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Prefacio

Este trabalho é resultado de uma pesquisa desenvolvida no Laboratério
de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da UFMG, coordenada pela
Professora Doutora Maria Cassia Ferreira de Aguiar. Foi estruturado de modo a
conter uma breve introducéo, revisdo de literatura, metodologia e resultados,
discussao, conclusao e, em anexo, o artigo cientifico redigido a partir dessa

pesquisa.
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Resumo

A leucoplasia é a principal lesdo cancerizavel da boca. Fatores como a
localizagdo das lesdes, habito de tabagismo e atipia histolégica tém sido
associados ao potencial de transformacdo maligna dessas lesdes, até o
momento, no entanto, sem resultados definitivos. O EGFR é uma proteina de
transmembrana, receptora de fatores de crescimento e com atividade tirosina
quinase, pertencente a familia dos receptores c-erbB. A expressao aumentada
da proteina esta relacionada com a progressdao de tumores epiteliais, entre
outras formas, através da alteragéo na proliferacédo celular. A proteina Ki-67 é
um antigeno nuclear expressado em células proliferativas, muito utilizado como
marcador de proliferacdo celular. A p27 é uma proteina com acdo CDKI
(inibidor das quinases dependentes de ciclina), que atua na inibicdo do ciclo
celular. O objetivo do trabalho foi avaliar a associacdo da imunoexpressao do
EGFR com atipia epitelial, tabagismo, localizacao das leucplasias e com a
expressao de Ki-67 e p27. Avaliou-se ainda a associacado entre a proliferacéo
celular avaliada pelo Ki-67 e p27 com a atipia epitelial. Quarenta e oito lesdes
diagnosticadas como leucoplasias foram recuperadas do arquivo do laboratério
de Patologia Bucal da FO-UFMG. As laminas foram revisadas e dados clinicos
(género, localizacdo e tabagismo) recuperados. A imunoexpressdo do EGFR
mostrou associacao positiva com a localizacdo e com o total de célula positivas
para p27. Nao foi encontrada associacdao entre o EGFR e os demais dados
clinico patolégicos. Conclui-se que o0 EGFR esta expresso em grande parte das
leucoplasias bucais avaliadas independentemente do grau histologico de atipia.
Os casos positivos para o EGFR foram localizados, em sua maioria, nas
regides de alto risco. As associagdes encontradas entre EGFR, localizagdo das
lesbes e p27 devem ser melhor investigadas.
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Abstract

Leukoplakia is the most common precancerous lesion of the oral cavity.
The presence of epithelial dysplasia and clinical characteristics such as tobacco
consumption and location are important predicting factors of malignant
transformation. Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) is a member of a
family of tyrosine-kinase receptor that plays an important role in the control of
cell growth. A high expression of EGFR is frequently observed in many solid
tumors including Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC). The aim of the
present study was to evaluate the immunoexpression of EGFR on 48 oral
leukoplakias searching the association of EGFR with tobacco consumption,
location (high/low risk), grade of epithelial dysplasia, and cell proliferation
through immunohistochemistry for Ki-67 and p27. EGFR was positive in 62,5%
of leukoplakias. EGFR immunoexpression showed a significant difference
between leukoplakias of high and low risk sites. p27 immunoexpression was
also significantly different between positive and negative EGFR leukoplakias.
The p27 index lowered with the severity of dysplasia. We did not find an
association of EGFR with tobacco and Ki-67 immunoexpression. The results
show that EGFR is expressed in leukoplakias independently of dysplasia. The
association of EGFR and p27 merits further investigation.
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1) Introducao
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A leucoplasia bucal é uma placa branca na mucosa bucal, que ndo pode
ser caracterizada como qualquer outra doenca, sendo a principal lesao
potencialmente maligna da boca (Bouquot e Whitaker, 1994) e considerada
como um importante precursor de carcinoma de células escamosas (IARC,
2003).

O receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR ou Her-1) é uma
proteina transmembrana, receptora de fatores de crescimento e com atividade
tirosina quinase. Alteragdes do Her-1 tém sido associadas ao desenvolvimento
e progressao de diversos carcinomas, incluindo o de boca (Galizia et al., 2006;
Tsao et al., 2007). A amplificacdo do gene e a expressdo aumentada da
proteina ja foram descritas em leucoplasias bucais permitindo especulacoes
sobre a participacao do EGFR no processo de transformacao maligna (Shin et
al., 1994; Werkmeister e Brandt., 1999; Nagatsuka et al., 2001). A ativacado do
dominio tirosina-quinase do EGFR pelos seus ligantes promove diversas vias
de transicdo associadas ao desenvolvimento tumoral, no entanto, nao se sabe
ainda através de qual mecanismo o EGFR participa da carcinogénese bucal.
Neste trabalho hipotetizou-se que esta acdo nas fases iniciais da
carcinogénese bucal se da principalmente através da desregulacdo da
proliferacao celular, envolvendo proteinas reguladoras do ciclo celular (Kévesi
e Szende, 2006). Além disso, a associacdo do EGFR a alguns fatores
considerados importantes no processo de transformacdo maligna das
leucoplasias também foi investigado.

O Ki-67 € um marcador de proliferacao celular que se expressa no
nucleo, estando ausente na fase GO, apresentando-se fracamente na fase G1 e
mais intensamente nas demais fases do ciclo celular (Girod et al., 1998; Liu et
al., 2000; Ozdemir et al., 2001).

A p27 é uma das proteinas de acdo CDKI (inibidor das quinases
dependentes de ciclina), pertencente a familia KIP/CIP (Ling et al., 2007; Zhu et
al., 2007) que participa da inibicdo do ciclo celular evitando que a célula entre
na fase G1 (Tsuzuki et al., 2003; Lee et al., 2007 B).
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O presente trabalho apresenta como objetivo geral a avaliacdo da
expresdo do EGFR em leucoplasias bucais pela técnica da imunoistoquimica,
verificando a associacao desta expressdo com o tabagismo, localizacédo, grau
de atipia epitelial e proliferacdo celular pela imunoistoquimica das proteinas
Ki-67 e p27.
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2) Revisao de literatura
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2.1) Leucoplasias

A leucoplasia é uma lesao potencialmente maligna descrita por Paget
em 1870, inicialmente denominada de forma genérica de ictiose, placa do
fumante ou leucoqueratose. Sé6 em 1877 foi introduzido, por Schwinner, o
termo leucoplasia (Tradati et al., 1997; Warnakulasuriya et al., 2008).

Atualmente o diagnostico de leucoplasia é feito por um critério de
exclusdo. A doencga é definida como placa ou mancha branca nao destacavel,
gue nado pode ser diagnosticada como outra lesao (Bouquot e Whitaker,1994;
Tradati et al., 1997; Liu e Klein-Szanto, 2000; De Paula e Gomez, 2001;
Braakhuis et al., 2004; Lee et al., 2006; Greer, 2006; Tsao et al.,2007).

A hipétese de que a leucoplasia apresenta uma natureza potencialmente
maligna surgiu em funcado da observacdo de areas leucoplasicas proximas a
carcinomas, além da presenca de epitélio displasico e regides microinvasivas
em algumas bidpsias de leucoplasias (Bouquot e Whitaker,1994). Atualmente
as leucoplasias sdo reconhecidas como potenciais precursores do carcinoma
de células escamosas apresentando grande chance de progressao para esse
tipo de neoplasia (Holmstrup et al., 2006; Hsue et al., 2007; Duarte et al.,
2008).

Os CCEB (carcinoma de células escamosas de boca) tém origem a
partir de um processo de multiplas etapas envolvendo o acumulo de mutacdes
genéticas relacionadas tanto a proliferagdo quanto a diferenciacao celular em
um epitélio normal (Epstein et al., 2002). Sendo assim, é aceito que alguns dos
canceres de boca evoluem a partir de uma leucoplasia pré-existente (Reibel,
2003; Brown e Kane, 2006; Lee et al., 2007 A; Hsue et al., 2007; Montebugnoli
et al., 2008).

Nao ha um consenso na literatura sobre qual a real estimativa em
relacdo a capacidade de transformagédo maligna das leucoplasias. Liu e Klein-
Szanto (2000) sugerem que essa transformacao varia de 5% a 43%, Tsuzuki et
al. (2003) sugerem de 0% a 36%, Garcia et al. (2005) de 2% a 36%, Hsue et
al. (2007) de 16% a 62%, Thomson et al. (2008) de 6% a 36%, entre outros
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autores. Essa variabilidade entre os autores pode estar relacionada a
diferencas entre as amostras de cada trabalho, desde as quantitativas a
aquelas associadas a localizacdo das lesdes, tipo clinico e habitos de
tabagismo.

Os trabalhos sobre leucoplasia na literatura mostram ampla faixa etaria
em relagdo ao perfil dos pacientes que desenvolvem a doencga (Bouquot e
Whitaker, 1994; Greer, 2006). Essa diferenca varia de acordo com a
caracteristica da amostra, objetivo da avaliacao e fatores de risco estudados
(Kleinman et al., 1991; Kleinman et al., 1993). No entanto, a revisdao de
literatura feita por Bouquot e Whitaker (1994) descreve que a principal
populacdo acometida pela leucoplasia apresenta-se acima dos 40 anos de
idade, aumentando progressivamente com o aumento da idade, principalmente
no género masculino. De acordo com os autores, dificilmente essa lesao se
desenvolve em individuos abaixo de 30 anos. Greer (2006) também atribuiu a
maior prevaléncia da lesdo ao género masculino, acima dos 40 anos.
Considera-se que leucoplasias que se desenvolvem em mulheres tendem a

apresentar um curso mais grave (Van der Waal et al.,1997).

As leucoplasias podem se apresentar sob varios aspectos clinicos,
sendo denominadas de homogéneas ou nao-homogéneas (Van der Waal et al.,
2000; Reibel, 2003). As leucoplasias homogéneas sao aquelas que exibem
uma superficie totalmente branca, de textura lisa ou verrucosa (Bouquot e
Whitaker,1994; Van der Waal et al., 2000). As leucoplasias ndo homogéneas
apresentam componentes brancos e eritematosos, podendo apresentar
também superficie nodulares ou verrucosas (Van der Waal et al., 2000; Reibel,
2003).

A leucoplasia verrucosa é uma forma especifica de leucoplasia, descrita
por Hansen et al. (1985), apresenta uma textura verrucosa, coloragdo branca
podendo, as vezes, apresentar componente eritematoso. Apesar do grau de
atipia variavel, exibe alta taxa de recorréncia em tratamentos conservadores e
alta taxa de malignizacao (Van der Waal et al., 2000; Bagan et al., 2004; Greer,
2006; Cabay, et al., 2007). Apesar de lento, a progressdo das leucoplasias
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verrucosas leva a um crescimento da lesdo tanto vertical, quanto horizontal,
podendo, eventualmente, adquirir um aspecto mais exofitico, granular ou

verruciforme (Cabay et al., 2007).

As leucoplasias podem se desenvolver em qualquer regidao da boca, no
entanto de acordo com o local de surgimento, € classificada como sendo de
alto ou baixo risco. Sdo consideradas regiées de alto risco aquelas localizadas
em lingua e no soalho bucal e de baixo risco nas demais regides (Bouquot e
Whitaker, 1994; Schepman e Van der Waal, 1995; Van der Waal et al., 1997;
Liu e Klein-Szanto, 2000; Van der Waal et al., 2000; Zhang et al., 2001; Reibel,
2003; Greer, 2006; Lee et al., 2006). No entanto, de acordo com a populacao
estudada, os costumes da regidao e fatores etiolégicos para as lesdes, outras
localizagbes podem ser consideradas como alto risco de malignidade como
labio (Bouquot e Whitaker, 1994), trigono retromolar e palato mole (Zhang et
al., 2001) e mucosa jugal (Van der Waal et al., 2000). Zhang et al. (2001)
descreveram em seu trabalho que leucoplasias em regibes de alto risco
apresentam maior quantidade de células atipicas, maior porcentagem de
malignizacao e que essas regides sao ainda as de maior ocorréncia dos CCEB
quando comparadas as regides de baixo risco. Os autores concluiram que as
regides de alto e baixo risco apresentaram diferentes percentuais de perda de
heterozigose. Esta alteracdo genética estd mais presente nas regides de alto
risco, relacionando, entdo, essa localizacao a maior chance de progressao para
um carcinoma. Scully e Porter (2007) também descreveram a lingua e soalho
bucal como sendo as regides mais frequentes no desenvolvimento do CCEB.
Os autores ainda sugeriram que a avaliagdo clinica da cavidade bucal nao
deve ser feita apenas de forma visual mas sim por cuidadosa palpacéao das

estruturas anatémicas, principalmente nessas duas localizacées.

Embora a leucoplasia tenha sido descrita clinicamente por volta de 1870,
as alteracOes histoldgicas relacionadas a ela foram descritas apenas em 1936
por McCarthy (Tradati et al., 1997). Histologicamente as leucoplasias séo
denominadas hiperceratoses e classificadas de acordo com o grau de
acometimento celular. Sao classificadas como hiperceratose na auséncia de
atipia celular ou como atipia discreta, moderada ou severa na presenca de
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alteracoes celulares (Greer, 2006). As alteracdes individuais das células sao
denominadas atipia celular (Reibel, 2003) sendo o termo displasia epitelial
usado para se referir ao conjunto de alteracdes histopatolégicas sem, no
entanto, relacionar-se com alteracao na aparéncia clinica da lesdao (Greer,
2006). Dentre as alteracdes celulares observadas num epitélio displasico, estao
o hipercromatismo nuclear, inversdao e perda de polarizacdo das células da
camada basal, pleomorfismos, alteracdo de estratificacdo e alteragcdo na
proporcao nucleo / citoplasma (Hsue et al., 2007).

A atipia epitelial é aceita por muitos autores como o principal preditor de
malignidade, ainda que as alteragdes histélogicas nem sempre levem a
alteracdes clinicas no epitélio (Greer, 2006). Hsue et al. (2007) sugeriram que 0
principal fator associado ao prognéstico das leucoplasias é a graduacgao
histoldgica, principalmente na presencga de atipia moderada ou severa.

No entanto a graduacao histolégica como preditor de malignidade € um
ponto controverso. No trabalho de Holmstrup et al. (2007), ndo foi encontrada
relacao entre o surgimento de CCEB e os diversos graus de displasia epitelial.
A andlise das biopsias incisionalis mostrou que a presencga de carcinoma in
situ, qualquer grau de atipia epitelial versus auséncia de displasia ndo mostrou
associagdo com a progressao maligna das lesées. Os autores sugeriram que
essa diferenca entre os trabalhos pode se dar em funcdo da quantidade de
material disponivel para andlise microscépica e que bidpsias incisionais podem
nao ser representativas da lesdo. Além disso, a propria analise histologica é
uma questao subjetiva. Lee et al. (2007 A) também consideraram que a analise
da bidpsia incisional, comparada com a andlise de toda a peca cirurgica,
apresenta limitacbes que se refletem na graduacao histolégica. Porém,
ponderam que a bidpsia excisional, dependendo dos achados histolégicos,
pode deixar de ser um exame simples e se tornar um sobretratamento para

lesbes benignas ou um subtratamento para lesées malignas.

Embora muitas vezes idiopatica, o desenvolvimento das leucoplasias
pode estar relacionado a alguns fatores etiol6gicos como consumo do tabaco,
etilismo, pasta de betel, alteragdes genéticas, presenca de candidiase e do
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HPV (papiloma virus humano) (Bouquot e Whitaker,1994; Saito et al.,1999;
Reibel, 2003; Hashib et al., 2003; Lee et al., 2006; Greer, 2006; Brown e Kane,
2006; Tsao et al., 2007).

As alteracbes genéticas associadas ao surgimento e progressao das
leucoplasias sdo de extrema importancia e atualmente tém sido muito
estudadas. Ja sao conhecidos alguns genes que, quando alterados, atuam de
forma efetiva no processo de carcinogénese. Dentre eles encontram-se genes
supressores de tumor e protooncogenes que podem atuar nas diversas fases
da carcinogénese como a iniciagao, promocao e progressao (Tsao et al., 2007).
Geralmente as primeiras alteragdes genéticas presentes na carcinogénese sao
mutacdes e delecdes, sendo também encontradas alteracbes epigenéticas

como metilacdes (Brown e Kane, 2006; Duarte et al., 2008).

O HPV é um dos fatores que pode estar associado a etiologia das
leucoplasias, principalmente os subtipos HPV 16, 18 e eventualmente 6 e 11
(Greer, 2006). As proteinas virais liberadas pelo HPV causam alteragdes
moleculares nas células epiteliais do hospedeiro, resultando na desregulacéao
do ciclo celular (Brown e Kane, 2006).

Outro fator associado a leucoplasia é a candidiase. E proposto na
literatura que a colonizacdo pela Candida albicans, principalmente nas
leucoplasias verrucosas, também participa do processo de carcinogénese.
Esse fungo produz nitrosaminas que atuam na transformacdo do epitélio

normal em epitélio displasico (Greer, 2006).

A pasta de betel é pouco utilizada nos paises ocidentais, porém muito
consumida nos paises orientais. Embora muitas vezes o tabaco seja um dos
componentes da pasta de betel, em algumas regides, como Taiwan, o tabaco
nao participa da composicao do produto. De acordo com um trabalho realizado
em Taiwan, independentemente da férmula que a pasta de betel apresente, ela
esta relacionada a etiologia da leucoplasia (Yang et al., 2005).

O acetaldeido € o primeiro metabdlito derivado do alcool e é altamente

reativo, podendo ligar-se a proteinas, estruturas celulares ou ao DNA,
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formando estruturas estaveis. A associacdo entre acetaldeido, derivados do
cigarro e o DNA pode ser uma das chaves do processo de carcinogénese

(Warnakulasuriya et al., 2008).

Dentre todas as possiveis causas para o surgimento das leucoplasias, a
de maior importancia clinica & o tabaco (Bouquot e Whitaker,1994; Saito et
al.,1999; Reibel, 2003; Hashib et al., 2003; Lee et al., 2006; Greer, 2006; Brown
e Kane, 2006; Tsao et al., 2007; Hsue et al., 2007).

O habito do tabagismo foi introduzido na Europa pelos portugueses e
espanhdis no século XVI (Caldeira et al., 2007). Atualmente o tabaco é uma
das drogas mais consumidas do mundo. O cigarro apresenta mais de 4000
substancias em sua composi¢ao, sendo a nicotina a principal responséavel pelo
vicio, além de outros efeitos deletérios (Caldeira et al., 2007; IARC, 2002).
Além da nicotina, o cigarro apresenta outros carcinégenos como o alcatrdo, o
mondxido de carbono, o benzeno e compostos organicos volateis que causam

mutagbes genéticas e anormalidades nos cromossomos (IARC, 2002).

Em um trabalho do tipo caso controle os autores avaliaram o efeito da
nicotina injetada em Rattus norvegicus. Os autores observaram que o epitélio
da mucosa jugal dos ratos do grupo caso apresentava-se atréfico e exibindo
um aumento do espaco intercelular e células com alteragcao da proporgao entre
0 nucleo e o citoplasma. Essa alteracdes nao foram observadas no grupo caso
(Caldeira et al., 2007).

Além das alteracbes morfolégicas, varias sdo as acdes do cigarro no
interior das células, entre elas a ativagdo da proliferacdo celular e
carcinogénese. Um estudo realizado por Du et al. (2005) mostraram que 0s
derivados do cigarro sdo capazes de ativar a cAMP (adenosina monofosfato
ciclico), um modulador de vérios dos processos fisiolégicos. Uma vez ativada,
ela se liga a proteina quinase A (PKA), responsavel por algumas funcoes,
dentre elas a trancricdo da anfirregulina, um dos ligantes do EGFR. Uma vez
transcrita, a anfirregulina estimula a proliferacao celular através da ativacéo do
EGFR. A ativacao desse receptor de transmembrana leva a ativagao de outras
substancias como a uPA (ativador plasmogénico tipo uroquinase). A uPA &
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uma proteina associada a degradacdo de matriz extracelular, sendo esta
degradacdo uma das formas de se possibilitar a migracao celular (Du et al.,
2007). Além da uPa, o EGFR, quando ativado pelo tabaco, também estimula a
producdo de prostaglandinas pela COX-2 (ciclooxigenase 2), dentre elas a
PGE2 (prostaglandina E2), que atua no feedback positivo, mantendo a ativagao
do EGFR (Brown e Kane, 2006).

A literatura mostra que, dependendo do estagio de acometimento celular
causado pelo cigarro, quando o habito de fumar é interrompido, ha uma
involucao da leucoplasia (Reibel, 2003; Greer, 2006). Ainda assim, Scully e
Potter (2007) nos mostram que 75% dos casos de CCEB ocorrem em

pacientes fumantes.

2.2) EGFR e leucoplasia

Os mecanismos associados ao surgimento da leucoplasia relacionam-

se também com a expressao de fatores de crescimento (Brown e Kane, 2006).

A familia Her ou ErbB é formada por receptores de fatores de
crescimento localizados na superficie celular. Os integrantes dessa familia sao
EGFR / Her-1 ou cerbB-1; Her-2 / c-neu / ErbB-2; HER-3 / ErbB-3 e Her-4 /
ErbB-4 (Diniz-Freitas et al., 2007; Zhu et al., 2007).

O EGFR é um importante receptor de membrana, com atividade tirosina
quinase, pertencente a familia ErbB (Ling et al., 2007; Galizia et al., 2006; Zhu
et al., 2007; Diniz-Freitas et al., 2007) e localiza-se no cromossomo 7p12-13
(Werkmeister e Brandt, 1999). A ativacdao do EGFR pode ser feita por diversos
ligantes e é importante para a proliferacao e diferenciacdo normal das células
(Rautava et al., 2008). Quando ativado de forma exacerbada, o EGFR inicia
uma complexa cascata intracelular promovendo divisdo e migracao celular,
angiogénese e inibicao da apoptose. A superexpressao desse receptor parece
estar relacionado a maior agressividade das lesbes, levando a um pior
prognéstico (Galizia et al., 20086).

A amplificacdo do EGFR e a expressdao aumentada da proteina ja foram

descritas em leucoplasias bucais permitindo especulacbes sobre a participacao
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do EGFR no processo de transformacdo maligna (Shin et al., 1994;
Werkmeister e Brandt., 1999; Nagatsuga et al., 2001).

A avaliagdo da amplificagdo do gene EGFR em leucoplasias, carcinoma
in situ e CCEB pela técnica da PCR foi realizada por Nagatsuka et al. (2001).
Os autores nao encontraram a amplificacao do gene em epitélio normal. J&4 nas
leucoplasias, o EGFR mostrou-se amplificado em trés dos dezoito casos
avaliados. Dos dois casos de atipia leve, nenhum mostrou amplificacao, dos 8
casos de atipia moderada 1 apresentou-se amplificado e dos 8 casos de atipia

severa, 2 apresentaram-se amplificados.

Rautava et al. (2008) avaliaram a expresdao do EGFR em epitélio da
mucosa fetal (em formacéo), epitélio de mucosa normal de adultos e epitélio
leucoplasico de adultos. O epitélio fetal apresentou imunomarcacdo em todas
as células epiteliais. O epitélio normal do adulto mostrou-se bem marcado para
o EGFR apenas na camada basal e o epitélio displasico, com marcacao até a
metade do epitélio.

Shin et al. (1994) avalioaram a imunoexpressao do EGFR em epitélios
normais de pacientes nao fumantes e livres de leucoplasias e CCEB (controle),
em epitélios normais adjacentes ao CCEB, em hiperceratoses e leucoplasias
com displasia epitelial. Os autores observaram que no grupo controle a
imunomarcacao para o EGFR apresentou-se com intensidade fraca e limitada a
camada basal. O epitélio normal adjacente ao tumor, embora ndo apresentasse
alteracoes histoldgicas, apresentou uma imunomarcagao mais intensa e que se
estendeu para a camada parabasal. Os autores encontraram ainda que, na
hiperceratose e nos epitélios displasicos, a imunoexpressdao do EGFR foi
aumentando progressivamente desde a hiperceratose até o CCEB.

Werkmeister e Brandt (1999) avaliaram o EGFR pela técnica da PCR em
13 casos de leucoplasia. Os estudos revelaram que 4 casos apresentaram
delecdo do EGFR e 4 casos amplificacdo do EGFR, enquanto que os outros

casos apresentaram-se normais.
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Além das leucoplasias, 0 EGFR esta superexpressado em varias
neoplasias, dentre elas o CCEB (Brown e Kane, 2006). A superexpressao do
EGFR em neoplasias parece estar relacionada a baixa sobrevida, estagio
avancado da doenca, pouca diferenciacao celular, alto indice proliferativo e
aumento do risco de metastase (Lee et al., 2007 B; Galizia et al., 2006; Ling et
al., 2007).

Em funcao dessa superexpressdao do EGFR em lesGes cancerizaveis e
neoplasicas, algumas das drogas propostas para o tratamento do CCEB
buscam, pelas mais diferentes formas, a inativacdo do EGFR. O Gefitinib é
uma das drogas usadas no tratamento de canceres. Trabalhos experimentais
mostram que esse medicamento, ao bloquear a atividade tirosina quinase do
EGFR, leva ao aumento do p27, um inibidor da quinase dependente de ciclina,
mantendo a célula na fase G1 do ciclo celular (Shintani et al., 2004). O ZD1839
também é um medicamento usado no tratamento do cancer que, ao inibir a
acado do EGFR, leva a uma parada do ciclo celular em G0/G1, elevando os
niveis de p21 e p27, ambos inibidores do ciclo celular (Lee et al., 2007 B).

2.3) Proliferacao celular

O epitélio é formado por varios estratos celulares, sendo a camada basal
a principal responsavel pela proliferacdo celular. As células proliferativas
localizadas nessa regiao do epitélio sdo as principais responsaveis pela
renovagao tecidual, processo normal da cavidade bucal (Braakhuis et al.,
2004). O ciclo celular é composto por varias fases, sendo a GO formada pelas
células quiescentes ou estaveis, G1, S e G2 que sao fases de preparo para a
divisao celular e sintese de DNA e M, que ¢ a fase da mitose (Zhu et al., 2007).
As fases G1, S e G2 compreendem a intérfase, periodo entre as divisdes
celulares (Filho et al., 2006).

A progressao do ciclo celular depende intrinsecamente da formacéo de
complexos protéicos, regulacdo dos pontos de checagem e uma série de
fosforilacoes e desfosforilacdes das proteinas (Yeudall e Jakus, 1995). Dessa
forma, o ciclo celular consiste em uma série de eventos que levam a duplicacao

do DNA e divisao celular. No entanto, no decorrer desse ciclo, as células sdo
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submetidas a checagens, sendo os principais pontos entre G1/S e G2/M. Caso
ndao haja danos no DNA, a célula ultrapassa esse ponto permanecendo no
ciclo. Defeitos no DNA que nao sejam identificados nesses pontos podem levar
a propagacao de células defeituosas, resultando na proliferacdo de células
cancerosas (Filho et al., 2006).

A regulacao desse ciclo é feita, principalmente, pela integracao de duas
classes de proteinas, as CDKs (quinases dependentes de ciclinas) e as
ciclinas. As ciclinas se ligam as CDKs e controlam as taxas de fosforilacdo das
proteinas responsaveis pelo ciclo celular. A transicdo da fase G1 para a fase S
€ regulada pela ativacao de ciclinas como a ciclina D, ciclina E e ciclina A. Uma
vez fosforilado, o complexo ciclina / CDK pode se ligar a CDKI (inibidor de
quinase dependente de ciclina), sendo refosforilado e saindo do ciclo celular ou
a CDKI pode ser inativada por proteinas da familia cdc25, que leva a uma
desfosfolilacdo do complexo ciclina / CDK, entrando na fase de mitose,
culminando na replicagéo celular (Filho et al., 2006).

O Ki-67 € uma proteina relacionada a proliferagdo celular sendo
primeiramente descrita por Gerdes et al. em 1983 (Ozdemir et al., 2001) ja
tendo sido estudada a sua localizacdo nuclear em linhagens celulares de
carcinoma de pulméao na fase de mitose (Verheijen et al., 1989). O gene dessa
proteina localiza-se no braco longo do cromossomo 10 (10925) e comecga a ser
expresso nas células proliferativas na fase S do ciclo celular, atingindo o apice
na mitose (Liu e Klein-Szanto, 2000; Zhu et al., 2007) e decrescendo
progressivamente apos a divisdo celular. Os anticorpos anti-Ki-67 sao muito
usados como marcadores de proliferacao celular (Takeda et al., 2006; Zhu et
al., 2006; Teresa et al., 2007; Thomson et al., 2008; Montebugnoli et al., 2008),
em especial o clone Mib-1 que pode ser empregado em material parafinizado
(Liu e Klein-Szanto, 2000).

As CDKIs sao reguladoras negativas do ciclo celular, que atuam de
forma a impedir que essas fosforilacbes sejam realizadas pelas CDKs. Os
mamiferos apresentam duas grandes familias de CDKI, a INK4, formada pela
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p15, p16, p18 e p19 e a KIP/CIP, formada pela p21, p27 e p57 (Jordan et al.,
1998; Schoelch et al., 1999; Ling et al., 2007).

A p27 é uma das proteinas de agdo CDKI pertencente a familia KIP/CIP
(Jordan et al.,, 1998; Ling et al., 2007; Zhu et al., 2007), localizada no
cromossomo humano 12q12.3 (Yeudall e Jakus, 1995) que participa da inibicdo
do ciclo celular evitando que a célula entre na fase G1 (Tsuzuki et al., 2003;
Lee et al., 2007 B). Tsuzuki et al. (2003) encontraram em seu estudo que as
leucoplasias apresentavam maior expressao imunoistoquimica de p27 que os
CCEB. Além disso, os casos de leucoplasia com maior expressdo de p27
apresentaram também as maiores porcentagens de apoptose.

O trabalho experimental realizado por Lee et al. (2007 B) sugere que a
translacdo do RNAmM do p27 mantiveram-se no ciclo celular até a fase S. A
Cdk2 e Skp2 sao responsaveis pela protedlise da p27, impedindo o acumulo
intracelular dessa proteina. No entanto, algumas vezes a protedlise nao é
totalmente efetiva, permitindo o acumulo da proteina p27 na célula e
consequentemente mantendo-a em G1. A Cdk2 é uma proteina responsavel
pela fosforilagdo da p27 na regido Thr-187, possibilitando a ubiquitinizagdo da
p27 pela proteina ubiquitina-ligase Skp2, permitindo entdo, a degradacao da
p27. Esse evento ocorre entre as fases G1 e S do ciclo celular. No entanto, a
p27 também pode ser degradada por outras vias, em outras regides da
proteina, como por exemplo a fosforilacao da regiao Ser10, ocorrendo entre as
fases GO e G1 do ciclo celular (Lee e Kay, 2007). De acordo com Besson et al.
(2009), a Cdk2 se torna ativa no final da fase G1 e atua na fosforilagao do p27.
Essa fosforilacdo cria um ponto de ligacao entre a Skp2 e a p27 levando a
degradacao da p27.

Ben-Izhak et al. (2005) também avaliaram em seu trabalho a interacao
entre a p27 e a Skp2. A inativacao da p27 € de grande importancia para que se
complete o ciclo celular, sendo que uma das formas de inativacdo dessa
proteina se da pela acdo da Skp2, uma subunidade da ubiquitina-ligase ES3,

que atua em uma das principais vias de degradacao da p27. Dessa forma, o
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aumento da degradacdo da p27 pode levar a uma proliferacdo celular

descontrolada e a um aumento da chance de transformacao maligna.

O estudo realizado por Thomson et al. (2008) em leucoplasias encontrou
que o aumento da expressao do Ki-67 acompanhou o agravamento da atipia
epitelial. O estudo de Saito et al. (1999) avaliou o p27 e Ki-67 em lesdes
cancerizaveis e em carcinoma verrucoso. Nesse estudo observou-se que tanto
o Ki-67 quanto o p27 apresentaram marcacao nuclear. No epitélio displasico, a
marcacao para o p27 limitou-se praticamente as camadas suprabasais,
ocorrendo diminuicdo da marcacdo de acordo com o aumento da displasia,
diferentemente do Ki-67 que apresentou uma marcagao principalmente nas
camadas basal e parabasal. Gonzales-Moles et al. (2000) em seu estudo
também encontraram que a imunoexpressao do Ki-67 na camada suprabasal
aumentou com o aumento da atipia epitelial. Teresa et al. (2007) observaram
que a expressdo do Ki-67 aumentou na seguinte ordem, hiperceratoses,
epitélio displasico e CCEB.

Tanto o EGFR quanto o Ki-67 sé@o proteinas relacionadas a proliferagéo
celular. Em fungdo disto, alguns trabalhos em CCEB e em leucoplasias
estudaram a associacao entre essas duas proteinas (Diniz-Freitas et al., 2007
e Rautava et al., 2008).

O EGFR também tem sido estudado juntamente com o p27. Galizia et al.
(2006) observaram em estudos com céancer de co6lon que as amostras da
neoplasia que se apresentavam positivas para o0 EGFR e com baixa
concentracdo de p27 apresentavam grande chance de recorréncia em 48
meses apos a cirurgia de remocao da lesao.

Ben-lzhak et al. (2005) em seu estudo avaliaram a imunoexpressao da
p27 em CCEB de lingua com um outro membro da familia c-erb, o Her-2. Os
autores encontraram associacao entre essas duas proteinas, bem como uma

associagao da p27 com a porcentagem de apoptose nas lesdes.

Estudos experimentais também avaliaram a relacdo entre o EGFR e o
p27. Lee et al. (2007 B) em estudos in vitro de um quimioterapico (Iressa)
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observaram que a medida que o quimioterapico inibia a expressdao de EGFR,
aumentava a expressao de p27.
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3) Objetivos
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3.1) Objetivo Geral

Avaliar a expressdao do EGFR pela imunoistoquimica em leucoplasias
bucais.

3.2) Objetivos Especificos

1) Avaliar a associacao da imunoexpressdao do EGFR com a presenca de atipia
epitelial em leucoplasias bucais.

2) Avaliar a associacao da imunoexpressdao do EGFR com o tabagismo em
pacientes com leucoplasias bucais.

3) Avaliar a associacdo da imunoexpressdo do EGFR com a localizagao da

leucoplasia conforme o risco de malignizagao.

4) Verificar a associagdo entre EGFR com o grau de expressédo do Ki-67 em

leucoplasias bucais.

5) Verificar a associacado entre EGFR com o grau de expressao do p27 em

leucoplasias bucais.
6) Verificar a associacao entre Ki-67 e a atipia epitelial em leucoplasias bucais.

7) Verificar a associacéo entre p27 a atipia epitelial em leucoplasias bucais.
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4) Justificativa
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A leucoplasia é a principal lesao precursora do CCEB sendo, portanto,
de grande importdncia o conhecimento dos mecanismos associados a

transformacao da leucoplasia em uma lesdo neoplasica.

O EGFR esta associado ao desenvolvimento de varias neoplasias
epiteliais, incluindo o CCEB. Uma das possiveis formas de sua agao ocorre
através do estimulo a proliferacdo celular, seja levando a um aumento na
expressdo de proteinas estimuladoras de proliferacédo, seja pela inibicao dos
controladores negativos do ciclo celular ou pela associacdo de ambas. O fumo,
além de ser um dos principais fatores etiolégicos das leucoplasias, também
pode estimular um aumento na expressao do EGFR ao levar a uma maior
producédo de seus ligantes (anfirregulina). Além disso, as alteracdes de atipia
epitelial sdo um dos principais preditores de progressdo para a malignidade. A
localizacdo da leucoplasia na cavidade bucal também est4 associada a este
tipo de transformagao. Assim, é importante a avaliagdo de cada um desses
fatores e de suas possiveis associa¢des as leucoplasias bucais.
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5) Metodologia
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5.1) Obtencao da amostra e selecao dos casos

A amostra selecionada compreendeu 48 casos de leucoplasia bucal
pertencentes ao arquivo do laboratério de Patologia Bucal e Maxilofacial da
Faculdade de Odontologia da UFMG. Essas 48 amostras foram selecionadas
dentre 532 casos de leucoplasia existentes no arquivo, do periodo de julho de
2002 a novembro de 2008. Todos os casos tiveram o diagnostico histolégico de
hiperceratose sem atipia ou com atipia epitelial em diferentes graus. Todas as
amostras foram provenientes de bidpsia incisional, previamente fixadas em
formol tamponado 10% e incluidas em parafina. A amostra foi coletada de julho
de 2002 a dezembro de 2008.

Cortes histoldgicos de leucoplasia corados pelo método de hematoxilina-
eosina (HE) foram avaliados para confirmacéo do diagnostico e verificacao da
quantidade de material, se suficiente para o estudo imunoistoquimico. A
avaliagdo foi realizada por dois observadores independentes sem
conhecimento prévio do diagndstico histolégico, utilizando-se um microscépio
optico de luz, marca Zeiss. Nao foram incluidos casos com processo
inflamatério intenso, casos cuja localizacdo fosse em labio ou que néao
apresentavam dados completos necessarios a pesquisa (género, localizacao
da lesdo e habito de tabagismo). Nao foi adotado critério de exclusao como
sexo, cor, idade, nacionalidade, procedéncia ou profissao.

Todos os casos foram classificados quanto ao habito de tabagismo
(fumante ou ndo fumante), género e localizacdo sendo esta dividida em duas
categorias: alto risco (lingua e soalho) e baixo risco (demais localizagées) (Liu
e Klein-Szanto, 2000). A graduacgao histologica foi realizada de acordo com o
critério de De Paula e Gomez (2001).

As amostras foram classificadas, quanto ao grau displasia, baseando-se
nas alteragdes descritas no quadro 1. De acordo com o grau de acometimento
€ com a presenca ou auséncia de projecdes epiteliais, as lesées foram
classificadas como apresentando auséncia de atipia (hiperceratose), atipia

epitelial discreta, atipia epitelial moderada ou atipia epitelial severa (Quadro 2).

37



Quadro 1 — Caracteristicas histolégicas de atipia epitelial (De Paula e Gomez,

2001)
Pleomorfismo nuclear e celular; Hipercromatismo nuclear;
Nucléolos proeminentes e irregulares; Alteragao na relagao nucleo-citoplasma;

Aumento do numero de figuras de mitose; | Figuras de mitose atipicas;

Alteracdo na polarizacdo da camada | Duplicagcdo da camada basal;

basal;

Ceratose intraepitelial;

Perda da estratificacao;

Projecdes epiteliais em forma de gota.

Quadro 2 — Graduacao histoldgica das leucoplasias (De Paula e Gomez, 2001)

Graduacao Histoldgica

Critério de Classificacao

Hiperceratose

(auséncia de displasia)

Auséncia de alteragdes morfolégicas ou presenca de

apenas uma alteragéo

Atipia Discreta

Presenca de duas ou mais alteracbes morfoldgicas
restritas s camadas inferiores do epitélio

Atipia Moderada

Presenga de duas ou mais alteragbes morfolégicas
acometendo metade da espessura do epitélio ou
presencga de projecdes epiteliais em forma de gota

Atipia Severa

Presenca de duas ou mais alteracbes morfoldgicas
acometendo mais da metade do epitélio
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5.2) Técnica imunoistoquimica

As reagbes imunoistoquimicas foram realizadas através da técnica
streptoavidina / biotina. As reacdes para as trés proteinas (EGFR, Ki-67 e p27)
foram realizadas no Laboratério de Imunoistoquimica da Faculdade de
Odontologia da UFMG, utilizando-se a técnica manual.

As reagbes foram feitas em cortes histolégicos de 4 micrometros de
espessura, estendidos sobre laminas de vidro previamente gelatinizadas.

Os cortes histolégicos foram desparafinizados inicialmente em estufa
(FABBE-PRIMAR), depois imersos em dois banhos de xilol sendo o primeiro de
30 minutos dentro de estufa e o segundo de 15 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida foram reidratados em cadeia decrescente de etanol
(100%, 90% e 70%) e imersos por 10 minutos em solucdo de hidréxido de
amodnio a 10% em etanol a 95% para remocao de pigmentos formélicos e
lavados em cinco banhos de agua destilada.

O protocolo da recuperacao antigénica esta descrito na tabela 1.

O bloqueio da atividade de ligacdo a avidina enddgena foi realizado de
acordo com o proposto por Miller et al. (1999). Para a inibicdo da peroxidase
endogena os cortes foram submetidos a dois banhos de 15 minutos em
solucao de peroxido de hidrogénio 10% para o EGFR e Ki-67 e dois banhos de
10 minutos em solucao de peréxido de hidrogénio 10% em metanol para o p27,
sendo todos seguidos de lavagem em 5 banhos de dgua destilada.

Todas as incubacdes descritas a seguir foram precedidas de trés banhos
de solucdo tampdo TRIS-HCI pH = 7,4 (Hidroxi-metil-aminometano- acido
cloridrico) de cinco minutos cada.

Os cortes foram incubados no anticorpo primario anti-EGFR (Zymed,
San Francisco, CA, USA) diluidos em BSA e nos anticorpos anti-Ki-67 (Dako,
Carpinteria, USA) e anti-p27 (Dako, Carpinteria, USA) diluidos em Tris-HCI. As
diluicbes, tempo e temperatura de incubacado estdo descritos na tabela 1. Para

a incubacao do anticorpo secundario e complexo terciario foi utilizado o do kit
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LSAB+ (Dako, Carpinteria, USA) sendo cada uma das incubacdes feita por 30

minutos a temperatura ambiente.

A revelacdo da reacdo foi feita com tetrahidrocloridrato de
diaminobenzidina (DMBA) (Sigma Chemical Co. St. Louis, USA) sélida diluida
em tampao TRIS-HCI pH = 7,4 em per6xido de hidrogénio 10% por 3 minutos.
Seguiu-se com lavagem dos cortes em um banho de TRIS-HCI pH = 7,4
seguidos de cinco banhos em agua destilada.

A contra coloragao foi feita com solu¢do de hematoxilina de Mayers por
40 segundos, seguida por uma lavagem em solucdo aquosa de hidréxido de

amonio e cinco banhos de agua destilada.

Posteriormente os cortes foram desidratados em solugbes com
concentracdes crescentes de etanol, diafinizados em xilol e montados com

laminulas de vidro em Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, USA).

40



TABELA 1

Anticorpos primarios empregados e seus respectivos tratamentos para a
recuperacao antigénica, diluicdo, tempo e temperatura de incubacgéo

Tratamento para a

Clone - N Diluicao Tempo e temperatura
recuperacao antigénica de incubacio
. Estufa 18 horas em temperatura
EGFR 31G7 (30 minutos a 37°em solugdo 1:100 :
. ambiente
de pepsina)
Pressao

Ki-67 Mib-1 (20 minutos pressdo 1 em  1:100 0 Norasem temperatura

solugéo de acido citrico) ambiente
Presséo
p27 SX8536 (20 minutos pressdo 1 em 1:150 18 horas a 4°C

solugéo de TRIS/EDTA)

Controles negativos consistiram na omissao do anticorpo primario. Como
controle positivo, foram utilizados cortes de hiperplasia fibrosa sabidamente
positivos para as proteinas Ki-67 e EGFR e de tonsila palatina para o p27.

5.3) Analise da imunomarcacao

Os casos foram posteriormente avaliados em microscopio éptico de luz

em aumento de 400x (Axiostar, Zeiss).

A andlise da expressao do EGFR foi feita na membrana celular sendo
considerada positiva a coloracdo acastanhada da mesma. A classificacao foi

feita por indices que variaram de 0 a 4 (Diniz-Freitas et al., 2007):
0 — sem marcac¢ao ou marcacao inferior a 10% da extensao total do epitélio

1 — marcacao fraca, homogénea ou nao, superior a 10% da extensao total do
epitélio

2 — marcagao moderada, homogénea ou nao, superior a 10% da extenséo total
do epitélio
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3 — marcacéo intensa, homogénea ou nao, superior a 10% da extensao total do
epitélio

A partir desses indices foi estabelecido um grau de marcacao, sendo

considerados negativos os indices 0 e 1 e positivos os indices 2 e 3.

Para o Ki-67 e p27 foram consideradas como positivas as células que
apresentaram nucleos de coloracdo castanha, como resultado da precipitagao
da DMBA. As células com nulcleos de coloracdo azul, coradas pela
Hematoxilina de Mayers foram consideradas negativas. O objetivo final dessa
analise foi a geracdo de um indice de contagem para cada estrato epitelial.
Estes indices foram estabelecidos a partir da contagem do nimero de células
positivas em 500 células para cada camada do epitélio. As camadas epiteliais
consideradas foram as seguintes (Liu e Klein-Szanto, 2000; Takeda et al.,
2006):

Basal — todas as células em contato com a membrana basal
Parabasal — duas camadas imediatamente superiores a camada basal
Suprabasal — demais camadas do epitélio

Um indice total foi obtido a partir somatdria das células positivas e
negativas obtidas na contagem de cada um dos estratos epiteliais, totalizando
1500 células. A partir do indice total foi obtido um grau de marcagao com ponto
de corte em 20%, sendo considerados positivos 0s casos com indice = 20%
(Srinivasan e Jewell, 2001; Montebugnoli et al., 2008). Esse resultado
dicotomizado foi utilizado na analise da imunomarcacao do Ki-67 e p27 com o
EGFR. Para as demais analises envolvendo o Ki-67 e p27 foi utilizado o indice
percentual de células positivas em cada estrato epitelial.

Para todas as andlises foram usadas siglas para identificar a proteina e
o estrato epitelial estudado. A primeira parte da sigla se refere a proteina
avaliada, a segunda ao estrato epitelial e a terceira em relacdo ao percentual
de marcacdo. Exemplo: KiBPerc — indice percentual de positividade na camada
basal para o Ki-67; p27TPerc — indice percentual de positividade total do

epitélio para o p27.
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5.4) Analise Estatistica

A existéncia de associacao entre o grau de marcacao para o EGFR com
a localizacado e o tabagismo foi avaliada pelo teste qui-quadrado de Pearson
(X?). A associacao entre o EGFR e o grau de atipia foi avaliada pelo teste exato
de Fisher.

A associacao entre a positividade para o Ki-67 e p27 (220%) e o grau de
marcacdo para o EGFR foram pesquisados através do teste X2 ou do teste
exato de Fisher.

Para avaliar a existéncia de diferenca na atividade proliferativa entre as
diversas camadas epiteliais em lesdes de diferentes graus foram utilizados os
indices percentuais de Ki-67 e p27.

Apo6s o teste Shapiro-Wilk para se verificar a distribuicdo dos dados,
foram realizadas ANOVA e o teste de Kruskal-Wallis. Para analise da
associagao dos indices de p27 com o grau de atipia utilizou-se o teste Post Hoc
de Tukey e Mann-Whitney, com correcao de Bonferroni.

O programa estatistico utilizado foi o SPSS v.15 (SPSS Inc; Chicago, IL,
USA). O nivel de significancia utilizado foi p < 0,05 e 0,016 apenas para a
correcao de Bonferroni.

5.5) Aspectos éticos e legais

O projeto foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-MG), obedecendo ao exigido
pela legislagao brasileira, conforme as resoluges CNS n® 196/96 e 347/05 do
Conselho Nacional de Saude sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, tendo sido aprovado, ETIC 48/08
(Anexo 3).
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6) RESULTADOS
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6.1) Caracterizacao da amostra

Dos 48 casos de leucoplasia bucal selecionados, 20 eram pacientes do
género feminino e 28 do género masculino, sendo a média de idade 53 anos. O
paciente mais jovem apresentava 24 anos e o mais velho 78 anos. Em relacéo
ao tabagismo, 30 casos eram fumantes e 18 ndo fumantes. Em relacédo a
localizacdo, 34 apresentavam-se em areas de baixo risco e 14 de alto risco.
Quanto a graduacao histolégica, 5 casos foram classificados como
hiperceratose, 23 como atipia epitelial discreta, 20 como atipia epitelial
moderada e nenhum caso como atipia epitelial severa (Anexo 1) (Figura 1A).

6.2) Analise descritiva da imunomarcacao

A imunomarcacao para o EGFR mostrou-se negativa em 18 casos e
positiva em 30 casos. A imunomarcacdo foi avaliada pela coloracédo
acastanhada ou marrom na membrana celular, embora alguns casos também
tenham apresentado uma coloracao citoplasmatica. A intensidade de marcacao
também apresentou variacdo entre as amostras. Os casos que exibiram
imunomarcacado de coloragdo castanho claro foram considerados negativos,
enquanto que as intensidades mais escuras, tendendo a coloragdo marrom
foram consideradas positivas. Todos os 30 casos positivos para o EGFR
mostraram positividade nas camadas basal e suprabasais, sendo 26 casos
com imunomarcacao se estendendo até a camada espinhosa, ainda que
focalmente e 4 se apresentaram com imunomarcagdo alcangando até a

camada granulosa (Figura 1B).

Os graus de marcacgao para o EGFR, p27 e Ki-67 e os dados relativos a
atipia, tabagismo e localizacdo para cada um dos 48 casos estdo descritos na

tabela 2. Os dados descritivos de cada caso estao no anexo 2.

Nao foi encontrada associacdo estatisticamente significativa entre a
expressdao de EGFR e o tabagismo e grau de atipia epitelial. Foi encontrada
associagcao estatisticamente significativa entre o0 EGFR e a localizagdo das

leucoplasias. Lesdes em areas de alto risco apresentaram maior tendéncia a
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expressao do EGFR, sendo que 85% das 14 lesbes em é&reas de alto risco

apresentaram-se positivas para esse anticorpo.

O EGFR néao apresentou associacao estatisticamente significativa com o
Ki-67 quando considerado o epitélio como um todo, nem quando avaliado para
cada camada epitelial.

A positividade para o Ki-67 foi avaliada pela imunomarcagdo de
coloragao acastanhada ou marrom e restrita ao nucleo em todos os estratos
epiteliais. A imunomarcacao para o p27 também se apresentou com coloracao
acastanhada e restrita ao nucleo nas camadas parabasal e suprabasal. Dois
casos nao apresentaram células positivas na camada basal e nenhum caso
apresentou-se com mais de 20% de células imunopositivas na camada basal
para o p27 (Figuras 1C e 1D).

A associacdo do EGFR com o p27 mostrou-se estatisticamente
significativa quando avaliado o epitélio como um todo, embora ndo tenha sido
observada associacao entre o EGFR e o grau de marcacao para as camadas
parabasal e suprabasal. Nenhum caso apresentou-se com marcacao acima de
20% para o p27 na camada basal, portanto, ndo foi feita analise estatistica
entre o grau de marcacao o p27 na camada basal e o EGFR.
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FIGURA 1

Figura 1A — Cortes histoldgicos de atipia moderada, mostrando projegdes epiteliais em forma
de gota (HE, 414X).

Figura 1B — Expressao imunoistoquimica do EGFR, pela Streptoavidina-biotina (215X)

Figura 1C — Expressdo imunoistoquimica do Ki-67, pela Streptoavidina-biotina (215X),
apresentando imunomarcacao restritas a camada basal e parabasal.

Figura 1D - Expressdo imunoistoquimica do p27, pela Streptoavidina-biotina (214X),
apresntando imunomarcagao positiva para as camadas mais superiores do epitélio.
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TABELA 2

Associagao da imunoexpressao do EGFR com caracteristicas clinicas,
graduacao histoldgica e proliferagao celular

EGFR Valor p
Negativo Positivo
Tabagismo
Nao Fumante 4 14 0,090*
Fumante 14 16
Localizacao
Baixo risco 16 18 0,033*
Alto risco 12
Graduacao histologica
Hiperceratose 2 3
Atipia Discreta 14 1,000°
Atipia Moderada 13
Grau de marcacao para Ki-67
Total de células com marcacao=220% 12 19 0,815*
Total de células com marcacao<20% 11
Grau de marcacao para Ki-67
Basal com marcacao 220% 13 20 0,688*
Basal com marcacao<20% 13
Grau de marcacao para Ki-67
Parabasal com marcacao 220% 17 30 0,375°
Parabasal com marcacao<20% 1 0
Grau de marcacao para Ki-67
Suprabasal com marcacgao 220% 1 1 1,000°
Suprabasal com marcacao<20% 17 29
Grau de marcagao para p27
Total de células com marcac@ao220% 13 12 0,031*
Total de células com marcagao<20% 18
Grau de marcacgao para p27
Basal com marca¢cao<20% 18 30 a
Grau de marcagao para p27
Parabasal com marcacao 220% 2 0,624°
Parabasal com marcacao<20% 16 28
Grau de marcagao para p27
Suprabasal com marcacao 220% 17 27 1,000°
Suprabasal com marcacao<20% 1 3

*Teste qui-quadrado Pearson °Teste exato de Fisher

a - ndo houve teste estatistico

48



Os indices percentuais do Ki-67 nas camadas basal, parabasal,
suprabasal e total ndo mostraram associacdo com o grau de atipia epitelial. Os
indices para p27 na camada basal também ndo mostraram associacdo. No
entanto, diferencas nos indices de p27 parabasal, suprabasal e total foram
encontradas entre os diferentes graus de atipia. No entanto, quando aplicados
os testes Post Hoc de Tukey e Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni,
apenas o p27TPerc apresentou valor de p significativo. Para as demais
variaveis nao foram identificadas diferencas entre os grupos de atipia. Dessa
forma, considera-se que apenas o p27TPerc apresentou valor de p
estatisticamente significativo (Tabelas 3 e 4).
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TABELA 3

Valores médios para o Ki-67 total e em cada estrato epitelial em relagdo aos

diferentes graus de atipia epitelial

KiBPerc* KiPbPerc* KiSbPerc* KiTPerc*
Mediana Média Mediana Mediana
Hiperceratose 15,40 38,84 6,71 19,83
Atipia discreta 22,05 43,13 7,08 23,66
Atipia moderada 34,14 37,65 6,70 25,45
Valor p 0,116 0,286 0,670 0,713
*ANOVA °Teste Kruskal-Wallis
TABELA 4

Valores médios para o p27 total e em cada estrato epitelial em relagéo aos

diferentes graus de atipia epitelial

p27BPerc © p27PbPerc* p27SbPerc* p27TPerc*
Mediana Mediana Média Média
Hiperceratose 3,77 10,61 55,63 23,582 °
Atipia discreta 2,46 7,85 49,96 22,19%
Atipia moderada 2,04 4,56 39,01 15,80°
Valor p 0,220 0,035 0,048 0,0142°

*ANOVA

‘Teste Kruskal-Wallis

Simbolos indicativos diferentes para cada valor da média para a coluna do p27TPerc indicam

diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Simbolos indicativos iguais para cada valor da média para a coluna do p27TPerc indicam

auséncia de diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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7) Discussao
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A leucoplasia € a principal lesdo potencialmente maligna da boca sendo
importante a pesquisa dos fatores associados ao risco de malignizacdo. Os
receptores c-erbB, em especial o EGFR, tém recebido atencao especial na
avaliacao de neoplasias epiteliais devido aos possiveis beneficios das terapias
moleculares de bloqueio do EGFR (Rautava et al., 2008).

No presente trabalho avaliou-se pela técnica de imunoistoquimica a
expressdao do EGFR em leucoplasias bucais associando-se esta expressao ao
tabagismo, localizacdo das lesdes, atipia epitelial e proliferacao celular, sendo
o ultimo representado pelo Ki-67 e p27.

Para se avaliar a associacao entre a expressao do EGFR e os dados
relacionados a leucoplasia, foi necessario, inicialmente, fazer a caracterizagéao
da nossa amostra. A mesma foi composta por 48 casos de leucoplasia bucal,
todos pertencentes ao arquivo do Laboratério de Patologia Bucal e Maxilofacial
da Faculdade de Odontologia da UFMG. Quanto ao género e idade, foram
incluidos 20 mulheres e 28 homens, com média de idade de 53 anos. Bouquot
e Whitaker (1994) e Greer (2006) descreveram em seus trabalhos que a idade
de maior prevaléncia da leucoplasia € acima dos 40 anos, acometendo mais o
género masculino que o feminino. No estudo realizado por Werkmeister e
Brandt (1999), a amostra utilizada constava de 2,3 homens para cada mulher,
sendo a amostra composta de 13 pacientes, com média de idade de 54 anos.
Este trabalho encontra-se dentro do proposto na literatura quanto ao género e
a média de idade dos pacientes. No entanto acredita-se que as amostras
possam variar em alguns estudos dependendo do objetivo da pesquisa e do
local ou centro de coleta da amostra. Por exemplo, casos coletados em
hospitais de referéncia na saude da mulher, provavelmente apresentardo um
namero muito maior de casos acometendo o género feminino do que o
masculino. Kleinman et al. (1991) em seu trabalho ressaltaram a importancia
da metodologia e selegcdo da amostra, explicitando trabalhos epidemiol6gicos

em leucoplasias realizados com amostras tendenciosas.

A pesquisa de biomarcadores que indicam com maior precisdo o risco
de transformagdo maligna das leucoplasias tem sido objetivo de trabalhos
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variados (Birchall et al., 1997; Duarte et al., 2008; De Paula e Gomez, 2001;
Fong et al., 2008).

O EGFR faz parte de uma familia de receptores de transmembrana, com
atividade tirosina quinase cuja ativacédo leva ao crescimento e diferenciacédo
celular normal, desempenhando também um papel na oncogénese (Rautava et
al., 2008). Estudos realizados por Laimer et al. (2007) utilizando a
imunoistoquimica demonstraram que o EGFR estava superexpresso em 73,4%
da amostra de CCEB. Nos estudos realizados por Diniz-Freitas et al. (2007) os
autores encontraram auséncia de marcacgao para o EGFR em 2,1% dos CCEB,
imunomarcacao fraca em 23,4% dos casos € imunomarcacao moderada ou
forte em 74,5% dos CCEB. Nagatsuka et al. (2001) encontraram o gene EGFR
amplificado em 20% dos CCEB estudados.

No presente trabalho, dos 48 casos de leucoplasia, 18 (37,5%)
apresentaram-se negativos para o EGFR e 30 (62,5%) positivos para o EGFR,
diferindo de outros autores (Srinivasan e Jewel, 2001; Rautava et al., 2008).
Quando este resultados sdo comparados aos encontrados por Srinivasan e
Jewel (2001), podemos inferir que essa diferenca possa ter ocorrido em fungao
do ponto de corte utilizado. Uma vez que os autores citados acima néao
descreveram qual porcentagem de imunomarcacao seria considerada positiva
para seus casos, podemos imaginar uma porcentagem muito baixa ou até
mesmo uma auséncia de ponto de corte. Nao ha um consenso na literatura
quanto ao valor desse ponto de corte. Galizia et al. (2006) em um estudo com
EGFR em céancer de célon utilizaram um ponto de corte de apenas 1%.
Acreditamos que o ponto de corte de 10% utilizado em neste trabalho como
proposto por Diniz-Freitas et al. (2007) seja um bom valor. Este sistema foi
utilizado em outros trabalhos na literatura para analise do EGFR em CCEB,
sendo também consideradas negativas as amostras com marcagao para o
EGFR inferior a 10% (Rautava et al., 2008).

Os achados relativos ao EGFR em leucoplasias sdo escassos na
literatura e os resultados nao conclusivos (Srinivasan e Jewel, 2001; Rautava

et al., 2008; Nagatsuka et al., 2001). Além disso, de um modo geral, os autores
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apresentaram apenas o resultado da andlise comparativa entre os casos de
leucoplasia e o controle ou entre a leucoplasia e o CCEB, sem no entanto
caracterizar a amostra em relacdo a quantidade de casos positivos para o
EGFR. Srinivasan e Jewel (2001) foram dos poucos autores que descreveram
a amostra estudada. No trabalho os autores encontraram que os 17 casos de
leucoplasias avaliados (100% da amostra), apresentaram-se positivos para o
EGFR. Os autores descreveram que a andlise da imunoexpressao foi feita
através de imagem digitalizada, que abrangia uma margem especifica de pixels
e uma determinada resolucao, mas nao descreveram qual a porcentagem de
pixels usada como ponto de corte para se considerar uma lamina positiva ou
negativa. Rautava et al. (2008) observaram a imunomarcacao para o EGFR em
leucoplasias em aproximadamente metade da amostra (o total de casos
constava de 23 leucoplasias), sendo negativas as imunomarcacdes inferiores a

10% do epitélio.

Um outro fator que pode relacionar-se a diferencas de imunomarcagao
das lesdes, é a diferenca de tamanho entre as amostras. A selecdo adequada
de casos retirados de arquivos muitas vezes torna-se um ponto de limitagdo do
estudo, uma vez que muitos casos sao perdidos por auséncia de informacao
nas fichas, tamanho das amostras parafinizadas ou mesmo auséncia das

mesmas.

Sao poucos os trabalhos em leucoplasia que trazem o ponto de corte
utilizado na andlise da imunomarcacdo. Rautava et al. (2008) utilizaram o
mesmo ponto de corte que este estudo (10%). No entanto a diferenca de
resultados da imunoexpressao do EGFR pode ter ocorrido pela diferenca entre
as amostras de cada trabalho. Enquanto o presente estudo avaliou 48 casos, a
amostra dos autores constou apenas de 23 casos de leucoplasia, quase a
metade desta amostra. Além disso, 0s autores nao incluiram no trabalho casos
de hiperceratose, mas apenas casos com atipia leve, moderada ou severa.
Acreditamos que amostras muito pequenas podem ser insuficientes para
avaliacao das diferencas entre grupos. Além disso a omissdo de um grupo em
que a alteracdo estudada € gradativa entre eles pode mascarar o resultado

(Wang et al., 2002).
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O primeiro critério avaliado em relacdo ao EGFR foi a atipia epitelial. A
atipia epitelial foi, por muitos anos, considerada como o mais importante fator
preditivo da transformacao maligna em leucoplasias (van der Wall et al., 1997;
Werkmeister e Brandt, 1999) e alguns trabalhos ainda hoje consideram a
displasia como um importante fator preditivo de malignidade (Duarte et al.,
2008; Thomson et al., 2008 Montebugnoli et al., 2008). No entanto, em termos
praticos, apesar de importante, a validade da graduacao é questionavel (Reibel
et al., 2003; Holmstrup et al., 2006). Ainda que leucoplasias com atipia
moderada ou severa tenham maior chance de transformacdo maligna (van der
Wall et al., 1997; Liu e Klein-Szanto, 2000) a malignizacdo também pode
ocorrer em lesdes sem atipa (Shin et al., 1994; Reibel, et al., 2003 Teresa et
al., 2007; Montebugnoli et al., 2008).

Além disso, a avaliacdo da atipia é subjetiva, podendo haver
discordancia entre os avaliadores quanto ao grau de atipia epitelial (Pindborg et
al., 1985; Abbey et al., 1995; Abbey,et al., 1998; Reibel et al., 2003).

Neste trabalho os 48 casos da amostra foram divididos quanto a
graduacdo histoldégica da seguinte forma: 5 casos classificados como

hiperceratose, 23 casos como atipia discreta e 20 como atipia moderada.

A distribuicdo dos casos quanto ao grau de atipia difere mesmo entre
trabalhos que avaliaram amostras de tamanho similar, em especial quanto a
prevaléncia da atipia severa. Saito et al. (1999) encontraram entre, 57 casos,
11 (19,30%) com atipia severa, enquanto que Takeda et al. (2006) encontraram
13 (30,26%) casos de atipia severa em uma amostra de 43 lesées. Além da
subjetividade, outros fatores associados a caracteristica da amostra (género,
localizacéo e tabagismo) devem ser considerados para explicar essa diferenca.

Este trabalho procurou avaliar a associacdo da proliferacdo entre a
graduacao histologica de atipia e a expressao do EGFR. Da mesma forma que
Rautava et al. (2008), ndo foi encontrada associacao entre o grau de atipia e a
positividade para o EGFR. Isso talvez reforce o fato de que as alteragdes
histol6gicas, sozinhas, ndo possam ser consideradas indicadores confiaveis de

transformacao conforme sugerido em trabalhos anteriores.
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Por outro lado, as alteragdes na expressdao do EGFR talvez ndo sejam
tdo significativas nesta fase da carcinogénese. As alteracdes induzidas pela
superexpressao deste receptor talvez estejam sendo equilibradas por fatores
que buscam proteger o epitélio contra a transformacao maligna (Kdévesi e
Szende, 2006) ou ainda o processo de cancerizagdo pode estar sendo
orquestrado por outros genes comprovadamente associados com as chances

de transformacao maligna da leucoplasia (Duarte et al., 2008).

O desenvolvimento da leucoplasia tem sido fortemente associado ao
consumo do cigarro (Moreno-Lopez et al., 2000; Hashibe et al., 2003) ainda
que haja discordancia (Holmstrup et al., 2006) e faltem estudos que avaliem o
real impacto da interrupcao do habito de fumar sobre o risco de transformacéao
maligna da leucoplasia (Lodi e Poter, 2008; Roosaar et al., 2007).

Alguns trabalhos também sugerem que o consumo do cigarro possa
estimular a proliferacdo celular pela via do EGFR, especialmente através do
estimulo a sintese e liberagédo dos ligantes do EGFR (Du et al., 2005; Du et al.,
2007; Brown e Kane, 2006), em especial, a anfirregulina (Du et al., 2005).

Neste trabalho ndo se encontrou uma relagdo de associacdo entre o
EGFR e o consumo do tabaco nos pacientes com leucoplasia bucal. Um fator
nao analisado e que pode ter interferido nesta associacdo € a capacidade de
degradacao dos metabdlitos do cigarro pelas células epiteliais. Em geral, estes
metabdlitos sao detoxificados pelas GSTs (Glutationa S-Transferase) tornando-
se inativados e sendo eliminados do organismo. Em pacientes com
leucoplasias, apesar de o polimorfismo existir, em relacdo aos genes dessas
enzimas (Duarte et al., 2008), ndo se pode dizer com precisao até que ponto
houve alteracdo nesse processo de detoxificacdo. Pode ser que a acado desta
enzima em pacientes com leucoplasia reduza os metabdlitos do cigarro a niveis
insuficientes para estimular a producédo de ligantes do EGFR. A quantificacdo
do consumo de tabaco pelos pacientes, também nao foi analisado no presente
estudo. Talvez a quantidade de tabaco consumida possa interferir na
capacidade de neutralizacdo dos metabdlitos do cigarro.
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O fato de alguns trabalhos mostrarem a relacdo do cigarro com
alteracoes celulares (Du et al., 2005; Du et al., 2007), outros evidenciarem a
superexpressdao do EGFR em CCE (Shin et al.,, 1994) e o presente trabalho
nao encontrar a relacdo do EGFR com o tabagismo, ndo descarta a hip6tese
de que o tabaco pode relacionar-se a acumulos genéticos celulares
necessarios ao processo de malignizacdo. O aumento da transcricido da
anfirregulina ocasionada pelo cigarro, levando a estimulagdo do EGFR, sugere
que outros trabalhos sdo necessarios para elucidar essa associacao.

Diversos estudos apontam as regides de soalho bucal e lingua como
sendo os de maior risco para a transformacao maligna das leucoplasias (Van
der Waal et al.,, 1997; Liu e Klein-Szanto, 2000; Van der Waal et al., 2000;
Reibel, 2003; Greer, 2006; Lee et al., 2006). Ainda que outros estudos incluam
outras localizagbes (Bouquot e Whitaker, 1994; Van der Waal et al., 2000;
Zhang et al., 2001) nenhum deles exclui lingua e soalho bucal sendo que,
dessa forma, as duas regides sao pontos comuns entre todos os trabalhos.
Além disso, trabalhos mostram que essas regides de lingua e soalho bucal sao
as de maior incidéncia de CCEB (Scully e Poter, 2000), apresentando um pior
prognéstico para o CCEB do que as demais localizagoes (Greer, 2006) e que
essas duas regioes estdo mais expostas aos carcindgenos diluidos na saliva
do que as outras regides da boca (Reibel, 2003). Assim, no presente trabalho
também foram consideradas as lesdes de lingua e soalho bucal como lesdes

de alto risco e aquelas nas demais localizagées como baixo risco.

A associacdo encontrada no nosso trabalho entre o EGFR e a
localizagdo pode reforgar esta idéia, podendo realmente indicar um maior
potencial de malignidade para as lesdes localizadas em lingua e soalho bucal.

Apesar de Rautava et al. (2008) ndo terem encontrado associagcao entre
a expressao de receptores c-erbB e o epitélio de origem das leucoplasias,
hipotetizou-se que nas regides de soalho bucal e lingua, por serem regides
muito vascularizadas e permeaveis aos carcindégenos, possa haver uma maior
estimulacao dos receptores c-erbB por estas substancias, levando a sua maior
expressdo. Reibel (2003) reforca essa idéia sugerindo que essas areas sao
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consideradas como de maior permeabilidade e, além disso, a lingua e soalho
sao as regides ficam expostas por mais tempo ao carcindbgenos do cigarro que
se diluem na saliva. Além disso, pode-se hipotetizar também que essas regides
nao proporcionam barreiras fisicas que dificultem a proliferacdo celular e

crescimento da lesao.

Zhang et al. (2001) apontam em seu estudo que as regides
consideradas como sendo de alto risco apresentam maior perda de
heterozigosidade em genes relacionados a supressao tumoral do que regidoes
de baixo risco. O presente trabalho nao apresentou como objetivo o estudo
genético relacionado as leucoplasias, mas acredita-se que trabalhos voltados
para a biologia molecular sdo de extrema importancia para uma melhor

compreensao desta associacao.

Alteracdes na atividade proliferativa de leucoplasias podem anteceder as
alteragbes histopatoldégicas de atipia e informar sobre os riscos de
transformacdo maligna (Liu e Klein-Szanto, 2000). No presente trabalho
verificou-se a associagdo do Ki-67 ao EGFR e com os diferentes graus de

atipia epitelial.

Embora o0 EGFR e o Ki-67 sejam ambos marcadores de proliferacéo
celular, eles atuam por diferentes vias da proliferacdo e poucos sdo os estudos
que avaliam leucoplasia e esses dois marcadores. Rautava et al. (2008) em
seu trabalho ndo encontraram correlagdo entre o EGFR e o Ki-67 em
leucoplasias. Neste estudo ndo foi encontrada associagdo entre os indices de
marcacao para o Ki-67 e o EGFR. Desta forma sao necessarios mais estudos

sobre 0 assunto uma vez que ainda sdo escassos na literatura.

Alguns estudos também avaliaram as diferencas epiteliais entre as
varias graduacoes histolégicas pela imunomarcacao para o Ki-67. Teresa et al.
(2007) encontraram diferenga entre os indices de Ki-67 nas diferentes
graduacdes histolégicas de atipia em leucoplasias. No entanto, os autores
compararam a graduacao dividindo as amostras em dois grupos, um sem
displasia e outro com displasia, formado por hiperceratoses com atipia epitelial

leve, moderada e severa.
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Rautava et al. (2008) também relataram encontrar diferencas na
proliferacao celular entre as diferentes graduacdes histolégicas de atipia em
seu trabalho. No entanto, entre as leucoplasias os autores nao incluiram casos
de hiperceratose.

Thomson et al. (2008) encontraram diferengas significativas entre a
atipia moderada e atipia severa para o Ki-67.

O presente trabalho nao encontrou associacdo entre o Ki-67 e a
graduacao histolégica. Talvez este resultado tenha sido diferente dos outros
autores em funcédo da diferenca na distribuicdo dos casos em cada grau de
atipia (Teresa et al., 2007; Rautava et al., 2008) principalmente pela auséncia
de casos com atipia epitelial severa em nossa amostra. Talvez, a avaliacdo do
Ki-67 entre os extremos da graduacao torne mais perceptivel a diferenca de
proliferacao celular entre as diferentes graduacdes histoldgicas.

Apesar da auséncia de associagdo mostrada neste trabalho, acredita-se
que o Ki-67 pode ser util nos estudos de proliferagéo celular em leucoplasias.
Esta relacdo entre a graduacao histolégica da leucoplasia e a imunomarcacao
para o Ki-67 ja foi evidenciada em diversos trabalhos (Takeda et al., 2006;
Gonzalez-Moles et al., 2000; Saito et al., 1999; Jordan et al., 1998), sugerindo

que o Ki-67 possa ser usado como um bom marcador de atividade proliferativa.

O p27 é um inibidor quinase dependente de ciclina (CDKI) que inibe a
proliferacao celular e induz a apoptose. O p27 é uma das CDKIs que regula as
CDKs, impedindo que elas induzam a fosforilacao necessaria a progressao do
ciclo celular (Jordan et al., 1998). A Cdk2 é uma proteina que se torna ativada
na fase G1 e atua na fosforilacdo da p27 na regiao Thr187, criando uma regiao
de interagdo entre a p27 e a Skp2, uma proteina ubiquitina-ligase. Essa
proteina ubiquitina a p27, permitindo a degradagcdo da mesma. Quando a
fosforilacdo ou ubiquitinizagdo ndo sao eficientes, nao ha degradacao da p27.
Dessa forma, as células mantém-se fora do ciclo celular, impedindo que as
células passem de G1 para S (Besson et al., 2006; Lee e Kay, 2007). No
entanto, parece existir outra populacdo de p27 que atua impedindo que as

células passem da fase GO para G1. Nessa fase a fosforilagdo da p27 ocorre
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na regiao Ser10 e parece ser independente da via da ubiquitina, representada
pela Skp2 (Lee e Kay, 2007). Alguns trabalhos relatam reducdo na expressao
do p27 em leucoplasias bucais quando comparada com epitélio normal e com o
CCEB (Tsuzuki et al., 2003). Estes autores encontraram ainda que a expressao
do p27 no CCEB diminui com o agravamento da neoplasia.

Em trabalhos experimentais tém demonstrado que a administracao de
inibidores de tirosina quinase para o EGFR (Gefinitib) leva a uma inibicdo da
proliferacao celular neoplasica por estimulo do aumento de p27 e a redugéao na
unidade ubiquitina-ligase, a Skp2 (Shintani et al., 2007).

Outro estudo utilizando um inibidor do EGFR, o Iressa (ZD1839),
também encontrou que esta droga induz a parada celular na fase G1, pelo
aumento do RNAm da p27 e também relacionaram o p27 a Skp2 (Lee et al.,
2007 B).

Ben-lzhak et al. (2005) demonstraram uma associacao entre a alta
expressao do Her-2 e os baixos niveis de p27. A redugado nos niveis de p27
tem sido atribuida a uma degradagcado aumentada da via da ubiquitina. A Skp2 é
uma subunidade da ubiquitina E3, que se liga ao p27 e a leva a degradacéo.

Observou-se, neste estudo, uma associacdo entre a expressdao do
EGFR e os indices de p27 quando avaliado o epitélio como um todo. Embora
nao tenha sido estudada a relacao entre EGFR, p27 e Skp2, o resultado vem
de acordo com os resultados de Shintani et al. (2007) e Lee et al. (2007 B).
Essa associacao parece indicativa de que altos niveis de EGFR podem levar a
um aumento na proliferagdo celular por uma ag¢do sobre um dos inibidores do

ciclo celular, o p27.

O p27 ja foi previamente avaliado em leucoplasias bucais. Kdvesi e
Szende (2006) encontraram diferencas entre a expressdao do p27 entre
diferentes tipos clinicos de leucoplasias. Saito et al. (1999) também
observaram uma diminuicdo da expressdao do p27 com o aumento da
proliferacao celular. Jordan et al. (1998) também encontraram uma diminui¢ao
da imunomarcagao do p27 com o aumento da atipia epitelial.
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Foram encontradas diferencas nos indices para p27 nos diferentes graus
de atipia com significancia estatistica entre os casos de atipia discreta e
moderada. Observou-se que a média e a mediana da imunomarcagao para o
p27 diminuiram com o aumento da graduacgao histologica. Ou seja, a medida
que a graduagcdo histolégica aumenta, menor é a expressao de p27,
mostrando, portanto, uma maior capacidade de proliferacao celular.

Os resultados deste trabalho ndo permitem propor o EGFR como
marcador da transformacdo maligna em leucoplasias. No entanto, aponta
caminhos que devem ser melhor investigados, tais como a associacdo do
tabaco com o EGFR e com a proliferacao celular, a associacdo do EGFR com
0 p27 e suas vias proteoliticas. No futuro, o melhor entendimento destas
questbes podera levar a novas estratégias terapéuticas no manejamento das
lesbes cancerizaveis, talvez incluindo os inibidores do EGFR.
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8) Conclusoes
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A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir:

1) EGFR estd expresso em leucoplasias independentemente do grau

histolégico de atipia.

2) A expressao do EGFR nas leucoplasias avaliadas ndo mostrou associagéo
com o tabagismo.

3) Parece haver uma maior expressdao do EGFR em leucoplasias localizadas

em lingua e soalho bucal.

4) Nao foi encontrada uma relacao entre a expressdo do EGFR e Ki-67 em

leucoplasias bucais.

5) Foi encontrada uma associacao entre EGFR e p27 sendo que, o maior
namero de casos positivos para o p27 foram encontradas entre as lesdes
negativas para o EGFR.

6) Nesta amostra, a proliferacdo celular avaliada pelo Ki-67 nao esteve

associada a atipia epitelial.

7) Nesta amostra, os indices de p27 mostraram associacdo com a atipia
epitelial, com tendéncia a reducao na expressao desta proteina em lesdes de

maior atipia.
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10.1) Caracterizacao da amostra quanto ao género, atipia, tabagismo,

localizacao e idade

Caso Género Atipia Tabagismo Localizacdao | Idade (anos)
1 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 65
2 Feminino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 25
3 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 49
4 Masculino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 60
5 Masculino Atipia Discreta Fumante Alto risco 52
6 Feminino Atipia Discreta Nao fumante Alto risco 42
7 Masculino Hiperceratose Fumante Baixo Risco 76
8 Masculino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 43
9 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 42
10 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 37
11 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 44
12 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 38
13 Masculino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 54
14 Masculino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 54
15 Masculino Atipia Moderada Nao fumante Alto risco 68
16 Masculino Hiperceratose Fumante Baixo Risco 49
17 Masculino Atipia Discreta Nao fumante Alto risco 56
18 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 59
19 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 32
20 Masculino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 61
21 Feminino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 48
22 Feminino Hiperceratose Fumante Baixo Risco 39
23 Feminino Atipia Discreta Nao fumante Alto risco 78
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24 Masculino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 71
25 Feminino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 45
26 Feminino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 27
27 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 51
28 Feminino Atipia Discreta Nao fumante Alto risco 72
29 Feminino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 51
30 Masculino Atipia Discreta Fumante Alto risco 40
31 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 61
32 Feminino Atipia Discreta Fumante Alto risco 53
33 Feminino Atipia Discreta Fumante Baixo Risco 45
34 Masculino Hiperceratose Fumante Alto risco 62
35 Masculino Atipia Moderada Fumante Baixo Risco 42
36 Feminino Atipia Moderada N&o fumante Alto risco 75
37 Feminino Atipia Moderada Nao fumante Alto risco 69
38 Feminino Atipia Moderada N&o fumante Baixo Risco 73
39 Feminino Atipia Discreta Nao fumante Baixo Risco 50
40 Feminino Atipia Discreta Nao fumante Baixo Risco 53
41 Masculino Atipia Moderada Nao fumante Alto risco 65
42 Masculino Atipia Discreta Nao fumante Baixo Risco 24
43 Feminino Atipia Discreta Nao fumante Alto risco 65
44 Feminino Atipia Discreta Nao fumante Baixo Risco 72
45 Feminino Atipia Moderada Nao fumante Baixo Risco 36
46 Masculino Hiperceratose Nao fumante Baixo Risco 42
47 Feminino Atipia Moderada Nao fumante Baixo Risco 60
48 Masculino Atipia Moderada Nao fumante Alto risco 52
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10.2) Caracterizacao da amostra quanto a imunomarcacao para o EGFR,

Ki-67 e p27
Caso| EGFR |KiBPerc | KiPbPerc | KiSbPerc | KiTPerc | p27BPerc | p27PbPerc | p27SbPerc | p27TPerc

1 Positivo | 26,03 33,56 14,31 24,82 2 8,1 39,03 16,89
2 Positivo | 47,29 24,26 2,09 24,94 1,13 4,56 8,46 4,68
3 | Negativo | 23,76 39,66 10,35 24,97 1,53 8,66 53,99 22,68
4 | Negativa| 19,88 45,05 5,26 23,66 2,46 13,14 46,12 22,5
5 Positivo | 37,36 45,6 12,58 31,08 0,97 7,85 56,87 21,88
6 Positivo | 12,75 33,85 7,59 16,96 2,91 3,14 44,72 18,37
7 | Negativo | 60,28 45,91 21,31 42,09 3,77 11,52 57,06 24,41
8 |Negativo| 18,01 35,06 2,14 18,26 14,18 46 35,51 32,09
9 | Negativo| 24,37 36,67 0,96 20,64 2,72 2,76 33,33 13,58
10 | Positivo | 49,33 44,54 5,42 32,99 5,36 12,87 16,79 11,67
11 | Negativa | 20,27 42,99 8,98 23,06 1,74 5,15 42,25 16,18
12 | Negativa | 76,27 45,5 7,59 42,51 2,67 7,24 64,68 26,27
13 | Negativo | 21,51 28,82 7,08 18,67 1,27 14,57 66,67 28,39
14 | Negativo | 22,05 36,12 7,66 22,2 0,17 6,16 56,65 23,01
15 | Positivo | 31,55 26,39 0,77 19,93 0 0 27,95 9,27
16 | Negativo| 154 14,57 5,76 11,72 7,02 10,61 49,2 23,15
17 | Positivo | 39,18 56,56 9,45 34,11 3,88 8,58 75,55 30,37
18 | Positivo | 19,28 30,28 9,4 19,67 4,95 7,66 53,5 21,63
19 | Negativo | 37,23 25,69 0,32 19,65 5,14 16,93 59,14 27,28
20 | Positivo | 11,05 33,4 2,63 15,72 7,23 7,99 51,98 24,1

21 | Positivo | 18,88 29,36 8,72 19,17 2,56 17,35 53,68 27,22
22 | Positivo 7,58 50,36 3,79 19,83 2,42 7,63 71,88 26,44
23 | Positivo | 11,24 40,14 55 18,8 2,89 8,56 32,34 14,31
24 | Positivo | 55,69 39,49 5,18 32,73 2,31 24,31 73,47 33,86
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25 | Negativo | 20,1 62,65 4,48 29,33 0,39 2,68 56,36 22,62
26 | Negativo 15,7 29,53 6,6 17,38 7,5 17,41 64,36 28,25
27 | Positivo | 23,46 33,4 0,79 18,05 2,76 5,1 48,34 17,92
28 | Positivo | 49,21 57,61 9,72 38,87 1,39 4,84 57,44 22,76
29 | Negativo | 56,06 60,16 9,89 40,98 9,5 28,42 74,63 37,96
30 | Positivo | 43,92 63,25 11,82 39,49 1,33 3,47 37,45 13,59
31 Positivo | 26,89 40,83 11,66 25,93 0 0,78 17,51 6,42
32 | Positivo | 88,46 54,97 6,87 48,2 5,33 16,57 50 25,15
33 | Positivo | 16,09 35,05 13,58 21,48 0,54 6,12 33,03 12,98
34 | Positivo | 30,88 55,89 6,71 30,04 6,5 20,6 69,03 32,35
35 | Positivo | 65,67 46,03 10,78 40,13 2,08 2,36 25,7 9,88
36 | Positivo | 14,95 23,51 16,21 18,11 3,53 3,94 23,11 10,74
37 | Positivo | 37,79 42,78 41 28,37 1,12 0,8 22,06 8,66
38 | Positivo | 45,81 56,12 20,81 41,98 3,18 3,36 35,8 14,35
39 | Positivo | 35,49 56,52 1,85 30,73 3,13 6,39 67,97 25,2
40 | Positivo | 43,53 32,76 0,93 25,38 6,69 6,27 38,95 17,45
41 | Negativo | 73,58 30,1 3,62 35,49 0,76 3,07 63,19 21,58
42 | Positivo | 23,63 30,38 3,35 19,56 2,04 41 25,7 10,39
43 |Negativo| 13,24 39,18 8,17 19,94 0,2 0,18 14,96 5,16
44 | Negativo | 36,41 46,48 10,31 31,92 0,38 1,44 34,78 12,98
45 | Negativo | 36,74 40,04 4,5 27,98 0,38 2,8 46,47 17,01
46 | Positivo | 13,91 27,47 17,89 19,75 2,36 3,44 31,01 11,56
47 | Positivo | 60,73 39,04 5,82 34,07 1,33 5,94 40 15,78
48 | Positivo | 18,57 51,8 14,58 27,6 3,59 4,57 58,94 23,57

76



10.3) Aprovacao do projeto de pesquisa pelo COEP / UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2, ETIC 48/08

Interessado(a): Profa. Maria Cassia Ferreira de Aguiar
DCPCO
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 2 de abril de 2008, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo
imunoistoquimica do EGFR/Her-1 em leucoplasias bucais e de sua
associagcdo com as proteinas Ki-67 e p27" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

2% via

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br
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10.4) Artigo cientifico

An investigation of the differential expression of EGFR in oral leukoplakia

Leukoplakia is a common lesion of the oral mucosa which is defined as a
white patch or plaque that cannot be characterized clinically or pathologically as
any other disease (WHO, 1978). Oral leukoplakia is the most common
precancerous lesion of the oral cavity. On biopsy, some of these may exhibit
epithelial dysplasia, one of the prognostic factors with reference to their possible
malignant transformation (Srinivasan and Jewel, 2001; Odani et al., 2006;
Roosaar et al., 2007). Other features have also been reported to be associated
with an increased risk of malignant transformation such as smoking (Saito et
al.,1999; Reibel, 2003; Hashib et al., 2003; Lee et al., 2006; Greer, 2006; Brown
e Kane, 2006; Tsao et al., 2007; Hsue et al., 2007) and location in the floor of
the mouth or / and in the tongue (Schepman e Van der Waal, 1995; Van der
Waal et al.,1997; Reibel, 2003; Greer, 2006).

Several studies have attempted to identify biomarkers that would be
useful in predicting malignant transformation. Epidermal growth factor receptor
(EGFR) is a member of a family of tyrosine kinase receptor that plays an
important role in the control of cell proliferation (Nagatsuka et al., 2001). It is
overexpressed in several types of cancers (Ruiz et al., 2007) including the oral
squamous cell carcinoma (OSCC) (Shin et al., 2004; Vairaktaris et al., 2007
Rautava et al., 2008). There is increased evidence that the high expression of
EGFR is correlated with advanced tumor stage, metastasis and poor clinical
outcome of common human cancers (Shintani et al., 2004). Previous studies
also indicated that EGFR deregulation might be a useful marker for identifying
individuals at risk of OSCC development (Shin et al., 1994; Werkmeister e
Brandt, 1999).

The exact mechanisms involved in the control of cellular proliferation
through EGFR pathway are not totally elucidated. Recently, the results of

preclinical studies targeting the EGFR have shown that tyrosine kinase inhibitor
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that blocks the EGFR tyrosine kinase activity, inhibited cell proliferation and
upregulated p27 in OSCC cells (Shintani et al., 2004, Lee et al., 2007).

The aim of the present study was to evaluate the imunoexpression of
EGFR in a sample of oral leukoplakias and its relation with the degree of oral
dysplasia, tobacco consumption, location and to the proliferation rates,
employing immunohistochemistry for Ki-67 and p27 antigens.

MATERIAL AND METHODS

Sample collection

All lesions were retrieved from the files of the Oral Pathology Service,
Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil. Clinical records of each case
were evaluated and all the cases were associated with tobacco use. All the
cases were separated according to the site (high and low risk). The specimens
were classified histopathologically into four groups according to epithelial
dysplasia (absence, mild, moderate, severe), according to De Paula and
Gomez (2001).

Immunohistochemistry (IHC)

IHC reactions for detection of EGFR, Ki-67 and p27 antigens were
performed using monoclonal antibodies clone 31G7 (Zymed Laboratories Inc.,
San Francisco, CA, UK), MIB-1 (Dako, Carpinteria, USA) and SX5368 (Dako,
Carpinteria, USA), respectively. Briefly, 4um sections were dewaxed in xilene
and hydrated with graded ethanol. Blocking of endogenous peroxidase and
avidin-biotin activity were performed (Miller et al., 1999). Different protocols of
antigen retrieval were employed. The antigen retrieval for EGFR was performed
with pepsin 10% at 37°C. For Ki-67 and p27, the sections were placed in a
steamer containing 10 um citric acid, pH=6,0 for 20 min and  Tris/EDTA,
pH=8,0 buffer, for 20 min respectively. The primary antibody for EGFR and Ki-
67 were incubated for 18H at room temperature, diluted 1:100. Antibody for p27
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was incubated for 18H at 4° C, diluted 1:150. All dilutions employed 1% bovine
serum albumine.

After washing in the Tri-HCI buffer , sections were incubated for 30
minutes at room temperature with biotinylated multi-link swine anti-goat, mouse
and rabbit immunoglobulin (LSAB Kit, Daco, Carpinteria, CA, USA)The reaction
were revealed by applying diaminobenzidine tetrahydrochloride (solid, DMBA).
The sections were counter stained with Mayer's hematoxylin and mounted in
Permount (Fisher Scientific, NJ, USA). Sections of fibrous hyperplasia were
used as EGFR and Ki-67 positive controls. Sections of normal lymph node and
tonsil were used as positive control for p27. Negative controls were obtained by

the omission of the primary antibody.

Evaluation of IHC
EGFR expression was evaluated by the extent and intensity of EGFR

imunolabeling in the cell membranes and classified in a four-point scale 0 (no
labeling or labeling <10% of epithelial cells), 1 (weak labeling, >10%), 2
(moderate labeling, >10%), 3 (intense labeling, >10%). For data analysis, these
categories were grouped into two groups, 0 (absent or weak labeling -0,1) and 1
(moderate and intense-1,2). (Diniz- Freitas et al., 2007)

The nuclear expression of Ki-67 and p27 was counted according to
epithelial layers as the basal layer (nuclei positive just above the basement
membrane), parabasal layer (nuclei positive within two layers above the
basement membrane) and suprabasal layer (nuclei positive in a more upper
layer above the parabasal layer).

The percentages of positively stained nuclei for Ki-67 and p27 in 500
epithelial cell nuclei in each layer were calculated as the labeling index (LI)
(Takeda et al., 2006).

Based in the Ki-67 and p27 expression levels in oral epithelium
(Montebugnoli et al., 2008) we decided on a cut-off value of 20%. This value
was used to the analysis of the association between EGFR with Ki-67 and p27.
For the analysis of differences of cell proliferation between grades of dysplasia
were used the mean Lls in each layer.
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RESULTS

Of the 48 cases analysed, 28 were from male and 20 were from female.
Ages ranged from 24 to 78 years, mean age 53 years. Considering the
anatomic location, 34 were on low risk site and 14 on high risk site. About the
tobacco consumption, 30 patients were smokers and 18 non-smokers. The
samples were classified histologically as 5 epithelial hyperkeratosis with

absence of dysplasia, 23 mild dysplasia and 20 moderate dysplasia.

The EGFR was detected in 30 cases. The location of staining was
membranous and involved basal and suprabasal layers. There were no
differences between different grades of dysplasia or between smokers and
nonsmokers. There were differences between leukoplakias of high and low risk
in accordance with EGFR positivity. EGFR immunoexpression showed a
difference between positive and negative cases for p27. No difference was
found to Ki-67 (Table 1).

Indices for Ki-67 did not show significant difference among the grades of
dysplasia (Table 2). In contrast, indices for p27 were different according to the
grade of dysplasia (Table 3).
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Table 1 — Expression of EGFR according to tobacco smoking, location,

epithelial dysplasia degree, and cell proliferation

EGFR p
Negative Positive | Value
Tobacco
Nonsmoking 14 0,090*
Smoking 14 16
Risk area
Low risk area 16 18 0,033*
High risk area 12
Epithelial dysplasia degree
Absence of dysplasia 2 3
Mild dysplasia 14 1,000°
Moderate dysplasia 13
LI Ki-67 (all layers)
220% 12 19 0,815
<20% 11
LI Ki-67 (basal layers)
220% 13 20 0,688
<20% 13
LI Ki-67 (parabasal layers)
220% 17 30 0,375°
<20% 1 0
LI Ki-67 (suprabasal layers)
220% 1 1 1,000°
<20% 17 29
LI p27 (all layers)
220% 13 12 0,031*
<20% 5 18
LI p27 (basal layers)
<20% 18 30 a
LI p27 (parabasal layers)
220% 2 0,624°
<20% 16 28
LI p27 (suprabasal layers)
220% 17 27 1,000°
<20% 1 3

* Pearson chi-square °Fisher's test

a — no statistical analysis
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Table 2 — Mean value

of Ki-67 labeling index (LI) in epithelial layers of

leukoplakias
KiBPerc* KiPbPerc* KiSbPerc* KiTPerc*
Median Mean Median Median
Absence of dysplasia 15,40 38,84 6,71 19,83
Mild dysplasia 22,05 43,13 7,08 23,66
Moderate dysplasia 34,14 37,65 6,70 25,45
p Value 0,116 0,286 0,670 0,713

*ANOVA

°Kruskal-Wallis test

Table 3 — Mean value of p27 labeling index (LI) in epithelial layers of

leukoplakia
p27BPerc © p27PbPerc* p27SbPerc* p27TPerc*
Median Median Mean Mean
Abscence of dysplasia 3,77 10,61 55,63 23,58
Mild dysplasia 2,46 7,85 49,96 22,19
Moderate dysplasia 2,04 4,56 39,01 15,80
p Value 0,220 0,035 0,048 0,014

*ANOVA

° Kruskal-Wallis test
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DISCUSSION

In this study, we evaluated by immunohistochemistry, the differential

expression of EGFR in a group of oral leukoplakias.

The role played by ERBB receptors in the progression of normal oral
epithelium to OSCC is not yet understood (Rautava et al., 2008). Studies
relating to EGFR levels and out comes in cases of oral dysplasia are
contradictory. Srinivasan and Jewel, (2001) reported 100% of positivity in the
group of leukoplakia evaluated for EGFR immunostaining. However these
authors did not defined a cut-off value for EGFR. Rautava et al., (2008) used a
cut-off value of 10% and found 50% of leukoplakias positive for EGFR. Applying
the same values, 62,5% of our sample was positive for EGFR immunostaining.

On the other hand, independently of the values, all the studies evaluating
EGFR in oral dysplastic tissues described positive cells for EGFR in the prickle
cell layer in addition to the basal cell layer, comparing with the normal
epithelium. This finding was also described in our study (Shirasuna et al., 1991;
Shin et al., 1994; Srinivasan and Jewel, 2001; Rautava et al., 2008).

Some studies also described an increased of EGFR immunoexpression
in leukoplakias with increasing degrees of dysplasia (Shin et al., 1994;
Srinivasan and Jewel, 2001). However, in the present study there were no
differences between different grades of dysplasia. Rautava et al., (2008) did not
also find an association, but they suggest determination of EGFR status in each
case of oral epithelial dysplasia nevertheless. The authors believe that this
evaluation may aid assessment of possible benefits of EGFR — blocking

molecular therapy.

The practical value of the grading of epithelial dysplasia is questionable.
Although leukoplakias with severe dysplasia show a greater disposition for
malignant transformation than in the absence of dysplastic features,
carcinomatous transformation may also take place in non-dysplastic
leukoplakias (Shin et al., 1994; van der Wall et al., 1997; Reibel, 2003; Teresa
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et al., 2007). So, we believe that EGFR should be a promising histological
marker improving on histopathologic evaluation of leukoplakia.

In several studies on malignant transformation, the borders of the tongue
and floor of the mouth have been mentioned as so-called high-risk sites. (WHO,
1978; Schepman e Van der Waals, 1995; Van der Waal et al., 1997; Reibel,
2003; Greer, 2006). However, others subsites besides borders of the tongue
and floor of the mouth may be considered high-risk sites (Gupta et al., 1990;
Bouquot and Whitaker, 1994; Zhang et al., 2001). In the present work, we
considered a high-risk site tongue and floor of the mouth, considering a
significantly higher percentage of premalignant lesions at these locations that
progress into carcinoma compared with the other oral sites. A recent study
(Zhang et al. 2001) also showed that leukoplakia at high-risk oral sites exhibited
more advanced molecular changes (LOH) than were suggested by the
histologic findings, which were similar to those of lesions from lower risk sites in
the oral cavity. Our study might reinforce the results of this molecular study.
Differences were found in the EGFR expression between leukoplakias from

high and low risk sites.

Tobacco smoking is the strongest independent risk factor for leukoplakia
(Dietrich et al., 2004). These authors showed that there was a clear dose-
response relationship for cigarette smoking, lending credibility to the generally
accepted causal role of cigarette smoking in the pathogenesis of oral
leukoplakias. However EGFR expression was not different in leukoplakias from
smokers and non smokers. Since some studies have shown tobacco smoking
inducing several EGFR ligands leading to EGFR stimulation (Du et al., 2005; Du
et al., 2007), we recommend that this topic should be better investigated in a

prospective study.

An increased proliferation in oral leukoplakia has been reported (Liu and
Klein-Szanto, 2000; Saito et al., 1999; Gonzales-Moles et al., 2000; Takeda et
al., 2006; Kdévesi and Szende, 2006). Our results were very similar to Rautava
et al., (2008). The MIB-1 value did not correlate with corresponding EGFR
staining or with the histopathological degree of dysplasia. However, we also
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observed an extended suprabasal expression of Ki-67 in leukoplakia (Gonzales-
Moles et al., 2000), and although difference was not found, this event was more

pronounced in dysplastic epithelium.

A reduction in the expression of p27 in oral leukoplakia has been
described in some studies (Jordan et al., 1998; Tsuzuki et al., 2003; Kbvesi e
Szende, 2006). In the present study 23 (48%) of leukoplakias were negative for
27.

The CDK inhibitor p27X*" plays an important role in the G2 arrest by
binding and inhibiting G1 cyclin — CDK complex and negatively regulating
progression through G1 and S phases of the cell cycle. Reduced levels of p27
have been reported in a number of human tumors and have been associated
with aggressive histological behavior (Jordan et al., 1998).

The levels of p27 are regulated mainly via post- transcriptional
mechanisms, including ubiquitin-proteosome-mediated proteolysis (Tsuzuki et
al., 2003). Ben-Izhak et al. (2005) found a correlation between the expression
levels of p27, c-cerbB2 and skp-2. The reduction in the expression of p27 in
OSCC was correlated with increased expression of c-erbB 2.

There was a difference between p27 positive and negative leukoplakias
expressing EGFR. Previous studies have shown that inhibitor of EGFR causes
an increase in p27 expression in culture cells of OSCC. Our results appear to
confirm these findings and also suggest that studies about EGFR inhibitors may

have various clinical applications in the future treatment of cancer.

There was an association between p27 and the grade of epithelium
dysplasia. There was a reduction of p27 expression with the increase of
dysplasia This result is in accordance with others (Tsuzuki et al., 2003; Kévesi e
Szende, 2006) suggesting that alterations in p27 expression appear to precede
the invasive stages of oral tumorigenes, reflecting changes in growth controls of
dysplastic cells. The implication of these findings warrants additional

investigation.
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In conclusion, EGFR is expressed in oral leukoplakia, in special in that
localized in floor of the mouth and tongue. The association of p27 with oral
carcinogenesis and EGFR remains to be elucidated, which may have an

important biological significance.
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