displasias leves, mas em 43% das displasias
graves’?4243 Sendo assim, a expressdo da ciclina D1, aqui,
pode ser um evento precoce na conversao da lesdo ndo
displasica em uma lesdo displasica e pode servir como
biomarcador da carcinogénese oral. O reconhecimento
de eventos que contribuem para a transformagdo maligna
e seu significado progndstico é de extrema importancia
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e
preventivas para o cancer bucal.

CONCLUSAO

A andlise dos resultados do presente trabalho nos

permite afirmar:

1. A técnica do azul de toluidina é sensivel em
diagnosticar leucoplasias que apresentem graus
severos de displasia epitelial.

2. Oitenta e dois por cento das lesdes estudadas
apresentaram displasia epitelial em graus varia-
dos, confirmando a necessidade de se realizar o
diagndstico histopatoldgico das leucoplasias da
mucosa bucal e do posterior acompanhamento
clinico dos pacientes.

3. Na&o foi observada relagdo estatisticamente sig-
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nificante entre a positividade clinica do azul de
toluidina e a graduacao histoldgica das displasias.
Porém, em 100% dos casos em que foram rea-
lizadas biépsias em dois sitios da mesma lesao,
o corante confirmou a sua qualidade em marcar
areas de maior atipia celular.

4. Nao foi observada relagdo entre a marcagdo
clinica do azul de toluidina, o grau de displasia
da lesdo e a imunoexpressado da Ciclina D1 em
leucoplasias da mucosa bucal.
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