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RESUMO

A leucoplasia se caracteriza por apresentar, microscopicamente, hiperceratose, acantose ou
displasia epitelial. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a velocidade de proliferagao
celular destes distirbios de maturagao epitelial por meio da Técnica de AgNOR. A amostra
foi constituida de 50 blocos de parafina distribuidos em 5 grupos de acordo com seu
diagnostico histopatolégico em hiperceratose, hiperceratose com acantose, acantose, displasia
epitelial e epitélio normal. Para cada grupo foram avaliadas as células da camada basal e
suprabasal e a quantificagdo das AgNORs foi realizada através da média dos pontos de
AgNOR por nucleo, da area média dos pontos de AgNOR por nticleo e do percentual médio
de células com 1, 2, 3 e 4 ou mais pontos de AgNOR por nucleo. Verificou-se que a média de
pontos de AgNOR por nicleo aumentou gradualmente do epitélio normal, hiperceratose com
acantose, hiperceratose, acantose até a displasia epitelial. Na comparacdo em relagdo a area
média dos pontos de AgNOR por ntcleo observou-se diferenga significativa entre o epitélio
normal e os demais grupos. Verificou-se ainda que em todos os grupos ha o predominio de
células com 1 AgNOR, e o epitélio normal apresentou valor superior. No entanto, a displasia
epitelial apresentou maior percentual de células com 4 ou mais AgNORs por ntcleo,
demonstrando o maior potencial de transforma¢ao maligna, uma vez que este pardmetro pode
representar um sinal de malignidade. Todavia, os trés métodos de quantificacdo ndo foram
capazes de distinguir os distirbios de maturacao epitelial entre si. A partir dos resultados
encontrados, pode-se concluir que os disturbios de maturacdo epitelial estudados apresentam
ritmo de proliferacdo celular semelhante e que, dentre eles, a acantose e displasia epitelial t€ém
comportamento de maior risco. Portanto, uma leucoplasia que apresente qualquer um dos
distarbios de maturagdo epitelial no diagnostico histopatologico, a conduta clinica deve ser

semelhante.

Palavras-Chave: Leucoplasia, AgNOR, Proliferagao Celular.



ABSTRACT

Leukoplakia microscopically manifests itself by showing, hyperkeratosis, acanthosis or
epithelial dysplasia. The aim of the present work was to evaluate, through the AgNOR's
technique, the rate of cell proliferation of these epithelial maturation disturbances. The sample
was constituted of 50 paraffin blocks distributed in 5 groups according to its histopathologic
diagnosis over; hyperkeratosis, hyperkeratosis with acanthosis, acanthosis, epithelial dysplasia
and normal epithelium. Each group has been evaluated on the cells of the basal and suprabasal
layer. The AgNOR quantification was carried out by the average dots of AgNOR per nucleus,
the average area of the dots of AgNOR per nucleus, and the average percentage of nuclei with
1, 2, 3 and 4 or more AgNORs dots. It has been verified that the AgNOR dots average per
nucleus increased gradually on the normal epithelium, on the hyperkeratosis with acanthosis,
on the hyperkeratosis, and on the acanthosis up to the epithelial dysplasia. In the comparison
of the average area of the AgNORs, it was noticed a significant difference between normal
epithelium and the remaining groups. Furthermore, it has been verified in the groups the
existence of predominant cells with 1 AgNOR, whereas the normal epithelium presented
superior value. However, epithelial dysplasia presented a higher percentage of cells with 4 or
more AgNORs dots per nucleus, evidencing a higher potential of malignant transformation
once this may be a reference of malignancy signal. Notwithstanding, the three methods of
quantification accomplished were not capable of distinguishing the maturation epithelial
disturbances between themselves. As per the results, it is concluded that the maturation
epithelial disturbances present similar rate of cell proliferation and that, among them, the
acanthosis and epithelial dysplasia has larger risk behavior. Therefore, a leukoplakia
presenting histopathologic diagnosis of any maturation epithelial disturbances should have the

similar clinical control.

Keywords: Leukoplakia, AgNOR, Cell Proliferation.
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

A leucoplasia ¢ definida como uma mancha ou placa branca, ndo removivel por raspagem
e que nao pode ser classificada clinicamente ou histopatologicamente como qualquer outra
doenga (KRAMER et al., 1978; PINDBORG et al., 1997; SILVERMAN, 1998; NEVILLE et
al., 2004). E a lesdo cancerizavel mais frequente na mucosa bucal e, embora nem todos os
casos de cancer estejam associados a leucoplasia, sua presenga pode auxiliar a prevengao do
cancer de boca (SILVERMAN, 1998; NEVILLE, 2004).

A leucoplasia pode ocorrer em qualquer regido da boca, porém verifica-se maior risco de
transformagao maligna nas lesdes localizadas nos sitios anatdmicos de maior prevaléncia do
cancer de boca. Relacdo similar ¢ observada nos fatores etiologicos evidenciando a
semelhanga bioldgica entre as duas doencas (KRAMER et al., 1978; LUMERMAN;
FREEDMAN; KERPEL, 1995; SILVERMAN, 1998; NEVILLE et al., 2004). Porém, a
relagdo entre o fumo e o desenvolvimento da leucoplasia ndo pode ser claramente definida,
uma vez que a suspensdo deste habito nem sempre leva a remissao da lesdo. Bem como,
pacientes ndo fumantes podem ser portadores de leucoplasia, apresentando maior risco de
desenvolvimento do cancer do que pacientes fumantes, uma vez que mesmo nao havendo a
presenca do agente irritante, a mucosa se apresenta alterada (SILVERMAN, 1998).

O termo leucoplasia ¢ utilizado para o diagnoéstico clinico, uma vez que as lesdes sdo
classificadas microscopicamente como distirbios de maturagdo epitelial, tornando a bidpsia
indispensavel para a determinagdo do diagndstico histopatoldogico (KRAMER et al., 1978;
PINDBORG et al., 1997; JOHNSON; VAN DER WAAL; AXELL, 1997; VAN DER
WAAL; SCHEPMAN; VAN DER MEIJ, 2000). Entretanto, a biopsia incisional isoladamente
nao pode ser considerada representativa, visto que a lesdo pode apresentar variagdo no padrao

microscopico. Desta forma, a correta avaliagdo deve ser realizada com exame histopatologico
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completo do material através de cortes semi-seriados (LUMERMAN; FREEDMAN;
KERPEL, 1995; ROSOLEN, 1997). Ap6s a determinacdo do diagndstico histopatologico a
conduta seguida frente a leucoplasia é a suspensao dos possiveis fatores etioldgicos, associada
ao acompanhamento clinico e excisao cirurgica da lesio (KRAMER et al, 1978; JOHNSON;
VAN DER WAAL; AXELL, 1997; SILVERMAN, 1998; SUDB@; REITH, 2003; NEVILLE

et al., 2004).

Os distarbios de maturagdo epitelial sdo caracteristicas histopatoldgicas que representam
alteragdes no ritmo de proliferagdao e diferenciacao celular e resultam em um aumento da
espessura do epitélio da mucosa bucal, observado clinicamente como lesdes brancas
(KRAMER et al., 1978). Os disturbios sdo classificados de acordo com sua morfologia em
hiperceratose (hiperortoceratose ou hiperparaceratose), acantose e displasia epitelial, podendo
estar presentes em conjunto ou isoladamente na mesma lesao.

A hiperceratose se caracteriza pelo aumento anormal da camada de ceratina que tanto
pode ser constituida de paraceratina ou ortoceratina. Na paraceratina, as células superficiais
achatadas retém os nucleos e boa parte das organelas, enquanto que na ortoceratina essas
células perdem suas organelas e seu citoplasma ¢ ocupado por grande quantidade de
filamentos de citoqueratina. A acantose, por sua vez, ¢ o espessamento da camada espinhosa
do epitélio, apresentando como principais caracteristicas o alongamento das papilas epiteliais
e a unido em linha reta entre o tecidos conjuntivo e epitelial (TILCKE, 1965; ARAUJO, 1984;
ALLEGRA; GENNARI, 2000). A displasia epitelial apresenta células com diferentes graus de
atipia localizadas geralmente nas camadas mais internas do epitélio, no entanto, com a
evolucdo da lesdo, podem atingir toda a extensdo do tecido, sendo entdo classificada como
carcinoma in situ (KRAMER et al., 1978; MATTOS, 1992; LUMERMAN; FREEDMAN;
KERPEL, 1995). A displasia epitelial pode ser classificada de acordo com a extensdo das

alteracdes em leve, moderada e severa, todavia estudos demonstram que nao ha consenso
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sobre o critério de avaliacdo, uma vez que lesdes avaliadas por diferentes patologistas
apresentam diagnodsticos histopatologicos variando entre displasia leve e carcinoma in situ
(PINDBORG; REIBEL; HOLMSTRUP, 1985; KARABULUT et al., 1995; VAN DER
WAAL; SCHEPMAN; VAN DER MEIJ, 2000).

Segundo Kramer et al. (1978), as seguintes alteragdes morfologicas podem ser observadas

na displasia epitelial:

e Perda da polaridade das células da camada basal,

e Duplicacdo da camada basal,

e Aumento da propor¢ao nucleo/citoplasma;

e Papilas epiteliais em forma de gota;

e Estratificagdo epitelial irregular;

e Aumento do nimero de figuras de mitoses (algumas com aspecto atipico);
e Presenca de mitoses na metade superficial do epitélio;

e Pleomorfismo celular;

e Nucleos hipercromadticos;

e Nucléolos volumosos;

e Perda da aderéncia intercelular;

e (eratinizagdo individual ou de grupos de células na camada espinhosa.

Cabe ressaltar que nem todas as caracteristicas acima citadas devem necessariamente estar
presentes no mesmo caso, bem como a ocorréncia de atipia celular pode estar presente em
areas inflamadas (KRAMER et al., 1978). Wright e Shear (1985) avaliaram as areas de
displasia epitelial adjacente a carcinomas espinocelulares e concluiram que a presenca de
duplicacdo da camada basal, de nucleos hipercromaticos, de perda da aderéncia intercelular e
sinais de alteracdo da maturagdo epitelial sdo caracteristicas histopatologicas de pior

prognoéstico, uma vez que estavam presentes em mais de 80% dos casos. Baseando-se neste
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estudo, Lumerman, Freedman e Kerpel (1995) estabeleceram que as caracteristicas de
duplicacdo da camada basal, papilas epiteliais em forma de gota e ntcleos volumosos e
hipercromaticos, associadas ou ndo aos outros sinais displasicos sdo suficientes para
caracterizar a presenga de displasia epitelial.

A leucoplasia apresenta potencial de transformagao maligna de 3 a 6% em um periodo de
até 10 anos e este tempo diminui na presenca de displasia epitelial no exame histopatologico
(KRAMER et al., 1978; PINDBORG et al., 1997; SILVERMAN, 1998; NEVILLE et al.,
2004). Lumerman, Freedman e Kerpel (1995) em estudo retrospectivo observaram que, dos
casos de leucoplasia com diagnostico histopatologico de displasia epitelial, 16% sofreram
transformagdo maligna em até 6 anos. Um dos fatores determinantes para a transformacao
maligna das leucoplasias ¢ o aumento da proliferagdo das células epiteliais. Na tentativa de
avaliar a proliferagdo celular, vérios autores tém estudado diferentes marcadores de
proliferacdo celular, dentre os quais a técnica de AgNOR tem sido utilizada para avaliar ndo
s6 a atividade como também a velocidade de proliferagdo celular (XIE et al., 1997,
CECCARELLI, 2000; DERENZINI, 2000; PICH; CHIUSA; MARGARIA, 2000;
SPOLIDORIO et al., 2002; DERENZINI et al., 2004).

A técnica de AgNOR possibilita a visualizacdo das regides organizadoras nucleolares
(NORs) por meio da impregnagao pela prata (GOODPASTURE; BLOOM, 1975; HOWELL,;
BLACK, 1980; PLOTON et al., 1986 CROCKER, 1989; DERENZINI; PLOTON, 1991). As
NORs sao segmentos de DNA onde se encontram os genes que codificam o RNA ribossomal
(RNAr). No DNA humano, as NORs se localizam no brago curto dos cromossomos
acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 (ALBERTS et al., 1997). A técnica de AgNOR marca as
proteinas acidas ndo histonicas associadas as NORs ativas durante a interfase (DERENZINI;
PLOTON, 1991). As principais proteinas identificadas sdo a nucleolina (proteina C23), a

nucleofosmina (fosfoproteina B23) e a RNA polimerase I que estdo relacionadas com a
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sintese de RNAr, portanto a quantidade destas proteinas na interfase estd diretamente
relacionada a velocidade de proliferagio celular (TRERE; PESSION; DERENZINI, 1989;
DERENZINI et al.,, 2000; SIRRI; ROUSSEL; HERNADEZ-VERDUM, 2000; PICH;
CHIUSA; MARGARIA, 2000; DERENZINI et al., 2004). As estruturas visualizadas por
meio desta técnica aparecem sob a forma de pontos negros dentro do nucleo de coloracao
castanha (CROCKER, 1989; DERENZINI, 2000; SIRRI; ROUSSEL; HERNADEZ-

VERDUM, 2000; TRERE, 2000).

Os pontos de AgNOR podem assumir configura¢des diferentes (fig.1), tais como: um
ponto Unico e bem definido dentro do nucleo, pontos individualizados no interior do nucleo
ou varios e pequenos pontos espalhados pelo nucleo, padrio visto com mais freqiiéncia em
células com alta velocidade de proliferacio (CROCKER et al., 1989). As diferencas
encontradas na morfologia das AgNORs sao originadas pelo inicio da sintese de RNAr no
final da mitose, quando as regides organizadoras nucleolares e suas proteinas relacionadas
tornam-se ativas e se agrupam para formar um unico nucléolo (ALBERTS et al., 1997).
Porém, na medida em que o ciclo celular ocorre com maior velocidade, ndo ha tempo
suficiente para o agrupamento dos cromossomos, resultando em uma maior quantidade de
AgNOR presente no ntcleo. Portanto, o nimero e tamanho das AgNORs na interfase variam
de acordo com a atividade de sintese de RNAr e velocidade do ciclo celular (DERENZINI;

PLOTON, 1991; SCHWINT et al., 1994; DERENZINI, 2000; DERENZINI et al., 2004).

FIGURA 1. Diferentes configuragdes das AgNORs. Aumento original 1000x.
FONTE: Laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia - UFRGS.
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Em revisdo bibliografica, Pich, Chiusa e Margaria (2000), concluiram que um maior
nimero de AgNORs por nucleo usualmente esta associado a tumores de baixo grau de
diferencia¢do, podendo ser esta técnica um importante mecanismo para avaliar o prognodstico
de tais lesoes. Em estudos recentes, os autores observaram que, quanto maior a contagem de
pontos por nucleo, pior ¢ o prognéstico, uma vez que indica uma maior velocidade de
proliferagdo das células tumorais (TRETE; PESSION; DERENZINI, 1989; SANO et al.,
1991; XIE et al., 1997; CECCARELLI, 2000; DERENZINI, 2000; DERENZINI et al., 2000;
LORENZATO et al., 2000; PICH; CHIUSA; MARGARIA, 2000; DERENZINI et al., 2004).
Deste modo, a maior quantidade de AgNORs por nucleo caracteriza tumores pouco

diferenciados e com rapido crescimento.

As AgNORs podem ser quantificadas a partir da média dos pontos de AgNOR por
nicleo (mAgNOR), da 4rea média dos pontos de AgNOR por nticleo e do percentual médio
de pontos de AgNOR por nticleo (pAgNOR). A contagem da média dos pontos de AgNOR
por nucleo diretamente no microscopio optico foi o primeiro método de avaliacdo proposto
por Crocker et al. (1989), entretanto foi considerado subjetivo e pouco reprodutivel quando os
pontos aparecem sobrepostos e sio contados como um AgNOR (TRETE, 2000). Além disso,
este método ndo leva em consideragcdo a dimensao de cada ponto, que pode ser muito variavel

em células com alta velocidade de duplicagao.

Em dois estudos, os autores demonstraram que a média dos pontos de AgNORs por
nuicleo pode ser utilizada para diferenciar leucoplasias com e sem presenca de epitélio
displasico, porém ha necessidade de realiza¢do de estudos com amostra maior para determinar
a validade deste crittrio (CHATTOPADHYAY; RAY; CAPLAN, 2002; RAY;
CHATTOPADHYAY; CAPLAN, 2003). Entretanto, outros estudos apresentaram resultados

conflitantes sobre a capacidade do mAgNOR em distinguir a mucosa normal da boca de
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lesdes de papiloma (CABRINI et al., 1992; FONSECA; CARMO, 2000). Segundo Trete
(2000), esta discordancia pode ocorrer devido as variagdes no padrdo de quantificacdo dos
pontos de AgNOR de cada estudo. Todavia, varios autores observaram um aumento gradual
de pontos de AgNOR por nticleo na medida em que o epitélio bucal normal sofre alteragdes
de maturacdo até sua progressdao para lesdo maligna (CABRINI et al., 1992;
WARNAKULASURIYA; JOHNSON, 1993; CHATTOPADHYAY; CHAWDA; DOSHI,
1994; XIE et al, 1997; FONSECA; CARMO, 2000; SULKOWSKA et al., 2001;
CHATTOPADHYAY; RAY; CAPLAN, 2002; PANDIT; AITHAL, 2002; SPOLIDORIO et
al., 2002), sugerindo que o mAgNOR pode ser utilizado para determinar o progndstico de
lesbes com  displasia  epitelial (WARNAKULASURIYA; JOHNSON, 1993;
CHATTOPADHYAY; CHAWDA; DOSHI, 1994; XIE et al., 1997, CHATTOPADHYAY

RAY; CAPLAN, 2002; PANDIT; AITHAL, 2002).

Derenzini et al. (1989) e Riischoff et al. (1990) introduziram o método de mensuragio
da area de AgNOR, que se mostrou mais objetivo e reproduzivel, uma vez que facilita a
analise dos pontos sobrepostos, que dificultam a padronizacdo no método de contagem
(TRETE; MIGALDI; TRENTIN, 1995; TRETE, 2000; CECCARELLI, 2000). Ao contrario
do que ocorre com o mAgNOR, a mensuracdo da area pode compensar a variagdo na
quantificagdo das AgNORs produzida pelo uso de diferentes agentes fixadores, bem como a
variagdo produzida pela espessura do corte, uma vez que ¢ realizada a andlise por meio de
imagens digitalizadas (RUSCHOFF et al., 1990). Além disso, a mensuracio da é4rea se
mostrou mais eficaz para determinar o progndstico de tumores malignos (OFNER et al., 1995;
XIE et al., 1997; CECCARELLI, 2000; LORENZATO et al., 2000). Entretanto, varios
autores observaram que o mAgNOR foi mais sensivel para a quantificagdo das AgNORs do

que a mensuragdo da area (CABRINI et al., 1992; CARRARD et al., 2004).
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O pAgNOR avalia a percentagem de células com 1, 2, 3 ¢ 4 ou mais pontos de
AgNOR por nucleo (MOURAD et al., 1992). Xie et al. (1997) observaram que o pAgNOR se
mostrou mais eficaz para determinar o progndstico do carcinoma espinocelular do que o
mAgNOR, sendo que o pAgNOR>1 evidencia melhor esta relagdo. Segundo os autores, este
método de contagem ¢é mais facil e ndo necessita equipamentos sofisticados para sua
realizacdo. Porém, Ray, Chattopadhyay e Caplan (2003) notaram que o pAgNOR nao
apresentou diferencga estatisticamente significativa entre as amostras de leucoplasias com e

sem epitélio displasico, ndo podendo ser empregado para diferenciar as duas lesoes.

A técnica de AgNOR evidencia as células que proliferam com maior velocidade, logo
a avaliagdo quantitativa da distribui¢do das AgNORs tem sido utilizada com o propoésito de
determinar o prognoéstico de varios tipos de tumores (XIE et al., 1997; PICH; CHIUSA;
MARGARIA, 2000; DERENZINI, 2000; LORENZATO et al., 2000; DERENZINI et al.,
2004). O mesmo ocorre para as lesdes cancerizaveis da mucosa bucal, entretanto, os trabalhos
cientificos que quantificaram as AgNORs em leucoplasias classificaram suas amostras em
epitélio com ou sem displasia epitelial, ndo especificando a ocorréncia dos outros distirbios
de maturagdo epitelial (WARNAKULASURIYA; JOHNSON, 1993; CHATTOPADHYAY;
CHAWDA; DOSHI, 1994; XIE et al., 1997; SULKOWSKA et al., 2001; PANDIT; AITHAL,
2002; CHATTOPADHYAY; RAY; CAPLAN, 2002; SPOLIDORIO et al., 2002; RAY;

CHATTOPADHYAY; CAPLAN, 2003).
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OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a velocidade de proliferagdo celular dos distirbios de maturagdo epitelial

acantose, hiperceratose, hiperceratose com acantose e displasia epitelial por meio da Técnica

de AgNOR.

ESPECIFICO

Verificar se ha variagdo na quantificagdo da média dos pontos de AgNORs por nucleo,
da 4rea média dos pontos de AgNORs por nticleo e do percentual médio de células com 1, 2,
3 e 4 ou mais pontos de AgNOR por nucleo entre os disturbios de maturac¢do epitelial e

compara-los com o epitélio normal.
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ARTIGO CIENTIFICO

Quantificacdo das AgNORs nos disturbios de maturacao epitelial presentes em

leucoplasias da mucosa bucal

LAURA C. HILDEBRAND'?, MANOEL SANT’ANA FILHO'?, ISABEL S. LAUXEN' ¢
ONOFRE F. QUADROS'*
'Faculdade de Odontologia, “Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre,

Brasil.

INTRODUCAO

A leucoplasia ¢ uma mancha ou placa branca, ndo removivel por raspagem e que nao
pode ser classificada clinicamente ou histopatologicamente como qualquer outra doenga (1-4).
Entretanto, o termo leucoplasia ¢ utilizado apenas para o diagnostico clinico, pois
microscopicamente as lesoes apresentam distarbios de maturacao epitelial que resultam em
um aumento da espessura da mucosa bucal observados clinicamente como lesdes brancas
(1,2,5,6). Os distarbios de maturacao epitelial sdo caracteristicas histopatologicas que
representam alteragdes no ritmo de proliferagdo e diferenciacdo celular e sdo classificados de
acordo com sua morfologia em hiperceratose, acantose e displasia epitelial. A hiperceratose ¢
o aumento da camada de ceratina, a acantose o aumento da camada espinhosa e a displasia
epitelial a presenga de células com diferentes graus de atipia (1,7-12). De acordo com a
literatura, as leucoplasias apresentam potencial de transformacdo maligna, principalmente
quando ha presenca da displasia epitelial no diagnostico histopatologico (1-4,12). Um dos
fatores determinantes para a transformacdo maligna ¢ o aumento descontrolado da

proliferagao das células epiteliais. No intuito de avaliar o potencial de transformacao maligna
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das leucoplasias, varios autores tém estudado diferentes marcadores de proliferagdo celular,
entre eles a técnica de AgNOR (13-18), a qual possibilita a visualizacdo das regides
organizadoras nucleolares (NORs) ativas durante a interfase por meio da impregnacdo pela
prata. As NORs s3o segmentos de DNA onde se encontram os genes que codificam o RNA
ribossomico (RNAr). No DNA humano, as NORs se localizam no brago curto dos
cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 (19). Diferentes estudos observaram aumento
gradual da média de pontos de AgNOR por nicleo na medida em que o epitélio bucal normal
sofre alteracdes de maturagdo até sua progressdo para lesdo maligna (13,17,20-27).
Entretanto, os trabalhos cientificos classificam suas amostras em epitélio com ou sem
displasia epitelial, ndo especificando a ocorréncia dos outros distirbios de maturacao epitelial
que podem estar presentes no diagndstico histopatoldgico de leucoplasias (13,17,21,22,24-
27).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a velocidade de proliferagdo celular dos
disturbios de maturagdo epitelial hiperceratose, acantose, hiperceratose com acantose e
displasia epitelial por meio da quantificagdo da média dos pontos de AgNORs por nucleo
(mAgNOR), da area média dos pontos de AgNORs por nucleo e do percentual médio de

pontos de AgNOR por nucleo (pAgNOR).

METODOLOGIA

O material utilizado é proveniente de um levantamento dos dados do arquivo do
Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul realizado entre os anos de 1960 e 2003. Foram encontrados 200 casos com
diagnéstico  histopatologico de  acantose, hiperceratose  (hiperparaceratose e
hiperortoceratose), hiperceratose com acantose e¢ displasia epitelial que apresentavam nas

fichas de biopsia o diagnostico clinico de leucoplasia. A partir deste levantamento, foram
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selecionados 10 blocos de parafina de cada diagndstico histopatologico e 10 blocos de tecido
epitelial da mucosa bucal normal utilizados em estudo anterior desenvolvido no mesmo
laboratoério. Todos os diagndsticos histopatoldgicos foram reconfirmados e classificados
baseados nas caracteristicas especificadas pela literatura, para a determinacdo de displasia
epitelial foi utilizado critério estabelecido por Lumerman et al. (12). De cada uma das 50
amostras estudadas foram feitos 2 cortes de 3 um (micrétomo LEICA — modelo RM2155), um
foi submetido a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) e outro a impregnacdo pela prata
segundo protocolo estabelecido por Ploton et al. (28).

Foram selecionados campos tipicos dos disturbios nos cortes corados por HE e capturadas
imagens correspondentes nas laminas de AgNOR por meio de uma camera de video JVC
modelo TK-C620 (1 CCD, Victor Co., Tokyo, Japao) acoplada a um microscépio binocular
Olympus Optical Co. (modelo CH30RF100) no aumento de 400x. As imagens foram
registradas utilizando o software Microsoft VidCap 32 (Microsoft Corp. — USA) com
resolugdo 440 x 330px (1 um = 8,7 px) instalado em um computador da marca UNISYS®
(modelo Aquanta DX). As imagens capturadas foram de campos que mostravam as células da
camada basal ¢ um campo consecutivo acima na direcdo da superficie do tecido para a
visualizacdo das células da camada suprabasal. Foram utilizadas 6 imagens de cada lamina,
sendo 3 para a contagem de células da camada basal, caracterizadas por apresentarem pelo
menos um ponto de contato com o tecido conjuntivo adjacente ¢ 3 para células da camada
suprabasal, localizadas em por¢do mais superficial do que as primeiras, porém sem apresentar
morfologia achatada, tipica de células da camada superficial (29). Evitou-se campos em que
houvesse infiltrado inflamatorio subepitelial, excluindo células com nucleo sobreposto e areas
com artefatos.

A quantificacdo das AgNORs foi realizada por meio da média dos pontos de AgNOR por

nicleo (mMAgNOR), da area média dos pontos de AgNOR por nucleo e o percentual médio
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(pAgNOR) de células com 1, 2, 3 e 4 ou mais pontos de AgNOR por nucleo através da analise
das imagens digitalizadas, utilizando-se o software IMAGELAB (Sistema de Processamento e
Analise de Imagens, Softium Sistemas de Informatica, Sdo Paulo, Brasil), versdo 2.3,
seguindo as especificacdes do fabricante. A quantificacdo das AgNORs foi realizada de
acordo com os protocolos estabelecidos na literatura (30,47,48,49).

Foi estabelecido padriao-ouro de contagem com patologista da equipe, padronizando os
critérios de quantificagdo dos pontos de AgNOR. A reprodutibilidade foi confirmada ao longo
do estudo, onde para cada lamina, uma imagem foi sorteada para recontagem. Com o objetivo
de comparar os valores obtidos da 1* e da 2% leitura foi realizado o teste de comparagdes t-
student para amostras pareadas, verificando-se nao existir diferengas significativas entre as
elas. Fez-se o cegamento do observador por meio da identificagdo dos grupos de forma
numérica, classificando os diagnosticos histopatologicos em Grupo 1, Grupo 2, Grupo 3,
Grupo 4 e Grupo 5, sem o conhecimento do diagnostico correspondente a cada niimero.
Foram confeccionadas tabelas, graficos e estatisticas descritivas (média e desvio-padrao) que
foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov indicando a amostra ser de distribuigdo
normal. Para a comparagdo entre os grupos foi utilizado a Analise de Variancia (ANOVA) e o
teste de comparagdes multiplas de Tukey. Para a comparagdo entre as camadas basal e
suprabasal dentro do mesmo grupo, foi utilizado o teste t-student para amostras pareadas. Para
o processamento e analise destes dados foi utilizado o software estatistico SPSS versao 10.0.
Ao final da anélise estatistica, os grupos foram identificados de acordo com seu diagndstico
histopatologico para possibilitar a avaliagdo dos resultados.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e Comissdo de Pesquisas da

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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RESULTADOS

As AgNORs foram observadas como pontos negros no interior do nicleo de coloracao

castanha das células epiteliais em todos os grupos (Figs. 1, 2, 3,4 ¢ 5).

Por meio do teste t-student para amostras pareadas, apesar de ndo existir diferenga
significativa entre 0 mAgNOR das camadas basal e¢ suprabasal dos grupos estudados,
observou-se que na acantose, hiperceratose com acantose ¢ hiperceratose a média foi maior na
camada suprabasal e na displasia epitelial e epitélio normal a média foi maior na camada
basal. Na comparagdo da area média de pontos de AgNOR por nucleo verificou-se que existe
diferenca significativa entre as médias das camadas basal e suprabasal e que a média da area
foi superior na camada suprabasal de todos os grupos (tabela 1). Nao foi observada diferenga
significativa na comparacao do pAgNOR entre as camadas de cada grupo, porém verificou-se
que na acantose ¢ displasia epitelial a distribui¢do dos valores de pAgNOR apresentou menor
variancia (grafico 1).

Comparando os cinco grupos estudados através do teste estatistico Analise de
Variancia (ANOVA) em relagdo ao mAgNOR, verificou-se que foi possivel encontrar
diferenca significativa entre a acantose e displasia epitelial com o epitélio normal. Observou-
se que a média dos pontos de AgNOR por nicleo aumenta gradualmente, apresentando uma
ordem crescente do epitélio normal, hiperceratose com acantose, hiperceratose, acantose até
displasia epitelial. Quando avaliados somente os valores obtidos na camada basal, observou-
se que ha diferenca significativa entre o epitélio normal e displasia. Na camada suprabasal o
mAgNOR apresentou diferenca significativa entre os grupos acantose, displasia epitelial e
hiperceratose com o epitélio normal, este Gltimo tendo valores inferiores aos demais. Na
comparagdo dos cinco grupos em relagdo a area média dos pontos de AgNOR por nucleo
verificou-se que existe diferenca significativa entre o epitélio normal e os demais grupos,

tanto na quantificagdo das camadas basal e suprabasal quanto na contagem das duas camadas
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juntas (tabela 2). Na comparacao do pAgNOR entre os grupos estudados (tabela 3), verificou-
se que hé predominio de células com 1 AgNOR, com o grupo de epitélio normal apresentando
valor superior, ¢ que este pardmetro estabeleceu entre os grupos a mesma relagdo observada
no mAgNOR. Entretanto, os trés métodos de quantificagdo dos pontos de AgNOR nao foram

capazes de distinguir os distirbios de maturagao epitelial entre si.

Tabela 1. Resultados do teste t-student para amostras pareadas na comparagdo da média de
pontos de AgNOR por nucleo £+ desvio-padrao (DP) e da area média dos pontos de AgNOR

por nucleo £ desvio-padrdo (DP) entre as camadas basal e suprabasal de todos os grupos,

Porto Alegre, 2005.
Variavel Média AgNOR + DP p Area Média + DP p
Acantose
Camada Basal 1,89 £ 0,30 0,33 1,25+0,42 <0,01
Camada Suprabasal 1,98 £ 0,43 1,97 £ 0,69

Hiperceratose com Acantose
Camada Basal 1,74 £ 0,48 0,24 1,07 £ 0,35 <0,01
Camada Suprabasal 1,83 £0,42 1,68 £ 0,56
Displasia Epitelial
Camada Basal 2,12+0,71 0,60 1,24 £ 0,56 <0,02
Camada Suprabasal 2,01 £ 0,28 1,65+ 0,47
Hiperceratose
Camada Basal 1,78 £0,29 0,17 1,24 +£0,32 <0,01
Camada Suprabasal 1,96 £ 0,51 1,99 £ 0,76
Epitélio Normal
Camada Basal 1,49 +£ 0,26 0,23 1,97 £ 0,39 <0,01
Camada Suprabasal 1,39+ 0,16 3,45+ 1,39

Fonte: Laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS.
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Tabela 2. Resultados da Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de comparagdes multiplas

de Tukey na comparagdo da média de pontos de AgNOR por nucleo + desvio-padrdo (DP) e

da area média dos pontos de AgNOR por nucleo + desvio-padrdo (DP) entre os grupos, Porto

Alegre, 2005.
Grupos Média AgNOR + DP p Area Média + DP p
Geral
Acantose 1,94 +0,35% 0,01%* 1,70 £ 0,45* 0,01%*
Hiperceratose com Acantose 1,84 +0,5248 1,44 +£0,48*
Displasia Epitelial 2,02 +£0,32* 1,50 +£ 0,454
Hiperceratose 1,87 £ 0,3948 1,66 + 0,494
Epitélio Normal 1,43 £0,17° 2,69 £ 0,59°
Camada Basal
Acantose 1,89 +0,30*® 0,014* 1,25+ 0,42% 0,01%*
Hiperceratose com Acantose 1,74 + 0,488 1,07 + 0,354
Displasia Epitelial 2,12+0,71* 1,24 +£ 0,56
Hiperceratose 1,78 £ 0,2948 1,24 + 0,324
Epitélio Normal 1,49 £ 0,26" 1,97 + 0,39"
Camada Suprabasal
Acantose 1,98 £ 0,43* 0,01%* 1,97 + 0,69* 0,01%*
Hiperceratose com Acantose 1,83 £ 0,4248 1,68 + 0,56*
Displasia Epitelial 2,01 £0,28% 1,65+ 0474
Hiperceratose 1,96 + 0,514 1,99 +0,76*
Epitélio Normal 1,39+ 0,16 3,46 = 1,39°

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS.

Nota: *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.



31

Tabela 3. Resultados da Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de comparagdes multiplas

de Tukey na comparacdo do percentual médio de nucleo com 1, 2, 3 e 4 ou mais pontos de

AgNOR = desvio-padrao (DP) entre os grupos, Porto Alegre, 2005.

Comparagao % 1 AgNOR % 2 AgNOR % 3 AgNOR % 4 ou + AgNOR
Geral Média + DP p Média + DP P Média + DP P Média + DP p
Acantose 39,33+11,53 4 0,01% 37,33+4,87% 0,01% 16,31£7,77°%  0,02* 7,02+6,58 0,12
Hiperceratose/Acantose 46,41£20,16* 32,04 5,968 15,06+10,054" 6,60 +10,31

Displasia Epitelial 37,25+9,66" 34,77+5,30* 18,15+7,26* 9,84+7,01
Hiperceratose 45,13+13,844 32,88+2,54"8 15,62+8,88"8 6,37£7,22

Epitélio Normal 65,07+12,19° 27,27+7,858 6,45+4.46° 1,21£1,16

Camada Basal Média + DP p Média + DP p Média + DP p Média + DP p
Acantose 39,82+13,41%®  0,05* 38,68+8,82 0,42 17,30+9,23 0,18 420+4,86"%  0,05*
Hiperceratose/Acantose 50,28+20,674° 31,53+7,60 13,25+10,24 5,08+7,58"8
Displasia Epitelial 38,99+17,15% 32,68+11,32 14,96+8.,47 13,37£17,59*
Hiperceratose 50,54+16,1348 33,25+8,25 15,84+10,07 3,244,248

Epitélio Normal 60,16+18,84" 30,76+12,63 7,48+8,79 1,32+2,248

Camada Suprabasal Média + DP p Média + DP p Média + DP p Média + DP p
Acantose 38,78+14,75% 0,01% 37,22+7,01* 0,01* 15,70£8,07°  0,02* 8,30+8,06 0,20
Hiperceratose/Acantose 44,62+21,47% 31,94+8,7548 16,40£11,42%° 7,04+12,51

Displasia Epitelial 36,04+ 9,824 35,18+4.91* 19,80+9,474 8,98+4,39
Hiperceratose 41,44+ 18,14* 33,46+6,48"8 16,38+10,76*" 8,73£10,52

Epitélio Normal 68,07+11,138 25,24+7,40% 5,85+4,458 1,05£1,31

Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS.
Nota: ¥*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.
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Grafico 1. Resultados do teste t-student para amostras pareadas na comparagdo do percentual

médio de 1, 2, 3 ¢ 4 ou mais pontos de AgNOR por nucleo entre as camadas basal e

suprabasal de cada grupo, Porto Alegre, 2005.
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Figura 1: Fotomicrografia do epitélio da mucosa bucal com area de Acantose
mostrando o aspecto da impregnagdo pela prata. Célula da camada basal (seta
cheia) e célula da camada suprabasal (seta vazada). Aumento original 400x.
Fonte: Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS.



Figura 2: Fotomicrografia do epitélio da mucosa bucal com Hiperceratose e
Acantose mostrando o aspecto da impregnagdo pela prata. Célula da camada
basal (seta cheia) e célula da camada suprabasal (seta vazada). Aumento original
400x. Fonte: Laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia —
UFRGS.

Figura 3: Fotomicrografia do epitélio da mucosa bucal com Displasia Epitelial
mostrando o aspecto da impregnacdo pela prata. Célula da camada basal (seta
cheia) e célula da camada suprabasal (seta vazada). Aumento original 400x.
Fonte: Laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS.
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Figura 4: Fotomicrografia do epitélio da mucosa bucal com Hiperceratose
mostrando o aspecto da impregnacdo pela prata. Célula da camada basal (seta
cheia) e célula da camada suprabasal (seta vazada). Aumento original 400x.
Fonte: Laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS.

Figura 5: Fotomicrografia do Epitélio Normal da mucosa bucal mostrando o
aspecto da impregnacgdo pela prata. Célula da camada basal (seta cheia) e célula
da camada suprabasal (seta vazada). Aumento original 400x. Fonte: Laboratério
de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia — UFRGS.
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DISCUSSAO

Os estudos que avaliam a técnica de AgNOR em leucoplasias ndo especificam os
distarbios de maturagdo epitelial classificados como hiperceratose, acantose e hiperceratose
com acantose (13,17,21,22,24-27). Portanto o presente estudo comparou-os com o epitélio
normal da mucosa bucal, representando o tecido em ritmo de proliferagdo celular fisioldgico,
e a displasia epitelial, sendo o distarbio de matura¢do epitelial com maior potencial de
transformagao maligna (1-4,12). Primeiramente sera discutido o comportamento dos grupos
epitélio normal e displasia epitelial segundo sua velocidade de proliferacdo celular e apos
serdo comparados com os demais disturbios.

A andlise da quantificacdo dos pontos de AgNOR no tecido epitelial normal
demonstrou que as células da camada basal apresentaram valores de mAgNOR e pAgNOR=
2, 3 e 4 ou mais superiores aos da camada suprabasal, enquanto que as células da camada
suprabasal o pAgNOR= 1 foi maior (tabela 1; grafico 1). Este resultado evidenciou uma
maior velocidade de proliferagdo das células da camada basal, pois quanto maior € o nimero
de pontos de AgNOR por nucleo, menor ¢ o tempo de duracdo do ciclo celular e,
consequentemente, maior a velocidade de proliferagio celular (15,18,20,30-32). A
mensuragdo da area média dos pontos de AgNOR por nicleo revelou que as células da
camada basal apresentaram valores menores. Deste modo, as células da camada basal do
epitélio normal da boca apresentam os pontos de AgNOR pequenos, em maior nimero e mais
espalhados pelo nucleo e, na medida em que estas células se deslocam para as camadas
superficiais, a velocidade de proliferacdo diminui, dando condigdo para que as AgNORs se
agrupem em pontos Unicos e maiores. Estes resultados concordam com os estudos de Cabrini
et al. (20) e Chattopadhyay (33) que observaram o mAgNOR maior nas células da camada
basal e a area média dos pontos de AgNOR por nicleo maior nas células da camada

suprabasal.
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Outros autores, avaliando diferentes marcadores de proliferagao celular, observaram
que no epitélio normal a proliferacdo celular ocorre nas camadas basal e suprabasal, porém a
camada suprabasal apresenta maior nimero de células em proliferacdo (34-39). Entretanto
estes estudos ndo avaliaram a velocidade de proliferagdo celular, que mostrou ser maior na
camada basal de acordo com os resultados do presente trabalho. Logo, no tecido epitelial
normal da boca as células das camadas basal e suprabasal, sdo responsaveis pela constante
renovagao do tecido, apesar da camada suprabasal apresentar maior nimero de células em
proliferacdo, as células da camada basal se duplicam com maior velocidade.

Na displasia epitelial as células da camada basal apresentaram mAgNOR maior,
porém, analisando os valores do pAgNOR, observa-se que as células da camada suprabasal
estdo com o ritmo de proliferacdo semelhante a basal, uma vez que apresentam percentual de
células com 2 e 3 pontos de AgNOR por nucleos superior (tabela 1; grafico 1). Deste modo,
na displasia epitelial, as duas camadas estio com a velocidade de proliferagdo celular
acelerada, mas como as células basais tém maior atividade mitdtica (43), apresentaram a
média de pontos de AgNOR por nucleo mais elevada. Segundo alguns autores, a displasia
epitelial apresenta aumento da proliferacdo celular devido a alteragdo na proliferacdo das
células da camada basal, 0 mesmo fendémeno observado no carcinoma espinocelular (34-
38,46). A partir destes resultados pode-se sugerir que para a comparagdo das camadas basal e
suprabasal na displasia epitelial, o percentual médio foi mais sensivel que a média dos pontos
de AgNOR por nucleo. A mensuracdo da area média dos pontos de AgNOR por ntcleo
revelou que as células da camada suprabasal apresentaram valores superiores, evidenciando
que estdo em menor velocidade de proliferacao, pois os pontos de AgNOR estdo em menor

namero e mais agrupados.

Os resultados do presente estudo demonstram que a displasia apresentou

comportamento semelhante ao encontrado no epitélio normal no que diz respeito a velocidade
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de proliferacao celular entre as células das camadas basal e suprabasal, pois os dois grupos
apresentaram valores de mAgNOR superior na camada basal ¢ area média de pontos de
AgNOR por nucleo maior na camada suprabasal. Entretanto, quando os dois grupos sao
comparados, observa-se que as células da displasia epitelial proliferam com maior velocidade,
j& que apresentam maior mAgNOR e menor area média de pontos de AgNOR por nticleo com
diferenga significativa das células do epitélio normal (tabela 2). Além disso, a displasia
epitelial apresentou maior percentual de células com 4 ou mais pontos de AgNOR por ntcleo
nas camadas basal e suprabasal e na analise das duas camadas juntas, porém com diferenga
significativa do epitélio normal apenas na camada basal (tabela 3). Estes dados estdo de
acordo com os resultados de Warnakulasuriya et al. (36) e Oliver et al. (46) que observaram
ser as células da camada basal as responsaveis pelo aumento da proliferacdo celular na
displasia epitelial. Os resultados encontrados evidenciam que na displasia epitelial os pontos
de AgNORs estao em maior nimero, menor tamanho e mais espalhados pelo nucleo da célula,
assumindo uma configuragdo comum em células com rapida velocidade de proliferacao

(19,30).

Liu et al. (37) e Liu et al. (38) encontraram resultados semelhantes avaliando os
marcadores imunohistoquimicos MIB-1 e Ciclina D1 no epitélio normal e displasia epitelial.
Os autores observaram que, apesar da expressao ser semelhante nas camadas basal e
suprabasal dos dois grupos, a displasia epitelial apresentou maior quantidade de células
marcadas, portanto apresenta maior atividade de proliferacao celular do que o epitélio normal.
Os autores encontraram ainda uma marcagdo positiva nas células da camada superficial da
displasia epitelial, sugerindo que esta camada é mais significativa para a avaliacdo da
presenga de alteragdo no tecido, uma vez que no epitélio normal ndo houve expressdo dos
marcadores estudados nesta camada. Todavia a andlise da camada superficial do tecido

epitelial pela técnica de AgNOR ¢ prejudicada pela presenga da enzima fosfatase acida,



38

envolvida na a¢ao dos lisossomas, que também apresenta afinidade pela prata e resulta na
coloragdo de forma homogénea da camada de ceratina, impossibilitando a visualizagdo das

AgNORs (33,40).

Os grupos hiperceratose, acantose e hiperceratose com acantose apresentaram
comportamento semelhante quanto ao ritmo de proliferacdo celular (tabela 1; grafico 1). Nos
trés grupos a velocidade de proliferagao foi maior na camada suprabasal, pois as células desta
camada apresentaram valores superiores de mAgNOR e pAgNOR= 4 ou mais. Entretanto,
avaliando o pAgNOR nas células da camada basal destes trés grupos observa-se que a
acantose apresentou maior percentual de células com 1, 2 e 3 pontos de AgNOR por nucleo,
enquanto que a hiperceratose e hiperceratose com acantose apresentaram maior percentual de
células com 1 AgNOR. Este resultado demonstra que na hiperceratose e hiperceratose com
acantose a alterag@o no ritmo de proliferagdo celular ocorre na camada suprabasal, enquanto
que na acantose esta alteracao esta presente também nas células da camada basal.

A partir dos resultados encontrados no presente estudo pode-se sugerir que nos
disturbios de maturacao epitelial tanto as células da camada basal quanto as células da camada
suprabasal sdo responsaveis pelo aumento da proliferacdo celular. Entretanto, nos grupos
hiperceratose, acantose e hiperceratose com acantose esta alteracdo ocorre marcadamente nas
células da camada suprabasal, ja que a maior velocidade de proliferacao celular foi observada
nas células desta camada, resultado que concorda com os estudos de Kotelnikov et al. (35),
Maito et al. (41) e Carrard et al. (42). Porém, na medida em que a altera¢do no tecido se torna
mais agressiva, como na displasia epitelial, a alteragdo ocorre nas células das duas camadas.

Comparando os cinco grupos em relacdo ao mAgNOR (tabela 2), observou-se que a
média aumentou do epitélio normal, hiperceratose com acantose, hiperceratose, acantose para
a displasia epitelial, sugerindo que os dois ultimos disturbios tém maior potencial de

transformag@o maligna, ja que apresentam diferenca significativa do epitélio normal. Este
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resultado concorda com autores que relataram o aumento gradual da média dos pontos de
AgNOR por nucleo na medida em que o epitélio normal sofre alteragdes de maturagdo até sua
progressao para a lesdo maligna (13,17,20,22-26,36). O aumento do mAgNOR ocorre tanto na
quantificacdo das camadas basal e suprabasal juntas quanto nas camadas separadas, portanto
nao ¢ necessario a contagem da média de pontos de AgNOR por ntcleo separando as camadas

do tecido epitelial.

A mesma distribuicdo dos grupos estudados é observada na avaliagdo do pAgNOR,
onde o epitélio normal apresentou maior percentual de células com 1 AgNOR por nucleo,
seguido da hiperceratose com acantose, hiperceratose, acantose e displasia epitelial (tabela 3).
Isto demonstra que os dois primeiros disturbios t€m menor velocidade de proliferacdo celular,
pois apresentam maior percentual de células com 1 AgNOR que segundo a literatura ¢
caracteristico de células com o ritmo de proliferacdo celular normal (13). Entretanto,
considerando a distribuigdo das AgNORs nas camadas separadamente, esta classificagdo dos
grupos nao se repete em todos os parametros, exceto para o pAgNOR= 1 na camada
suprabasal. Observacao que parece comprovar que esta camada ¢ mais indicada para avaliar a

alteracdo no ritmo de proliferagdo celular nos distirbios de maturagao epitelial.

Avaliando ainda o pAgNOR, observou-se que os grupos acantose ¢ displasia epitelial
apresentaram diferenca significativa do tecido epitelial normal no pAgNOR= 2, repetindo o
resultado encontrado no mAgNOR, portanto pode-se sugerir que este ¢ o parametro mais
sensivel para avaliar o comportamento de risco nos distirbios de maturacdo epitelial. Este
resultado concorda com Xie et al. (13), onde o pAgNOR> 1 mostrou-se mais indicado para
diferenciar os grupos de epitélio normal, displasia epitelial e carcinoma espinocelular. No
pAgNOR= 2, observou-se que a acantose apresentou percentual maior que a displasia
epitelial, demonstrando o comportamento semelhante entre as duas alteragdes. Entretanto, a

displasia epitelial apresentou maior percentual de células com 4 ou mais pontos de AgNOR
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por nucleo, provando o seu maior potencial de transformagao maligna, pois segundo Xie et al.
(13) a presenga de células com 4 ou mais AgNORs por nucleo pode ser considerado um sinal
de malignidade. A partir da avaliagdo do percentual médio dos pontos de AgNOR por nicleo
nao foi possivel encontrar diferenca significativa entre os distirbios de maturagio epitelial,
resultado que concorda com estudo de Ray et al. (27) que, apesar de ndo avaliar os disturbios
separadamente, observaram que o pAgNOR ndo apresentou diferenca significativa entre as

amostras de leucoplasias com e sem epitélio displasico.

A média da area dos pontos de AgNOR por nucleo apresentou diferenga significativa
entre as camadas basal e suprabasal de todos os grupos estudados, bem como a diferenca entre
os distarbios de maturagdo epitelial e o epitélio normal. De acordo com os resultados
encontrados neste estudo, a média da area foi maior no epitélio normal, que apresentou média
de pontos de AgNOR por nucleo menor, confirmando que pontos Unicos ¢ bem definidos
apresentam média de area maior. Portanto pode-se sugerir que o aumento da area indica um
ritmo de proliferacdo celular préximo do normal e ndo acelerado. Porém, este resultado
discorda dos encontrados na literatura, uma vez que relacionam a alta area média com lesdes
de maior velocidade de proliferagdo (14,44,45). Esta diferenca pode dever-se ao uso de
programas e equipamentos diferentes que influenciam na acuracia da mensuracao da area dos
pontos ou ainda dever-se ao tipo de lesdo avaliado, uma vez que os autores mencionados
trabalharam com tumores malignos, ¢ o presente estudo analisou uma lesdo cancerizavel.

Os resultados encontrados na mensuragdo da area média dos pontos de AgNOR por
nucleo ndo foram conclusivos, uma vez que nao apresentou a mesma relagio entre os grupos
encontrada com a média dos pontos de AgNOR por nucleo e com o percentual médio dos
pontos de AgNOR por ntcleo. Resultado semelhante também foi encontrado por outros
autores que concluiram ser o mAgNOR o método mais sensivel para a quantificacdo das

AgNORs (20,42).
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Apesar dos trés métodos de quantificagdo utilizados demonstrarem uma maior
velocidade de proliferagdo celular dos disturbios de maturagao epitelial em relagdo ao epitélio
normal, eles ndo foram capazes de encontrar diferengas significativas entre os distirbios.
Entretanto, mesmo nao sendo o objetivo do presente trabalho, quando observada a morfologia
dos pontos de AgNOR nas diferentes alteragdes de maturagdo que podem ocorrer no tecido
epitelial, ¢ possivel reconhecer as lesdes com maior velocidade de proliferacdo celular e
consequentemente maior potencial de transformag¢dao maligna (30). Na displasia epitelial
predominou a distribui¢do das AgNORs pelo nucleo de forma irregular ¢ com pequena
dimensdo, enquanto que no grupo de epitélio normal as AgNORs apresentaram-se como
poucos pontos bem individualizados e definidos dentro do nucleo. Este tipo de configuragdo
dos pontos de AgNOR nas células da displasia epitelial também foi observada por outros
autores (13,21-23,26). Nos grupos acantose, hiperceratose e hiperceratose com acantose as
AgNORs apresentaram-se com aspecto semelhante ao epitélio normal, porém em poucos
casos observou-se uma distribui¢do mais irregular (fig. 1, 2, 3, 4 e 5). Estas diferentes
configura¢des das AgNORs foram descritas por Crocker et al. (30) e observadas em diversos
estudos (13,15,18,21-23,26,31,32). Esta analise da morfologia dos pontos parece ser subjetiva
e s6 ¢ possivel para um profissional experiente na observagdo de diferentes lesdes com
marcacao de AgNORs.

A partir dos resultados encontrados, pode-se concluir que a hiperceratose,
hiperceratose com acantose ¢ acantose apresentam ritmo de proliferacio celular semelhante e
que, dentre eles, a acantose e displasia epitelial t€m comportamento de maior risco. Portanto,
sugere-se que diante de uma leucoplasia com o diagnéstico histopatolégico apresentando

qualquer um dos distirbios de maturagao epitelial, a conduta clinica deve ser semelhante.
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