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RESUMO 
Teenicas microscopicas quantitativas permitem obterem-se informacoes especificas na avaliacao dos parimetros microscOpi- 

cos. Estas tecnicas podem ser utilizadas em estudos de lesoes com potencial de transformaga'o maligna como um importante 
marcador prognostic°. 0 objetivo deste estudo foi, atraves de uma analise morfometrica, avaliar a area nuclear das celulas da 
camada basal de lesoes cancerizaveis com diagnostico histopatologico de hiperceratose com acantose. Foram utilizados como 
controle epitelio normal e carcinoma epidermOide. Para tal, selecionaram-se 10 casos com diagnostic° histopatologico de 
hiperceratose corn acantose e 10 casos de carcinoma epidermeide registrados no Laborat6rio de Patologia Bucal da Faculdade de 
Odontologia da UFRGS e incluidos em blocos de parafina. Foram selecionados aleatoriamente 3 campos nas laminas de hiperceratose 
corn acantose, 3 campos na area central do tumor e 3 campos na area de epitelio normal adjacente ao tumor. A mensuragao da area 
nuclear das celulas foi realizada atraves de um sistema computadorizado de processamento e Analise de Imagens (IMAGELAB®). 
Os resultados obtidos atraves do teste ANOVA mostraram que as areas nucleares dos grupos de hiperceratose com acantose e 
epitelio normal nao diferem entre si estatisticamente. Observou-se, ainda, que a area nuclear no grupo do carcinoma epidermOide 
é maior que nos demais grupos, indicando que as tecnicas de quantificagao morfologica apresentaram o valor prognostic° estabe-
lecido em nosso estudo. 

INTRODUCAO 
0 mecanismo da carcinogenese esta re-

lacionado corn proliferagao celular e inva-
sae dos tecidos adjacentes pelo rompimento 
da membrana basal (CAWSON, 1995). 0 
carcinoma epidermOide bucal a uma lesao 
maligna que pode ser precedida por lesoes 
cancerizaveis. A leucoplasia é definida como 
uma placa ou mancha branca, nao removida 
por raspagem e representa uma lesao 
cancerizavel, sendo que cerca de 6% dos 
carcinomas iniciam a partir desta lesao 
(PINDBORG, 1980). Dentre os distfirbios de 
maturacao celular relacionados corn a 
leucoplasia, pode-se observar acantose, 
hiperceratose, displasia epitelial ou carcino-
ma (REGEZI; SCIUBBA, 1991; ARAUJO, 
1984). As formas leucoplasicas ou 
eritroplasicas provavelmente sejam estagios 
iniciais da carcinogenese (NEVILLE et al., 
1995). 

No exame histopatologico de lesoes 
cancerizaveis bucais, observam-se diferen-
tes graus de alteragoes epiteliais que dificul-
tam a determinagao do risco de transforma-
cao maligna. Esse fato evidencia a necessi-
dade de se desenvolverem e se utilizarem 
meios de diagnostic° de maior especificidade. 

Tecnicas quantitativas estruturais vem sen-
do desenvolvidas, buscando criterios espe- 
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cificos na avaliagao de parametros celulares 
como a area nuclear, em tecidos e celulas 
normais ou alterados. Estas tecnicas quanti-
tativas podem detectar caracteristicas que nao 
sejam observadas na analise morfologica. 
Modificagoes nas celulas basais podem sig-
nificar serias implicagOes para o comporta-
mento futuro da celula, incluindo transfor-
maga° maligna (SHABANA; EL-LABBAN; 
LEE, 1987). A mensuragao da sua area em 
lesoes cancerizaveis pode ser urn importante 
marcador prognostic°. 

Valeri et al. (1967) estudaram as celulas 
da mucosa cervico-uterina normal e com di-
agnostic° de carcinoma "in situ" e carcino-
ma invasor, e observaram um aumento pro-
porcional na area nuclear e no contend° de 
DNA em celulas epiteliais dessa mucosa. 0 
estudo mostra um progressivo aumento, par-
tindo da mucosa normal, seguindo-se de car-
cinoma "in situ" e de carcinoma invasivo. 
Bohm, Sandritter (1975) tambem sugerem 
que durante a carcinogenese ocorre um au-
mento na sintese de DNA. 

0 contend° de DNA tem sido bastante 
utilizado para caracterizar a atividade de pro-
liferacao celular. Distribuicoes anormais de 
DNA tern sido demonstradas em lesoes pre-
malignas e malignas da mucosa bucal. 
Cowpe, Longmore (1981) realizaram urn  

estudo corn objetivo de avaliar o contend° 
de DNA e a area nuclear de esfregagos 
citologicos da mucosa bucal. Os resultados 
obtidos fornecem valores de area nuclear 
de celulas de tecido normal e podem ser 
ateis para comparagao em estudos futuros 
de mensuragoes de area nuclear em tecidos 
anormais. Os autores salientam, ainda, que 
a determinagao da area nuclear, ate o mo-
mento, nao tem um valor especffico de diag-
nostic°, pois nao ha uma relagao clara entre 
area nuclear, contend° de DNA, aspecto cli-
nic° e histopatologico em neoplasias. 

Tucker et al. (1994) avaliaram, atraves 
da coloragao Feulgen, amostras coletadas de 
20 pacientes, de 3 sitios, diagnosticados cli-
nicamente como normais, ou histo-
patologicamente como pre-malignos ou ma-
lignos. As caracteristicas morfometricas ce-
lulares foram mensuradas dos esfregagos de 
cada sitio, e os autores sugerem, que se pode 
distinguir claramente esfregagos de normais 
de anormais, mas WA() puderam distinguir 
esfregagos pre-malignos de malignos. Esta 
discriminagao Ode ser obtida apenas da area 
citoplasmatica. Os resultados sugerem, por-
tanto, que uma combinagao de contend° de 
DNA e mensuragao morfometrica de 
esfregagos bucais pode ser utilizada como 
um metodo para detectar condig5es pre-ma- 
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lianas e malignas. 
White, Cood e Gohari (1985) avaliaram 

alteracoes do volume celular e nuclear du-
rante a diferenciagao epitelial em inducao 
experimental de carcinogenese bucal corn 
aplicacao de tecnicas morfometricas. Boche-
chas de hamsters tratadas corn DMBA fo-
ram biopsiadas e designadas para grupos de 
hiperplasia, displasia e carcinoma 
epidermOide. Em todas as camadas do 
epitelio, os volumes celular, nuclear e 
citoplasmatico foram menores no grupo con-
trole, aumentando nos grupos experimentais. 
Concluiu-se que o aumento do volume celu-
lar e nuclear ocorre nao somente durante a 
carcinogenese experimental, mas tambem em 
lesoes benignas e malignas. Os autores su-
gerem, ainda, que com o advento dos siste-
mas computadorizados de analise de ima-
gens, a mensuragao de certas caracteristi-
cas estruturais em tecidos seccionados pode 
ter um papel importante no diagnostico 
histopatologico. 

Em estudo de inducao de carcinogenese 
em ratos, Rich, Reade (1992) observaram 
em cortes de mucosa bucal de palato que a 
area nuclear das celulas basais foi aumen-
tando na medida que o epitelio tornava-se 
displasico. 

0 tamanho e a forma de Midas da ca-
mada basal do epitelio bucal foram estuda- 

dos em grupos de lesoes brancas (queratose 
traumatica, liquen plano, leucoplasia) em 2 
grupos controles - mucosa normal e carcino-
ma epiderm6ide. Os resultados mostraram 
um progressivo aumento nas dimensties -
area, perimetro e maxim° diametro - do 
nacleo das celulas epiteliais em lesoes bran-
cas ate o carcinoma, corn diferengas consi-
deraveis. 0 nficleo celular, no grupo do car-
cinoma, era 2 vezes maior que no grupo da 
mucosa normal. De acordo corn os autores, 
o tamanho das celulas basais e do seu Tra-
de° pode ser de valor diagnostico para le-
saes corn alto risco de transformagao malig-
na (SHABANA; EL-LABBAN; LEE, 1987). 

Sano (1989), realizou urn estudo de ava-
liagao morfometrica, atraves da analise de 
casos de epitelio nao-displasico, de epitelio 
displasico e de carcinoma epidermOide. 0 
autor comparou os resultados morfometricos 
e sugere que a morfometria pode ser utiliza-
da na confirmagao da severidade 
histopatolOgica de displasia epitelial. 

Bryne et al. (1991) realizaram a 
mensuracao do volume nuclear em 44 paci-
entes com carcinoma epidermoide bucal, e 
observaram que o volume nuclear nao esta-
va relacionado corn o prognostic° desses pa-
cientes. Os autores sugerem, ainda, que a 
evolugao histopatologica do pleomorfismo 
nuclear inclui uma informacao prognostica 
variavel. 

Pacientes corn liquen plano bucal podem 
apresentar urn risco relativamente alto para  

o subsequente desenvolvimento de cancer bu-
cal. Pouco se sabe sobre os efeitos das infla-
macoes cronicas no processo de transforma-
cao maligna. White, Jin, Yang (1994) avali-
aram os volumes celular e nuclear de celu-
las da camada basal e espinhosa de epitelio 
normal, de epitelio associado corn infiltrado 
inflamatorio cronico nao-especifico e de le-
saes de liquen piano. Os volumes celular e 
nuclear de ambas as camadas foram simila-
res nos grupos normal e inflamatorio, mas 
foi quase o dobro no grupo do liquen plano. 

efeito do infiltrado inflamatorio no liquen 
plano e na lesao inflamatOria, portanto, dife-
re significativamente. Os autores concluiram 
que os volumes celular e nuclear podem ser-
vir como discriminadores potenciais entre 
lesoes benignas e liquen plano. 

De acordo com Aguiar (1996), o epitelio 
de revestimento da mucosa adjacente aos 
carcinomas epidermoides pode apresentar 
alteracoes morfologicas e histoquimicas re-
presentativas da carcinogenese precoce. A 
avaliacao histopatologica dessas alteracoes 
dificil e nem sempre a uma indicagao 
confiavel da progressao para o carcinoma 
invasivo. 0 autor estudou a expressao do 
PCNA, P53 AgNOR e Ki-67 no epitelio de 
revestimento da mucosa prOximo a carcino-
mas epidermoides bucais, e nao verificou 
nenhuma correlacao desses marcadores corn 
o grau de atipia epitelial. 

Costa (1994) comparou morfologicamente 
celulas basais de 8 casos de displasia epitelial 
e 8 casos de hiperceratose e observou que os 
volumes nucleares medios das celulas basais 
nas displasias epiteliais mostraram-se signifi-
cativamente maiores que os das hiperceratoses 
(p < 0,03). 

White, Jin, Yang (1997), em seu estudo 
de quantificagao morfometrica de volume 
celular e nuclear de celulas da camada basal 
e espinhosa em diferentes lesoes de boche-
cha humana, sugerem que a relacao nircleo/ 
citoplasma nao tern valor como prognostic° 
de lesoes corn potencial de malignizacao. Para 
os autores, o aumento da proporgao nacleo/ 
citoplasma que Ode ser descrito 
quantitativamente a provavelmente devido ao 
aumento do hipercromatismo nuclear, que 
pode ocasionar urn aumento ilusorio do ta-
manho do nude° em relagao ao citoplasma. 

Corn base nestes achados, pode-se su-
gerir que seja possivel constatarem-se dife-
rencas entre a area nuclear de celulas de 
carcinoma epidermoide, de leucoplasias que 
mostrem hiperceratose corn acantose e de 
epitelio normal. Sendo assim, o objetivo des-
te estudo e, atraves de uma analise 
morfometrica, avaliar a area nuclear das 
celulas da camada basal de epitelio nor-
mal, de lesoes cancerizaveis e de carcino-
mas epidermoides, com auxilio de um Sis-
tema Computadorizado de Processamento 
e Analise de Imagens. 

MATERIALS E METODOS 
A amostra utilizada neste estudo foi cons-

tituida por 10 casos com diagnostico 
histopatologico de hiperceratose e acantose 
(diagnostico clinic° de leucoplasia) e por 10 
casos corn diagnostico de carcinoma 
epidermoide que apresentavam uma porgao 
de epitelio normal adjacente. Os cortes foram 
retirados do material incluido em parafina do 
arquivo do Laboratorio de Patologia Bucal da 
Faculdade de Odontologia da UFRGS e fo-
ram corados pela hematoxilina-eosina. 

Foram selecionados aleatoriamente e ana-
lisados 3 campos em cada lamina de 
hiperceratose com acantose, 3 campos na 
area do tumor e 3 campos na area de epitelio 
normal adjacente ao mesmo em cada lemina 
com diagnostico de carcinoma epidermoide. 
Todas as celulas da camada basal nos casos 
de hiperceratose com acantose e de epitelio 
normal foram mensuradas. Na regiao de car-
cinoma, todas as celulas presentes no campo 
foram mensuradas, devido a ruptura da 
membrana basal. Foram mensuradas, em 
media 15 celulas por campo microscopic° 
em cada uma das laminas. Foram excluidas 
as celulas que estavam em processo de 
mitose e as que se apresentavam sobrepos-
tas, devido a dificuldade de visualizacao dos 
limiter celulares. 

A metodologia de captura das ima- 
gens para avaliacao quantitativa consistiu na 
selecao aleatOria dos campos em urn micros-
copio 6ptico marca Zeiss modelo Standart 20, 
corn urn aumento de 400x e transmissao da 
imagem via video-camera colorida marca 
JVC modelo TK C-620 para um monitor de 
video TCE 17". A video-camera utilizada no 
estudo é da marca JVC modelo TK-C620 
corn as seguintes especfficacoes: tipo (video-
camera colorida), sistema de sinal (NTSC 
standard), tamanho da imagem (1/3' pole-
gadas), resolugao(470 linhas-horizontais), 
namero de pixels 380,00 (771 (H) x 490(V)), 
sensor de imagem (CCD). A partir da ima-
gem digitalizada, tracou-se o limite nuclear 
de cada celula por intermedio da utilizacao 
do Sistema de Processamento e Analise de 
Imagens - IMAGELAB®  versa° 2.3, instala-
do em urn computador marca UNYSYS® - 
model° Aquanta DX (processador Pentium 
MMX 200MHz, 64 MB de memoria RAM, 
corn o qual foi obtido o calculo da area nu-
clear. 

Foram obtidas as medias das areas nu-
cleares de cada campo, em seguida, a media 
das area nucleares de cada lamina e , por 
fim, de cada uma das 3 regioes analisadas. 

Os resultados foram analisados 
quantitativamente e as medias obtidas em 
cada uma das 3 regioes foram comparadas 
estatisticamente atraves do teste Analise de 
Variancia (ANOVA) e do teste de compara-
coes maltiplas de Tukey, ao nivel de 
significancia de IA 0,05. 
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Tabela 1. Resultados do teste Anodise de Varkincia (ANOVA) 

Grupo Media Desvio-Padrao 

Epitelio normal 6.599.523,40: 1.548.769,41 
Lesao cancerizavel 7.282.653,05 B  2.001.442,26 
Carcinoma epidermoide 15.015.637,45 5.201.106,81 

• Medias seguidas de mesma letra nao diferem entre si (pS" 0,05). 
• Unidade de medida: pixel. 

Figura 1. Varitincia dos valores de area nuclear nos 3 grupos analisados 
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1. Fotomicrografia de corte de epitelio 
adjacente a area tumoral, mostrando a 
mensuractio da area nuclear de uma ce- 
lula basal — 603.5000 pixels. Aumento de 
400x e coloracao de hematoxilinaleosina. 

RESULTADOS 
Atraves dos resultados do teste Analise 

de Variancia (ANOVA) e do teste de corn-
paragoes multiplas de Tukey, foram 
verificadas diferencas significativas entre 
as medias para os 3 grupos estudados. 

Observou-se que o grupo do carcino-
ma epidermoide apresenta uma area nu- 

Na Figura 1, observa-se a media da 
area nuclear de cada lamina em cada urn 
dos 3 grupos analisados e sua variancia. 
Os valores da media da area nuclear em 
cada lamina do grupo do carcinoma 
epidermoide mostram-se superiores aos 
demais grupos. 0 grupo do carcinoma  

2. Fotomicrografia de corte de hiperceratose corn 
acantose, mostrando a mensuracito da area nu- 
clear de uma Alla basal — 681.0000 pixels. 
Aumento de 400x e coloracao de hematoxilinal 
eosin. 

clear maior que os demais grupos (Tabela 
1). 

A area nuclear do grupo de leucoplasia 
(hiperceratose e acantose) é maior que no 
grupo de epitelio normal, porein nao ha 
diferenca estatisticamente significativa para 
os valores de area nuclear entre os 2 gru-
pos (Tabela 1). 

epidermoide apresentou urn desvio pa-
drao maior para os valores de area nu-
clear, seguido do grupo de lesao 
cancerizavel e de epitelio normal, que é 
representado pela variancia dos valores 
de medias de areas nucleares em cada gru-
po. 

3. Fotomicrografia de corte de carcinoma 
epidermeide, mostrando a mensuracao da area 
nuclear de uma celula tumoral — 1430.0000 
pixels. Aumento de 400x e coloracao de 
hematoxilinaleosina. 

DISCUSSAO 
E importante considerar que selecao 

dos casos analisados neste estudo foi rea-
lizada de forma cronologica retrospecti-
va. Os casos foram selecionados do ar-
quivo do Laboratorio de Patologia Bu-
cal da Faculdade de Odontologia da 
UFRGS a partir dos registros referentes a 
abril de 2001 a outubro de 1993, desde 
que as laminas com diagnostic° de carci-
noma epidermbide apresentassem uma 
porcao de epitelio normal adjacente. 

As lesoes cancerizaveis apresentam 
um risco variavel de transformacao ma-
ligna. Cerca de 3 a 6% dessas lesoes evo-
luem para o carcinoma (PINDBORG, 
1980). Devido a esta tendencia a malig-
nidade, sAo necessarios estudos que bus-
quem estabelecer parametros confiaveis 
para predizer quais lesoes leucoplasicas 
evoluiriam para o carcinoma. A. avalia-
cao do volume nuclear é uma possibilida-
de experimentada por alguns autores com 
resultados controversos (SHABANA; EL-
LABBAN; LEE, 1987; SANO, 1989; 
WHITE; JIN; YANG, 1997). 

Neste estudo demonstrou-se um aumento 
do volume nuclear das celulas basais em 
leucoplasias em que nao eram observadas 
alteracoes displasicas (tabela 1). Este aumen-
to nao foi significativo do ponto de vista esta-
tistico, comparando-se corn o volume nucle-
ar de celulas basais de epitelio normal, o 
que discorda dos achados de Shabana, EL-
Labban, Lee (1987). 0 autor observou um 
aumento do volume das celulas basais em 
leucoplasias, mas nao relata o padrao 
histopatologico dos cones examinados. 

As leucoplasias sao caracterizadas 
histopatologicAmente por variacoes no 
epitelio (ARAUJO, 1984). Neste estudo, 
foram considerados apenas os cortes que 
apresentaram diagnostico histopatologico 
de hiperceratose corn acantose, a fim de 
padronizar-se a amostra. A nao observa-
cao de diferencas significativas para os 
valores de area nuclear entre os grupos 
de lesao cancerizavel e epitelio normal 
pode ser explicada pelos casos rat) 
apresentarem quadros de displasia epitelial, 
ja que para White, Cood, Gohari (1985), o 
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volume nuclear apresenta valores diferentes 
para displasia epitelial e epitelio normal. 

Sabe-se que o mecanismo da 
carcinogenese inclui proliferagao celular 
e invasao dos tecidos vizinhos (CAWSON; 
BINNIE; EVESON, 1995; NEVILLE et 
al., 1995). Dentre os marcadores de pro-
liferacao celular, pode-se observar urn 
aumento da area nuclear , que seria o 
reflexo morfologico da maior atividade 
proliferativa destas celulas. De acordo 
com o que sugerem Valeri et al. (1967) e 
Bohm, Sandritter (1975), o aumento da 
area nuclear no grupo do carcinoma 
epidermOide pode ser explicado ainda 
pelo aumento da sintese de DNA, fato su-
gerido neste estudo, corn diferencas esta-
tisticamente significativas. Outro aspecto 
constatado foi a grande variagao do vo-
lume nas celulas dos carcinomas 
epidermoides. Este desvio padrao amplo 
seria o causado pela variagao na ploidia 
das celulas tumorais malignas (WHO, 
1997). 

0 aumento da area nuclear é um 
dos parametros microscopicos que o pa-
tologista utiliza em seu processo de deci-
sao sobre a presenca ou nab de atipia ce-
lular em lesoes cancerizaveis examinadas 
microscopicamente (NEVILLE et al, 

1995) e estes parametros sao de algum 
modo subjetivos (SMITH; PINDBORG 
1974). Os programas de captura e analise 
de imagens permitem uma quantificagao 
mais precisa, diminuindo o fator subjeti-
vo e melhorando a acuracia da decisao 
de diagnostico. 

A area nuclear no grupo do carci-
noma foi aproximadamente 2 vezes mai-
or em comparacao com os grupos de 
epitelio normal e lesao cancerizavel, re-
sultado compativel corn o encontrado por 
Shabana, EL-Labban, Lee (1987) com 
relagao ao carcinoma epidermoide. Os 
autores observaram, ainda, um aumento 
progressivo, da area nuclear das celulas 
epiteliais da mucosa normal, da 
leucoplasia e do carcinoma epidermoide, 
o que nao é compativel com os resultados 
observados nesse estudo. Os grupos 
epitelio normal e lesao cancerizavel nao 
mostraram diferengas significativas para 
os valores de area nuclear. Esse fato pode 
ser explicado pela ausencia de displasia 
epitelial nos cortes selecionados para 
avaliagao, ja que de acordo corn Costa 
(1994), o volume medio nuclear das celu-
las basais de casos de displasia epitelial e 
hiperceratose sao diferentes quando com-
parados, sendo maiores nos casos de 
displasia epitelial. 

Os valores de area nuclear das celulas 
basais em epitelio normal e lesao cancerizavel 
(hiperceratose corn acantose) nao apresenta-
ram diferentes estatisticamente significativas. 

Sugere-se, entao, que a avaliacao exclusiva 
da area nuclear desta lesao nao permite es-
tabelecer seu potencial de transformagao ma-
ligna, bem como seu prognostico. 

A quantificagao dos parametros de 
displasia epitelial apresentados pela 
WHO (1997), utilizando-se os recursos 
eletronicos de captura e analise de ima-
gens, reflete uma area de pesquisa impor-
tante para a patologia. 

CONCLUSAO 
A area nuclear das celulas dos cortes de 

carcinoma epidermoide é maior (aproxima-
damente 2 vezes) que as areas nucleares das 
celulas dos cortes de hiperceratose corn 
acantose e de epitelio normal. 

ABSTRACT 
Quantitative microscopical techniques 

allow us to get specific information in the 
evaluation of microscopic parameters. 
These techniques can be used in 
morphological studies in injuries with 
potential malignant transformation, 
acting as an important prognostic marker. 
The aim of this study was, through a 
morphometric analysis, to evaluate the 
basal layer cell's nuclear area in 
precancerous lesions with 
hystopathological 	diagnosis 	of 
hiperceratosis and acantosis. The normal 
epithelium and epidermoid carcinoma 
were used as control . For this research , 
10 cases with hiperceratosis and 
acanthosis hystopathological diagnosis 
were selected, and 10 cases with squamous 
cell carcinoma hystopathological 
diagnosis already registered in the Oral 
Pathology Laboratory at Dentistry 
School of UFRGS. 3 microscopic fields 
were randomly selected in the slides of 
hiperceratosis and acanthosis; 3 
microscopic fields in the adjacent normal 
epithelium tumor area, and 3 microscopic 
fields in the central area of the tumor. The 
basal cell's nuclear area was measured 
through a computarized system of 
processing and analysis of images 
(IMAGELAB®). The results received by 
the ANOVA test showed the precancerous 
lesions and normal epithelium nuclear 
area did not differ statistically. It was also 
observed that the nuclear area in the 
squamous cell carcinoma group is greater 
that in the other groups. This indicates 
that the techniques of morphologic 
quantification did present the prognostic 
value established in our study. 

KEYWORDS 
Oral mucosa; nuclear size; morphometry 
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