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PREFÁCIO 

 

  Esta dissertação é resultado de uma pesquisa desenvolvida na clínica 

de Semiologia/Patologia da Faculdade de Odontologia da Universidade 
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científica), Patrícia Carlos Caldeira (Doutorado), Celso Martins Queiroz-Júnior 

(Pós-doutorado) e Vanessa Fátima Bernardes (Pós-doutorado). Este trabalho 

está estruturado e dividido nas seguintes partes: 

• Resumo e abstract; 

• Breve introdução e revisão de literatura, abordando temas relevantes 

descritos na literatura; 

• Objetivo geral e objetivos específicos; 

• Metodologia, onde são descritos todos os processos de obtenção dos 

dados; 

• Resultados; 

• Discussão; 

• Conclusões; 

• Referências; 

• Anexos e apêndices. 

 



	
  

RESUMO 

  A Leucoplasia bucal (LB) é a principal desordem potencialmente 

maligna, definida como placa ou mancha branca de risco questionável, que 

não pode ser diagnosticada clinicamente ou patologicamente como nenhuma 

outra doença. Diversos fatores como a localização das lesões, hábito 

tabagista e atipia histológica têm sido associados ao potencial de 

transformação maligna dessas lesões. O fator de crescimento epidérmico 

(EGF) é um polipeptídeo de 53 aminoácidos, originalmente isolado de 

glândulas salivares de camundongos. Algumas evidências indicam que o 

EGF seja um fator protetor contra agressões aos tecidos. Estudos prévios, 

demonstraram que os níveis salivares de EGF estão reduzidos em pacientes 

com carcinoma de células escamosas de boca (CCEB). Portanto, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar os níveis salivares de EGF em pacientes com LB e 

comparar com indivíduos clinicamente saudáveis. Adicionalmente, a 

expressão tecidual de EGF e do seu receptor (EGFR) foram avaliadas nas 

lesões através de imunoistoquímica e os aspectos clinicopatológicos foram 

comparados com os níveis salivares de EGF e a imunoexpressão no tecido. 

Os dados foram analisados nos softwares SPSS 21.0 e GraphPad Prism 5 

(nível de significância p < 0,05). Os níveis salivares de EGF foram dosados 

na saliva de 32 pacientes casos e 32 pacientes controles, através do ELISA. 

Observou-se que os níveis salivares de EGF foram menores em pacientes 

com LB em comparação com o grupo controle, embora a diferença não tenha 

sido estatisticamente significativa. Não houve associação entre os níveis 

salivares e expressão imunoistoquímica de EGF. Forte imunoexpressão do 

EGF foi associada à lesões múltiplas. Foi observado uma tendência de 



	
  

lesões localizadas em regiões de alto risco apresentarem marcação 

imunoistoquímica positiva para o EGF. O presente estudo conclui que não há 

diferença entre os níveis salivares de EGF entre os indivíduos com LB e 

indivíduos clinicamente saudáveis. Novos estudos são necessários para 

elucidar o papel do EGF na progressão do câncer de boca. 

 Palavras-chave: Leucoplasia bucal, saliva, EGF, EGFR, ELISA, 

imunoistoquímica. 



	
  

ABSTRACT 

  EGF in saliva and tissue samples of oral leukoplakia: a case-

control study 

  Oral leukoplakia (OL) is the main potentially malignant disorder, 

defined as a white patch or plaque of questionable risk that can not be 

diagnosed clinically or pathologically as any other disease. Several factors 

such as the location of the lesions, smoking habits, and histologic atypia have 

been associated with the malignant transformation of these lesions. The 

epidermal growth factor (EGF) is a polypeptide of 53 amino acids, originally 

isolated from the salivary glands of mice. Some evidences indicates that EGF 

is a protective factor against tissue injuries. Previous studies have 

demonstrated that salivary EGF levels are reduced in patients with oral 

squamous cell carcinoma (OSCC). Therefore, the aim of this study was to 

assess the salivary levels of EGF in patients with OL and compare with 

clinically healthy individuals. Additionally, the tissue expression of EGF and its 

receptor (EGFR) were evaluated by immunohistochemistry and 

clinicopathologic aspects were compared with those of EGF and salivary 

levels in tissue immunostaining. Data were analyzed in SPSS 21.0 and 

GraphPad Prism 5 (significance level p < 0.05 ). Salivary EGF levels were 

measured in the saliva of 32 case and control patients, using ELISA. It was 

found that EGF salivary levels were lower in patients with OL  compared to 

the control group, although the difference was not statistically significant. 

There was no association between salivary levels and immunohistochemical 

expression of EGF. Strong immunoreactivity of EGF was associated with 



	
  

multiple lesions. It was observed a tendency of lesions located in high risk 

shows positive imunoexpression of EGF. This study concludes that there is no 

difference of salivary EGF levels between patients and controls. Further 

studies are needed to elucidate the role of EGF in the progression of oral 

cancer. 

Keywords: Oral leukoplakia, saliva, EGF, EGFR, ELISA, 

immunohistochemistry.
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INTRODUÇÃO 

  A leucoplasia bucal (LB) é uma desordem potencialmente maligna, 

definida como placa ou mancha branca de risco questionável, que não pode 

ser caracterizada clinicamente nem patologicamente como nenhuma outra 

doença (Warnakulasuriya et al., 2007). Taxas de transformação maligna são 

variáveis e influenciadas pela idade, aspecto clínico da LB, associação com o 

tabaco e a presença de displasia epitelial (Warnakulasuriya et al., 2007; Van 

der Waal 2009). Apesar de todos esses fatores serem considerados na 

avaliação do risco de transformação maligna, um marcador confiável que 

possa predizer a evolução da LB para o carcinoma de células escamosas de 

boca (CCEB) ainda não foi encontrado.  

  O fator de crescimento epidérmico (EGF) é um polipeptídeo de 53 

aminoácidos, originalmente isolado de glândulas salivares de camundongos. 

Em humanos as principais fontes de EGF são as parótidas e os rins (Balick et 

al., 2005). Algumas evidências indicam que o EGF é um fator protetor contra 

agressões aos tecidos e que também contribui para a manutenção da 

integridade da mucosa gastrointestinal (Berlanga-Acosta et al., 2009). Além 

disso, esta proteína exerce importante função na manutenção da 

continuidade anatômica da  mucosa bucal e é considerada fator protetor da 

mesma (Balicki et al., 2005). 

  Estudos prévios, demonstraram que os níveis salivares de EGF estão 

reduzidos em pacientes com CCEB (Bernardes et al., 2010; Bernardes et al., 

2011). Não se sabe se o mesmo pode acontecer nas lesões epiteliais com 

potencial de malignidade, e qual a relação destes níveis com a expressão 

tecidual de EGF e do seu receptor, EGFR. Assim, o objetivo deste trabalho 
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foi avaliar os níveis salivares de EGF em pacientes com LB e comparar com 

indivíduos clinicamente saudáveis. Adicionalmente, a expressão tecidual de 

EGF e EGFR foram avaliadas nas lesões e os aspectos clinicopatológicos 

foram comparados com os níveis salivares de EGF e a imunoexpressão da 

proteína no tecido. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

Leucoplasia bucal (LB) 

  Atualmente, a OMS define a leucoplasia bucal como “placa ou mancha 

branca de risco questionável, que não pode ser caracterizada clinicamente 

nem patologicamente como nenhuma outra doença” (Warnakulasuriya et al., 

2007). Clinicamente, as LBs podem se apresentar sob vários aspectos. As 

leucoplasias homogêneas aparecem como uma placa levemente elevada, 

fina, uniforme, de coloração branco-acinzentada, podendo apresentar bordas 

bem definidas ou que se fundem gradualmente à mucosa normal adjacente. 

As lesões não homogêneas podem ser verrucosas, nodulares ou 

eritroplásicas (Van der Waal 2009). A leucoplasia verrucosa proliferativa é 

uma forma específica de leucoplasia, descrita inicialmente por Hansen et al. 

(1985). É  caracterizada por acometer preferencialmente pacientes do gênero 

feminino, apresentar envolvimento multifocal e exibir altas taxas de 

recorrência e malignização (Cabay et al., 2007; Bagán et al., 2010). 

  Estima-se que a prevalência da LB seja de 1 a 8%, dependendo da 

idade e gênero do paciente (Neville et al., 2002). Uma revisão sistemática 

incluindo trabalhos de várias partes do mundo revelou que a prevalência 

mundial da LB é 2,6%. O mesmo estudo mostrou que a leucoplasia foi 

significativamente mais prevalente no gênero masculino (3.22:1) e que não 

houve diferença entre as áreas geográficas (Petti, 2003). 

  O principal fator para o surgimento da doença é o uso do tabaco (OMS, 

2005). Fatores como presença e grau de displasia, gênero feminino, tempo 

de duração, paciente não tabagista, localização em língua e soalho bucal, 
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tamanho maior que 20 mm e leucoplasia não homogênea, parecem estar 

associados ao pior prognóstico (Hsue et al., 2007; Smith et al., 2009). 

  As taxas de transformação maligna das leucoplasias variam 

consideravelmente entre os estudos, dependendo dos parâmetros clínicos 

utilizados e o tempo de acompanhamento. Um estudo prospectivo de 10 anos 

mostrou uma taxa de transformação maligna de 2 a 3% ao ano (Lee et al., 

2000). Outro estudo prospectivo com 166 pacientes, revelou que a taxa 

acumulada de transformação maligna chega a 50%, após 16 anos de 

acompanhamento (Schepman et al., 1998). 

Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) 

  O EGF é um polipeptídeo de cadeia única, composto por 53 

aminoácidos. Descoberto inicialmente nas glândulas submandibulares de 

camundongos, foi isolado originalmente a partir da urina baseado na sua 

capacidade de inibir a secreção gástrica, sendo também denominado 

urogastrona (Cohen, 1962).  

  Além do EGF exercer uma grande variedade de efeitos biológicos, 

também atua na proliferação e diferenciação de células mesenquimais e 

epiteliais. As atividades biológicas do EGF desencadeiam-se através de sua 

ligação ao seu receptor de membrana celular (EGFR), onde exerce um efeito 

mitogênico na maioria dos tecidos epiteliais, fibroblastos e células endoteliais 

(Berlanga-Acosta et al., 2009).   

   O EGF está presente nos fluidos biológicos incluindo soro, urina e 

saliva (Takashi et al., 1986). A maior parte do EGF salivar é derivado das 
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células acinares das glândulas parótidas, embora as glândulas 

submandibulares também contribuam para os níveis salivares da proteína 

(Thesleff et al., 1988). A proporção relativa de EGF na glândula parótida, 

submandibular e no restante das glândulas é de 6:4:1, respectivamente (Ino 

et al., 1993). 

  Algumas evidências indicam que a concentração fisiológica do EGF na 

saliva estimula a proliferação e migração de células epiteliais para a 

reparação tecidual  quando a mucosa bucal é agredida (Ohshima et al., 2002; 

Berlanga-Acosta et al., 2009). Além disso, exerce importante função na 

manutenção da continuidade anatômica da membrana da mucosa bucal e é 

considerado fator protetor da mesma (Balicki et al., 2005).  

Por outro lado, trabalhos recentes utilizando cultura de células de 

carcinoma de mama, demonstraram que EGF em baixas concentrações 

estimula a atividade proliferativa, enquanto altas doses da proteína inibem o 

crescimento celular e mesmo a apoptose (Zhang et al., 2012). Há sugestões 

para este efeito paradoxo, mas a base molecular para este fenômeno ainda 

não foi elucidada. Não se sabe se efeito semelhante pode ocorrer nas células 

epiteliais da mucosa bucal. 

  Alguns estudos apontam  que  pacientes fumantes apresentam 

menores níveis salivares de EGF, o que pode ser associado com os 

mecanismos patológicos das doenças bucais relacionadas com o uso do 

tabaco (Wang et al., 1992; Bernardes et al., 2011). 

  Shirasuna et al. (1991), encontraram que a imunomarcação do EGF na 

mucosa normal e leucoplásica é limitada a uma camada de tecido conjuntivo 
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subjacente ao epitélio. No mesmo trabalho foi relatado que a intensidade de 

coloração extracelular parece aumentar com o grau de malignidade do 

epitélio e foi eventualmente, mais marcante no tecido conjuntivo de 

carcinoma invasivo. Bernardes et al. (2011), ao avaliarem a imunoexpressão 

de EGF em CCEB, encontraram um padrão de marcação de coloração 

castanha no citoplasma das células neoplásicas. 

  Em alguns tecidos a proliferação epitelial é associada com a 

localização nuclear do EGF e o seu receptor EGFR. É geralmente aceito que 

os efeitos do EGF são mediados pela existência do seu receptor de 

membrana, no entanto, há evidências acumuladas de que o núcleo da célula 

representa um segundo local de ação do EGF (Marti et al., 2001). 
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JUSTIFICATIVA 

O EGF salivar pode estar reduzido em leucoplasias bucais da mesma 

forma que está reduzido nos carcinomas de células escamosas de boca, 

podendo ser um indicador de fácil aplicação para avaliação e monitoramento 

das lesões.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

  Quantificar através da técnica de ELISA os níveis salivares de EGF em 

pacientes com leucoplasias bucais e comparar com indivíduos clinicamente 

saudáveis. 

Objetivos específicos 

• Verificar a associação dos níveis salivares de EGF com as seguintes 

características clinicopatológicas: gênero, número de lesões 

leucoplásicas (única ou múltipla); tipo clínico (homogênea ou 

heterogênea); localização (alto e baixo risco); etiologia (idiopática ou 

associada ao fumo) e presença de atipia epitelial. 

• Verificar a associação dos níveis salivares de EGF com a expressão 

imunoistoquímica de EGF e EGFR nas leucoplasias. 

• Verificar a correlação entre EGF e EGFR teciduais. 

 

 



	
   29	
  

METODOLOGIA 

 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o número 

07330712.5.0000.5149	
   (anexo). Todos os participantes da pesquisa 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (apêndices).   

  Trata-se de um estudo caso controle. Foram incluídos no estudo novos 

indivíduos que tiveram o diagnóstico clínico de LB e indivíduos que estavam 

em acompanhamento e tinham lesões presentes em boca. O estudo foi 

realizado na clínica de Semiologia/Patologia da Faculdade de Odontologia da 

UFMG e no serviço de Estomatologia do Hospital Municipal Odilon Behrens 

(HMOB). Os fragmentos das lesões foram obtidos através de biópsias 

incisionais ou excisionais realizadas para fins de diagnóstico e/ou tratamento, 

fixados em formol a 10% e incluídos em parafina. Todos os materiais 

processados e os laudos histopatológicos foram emitidos pelo Serviço de 

Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da UFMG.   

  Empregando-se uma ficha clínica elaborada pelos pesquisadores, 

todos os dados demográficos, clínicos e histopatológicos foram coletados 

(apêndices). 

A faixa etária foi dicotomizada de acordo com a média de idade obtida 

entre os pacientes. De acordo com a localização, as lesões foram 

classificadas conforme os critérios adotados por Liu & Klein-Szanto, 2000. 

Foram consideradas leucoplasias de alto risco aquelas localizadas em soalho 

bucal e língua. As leucoplasias localizadas em outras regiões foram 

consideradas como lesões de baixo risco. Clinicamente as leucoplasias foram 

classificadas como homogêneas e não homogêneas (Warnakulasuriya et al., 
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2007). Foram consideradas leucoplasias homogêneas as placas ou manchas 

brancas ligeiramente elevadas, finas, com bordas bem definidas ou que se 

misturavam gradualmente com a mucosa normal adjacente. As leucoplasias 

não homogêneas se apresentavam de forma nodular, verrucosa ou 

leucoeritroplásica. As leucoplasias foram classificadas como únicas ou 

múltiplas. Foram consideradas leucoplasias múltiplas quando duas ou mais 

lesões estavam presentes. Em relação ao tamanho, as lesões foram 

classificadas como: menores que 2 cm, entre 2 e 4 cm ou > 4 cm. Para 

determinar o tamanho das leucoplasias múltiplas, foi considerado a soma do 

tamanho de cada lesão (Van der Waal, 2009). A displasia epitelial foi 

classificada confome o sistema binário proposto por Kujan et al. (2006).

 Para não haver confundimento com a localização (alto e baixo risco), 

foi adotada a terminologia sem atipia para as leucoplasias sem atipia epitelial 

e atipia epitelial leve, e com atipia, para as leucoplasias com atipia moderada 

e severa. 

Pareamento dos indivíduos para a coleta de saliva  

A saliva dos indivíduos dos grupos caso (LB) e controle (sem a 

doença), foram coletadas conforme descrição abaixo. Fizeram parte do grupo 

controle, indivíduos clinicamente saudáveis, pareados por gênero, idade e 

tabagismo. O hábito tabagista foi classificado conforme os critérios de 

Moreno-Lopez et al. (2000). Os pacientes foram divididos em três grupos: 

Grupo 1 - Não fumante ou ex fumante, sendo considerado ex fumante os 

indivíduvos que abandonaram o vício há mais de 2 anos; Grupo 2 – 

Indivíduos que fumavam até 20 cigarros por dia; Grupo 3 – Indivíduos que 

fumavam mais de 20 cigarros por dia.   
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  Indivíduos de ambos os grupos que relataram comorbidades como 

hepatite, HIV/AIDS, infecção aguda, doenças autoimunes, insuficiência 

cardíca e doenças renais foram excluídos do estudo.  

Coleta e processamento da saliva 

  A coleta foi realizada preferencialmente pela manhã. Todos os 

pacientes foram orientados a não ingerir alimentos, bebidas ou fumar por 

pelo menos uma hora antes da coleta. A coleta da saliva foi realizada com 

esponjas Salivette® colocadas na cavidade bucal durante 5 minutos, sendo 

retiradas e recolocadas em frasco próprio. Após a coleta, as amostras foram 

armazenadas em isopor contendo gelo até o momento do processamento. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1.500 rpm durante 10 

minutos a 4 oC e diluídas em tampão PBS (0,4 mM NaCl e 10 mM NaPO4) 

contendo inibidor de proteases (PMSF 0,1 mM; cloreto de benzetônio 0,1 

mM; EDTA 10 mM e 0,01 mg/ml aprotinina) e 0,05% Tween-20. Após o 

processamento, as amostras foram armazenadas a -20oC em alíquotas de 

200 µl até o momento da utilização. 

Protocolo da técnica de ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent assay) 

A técnica de ELISA foi empregada para avaliação da proteína EGF na 

saliva dos indivíduos. Trata-se de um imunoensaio enzimático do tipo 

sanduíche que utilizou anticorpo monoclonal de camundongo (EGF), para 

captura e detecção das proteínas EGF. O anticorpo de captura encontrava-se 

imobilizado na superfície interna dos poços da placa de microtitulação. Para 

efetuar a análise, um volume apropriado de amostra foi incubado no poço de 

revestimento, permitindo que o anticorpo de captura se ligasse ao antígeno. 



	
   32	
  

Então, o antígeno imobilizado foi estimulado pelo anti-soro detector. A 

quantidade de anticorpo detector ligado ao antígeno foi medido através da 

ligação a um conjugado de estreptavidina-peroxidase, que posteriormente 

catalisou a conversão do substrato cromogênico o-fenilenodiamina (OPD) em 

um produto colorido. O produto colorido da reação foi quantificado por meio 

de espectrofotometria e relacionado com a quantidade de proteínas 

existentes na amostra com base em curva padrão. O experimento pode ser 

resumido abaixo: 

1. Diluição do anticorpo de captura para a proteína EGF (DY 236 R&D 

Systems) e adição de 100 µl aos poços; 

2. Lavagem das placas de microtitulação; 

3. Adição de 100 µl das amostras nos respectivos poços e preparação de 

dois poços em cada placa com 100 µl de diluente de amostras para 

utilizar como substrato branco; iniciou-se a curva padrão com 250 pg/ml 

para EGF; 

4. Cobertura das placas e incubação durante 18 horas, à temperatura 

ambiente; 

5. Lavagem das placas de microtitulação; 

6. Adição de 100 µl de anticorpo de detecção e incubação à temperatura 

ambiente em agitação por uma hora; 

7. Lavagem das placas de microtitulação; 

8. Adição de 100 µl de conjugado estreptavidina-peroxidase e incubação à 

temperatura ambiente em agitação durante 30 minutos; 

9. Lavagem das placas de microtitulação; 
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10. Adição de 100 µl de cromógeno (OPD). Incubação das placas no escuro à 

temperatura ambiente com controle visual; 

11. Adição de 5 µl de solução H2SO4 a cada poço para interromper a reação; 

12. Leitura das placas em absorvância de 450nm em espectrofotômetro 

(Emax, Molecular Devices, Minneapolis, Minn., USA). 

  A dosagem da proteína total foi determinada utilizando-se o método de 

Bradford (1976) (Sigma, Saint Louis, MO, USA) de acordo com a curva BSA 

padrão (Ferramentas Life Sciences, Vilnius, Lithuania) e utilizada para 

normalizar os valores de EGF em cada amostra.  

Protocolo da técnica imunoistoquímica 

  Informações referente à técnica e especificações dos anticorpos estão 

descritos na tabela 1. Os cortes histológicos com espessura de 3 µm, foram 

montados em lâminas de vidro com carga. Segue abaixo, resumidamente, a 

sequência do protocolo, de acordo com as recomendações dos fabricantes: 

1. Desparafinização em três passagens de xilol e hidratação em cadeia 

descendente de etanol (100%, 90% e 70%); 

2. Recuperação dos epitopos antigênicos de acordo com a tabela 1; 

3. Após o resfriamento, alcançando equilíbrio térmico com o meio ambiente, 

lavagem em cinco banhos de água destilada; 

4. Lavagem em tampão TRIS-HCI 20mM pH 7,4; 

5. Bloqueio da peroxidase endógena conforme descrito na tabela 1. Dois 

banhos de 6 minutos cada; 

6. Incubação do anticorpo primário de acordo com a tabela 1; 

7. Lavagem em tampão TRIS-HCI 20 mM pH 7,4; 
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8. Incubação em anticorpo secundário para amplificação da reação (Sistema 

LSAB ou Advance, conforme tabela 1), por 30 minutos em temperatura 

ambiente e meio úmido; 

9. Lavagem em tampão TRIS-HCI 20 mM pH 7,4; 

10. Incubação em solução de complexo terciário contendo peroxidase 

(Sistema LSAB ou Advance, conforme tabela 1), por 30 minutos, em 

temperatura ambiente e meio úmido; 

11. Lavagem em tampão TRIS-HCI 20 mM pH 7,4; 

12. Incubação com tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina (DAB – Sigma 

Chemichal Co. St. Louis, USA) e, em seguida, 5 banhos de água 

destilada; 

13. Contracoloração com hematoxilina de Harris por 40 segundos; 

14. Rápida passagem em cadeia ascendente de etanol (70%, 90% e 3 vezes 

a 100%), diafanização em três banhos de xilol, sendo as lâminas 

montadas ao final do procedimento com lamínulas de vidro e Tissue-

MountTM (Tissue-Clear® based medium). 

  A técnica foi realizada manualmente. Controles negativos e positivos 

com fragmentos de mucosa normal foram incluídos em cada experimento 

e a marcação positiva no epitélio foi considerada para validar a reação.	
  

Tabela 1 -  Anticorpos primários, fabricantes, soluções para recuperação antigênica, bloqueio da 
peroxidase endógena, diluição, incubação e sistemas de detecção. 

Anticorpo 
primário 

Clone/Fabricantes Recuperação 
antigênica 

Bloqueio da 
peroxidase endógena 

Diluição Incubação Sistema de 
detecção 

Anti-EGF Clone EGF-10; Santa 
Cruz Biotechnology 

Inc. (Santa Cruz, CA, 
USA), código sc-

57088 

TRIS-EDTA, 
pH 8,0, panela 

de pressão, 
96°C, 20’ 

Água destilada + 
H2O2 20V (1:1) 

1:50 01 h 
temperatura 

ambiente 

Advance 
HRP (Dako, 
code k4068) 

Anti-EGFR Clone 31G7; 
Invitrogen (Frederick, 

MD, USA), código 
550008 

Pepsina, pH 
1,8, estufa, 
37°C, 10’ 

Solução de metanol + 
H2O2 20V (1:1) 

1:100 01 h 
temperatura 

ambiente 

LSAB (Dako, 
code K0690) 
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Análise da marcação imunoistoquímica 

  A imunoexpressão da proteína EGF foi avaliada de acordo com Soini 

et al. (2001), analisando a marcação no citoplasma das células. A intensidade 

da coloração imunoistoquímica foi avaliada dividindo o padrão de marcação 

em quatro grupos: 0 = ausente; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = forte; 4 = muito 

forte. A extensão da marcação foi avaliada da seguinte forma: 0 = ausente; 1 

= < 25% das células; 2 = 25-50% das células; 3 = 50-75% das células; 4 = > 

75% das células. Uma pontuação somatória foi atribuída levando-se em 

consideração a extensão e intensidade da marcação, gerando 3 grupos: 

negativo (-) = 0 ponto; positivo (+) = 1-4 pontos; fortemente positivo (++): 5-8 

pontos. 

  A expressão imunoistoquímica da proteína EGFR foi avaliada de 

acordo com Diniz-Freitas et al. (2007) e considerada positiva quando 

presente na membrana celular. A intensidade da coloração imunoistoquímica 

foi avaliada dividindo o padrão de marcação em três grupos: fraca, moderada 

e intensa. A extensão foi avaliada conforme descrito na tabela 2.  

Tabela 2 -  Avaliação imunoistoquímica da proteína EGFR 

Expressão Extensão Intensidade 

Positiva > 10% das células Moderada ou intensa 

Negativa < 10 % das células Fraca, moderada ou intensa 

 > 10% das células Fraca 

 

  A expressão só foi considerada positiva, quando mais que 10% das 

células foram marcadas, com intensidade moderada ou intensa. 

  A diferença entre o número de amostras de tecido (n=26) e saliva 
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(n=32) se deve ao fato de que alguns blocos de parafina dos pacientes em 

acompanhamento não estarem disponíveis. 

Análise estatística 

  A análise estatística foi realizada através dos softwares SPSS 21 

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e GraphPad Prisma 5.0. Os resultados foram 

expressos através da média ± desvio padrão. O teste Shapiro-Wilk foi 

realizado para verificar a normalidade para o EGF. Para comparar os níveis 

salivares da proteína entre o grupo caso e controle, o teste Wilcoxon foi 

aplicado. Para a análise das variáveis categóricas, o teste qui-quadrado e 

exato de Fisher foram realizados, quando aplicáveis. O nível de significância 

adotado para todas as análises foi p < 0,05.  
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RESULTADOS 
 

Características clínicas e histopatológicas 

  A amostra total compreendeu 32 indivíduos, sendo 18 (56,2%) do 

gênero masculino e 14 (43,8%) do gênero feminino. Em relação à faixa etária, 

18 (56,2%) indivíduos tinham idade superior a 60 anos e 14 (43,8%) tinham 

idade menor ou igual a 60 anos. A média de idade foi de 61,8 e 61,3 anos 

para o grupo caso e grupo controle, respectivamente. Considerando a 

localização das lesões, 26 (81,2%) se localizavam em regiões de baixo risco 

e 06 (18,8%) em regiões de alto risco. Em relação ao tamanho das lesões, 19 

(59,4%) mediam menos que 2 cm, 06 (18,8%) mediam entre 2 e 4 cm e 07 

(21,8%) mediam mais que 4 cm. Do ponto de vista clínico, 25 pacientes 

(78,1%) apresentaram lesões homogêneas e 07 pacientes (21,9%) lesões 

não homogêneas. Múltiplas lesões foram encontradas em 65,5% (n=21) dos 

pacientes e uma única lesão em 34,5% (n=11) dos casos. O hábito tabagista 

foi relatado em 43,8% dos casos (n=14), enquanto 56,2% (n=18) eram não 

tabagistas. Dentro do grupo dos tabagistas, 10 (71,4%) fumavam até 20 

cigarros por dia e 4 (28,6%) fumavam mais que 20 cigarros por dia. O 

consumo de álcool foi relatado por 46,9% (n=15) dos pacientes enquanto 17 

pacientes (53,1%) não faziam uso de bebidas alcóolicas. Histologicamente, 

78,1% (n=25) dos casos foram classificados como lesões sem atipia e 21,9% 

(n=7) como lesões com atipia. 

As características clinicopatológicas do grupo com leucoplasia bucal 

estão representadas na tabela 3 e anexo.  
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Tabela 3 -  Características clinicopatológicas do grupo com leucoplasia bucal. 

 N (%) Valor de P 
Gênero   
     Feminino 14 (43,8) > 0,05 
     Masculino 18 (56,2) 
Idade (anos)   
     ≤ 60 14 (43,8) > 0,05 
     > 60  18 (56,2) 
Localização*   
     Alto risco 06 (18,8) < 0,05 
     Baixo risco 26 (81,2) 
Aspecto clínico   
     Homogênea 25 (78,1) < 0,05 
     Não homogênea 07 (21,9) 
Número de lesões   
     Múltiplas 21 (65,5) > 0,05 
     Única 11 (34,5) 
Tamanho   
    < 2 cm 19 (59,4) > 0,05 
    2–4 cm 06 (18,8) 
    > 4 cm 07 (21,8) 
Hábito tagabista   
     Não 18 (56,2) > 0,05 
     Sim 14 (43,8) 
Hábito etilista   
     Não 17 (53,1) > 0,05 
     Sim 15 (46,9) 
Displasia epitelial   
     Com atipia 07 (21,9) < 0,05 
     Sem atipia 25 (78,1) 
*Alto risco, língua e soalho bucal; baixo risco, outras localizações 

Análises clinicopatológicas 

  No estudo da associação entre as características clínicas e 

histopatológicas, foram encontradas associações estatisticamente 

significativas:  

1- Faixa  etária e o número de lesões (p = 0,008). Por esta 

associação observou-se que indivíduos acima dos 60 anos 

normalmente apresentaram lesões únicas, enquanto pacientes 

mais jovens apresentaram lesões múltiplas. 

2- Localização das lesões e hábito tabagista: Todos os pacientes que 

apresentaram lesões localizadas em regiões de alto risco eram não 
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fumantes (p = 0,024). Em relação ao hábito tabagista, foi 

observado que os pacientes fumantes normalmente fazem uso de 

bebidas alcóolicas (p = 0,014).  

3- Tipo clínico da leucoplasia e consumo de álcool: Foi encontrada 

associação entre o aspecto clínico da leucoplasia e o consumo de 

álcool. Todos os pacientes que apresentaram lesões não homogêneas 

não faziam uso de bebidas alcóolicas (p = 0,008). 

Níveis salivares de EGF entre o grupo caso e controle 

  Os níveis salivares de EGF no grupo caso e controle são mostrados 

na figura 1. 

 

Figura 1 - Níveis salivares de EGF nos grupos caso e controle 

  Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa dos níveis 

salivares de EGF entre os grupos caso e controle (0,059±0,033; 0,077±0,061 

pg/mg proteína respectivamente; p =0,254).  Também não foi encontrada 
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diferença estatisticamente significativa entre os valores totais de proteínas 

entre os grupos estudados. 

Níveis salivares de EGF e variáveis clinicopatológicas 

  Para investigar a relação entre os níveis salivares de EGF com as 

variáveis clinicopatológicas, o valor médio de EGF foi estabelecido em ambos 

os grupos. A mediana foi utilizada como o valor de corte para os níveis 

salivares, categorizando como baixo EGF, valor igual ou menor do que a 

mediana e alto EGF quando maior que a mediana (= 0,046). 

  Nenhuma associação significativa foi encontrada entre os níveis 

salivares de EGF e as características clinicopatológicas (tabela 4). A 

frequência de pacientes que apresentaram alto ou baixo EGF no grupo caso 

e controle estão apresentadas na tabela 5.  

Tabela 4 -  Associação dos aspectos clinicopatológicos e os níveis salivares 

de EGF 

 Alto EGF 
N (%) 

Baixo EGF 
N (%) 

P 

Gênero    
     Feminino 8 (57.1) 6 (42.9) 0.476* 
     Masculino 8 (44.4) 10 (55.6)  
Idade (anos)    
     ≤ 60 6 (42.9) 8 (57.1) 0.476* 
     > 60  10 (55.6) 8 (44.4) 
Localização    
     Alto risco 2 (33.3) 4 (66.7) 0.654** 
     Baixo risco 14 (53.8) 12 (46.2) 
Aspecto clínico    
     Homogênea 12 (48.0) 13 (52.0) 1.000** 
     Não homogênea 4 (57.1) 3 (42.9) 
Número de lesões    
     Múltiplas        10 (47.6) 11 (52.4) 0.710* 
     Única 6 (54.5) 5 (45.5) 
Tamanho    
    < 2 cm 10 (52.6) 9 (47.4) 0.650* 
    2–4 cm 2 (33.3) 4 (66.7)  
    > 4 cm 4 (57.1) 3 (42.9)  
Hábito tabagista    
     Não 11 (61.1) 7 (38.9) 0.154* 
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     Sim 5 (35.7) 9 (64.3) 
Hábito etilista    
     Não 10 (58.8) 7 (41.2) 0.288* 
     Sim 6 (40.0) 9 (60.0) 
Displasia epitelial    
     Com atipia  6 (85.7) 1 (14.3) 0.083** 
     Sem atipia 10 (40.0) 15 (60.0) 
* Teste qui-quadrado; ** Teste exato de Fisher 

 

Tabela 5 – Níveis salivares de EGF nos grupos caso e controle 

 Alto EGF 
N (%) 

Baixo EGF 
N (%) 

Caso 16 (50.0) 16 (50.0) 
Controle 20 (62.5) 12 (37.5) 
	
  

Imunolocalização de EGF e EGFR 

  A imunoistoquímica foi realizada em 26 amostras de leucoplasia bucal. 

As proteínas avaliadas e as frequências referentes à imunoexpressão estão 

representadas na tabela 6. 

Tabela 6 -  Frequências de imunoexpressão do EGF e EGFR nas amostras 

de leucoplasia bucal. 

 N (%) 

EGF Total*  
     Negativo 18 (69,2) 
     Positivo 07 (26,9) 
     Fortemente positivo 01 (03,9) 
EGFR   
     Negativo 10 (38,5) 
     Positivo 16 (61,5) 
* EGF citoplasmático e EGF nuclear 

 

EGF 

  A marcação citoplasmática do EGF foi considerada positiva em 07 

(26,9%) casos e fortemente positiva em 1 caso (3,9%). A marcação 

apresentou-se como coloração acastanhada no citoplasma das células 

(Figura 2). A imunoexpressão foi negativa em 69,2% (n=18). 
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Figura 2 – Imunomarcação citoplasmática da proteína EGF 

 Durante a avaliação também foi observado evidente marcação nuclear 

das células (tabela 7). A marcação nuclear foi considerada negativa em 

57,7% (n=15) dos casos, positivo em 34,6% (n=9) dos casos e fortemente 

positivo em 7,7% (n=2) dos casos. 

Tabela 7 -  Marcação nuclear de EGF nas amostras de leucoplasia 

 N (%) 

     Negativo 15 (57,7) 
     Positivo 09 (34,6) 
     Fortemente positivo 02 (07,7) 
 

  Não houve associação entre a imunoexpressão de EGF com gênero, 

idade, aspectos clínicos, hábitos tabagita/etilista e displasia epitelial (tabela 8). 

  Considerando a localização das leucoplasias, foi observado uma 

tendência de lesões localizadas em regiões de alto risco apresentarem 

imunoexpressão positiva de EGF quando comparadas com as leucoplasias 

localizadas em região de baixo risco (p = 0,051). 

  Observou-se associação estatisticamente significativa entre o número 
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de lesões e imunoexpressão de EGF. A maioria dos pacientes que 

apresentaram uma única lesão mostraram marcação positiva para o EGF, 

enquanto os pacientes que apresentaram lesões múltiplas mostraram 

marcação negativa  (p = 0,003).   

  Não foi encontrada associação entre EGF nuclear e EGF salivar nem 

correlação entre EGF tecidual e EGF nuclear. 

Tabela 8 -  Associação dos aspectos clinicopatológicos e imunoexpressão de 

EGF 

 Negativo 
N (%) 

Positivo 
N (%) 

P 

Gênero    
     Feminino 8 (66.7) 4 (33.3) 1.000** 
     Masculino 10 (71.4) 4 (28.6)  
Idade (anos)    
     ≤ 60 10 (90.9) 1 (9.1) 0.084** 
     > 60  8 (53.3) 7 (46.7) 
Localização    
     Alto risco 2 (33.3) 4 (66.7) 0.051* 
     Baixo risco 16 (80.0) 4 (20.0) 
Aspectos clínicos    
     Homogênea 14 (66.7) 7 (33.3) 1.000** 
     Heterogênea 4 (80.0) 1 (20.0) 
Número de lesões    
     Múltiplas    16 (88.9) 2 (11.1) 0.003* 
     Única 2 (25.0) 6 (75.0) 
Hábito tabagista    
     Não 10 (66.7) 5 (33.3) 1.000** 
     Sim 8 (72.7) 3 (27.3) 
Hábito etilista    
     Não 8 (66.7) 4 (33.3) 1.000** 
     Sim 10 (71.4) 4 (28.6) 
Displasia epitelial    
     Alto risco  4 (66.7) 2 (33.3) 1.000** 
     Baixo risco 14 (70.0) 6 (30.0) 
* Teste qui-quadrado; ** Teste exato de Fisher 

 

EGFR 

  A imunoexpressão de EGFR foi positiva em 16 casos (61,5%) e 

apresentou-se como coloração acastanhada na membrana citoplasmática 

das células (Figura 3). A marcação foi negativa em 38,5% (n=10) dos casos. 
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Não foi observado marcação nuclear e no citoplasma das células. 

 

Figura 3 – Imunomarcação de membrana celular da proteína EGFR 

  Não houve associação entre a imunoexpressão de EGFR com as 

variáveis clinicopatológicas estudadas nem entre a imunoexpressão de 

EGFR e EGF tecidual. 
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DISCUSSÃO 

  O CCEB pode ser precedido por lesões potencialmente malignas, das 

quais a principal é a leucoplasia. Parâmetros clínicos e histopatológicos 

interferem no potencial de transformação maligna desta lesão, mas até o 

momento não existe um marcador que possa predizer com máxima confiança 

esta evolução. Vários estudos tem buscado identificar biomarcadores que 

sejam úteis nesta avaliação (Fedele, 2009; Mehrotra et al., 2011; Scully, 

2009; Mishra, 2012). 

  Em estudos prévios do nosso grupo, foi demonstrado que pacientes 

com CCEB apresentam baixos níveis salivares de EGF, e que a quantidade 

desta proteína é influenciada por alguns fatores de risco, como uso de tabaco 

e álcool (Bernardes et al., 2010; Bernardes et al., 2011). A pesquisa de 

biomarcadores na saliva oferece uma perspectiva promissora. A saliva 

apresenta diferentes proteínas que podem estar alteradas em diversas 

doenças locais e sistêmicas (Streckfus & Bigler, 2002). A coleta da saliva 

apresenta as vantagens de ser um método não invasivo com o mínimo de 

desconforto para o paciente. Até o momento nenhum estudo verificou a 

relação entre os níveis salivares de EGF e a LB.  

  Neste trabalho buscou-se comparar os níveis de EGF salivar em 

pacientes com leucoplasia bucal e pacientes controle. Uma das dificuldades 

deste trabalho foi a inexistência na literatura de trabalhos que estabeleçam o 

nível de normalidade para o EGF. Portanto, para determinar os níveis 

salivares da proteína, a mediana foi utilizada como medida de tendência 

central, categorizando o EGF como baixo ou alto, conforme trabalho anterior 
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realizado pelo grupo de pesquisadores (Bernardes et al. 2010; Bernardes et 

al. 2011). Estabelecidos estes níveis, os valores encontrados foram 

comparados entre os grupos, com as características clinicopatológicas e com 

a expressão tecidual da proteína. 

  Outra limitação deste estudo se refere ao tamanho da amostra. 

Inicialmente, o cálculo amostral foi feito com base nos resultados obtidos em 

estudos prévios do próprio grupo de pesquisadores (Bernardes et al. 2010; 

Bernardes et al. 2011). A diferença encontrada entre os níveis salivares de 

EGF entre os indivídos com CCEB e clinicamente saudáveis foi muito 

pequena, o que gera um número de casos elevado(722), difícil de ser 

alcançado em um trabalho limitado a um período de 24 meses. Embora o 

número de casos estudados tenha sido considerável (n=32), considerando 

apenas a prevalência da doença, a LB é uma doença muito heterogênea, 

com variações em relação a sua apresentação clínica e características 

histopatológicas que podem repercutir em seu comportamento (Liu et al., 

2010; Warnakulasuriya et al., 2011). Assim, quando as lesões foram 

analisadas de acordo com estas características, a maioria dos resultados não 

mostrou diferenças estatisticamente significantes diante do pequeno número 

de lesões alocadas em alguns grupos. É importante ressaltar, que por mais 

que o grupo caso tenha sido composto por indivíduos com a mesma doença 

(LB), esses indivíduos apresentaram de um modo geral lesões 

completamente diferentes, formando assim um grupo heterogêneo, o que 

pode ter peso na análise estatística. Apesar de difícil, o delineamento deste 

mesmo estudo, com a inclusão de maior número de lesões agrupadas de 

acordo com características específicas (tipo clínico, localização, atipia), pode 
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ser necessária para a validação do EGF como biomarcador salivar.  

   A distribuição das LBs por gênero é variável na maioria dos estudos, 

indo de uma forte predominância do gênero masculino em diferentes partes 

da Índia e Japão, a aproximadamente 1:1 no restante do mundo (Van der 

Waal et al., 1997; Petti, 2003). Este estudo não mostrou diferenças na 

distribuição das lesões por gênero. As diferenças significativas encontradas 

foram relacionadas ao tipo clínico e localização, com maior número de lesões 

sendo classificadas como homogêneas e localizadas em regiões de baixo 

risco.  

   Não foi encontrada associação entre gênero e os níveis salivares e 

teciduais de EGF, entretanto diversos estudos apontam que pacientes do 

gênero feminino apresentam maior risco de transformação maligna das 

lesões (Silverman et al., 1984; Schepman et al., 1998). Ainda, é relatado 

maior risco de transformação maligna das LBs em mulheres não fumantes 

(leucoplasia idiopática). Não se sabe ao certo porque a ausência do hábito 

tabagista é associado ao risco aumentado de transformação apenas em 

mulheres (Schepman et al., 1998). 

  Apesar de não ter sido encontrada associação entre a faixa etária e os 

níveis salivares e teciduais de EGF, Warnakulasuriya et al. (2011) relatou 

uma maior taxa de transformação maligna em pacientes acima dos 65 anos 

(6,7%) quando comparados com indivíduos abaixo dessa faixa etária (0,9%). 

Em contrapartida, Ho et al. 2012 não encontrou relação entre idade e risco de 

transformação maligna das leucoplasias. Kuribayashi et al. (2012) encontrou 

em seu estudo, que pacientes acima de 60 anos estão mais susceptíveis a 
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recorrência das lesões após remoção cirúrgica. No presente estudo, foi 

encontrado que os pacientes acima de 60 anos possuem frequentemente 

lesões únicas, enquando indivíduos mais jovens apresentam lesões múltiplas 

(p = 0,008).  

 Estudos prospectivos apontam que as lesões localizadas em regiões 

de alto risco apresentam maior taxa de transformação maligna quando 

comparadas as lesões de baixo risco (Kramer et al., 1978; Silverman et al., 

1984). No presente estudo, a maioria das lesões (81,2%) foram encontradas 

em regiões de baixo risco para a transformação maligna (p < 0,005) e não 

houve associação entre a localização das lesões, e os níveis salivares de 

EGF. Em relação a marcação imunoistoquímica de EGF e a localização das 

lesões, foi observado uma tendência de marcação negativa em lesões de 

baixo risco (p=0,051). O baixo EGF nessas regiões pode favorecer a 

progressão das lesões. 

  Brouns et al. (2014) encontraram que o tamanho das lesões (maior 

que 4 cm) é o único fator preditor para a transformação maligna das 

leucoplasias. Essa relação também foi encontrada por Holmstrup et al. (2006). 

Em nosso estudo, apenas 07 (21,8%) lesões mediam mais de 4 cm e não foi 

encontrada associação entre o tamanho das leucoplasias, os níveis salivares 

e a marcação imunoistoquímica de EGF. 

  Os aspectos clínicos são um dos principais fatores de risco para 

transformação maligna das LB`s encontrados na literatura. Estudos prévios 

mostraram que as leucoplasias não homogêneas apresentam maior risco de 

transformação maligna quando comparadas as homogêneas (Pindborg et al., 
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1968; Silverman et al., 1984; Schepman et al., 1998). A leucoplasia não 

homogênea parece estar relacionada com a presença de displasia epitelial. A 

alteração clínica representa o resultado do processo de alteração na 

diferenciação das células epiteliais. Um componente vermelho 

(leucoeritroplasia) é reconhecido pelo aumento da possibilidade de displasia 

epitelial ou transformação maligna. Roed-Petersen et al. (1971) encontrou 

que pacientes com leucoplasias não homogêneas são 7 vezes mais 

propensos à transformação maligna. Clinicamente, o presente estudo 

encontrou 25 (78,1%) leucoplasias homogêneas e 07 (21,9%) não 

homogêneas (p < 0,05). Não foi encontrada associação entre os aspectos 

clínicos das leucoplasias e os níveis salivares de EGF. 

  As leucoplasias bucais podem ser únicas ou múltiplas. Saito et al. 

(1999) encontrou que as leucoplasias múltiplas apresentam maior risco de 

transformação maligna quando comparadas às leucoplasias únicas, 

independente do grau de displasia epitelial. O termo campo de cancerização 

tem sido usado para descrever o fenômeno pelo qual um campo inteiro de 

tecido sofre alterações malignas ou pré malignas (Slaughter et al., 1953; 

Shikhani et al., 1986). O presente estudo encontrou 21 (65,5%) lesões 

múltiplas e 11 (34,5%) lesões únicas, o que reforça a idéia que uma 

proporção substancial da mucosa bucal está alterada em pacientes com 

leucoplasias múltiplas e que esses pacientes podem ser predispostos 

geneticamente para a transformação maligna. Foi encontrada também 

associação estatisticamente significativa entre o número de lesões e a 

marcação imunoistoquímica de EGF. A maioria das lesões múltiplas (88,9%) 

foram negativas para a marcação do EGF enquanto 75% das lesões únicas 
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foram positivas. O baixo EGF nas lesões múltiplas pode favorecer o 

aparecimento de novas lesões. 

  O hábito tabagista é frequentemente associado ao aparecimento das 

leucoplasias bucais. No presente estudo, 18 (56,2%) pacientes eram não 

fumantes e 14 (43,8%) faziam uso de tabaco. Foi encontrada associação 

estatisticamente significativa entre o uso de tabaco e álcool. Normalmente, os 

pacientes fumantes, também fazem uso de bebidas alcóolicas (p=0,008). A 

remoção do hábito pode melhorar o quadro das leucoplasias, inclusive levar 

ao desaparecimento total em cerca de 44% dos pacientes (Banoczy et al., 

1977). Portanto, todos os pacientes tabagistas que participaram do estudo 

foram encorajados à abandonar o hábito ou vício. O risco associado entre o 

desenvolvimento do CCEB e o uso de tabaco é aumentado de acordo com a 

quantidade de cigarros consumidos por dia. Pacientes que consomem 6-20 

cigarros por dia tem 3,1% de chances  de desenvolver o CCEB enquanto 

pacientes que consomem mais de 20 cigarros por dia tem 7,96% de chances 

(Moreno-López et al., 2000). Apesar de não ter sido encontrada significância 

entre a quantidade de tabaco e os níveis salivares de EGF, foi observado que 

75% dos pacientes que consomem mais de 20 cigarros por dia apresentam 

baixo EGF. Bernardes et al. (2011), também encontrou níveis salivares de 

EGF mais baixos em pacientes fumantes. É interessante ressaltar a relação 

entre a ausência do hábito tabagista e a localização das lesões em regiões 

de alto risco (p= 0,024). Este destaca a necessidade de se estar atento para 

as leucoplasias idiopáticas, estabelecendo medidas de acompanhamento 

vigilante para este tipo de lesão. 
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  Estudos recentes indicam que o álcool potencializa os efeitos do 

tabaco, aumentando os riscos de aparecimento e transformação das 

desordens potencialmente malignas. Embora diversos estudos não 

encontrem o uso de álcool como fator independente para o surgimento das 

lesões,  Maserejian et al. (2006) em seu estudo prospectivo, encontrou que 

pacientes que ingerem 12,5 gramas de álcool por dia tem 22% de risco 

aumentado e que o álcool é sim, um fator independente para o 

desenvolvimento das lesões. No presente estudo, os indivíduos não foram 

pareados por hábito elitilista pela dificuldade de mensurar a quantidade de 

álcool ingerida diariamente ou semanalmente pelo paciente. A associação 

entre lesões não homogêneas e o uso de álcool pode sugerir que além de 

potencializar o efeito do tabaco, o álcool possa interferir também diretamente 

no “turn over” e diferenciação das células epiteliais (Feng & Wang, 2013). 

Esta suposição merece melhor investigação. 

  A presença de displasia epitelial sempre foi  considerada como sendo 

preditiva de transformação maligna, e trabalhos relatam que o risco de 

transformação maligna aumenta com a severidade das alterações displásicas 

(Schepman et al., 1998). No entanto, as lesões não displásicas podem 

ocasionalmente sofrer transformação maligna, e nem todas as lesões 

displásicas evoluem para o CCEB. Os estudos longitudinais que associam as 

características histopatológicas e as taxas de transformação maligna das LBs 

permanecem contraditórios (Liu et al., 2010; Ho et al., 2012). A fim de reduzir 

a variabilidade do grau histopatológico inter e intra observador, um sistema 

binário foi sugerido por Kujan et al. (2006) na avaliação da displasia. Por este 

sistema as lesões com displasia ausente ou questionável e leve são 
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consideradas como de baixo risco e displasias moderadas e severas como 

de alto risco para a transformação maligna. Caldeira et al. (2012), sugerem 

que o sistema binário pode reduzir a variabilidade e melhorar a 

reprodutibilidade da avaliação de displasia epitelial e que novos estudos 

sobre a aplicabilidade desse sistema devem ser conduzidos.  Liu et al. (2010) 

verificaram a utilidade do novo sistema binário de displasia e encontraram 

que a displasia de alto risco é um fator significativo para a transformação 

maligna das LBs. No presente estudo 21,9% (n = 7) foram considerados 

como com atipia e 78,1% (n = 25) considerados como sem atipia (p < 0,05).   

Entretanto, não foi encontrada associação entre a presença e ausência de 

displasia e os níveis salivares e teciduais de EGF.   

A marcação imunoistoquímica que deve ser considerada para o EGF é 

a marcação citoplasmática (Bernardes et al., 2011). Entretanto, durante a 

avaliação imunoistoquímica, foi observado evidente marcação nuclear das 

células, sendo considerada positiva em 34,6% e fortemente positiva em 7,7% 

dos casos. Evidências acumuladas sugerem que o núcleo da célula 

representa um segundo local de ação do EGF. Essas evidências vem sendo 

demonstradas através da presença de EGF e EGFR nuclear em diversos 

tipos de tecidos, incluindo queratinócitos (Pierard-Franchimont et al., 1991). 

Marti et al. (2001), ao estudarem a marcação imunoistoquímica de EGF e 

EGFR, mostraram que o EGF e o seu receptor não são encontrados somente 

em associação com a membrana celular, mas também no citoplasma e 

núcleos de todos os tecidos de tireóide investigados. Este mesmo padrão 

encontrado nas lesões de LBs indica a necessidade de maiores 

investigações para elucidar a relação da marcação nuclear de EGF com o 
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comportamento das lesões. Diferentemente dos trabalhos descritos acima, a 

localização nuclear foi exclusiva do EGF, e não envolveu o receptor EGFR. 

 Finalmente, qual o significado do EGF salivar em pacientes com LBs, 

ainda que sem diferença estatística em relação aos controles? Poderia esta 

redução estar relacionada a uma menor capacidade de reparo dos tecidos? 

O EGF é um fator de crescimento, que ao interagir com o receptor EGFR, 

estimula várias vias relacionadas à carcinogênese, entre elas a da 

proliferação celular (Ohsima et al., 2002). Em tecidos normais, ao estimular  a 

proliferação celular o EGF contribui também para a manutenção da 

integridade tecidual e o reparo pós agressões (Noguchi et al., 1991; Wang et 

al., 1992). Por exemplo, a redução dos níveis de EGF pode ser observada 

em indivíduos apresentando quadro de úlceras no trato gastrointestinal, 

sugerindo que neste caso a proteína exerça papel protetor na mucosa desta 

região (Ino et al., 1993). Em uma primeira análise portanto, os baixos níveis 

de EGF na saliva de pacientes com CCEB em comparação a pacientes 

controle foram considerados como indicativos de uma maior susceptibilidade 

da mucosa destes pacientes para o desenvolvimento tumoral (Bernardes et al, 

2010; Bernardes et al., 2011), explicação que também poderia ser 

considerada no caso das LBs. 

  Entretanto, trabalhos mais recentes vem trazer novas explicações 

para o significado dos baixos níveis de EGF. Como fator de crescimento, os 

efeitos mitogênicos do EGF exibem uma curva dose resposta bifásica, ou não 

monotônica (curva U invertida). O EGF em baixas concentrações pode 

exercer efeito antagônico estimulando a atividade mitogênica e proliferativa, 
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enquanto altas doses de EGF inibem o crescimento celular e mesmo a 

apoptose (Zhang et al., 2012). A base molecular para este efeito paradoxo do 

EGF é ainda desconhecida. Entretanto, trabalhos prévios utilizando células 

A431 (linhagem de carcinoma de células escamosas humano que super-

expressa o receptor EGFR) demonstraram inibição do crescimento destas 

células quando estimuladas por altas concentrações de EGF, via expressão 

da quinase dependente de ciclina, p21 (WAF1/Cip1) (Jakus & Yeudall, 1996). 

 Este estudo mostrou não mostrou redução nos níveis salivares de 

EGF em pacientes com leucoplasias bucais. Associação do EGF tecidual 

com a multiplicidade das lesões foi demonstrada. A investigação do 

significado da redução do EGF na saliva e da sua expressão nuclear, além 

do acompanhamento e monitoramento do EGF salivar dos pacientes deste 

estudo são importantes na validação do EGF como biomarcador. 
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CONCLUSÕES 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:  

1. Os níveis salivares de EGF dos pacientes com leucoplasias bucais não 

são diferentes dos níveis salivares dos pacientes controle. Assim, não é 

possível no momento indicar o EGF salivar como um biomarcador para 

leucoplasias bucais. Avaliação de amostras maiores e novas 

mensurações após o tratamento cirúgico das lesões são importantes para 

a validação deste resultado. 

2. Não houve associação entre as variáveis clínicas estudas e os níveis 

salivares de EGF. 

3. Em relação ao EGF tecidual e as variáveis clinicopatológicas estudas, foi 

encontrada associação apenas com o número de lesões. 

4. Não houve associação entre EGFR tecidual e EGF salivar, nem 

correlação entre EGF e EGFR .	
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ANEXOS 

Anexo 1 - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG 
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Anexo 2 - Dados individuais dos pacientes com leucoplasia bucal. 
Caso Idade/gênero* Localização Aspecto clínicos Número 

de lesões 
Tempo de 
evolução 

Tamanho Tabagismo Etilismo Displasia 
epitelial 

1 88/F Baixo risco Homogênea 1 6 anos 2-4 cm Não Não Com atipia 

2 73/M Alto risco Homogênea 2 4 anos 2-4 cm Não Não Sem atipia 

3 80/F Baixo risco Não homogênea 1 Indeterminado < 2 cm Não Não Sem atipia 

4 58/M Baixo risco Homogênea 4 Indeterminado < 2 cm Não Não Sem atipia 

5 70/M Baixo risco Homogênea 2 2 meses < 2 cm Não Não Sem atipia 

6 67/F Alto risco Homogênea 1 Indeterminado < 2 cm Não Sim Sem atipia 

7 67/M Baixo risco Homogênea 1 20 dias < 2 cm Não Não Sem atipia 

8 73/M Baixo risco Homogênea 1 Indeterminado < 2 cm Sim Sim Sem atipia 

9 67/M Baixo risco Não homogênea 1 3 anos > 4 cm Não Não Sem atipia 

10 61/F Alto risco Não homogênea 2 5 anos < 2 cm Não  Não Com atipia 

11 39/M Baixo risco Homogêna 2 4 meses > 4 cm Sim Sim Sem atipia 

12 57/F Baixo risco Não homogênea 3 Indeterminado < 2 cm Sim Não Sem atipia 

13 73/F Baixo risco Não homogênea 1 Indeterminado < 2 cm Não Não Sem atipia 

14 58/F Baixo risco Homogênea 1 1 ano < 2 cm Sim Sim Com atipia 

15 68/F Baixo risco Homogênea 3 Indeterminado 2-4 cm Não Sim Sem atipia 

16 78/F Alto risco Homogênea 1 2 meses < 2 cm Não Não Sem atipia 

17 52/M Baixo risco Homogênea 2 3 meses < 2 cm Sim Sim Sem atipia 

18 59/F Baixo risco Homogênea 2 Indeterminado < 2 cm Sim Sim Sem atipia 

19 46/M Baixo risco Homogênea 2 Indeterminado < 2 cm Sim Sim Sem atipia 

20 49/M Baixo risco Homogênea 2 Indeterminado 2-4 cm Sim Sim Sem atipia 

21 73/M Baixo risco Homogênea 2 Indeterminado < 2 cm Não Sim Sem atipia 

22 47/M Baixo risco Homogênea 3 Indeterminado > 4 cm Sim Não Sem atipia 

23 30/M Baixo risco Homogênea 3 Indeterminado < 2 cm Sim Sim Com atipia 

24 75/M Baixo risco Homogênea 3 Indeterminado > 4 cm Sim Não Sem atipia 

25 61/M Baixo risco Homogênea 1 Indeterminado < 2 cm Sim Não Com atipia 

26 55/M Baixo risco Homogênea 3 Indeterminado > 4 cm Não Sim Sem atipia 

27 62/F Baixo risco Homogênea 1 Indeterminado < 2 cm Sim Sim Com atipia 

28 61/F Baixo risco Homogênea 3 Indeterminado > 4 cm Não Não Com atipia 

29 56/M Baixo risco Homogênea 4 Indeterminado 2-4 cm Sim Sim Sem atipia 

30 50/F Baixo risco Homogênea 2 Indeterminado > 4 cm Não Sim Sem atipia 

31 69/M Alto risco Não homogênea 4 Indeterminado < 2 cm Não Não Sem atipia 

32 56/F Alto risco Não homogênea 2 14 dias 2-4 cm Não Não  Sem atipia 

*M, masculino; F, feminino 
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