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s RESUMO: Foram estudados 16 casos de displasia epitelial de mucosa oral
por meio da analise morfolégica e de andlises quantitativa e dimensional
das regides organizadoras nucleolares (NORs). Os cortes histolégicos cora-
dos pela técnica da hematoxilina e eosina foram examinados ao microscépio
de luz, analisados morfologicamente com base nos critérios histologicos
estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e classificados
em displasias leves (cinco casos), moderadas (oito casos) e severas (irés
casos), de acordo com o sistema de gradagdo proposto por Bandczy &
Csiba.* Nos cortes histoldgicos submetidos & coloragdo pela técnica do
AgNOR e examinados ao microscopio de luz, foram realizadas analises
quantitativa e dimensional das NORs coradas pela prata. Os numeros
médios de AgNORs/nucleo encontrados para as displasias leves, modera-
das e severas foram, respectivamente, 2,49, 2,48 e 2,35. Os valores médios
referentes ao didmetro das AgNORs foram: 2,12 um para displasias leves,
2,23 pm para as moderadas e 2,64 um para as lesdes severas. Os dados
obtidos foram submetidos & andlise estatistica, ndo sendo detectadas
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diferengas significativas quanto ao numero e ao didmetro médios das
AgNORs, entre os varios graus das displasias epiteliais estudadas.

= PALAVRAS-CHAVE: Displasia epitelial; AGNOR.

Introducio

A displasia epitelial consiste em uma altera¢do histolégica caracte-
rizada pela presenca de atipia celular em graus variaveis. Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS),? as alteragdes histoldgicas que
caracterizam esta lesdo sdo: perda da polaridade das células basais;
presenca de mais de uma camada de células de aspecto basaldide;
aumento da relacdo nucleo-citoplasma; projecdes epiteliais em forma
de gota; estratificacdo irregular do epitélio; aumento do numero de
figuras de mitose, podendo algumas delas apresentarem-se anémalas;
presenca de figuras de mitose na metade superficial do epitélio;
pleomorfismo celular; hipercromatismo nuclear; nucléolos volumosos;
coesdo celular reduzida e ceratinizagdo individual ou de grupos de
células na camada espinhosa. Entretanto, nem todas estas alteracdes
sfo encontradas necessariamente em um unico caso.

De acordo com sua gravidade, as displasias epiteliais podem ser
classificadas em leves, moderadas ou severas. Existe, contudo, uma
dose bastante significativa de subjetividade envolvida nesta grada- .
¢do,'» %% o que dificulta a compreensdo do comportamento desta
entidade, bem como a comparacdo dos resultados obtidos por diferen-
tes autores. Tém sido descritas algumas metodologias com a finalidade
de padronizar os critérios utilizados na avaliagdo do grau de displasia
epitelial e de torna-los mais objetivos.* * % Dentre estas metodologias,
destaca-se o sistema de gradagdo proposto por Bandczy & Csiba,*
segundo o qual a presenca de duas altera¢des histolégicas indica uma
displasia leve; a constatagdo de duas a quatro altera¢Ges sugere
uma displasia moderada; enquanto a verificagdo de cinco ou mais
alterages histoldgicas revela uma displasia severa.

Segundo os relatos de Costa,® a maioria dos autores aceita que haja
uma evolugao gradual das alteragdes celulares desde a displasia até o
carcinoma invasivo. Entretanto, de acordo com a OMS,? a relagdo entre
a displasia epitelial em seus varios graus e o subsequente desenvolvi-
mento de céncer nio esta completamente esclarecida. De um modo
geral, considera-se que a gradagéo da displasia est4 relacionada ao grau
de probabilidade de desenvolvimento de uma lesdo maligna.” Entre-
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tanto, existem os “sitios de alto risco”, como a superficie ventral da
lingua,®> % assoalho da boca % e 1abios, ™ nos quais até mesmo displasias
epiteliais leves exibem maior possibilidade de malignizacéo.

A técnica do AgNOR ¢ um método de coloragéo que vem sendo
amplamente utilizado em tecidos rotineiramente fixados em formol e
incluidos em parafina, para o estudo mais aprofundado de processos
patolégicos das mais diversas naturezas.” Esta técnica se fundamenta
na evidenciacdo das regides organizadoras nucleolares (NORs) por
meio da impregnagdo pela prata (Ag) das proteinas a elas associadas
(NORAPs). A andlise quantitativa e dimensional das AGNORs possibili-
ta o conhecimento do nivel de atividade celular da lesdo estudada,
fornecendo indicios sobre o seu comportamento biologico.” Os dados
disponiveis na literatura demonstram que em neoplasias malignas as
AgNORs sdo menores, mais numerosas e se distribuem mais dispersa-
mente que em neoplasias benignas de mesma natureza.® ® Além da
diferenciacdo entre lesdes benignas e malignas, esta técnica tem
sido utilizada na tentativa de se estabelecer o potencial neoplasico,?-
graus de malignidade > '° e agressividade 7- % 3de lesdes de diferentes
origens.

A proposi¢do deste trabalho consiste na andlise quantitativa e
dimensional das AgNORs em uma série de casos de displasia epitelial
oral de graus leve, moderado e severo, estabelecidos pelo sistema de
gradacdo de Banoczy & Csiba,? a fim de se conhecerem os niveis
de atividade celular exibidos por eles e verificar a existéncia de uma
correlagao entre o grau da displasia e o numero e o didmetro médios das
AgNORs.

Material e método

Nossa amostra consistiu de 16 casos de displasia epitelial de
mucosa oral, obtidos dos arquivos do laberatério de anatomia patoldgi-
ca da disciplina de Patologia Oral da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN). A partir de cortes histolégicos de 6 um de
espessura, corados pela técnica da hematoxilina e eosina, foi realizada
uma analise morfolégica destas lesdes, tendo por base os critérios
histoldgicos estabelecidos pela OMS? para o diagndstico das displasias
epiteliais. Subseqiientemente, as lesbes foram classificadas, de acordo
com o sistema de gradagédo proposto por Banoczy & Csiba,* em displa-
sias leves (duas alteragdes histolégicas), moderadas (duas a quatro
alteragdes) ou severas (cinco ou mais alteragoes).
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Foram obtidos, das mesmas lesdes, outros cortes de 3 um de
espessura, que apos a coloragdo pela técnica do AGNOR, preconizada
por Ploton et al.? e melhorada por Nunes et al.,? foram examinados com
um microscopio 6tico binocular, regulado com objetiva de imersao
(1000x), a fim de realizar as andalises quantitativa e dimensional das
NORs coradas pela prata. A contagem de AgNORs por nucleo foi
realizada em 150 células por caso, sendo utilizado um reticulo de
WEIBEL NGW?2 para estereologia, tendo por finalidade evitar a reconta-
gem de estruturas. Foram feitas duas contagens pelo mesmo observador,
sendo calculadas as médias aritméticas referentes a cada caso. Os
diametros de 100 NORs por lesdo foram medidos, com o auxilio de
diapositivos de diferentes campos histolégicos selecionados de maneira
aleatoria, sendo calculado o valor médio para cada caso. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise estatistica, por meio do teste t e
analise de varidncia.

Resultado

Nas displasias epiteliais estudadas foram encontradas de duas a oito
alteracdes histologicas, daquelas estabelecidas pela OMS,# sendo as
mais frequentes: hiperplasia basilar, ceratinizagdo individual ou de
grupos de células na camada espinhosa, hipercromatismo nuclear e
projecdes epiteliais em forma de gota. As lesdes foram classificadas, de
acordo com o sistema de gradagdo de Banoczy & Csiba,* em displasias
leves (cinco casos), moderadas (oito casos) e severas (trés casos)
(Figuras 1, 3 e b).

Em todos os cortes histolégicos examinados, as AGNORs foram
evidenciadas como pontos acastanhados dentro do nucleo celular,
exibindo forma predominantemente arredondada e variagdes de nume-
ro e didmetro (Figuras 2, 4 e 6). Os resultados obtidos das analises
quantitativa e dimensional das AGNORs, em valores médios, encon-
tram-se discriminados, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2.

Foi utilizado o teste t para verificar a hipdtese de igualdade entre
a primeira e a segunda contagem, quanto ao numero médio de
AgNORs/nucleo, em cada grupo histolégico das displasias epiteliais,
néo sendo encontradas diferencas significativas entre elas. Para testar
as hipéteses de igualdade quantitativa e dimensional das AGNORs entre
os graus leve, moderado e severo de displasia epitelial, foi realizada
analise de varidncia, nao tendo sido detectada nenhuma diferenga
significativa.
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FIGURA 1 - Displasia epitelial leve exibindo hiperplasia basilar e proje¢oes epileliais
em forma de gota. H/E 100x.

FIGURA 2 Displasia epitelial leve. AgNORs dispersas pelos nucleos celulares
exibindo namero variavel e forma arredondada. AgNOR 400x
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FIGURA 3 - Displasia epitelial moderada. Observar o aumento do nimero de figuras
de mitose e presenga de algumas delas no tergo superficial do epitélio. H/E 100%

FIGURA 4 - Displasia epitelial moderada. AgNORs arredondadas dispersas pelos
nucleos celulares. AgNOR 400x.
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FICURA b - Crau severo de displasia epitelial exibindo perda da polarizagdo das
células da camada basal e ceratiniza¢ao individual de células na camada espinho-
sa. H/E 100x.

FIGURA 6 - Displasia epitelial severa. Nucleos celulares exibindo AgNORs arredonda-
das e em namero variavel. AGQNOR 400x.
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Tabela 1 - Numeros médios de AgNORs/ntcleo obtidos nas duas con-
tagens realizadas em displasias epiteliais leves, moderadas
e severas. Natal/RN - 1996

Displasia leve Displasia moderada Displasia severa
12 2 18 2 18 28
2,30 2,52 3,03 2,96 2,19 2,59
2,91 3,29 2,99 2,95 2,03 2,29
2,44 2,79 2,44 2,29 2,69 293
2,00 2,06 1,82 2,04
1,15 2,50 1,82 1,79
2,47 2,82
2,10 2,19
2,06 2,25
2,36 2,63 2,34 2,41 2,30 2,60
2,49 2,38 2,45

Tabela 2 - Didmetros médios (um) das AgNORs registrados nos diversos
tipos histolégicos das diplasias epiteliais orais estudadas.
Natal/RN - 1996

Displasia leve Displasia moderada Displasia severa
2,64 2,03 2,32
1,67 1,66 3,24
1,62 1,72 2,35
2,41 1,64
2,35 2,90
2,98
2,28
2,67
2,12 2,23 2,64
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Discussao

Displasia epitelial € um termo histologico utilizado para designar
lesOes nas quais sdo encontradas caracteristicas de atipia celular em
parte da espessura do epitélio.® Diversos estudos sobre a displasia
epitelial foram realizados anteriormente a formalizag&o das caracteris-
ticas histoloégicas desta patologia,® 4 8 ¥ 2 gté que em 1978 a OMS?#
estabeleceu uma listagem das alteracdes histoldgicas que poderiam
ser encontradas nesta lesdo. Estes critérios foram utilizados no presen-
te trabalho na andlise histoldgica de 16 casos de displasia epitelial de
mucosa oral, tendo sido encontradas de duas a oito caracteristicas
de atipia por lesdo, sendo as mais fregiientes a hiperplasia basilar,
ceratinizacdo individual ou de grupos de células na camada espinhosa,
projecoes epiteliais em forma de gota e hipercromatismo nuclear.

Buscando uma maior objetividade na gradagdo das displasias
epiteliais, utilizamos o sistema proposto por Banoczy & Csiba,? segun-
do o qual as lesdes sdo classificadas em leves, moderadas ou severas,
de acordo com o numero de alteragdes celulares que exibem. Constata-
mos que este ¢ um metodo simples, que pode ser utilizado rotineira-
mente em laminas coradas pela técnica convencional da hematoxilina
e eosina e examinadas ao microscépio de luz. Percebemos, entretanto,
que este sistema, apesar de ser quantitativo, ainda deixa alguma
margem para subjetividade, uma vez que o patologista precisa avaliar
até que ponto a presenga de determinada alteragao histologica, ainda
que em quantidade minima, deva ser considerada significativa. Con-
cordamos com Nunes,? quando este afirma que a gradagéo final da
displasia epitelial talvez ndo seja dependente somente das altera¢des
presentes, mas também da quantidade destas e/ou do tamanho da area
afetada.

A displasia epitelial, quando deixada a seu proprio curso, pode
permanecer estatica, aumentar de tamanho ou severidade, regredir
espontaneamente ou sofrer transformagdo maligna.’ Devido a esta
imprevisibilidade no seu comportamento bioldgico, tém surgido diver-
sos trabalhos com o objetivo de ampliar os conhecimentos a respeito da
displasia epitelial, utilizando metodologias variadas, como citometria
de imagem,' andlise morfométrica,® avaliagdo do infiltrado inflama-
torio subepitelial e peritumoral *® e utilizagdo de marcadores biologicos
como a proteina p53,7 * as lectinas,® os antigenos de grupo san-
guineo ® e os antigenos associados a proliferacdo celular, como o
PCNA "% ¢ 0 Ki-67.%
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Uma outra metodologia que vem sendo bastante explorada em
histopatologia é a técnica do AgNOR, com o auxilio da qual sdo
avaliados numero, tamanho e distribuigdo das NORs coradas pela
prata, a fim de se obterem indicios sobre a atividade celular da lesdao
estudada, bem como sobre seu comportamento biolégico.® 0. 17. 29. 33
Diversos trabalhos tém utilizado este método de coloragdo na avaliagdo
de lesOes epiteliais de mucosa oral.? 5 '3 2. % 2. 3. 35 A tacpica do
AgNOR tem se mostrado util na gradagéo da fibrose submucosa oral % e
como marcador biolégico de alteragdes celulares incipientes em muco-
sa oral adjacente a lesdes carcinomatosas.® Cabrini et al.’ observaram
diferencas significativas na distribui¢do, volume, numero e forma das
AgNORs entre mucosa normal, papiloma e carcinoma de células esca-
mosas, enquanto Warnakulasuriya & Johnson * detectaram um aumen-
to na contagem de AgNORs em lesdes orais na seguinte ordem:
ceratose benigna, displasia epitelial e carcinoma.

Nos realizamos a analise quantitativa e dimensional de AgNORs
em displasias epiteliais orais leves, moderadas e severas com o objetivo
de verificar os niveis de atividade celular exibidos pelos diferentes
graus da lesdo e a possibilidade de haver um carater evolutivo entre
eles. A analise dimensional das AGQNORs forneceu médias de 2,12 um,
2,23 um e 2,64 um, respectivamente, para os graus leve, moderado e
severo das displasias epiteliais estudadas. Os numeros meédios de
AgNORs/nicleo encontrados nas displasias epiteliais avaliadas foram:
2,49 para o grau leve, 2,38 para o moderado e 2,45 para o grupo das
displasias severas. De acordo com os nossos resultados, ndo existe
diferenga estatisticamente significativa quanto ao numero médio de
AgNORs/nucleo, nem quanto ao didmetro médio das AgNORs entre as
displasias epiteliais orais leves, moderadas e severas. Pela metodologia
aplicada, nao foi possivel, portanto, detectar diferencas nos niveis de
atividade celular exibidos pelos trés graus histologicos da displasia
epitelial oral, estabelecidos com base no sistema de gradagao proposto
por Bandczy & Csiba.*

Nossos resultados discordam dos achados de Nunes,? que revela-
ram um aumento na contagem de AgNORs com o agravamento da
displasia epitelial oral. Estdo, entretanto, em concordancia com os
resultados encontrados por Kahn et al.,"® que ndo demonstraram diferen-
¢as significativas no numero de AgNORs/nucleo entre os diversos graus
de displasia epitelial, o que os levou a afirmagdo de que a técnica do
AgNOR néo pode ser utilizada na gradagdo das displasias epiteliais de
mucosa oral. E possivel que ndo tenhamos encontrado uma correlagéo
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positiva entre o namero e o tamanho médios das AGNORs e a gravidade
da displasia epitelial em virtude de o sistema de classificagdo proposto
por Banoczy & Csiba,* utilizado neste trabalho, néo retratar com a
precisdo necessaria a gradagio histologica das displasias epiteliais orais.
Devemos levar em consideragao, ainda, a imprevisibilidade do compor-
famento biolégico desta lesao. Sobre este aspecto, consideramos muito
apropriado para a displasia epitelial um comentario feito por Nunes ? em
relacdo a leucoplasia oral, quando este sugere que uma maior ou menor
contagem de AgNORs pode apontar, na realidade, uma evolugdo ou
regressao da leso, a despeito de sua gradagéo histologica.

Conclusao

» Néo existe diferenga estatisticamente significativa quanto ao nimero
e didmetro médios das AgNORs entre as displasias epiteliais orais
leves, moderadas e severas, classificadas de acordo com o método de
Banoczy & Csiba.*

* Pela metodologia aplicada, ndo foi possivel detectar diferengas nos
niveis de atividade celular exibidos pelos graus leve, moderado e
severo da displasia epitelial oral, determinados segundo o sistema de
gradagdo estabelecido por Banoczy & Csiba.*

BARROS, S. S. L. V, FREITAS, R. de A. Argyrophilia in nucleolar organizer
regions in epithelial dysplasia of the oral mucosa. Rev. Odontol. UNESP
(Sdo Paulo), v.26, n.1, p.189-202, 1997.

n ABSTRACT: Sixteen cases of oral epithelial dysplasia were studied by
means of morphologic analysis and quantitative and dimensional analyses
of the nucleolar organizer regions (NORs). The morphologic analysis was
realized according to the World Health Organization (WHQ) criteria, and
the lesions were graded according to the Banéczy & Csiba sistem, with five
cases regarded as being mild dysplasia, eight as moderate dysplasia and
three as severe dysplasia. The average AGNOR count per nucleus for each
histologic group of epithelial dysplasia was calculated as foliows: mild
dysplasia (2.49), moderate dysplasia (2.48) and severe dysplasia (2.35). The
mean diameter of AGNORs was 2.12 pum, 2.23 um and 2.64 yum, for mild
dysplasia, moderate dysplasia and severe dysplasia, respectively. No signifi-
cant differences were found between the three histologic degrees of epi-
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thelial dysplasia, in regards to the number and the size of the diameter of
the AgNORs.

n KEYWORDS: Epithelial dysplasia; AGNOR.
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