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Aleucoplasia pilosa oral (LPO) € uma das manifestac¢des orais mais comuns na AIDS, com valor diagnostico e prognos-
tico. A LPO esta relacionada ao Epstein-Barr virus (EBV), com caracteristicas clinicas e histopatologicas definidas. Ja
existem relatos de uma fase subclinica da LPO, porém sem caracterizacdo histopatolégica. O presente trabalho teve
por objetivo descrever os aspectos histopatologicos desta fase, bem como realizar uma analise comparativa entre a
LPO subclinica e clinica, com a finalidade de verificar a suficiéncia diagnostica dos critérios histopatolégicos. Trata-se
de um estudo retrospectivo de 11 casos, obtidos a partir de cinco biépsias realizadas em pacientes com lesao e da bor-
da de seis linguas sem lesdo macroscopicamente detectavel, provenientes de necropsias. Foram utilizados os seguin-
tes métodos: histopatologia, imuno-histoquimica e hibridizagao in situ. Os aspectos histopatologicos que caracteriza-
ram a fase subclinica da LPO foram: auséncia de paraceratose e papilomatose, acantose leve, presenca de células
claras e alteracdes nucleares (inclusao tipo Cowdry A, nucleo em “vidro fosco” e ntiicleo “em colar”). Houve identificacao
do EBV através da hibridizacao in situ e da imuno-histoquimica nas alteracdes nucleares observadas na histopatolo-
gia. Concluiu-se, com fundamentos na identificacdo do EBV nas alteracoes nucleares, que a LPO em sua fase subclini-
ca, da mesma forma que na lesao clinica, apresenta caracteristicas histopatologicas especificas e suficientes para um
diagnostico definitivo, independentemente da identificacdo do EBV.

UNITERMOS: Leucoplasia pilosa; Herpesvirus 4 humano.

Patologia

INTRODUCAO

A leucoplasia pilosa € a tnica lesdo oral nova,
reconhecida a partir da epidemia da AIDS. Foi des-
crita pela primeira vez por GREENSPAN et al.”®, em
1984, que verificaram a sua ocorréncia em homos-
sexuais masculinos, soropositivos para o HIV. A
leucoplasia pilosa oral (LPO) manifesta-se clinica-
mente como uma placa branca, caracteristicamen-
te ndo removivel através de raspagem, com locali-
zacao preferencial nas bordas laterais da lingua,
podendo ser uni- ou bilateral. A superficie pode
apresentar-se plana, corrugada ou pilosa, sendo
seus aspectos clinicos caracteristicos, porém néo
patognomoénicos” ',

Os pacientes soropositivos para o HIV consti-

tuem o grupo de predilecao, sendo rara em crian-
cas e adolescentes®?'. Geralmente é observada em
imunossuprimidos, porém existem alguns relatos
em pacientes sem qualquer alteracdo imunologi-
ca*®®. A partir de 1987, através de varias metodolo-
gias, a etiologia da LPO foi associada a presenca do
EBV?®'*'7 Trata-se de uma infeccdo permissiva, em
que o EBV pode estar presente na saliva ou em cé-
lulas adjacentes infectadas®*.

O aspecto histopatologico & caracterizado por
hiperceratose, paraceratose, acantose, papiloma-
tose, presenca de células balonizadas com alte-
racoes nucleares na camada espinhosa, discreto
infiltrado inflamatorio intra-epitelial e no tecido
conjuntivo subjacente que, freqiientemente, esta
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associado a presenca de candidiase>'®'"'>'%% Al-

guns autores descrevem as alteracdoes nucleares
associadas ao EBV como um critério suficiente
para o diagnostico histopatologico e que, se estes
forem representativos, os demais métodos nao se-
riam necessarios para o diagnoéstico>'>'"*°. Outros
autores porém, consideram necessaria a identifi-
cacdao do DNA do EBV, particularmente apos a
descricao da pseudoleucoplasia pilosa (lesdo bran-
ca com aspecto histopatologico semelhante a LPO
e com hibridizacdo in situ negativa para o EBV) e
da identificacao de casos falso-positivos e falso-ne-
gativos®'>'°.

A importancia da LPO no diagnéstico e prognos-
tico da AIDS justifica a necessidade da precocida-
de e precisao diagnostica, sendo que alguns estu-
dos ja apontam a citopatologia como método
diagnéstico de escolha®®!h!+192832,

A literatura relata a LPO como uma lesao clini-
camente detectavel, porém ja existem alguns rela-
tos de uma fase subclinica identificavel pela pre-
senca do EBV'?*?**%% Nos estudos referentes a
infeccao subclinica, esta fase nao foi bem caracte-
rizada sob o ponto de vista histopatologico®. RO-
CHA et al*® (1999), estudaram a borda da lingua
em 100 necropsias e identificaram em cinco casos,
a partir da analise histopatologica, a presenca das
alteracoes nucleares da LPO descritas por FRA-
GA-FERNANDEZ et al.’® (1990). Em nenhum dos
casos havia alteracao detectavel ao exame macros-
copico da lingua, sendo a imuno-histoquimica po-
sitiva para o EBV. Dessa forma, concluiram que a
LPO ainda numa fase subclinica € identificavel
através da histopatologia, embora, os aspectos
histopatologicos nao tenham sido suficientemente
detalhados.

Nosso objetivo foi o de verificar a suficiéncia
diagnéstica da histopatologia; a identificacao imu-
no-histoquimica e molecular do EBV, bem como
caracterizar morfologicamente a fase subclinica da
LPO; comparar os aspectos histopatologicos das
fases clinica e subclinica; avaliar quantitativamen-
te as alteracoes nucleares e investigar a constitui-
cao molecular das alteracoes nucleares correspon-
dentes ao efeito citopatico do EBV.

MATERIAL E METODOS
Selecao da amostra

Este foi um estudo retrospectivo de 11 casos de
LPO, dos quais cinco representaram a LPO clinica
e seis corresponderam a caracterizacao da fase
subclinica.

Identificaram-se, no setor de cabeca e pescoco
do Servico de Anatomia Patologica do Hospital
Universitario Antonio Pedro (SAP/HUAP), 15 casos
diagnosticados como LPO. A partir da analise dos
dados clinicos existentes nos arquivos e das res-
pectivas laminas e blocos de parafina, foram sele-
cionados cinco casos de LPO clinica de acordo com
os seguintes critérios: quantidade de material re-
manescente no bloco de parafina; inclusao ade-
quada da biopsia; lesao bem representada no corte
histopatologico, com aspectos caracteristicos refe-
ridos na literatura e casos representativos das trés
formas clinicas: plana, corrugada e pilosa'®®. Os
cinco pacientes, que sofreram as biopsias, apre-
sentavam manifestacoes decorrentes da AIDS,
com idade variando de 30 a 56 anos, sendo quatro
do sexo masculino e homossexuais. Em relacao a
outras manifestacoes bucais, dois pacientes apre-
sentavam candidiase.

Os casos de LPO subclinica foram obtidos a
partir de um estudo anterior em que foram ava-
liadas bordas de lingua sem lesao macroscopica-
mente detectavel, provenientes de necropsias do
Servico de Anatomia Patologica do Hospital Uni-
versitario Anténio Pedro (SAP/HUAP)*. Em quatro
casos, o o0bito foi decorrente de complicacoes oca-
sionadas pela AIDS, em um decorrente de adeno-
carcinoma de pulmao e no ultimo de trombo-em-
bolismo pulmonar; sendo todas as pacientes do
sexo feminino, com idade variando entre 19 e 82
anos. A identificacao dos casos de LPO subclinica
foi obtida pela avaliacao histopatologica.

Avaliacao histopatologica e identificacédo do
EBV

Os blocos parafinados dos 11 casos seleciona-
dos foram encaminhados para microtomia, onde
realizaram-se cortes de 4 um de espessura. Foram
confeccionadas quatro laminas de cada bloco co-
radas por: hematoxilina-eosina (HE), tricromio de
Gomori, acido periodico de Schiff (PAS) e coloracao
de Feulgen.

As laminas coradas por HE foram examinadas
ao microscopio optico, sendo avaliada a presenca
de: hiperceratose, paraceratose, acantose, hiper-
plasia da camada basal, papilomatose, células cla-
ras, alteracoes nucleares nos ceratinocitos (inclu-
sao tipo Cowdry A, nucleo em “vidro fosco” e
nucleo “em colar”), candidiase, depésito de glicogé-
nio, exocitose e infiltrado inflamatorio no coérion. O
tricromio de Gomori foi utilizado para avaliacao da
presenca de ceratina e o PAS para identificacao de
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candidiase. O método histoquimico de Feulgen
para identificacdo de DNA foi utilizado para inves-
tigar a constituicao molecular das alteracées nu-
cleares (controle positivo: nuicleos de ceratinécitos
normais).

A espessura epitelial foi mensurada em centi-
metros, em fotomicrografias das lesdes, utilizan-
do-se objetiva e ocular de 10 aumentos.

Realizou-se uma analise semiquantitativa das
alteracdes nucleares nos ceratinécitos através de
contagem em dez campos microscopicos de 40 X.
Os valores obtidos foram somados e os resultados
expressos em valor percentual.

Todos os casos foram submetidos a imuno-his-
toquimica e hibridizacao in situ em cortes obtidos
dos blocos de parafina provenientes das bordas la-
terais das linguas estudadas. Na imuno-histoqui-
mica, utilizou-se o anticorpo monoclonal anti-EBV
(EBV “latent membrane protein mouse monoclonal
antibody” - NCL-EBV-PE2 NOVOCASTRA), confor-
me descrito por KANAS et al.'” (1988). A hibridiza-
cao in situ foi realizada com a sonda de DNA para
identificacao do EBV (Enzo Diagnostic Inc., New
York, NY) segundo orientacao do fabricante. Essa
técnica foi realizada com a sonda EBV-DNA bioti-
nilada, enzimaticamente detectada com complexo
avitina-biotina, e finalmente revelada pela adicao
de aminoetilcarbazole. Como controle positivo, uti-
lizou-se um caso de LPO com diagnéstico confir-
mado pelas mesmas técnicas de imuno-histoqui-
mica e hibridizacao in situ. Como controle negativo
utilizaram-se areas, nos proprios cortes, sem adi-
cao do anticorpo anti-EBV ou sonda de DNA.

FIGURA 1 - A: leucoplasia
pilosa oral clinica (caso 1)
(H.E., 100 X) B: leucoplasia
pilosa oral subclinica (caso 3)
(H.E., 100 X).
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RESULTADOS
Leucoplasia pilosa oral

A LPO foi identificada nas bordas laterais da
lingua de todos os pacientes. Em um caso apre-
sentava tamanho pequeno, em dois médio e nos
outros dois grande. Em relacdo a configuracao,
duas apresentavam aspecto plano, duas corruga-
do e uma pilosa. A maioria das lesodes foi encontra-
da em exames odontologicos de rotina e somente
as lesodes grandes constituiram a queixa principal
do paciente.

Todos os aspectos histopatolégicos investiga-
dos foram identificados (Figura 1A) e encontram-
se listados na Tabela 1. A avaliacao da espessura
do epitélio variou de 8,0 a 17,5 cm, sendo identifi-
cada uma correlacao direta entre a intensidade de
hiperceratose e acantose, espessura epitelial e
configuracao clinica da LPO (Tabelas 1, 2).

As alteracdes nucleares tipo Cowdry A foram
encontradas nas camadas intermediaria e superfi-
cial do epitélio, sobretudo nas células claras. O
nucleo em “vidro fosco” foi encontrado nas cama-
das intermediaria, superficial e de paraceratose,
predominando na camada superficial. O ntucleo
“em colar” foi encontrado predominantemente nas
camadas superficial e de paraceratose. Na analise
semiquantitativa (Grafico 1), a alteracdo nuclear
mais frequiente foi o “vidro fosco”, com um total va-
riavel de 33 a 69 nucleos por caso; depois o nucleo
“em colar” (1 a 42 nuicleos por caso) e por ultimo o
Cowdry A (4 a 30 nucleos por caso).
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TABELA 1 - Aspectos histopatologicos da leucoplasia
pilosa oral clinicamente detectavel e correlacdo com a
configuracao da leséo.

TABELA 2 - Avaliacao da espessura do epitélio na leuco-
plasia pilosa oral e correlacdo com a configuracao clini-
ca.

NO

1 2 3 4 5
A Hp
Hiperceratose | L M L L A
Paraceratose D D D D D
Acantose M M M M A
Hiperplasia
da basal Au P P P Au
Papilomatose | P P P P P
Células claras| D D D F
Alteragdes P P P P P
nucleares
Candidiase Au | Au Au P P
Depositode |y |y D D D
glicogénio
Exocitose Au | Au P P P
Infiltrado 1 4y p p p
inflamatorio
dConﬁ%urac;ao Plana | Plana | Corrugada | Corrugada | Pilosa
a lesdo

N° = ntumero do caso; A Hp = aspecto histopatologico;
L = leve; M = moderado; A = acentuado; F = focal;
D = difuso; Au = ausente; P = presente.

As técnicas de imuno-histoquimica e hibridiza-
cao in situ revelaram, em todos os casos, positivi-
dade nuclear em intensidades variadas, identifica-
da nas inclusées tipo Cowdry A e “vidro fosco”. Nao
observamos imunopositividade no nucleo “em co-
lar” e, na hibridizacéao in situ, alguns exibiram fra-
ca marcacao central.

Leucoplasia pilosa oral subclinica

A fase subclinica da LPO (Figura 1B) caracteri-
zou-se por auséncia de hiperceratose; papilomato-
se ausente ou discreta; paraceratose ausente ou
focal; acantose leve e correspondente a espessura
epitelial; células claras; hiperplasia da camada ba-
sal e alteracoes nucleares, facilmente observadas.
A candidiase foi diagnosticada em trés casos e o in-
filtrado inflamatorio, quando presente, foi discreto
(Tabela 3).

A avaliacao da distribuicao das alteracdes nu-
cleares pelas diferentes camadas epiteliais de-
monstrou que as inclusodes tipo Cowdry A foram as
mais freqliientes, com um total variavel de 32 a
116 nucleos por caso e observadas nas camadas

Espessura Configuragdo
N° |Hiperceratose| Acantose | (avaliacao gurag
o clinica
quantitativa)
1 1,0 cm 7,0 cm 8,0 cm Plana
2 1,5 cm 7,5 cm 9,0 cm Plana
3 1,0 cm 9,5 cm 10,5 cm Corrugada
4 1,0 cm 9,0 cm 10,0 cm Corrugada
5 2,5 cm 15,0 cm 17,5 cm Pilosa

N° = nimero do caso.

cis

cl4]
c13]
ci2]
cit]

Scl6 |
Sdl5 |
Scl4 |
Sci3 |
Scl2 |
Scl 1|

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 (%)

[ Inclusoes tipo Cowdry A [ Nucleo em “vidro fosco”
M Nucleo “em colar”’

GRAFICO 1 - Variacdo quantitativa das alteracdes nu-
cleares na leucoplasia pilosa oral subclinica (Scl) e clini-
ca (C]).

intermediaria e superficial. Os nucleos em “vidro
fosco” (2 a 49 nuicleos por caso) predominaram nas
camadas superficial e intermediaria e os nucleos
“em colar” foram ocasionais (1 a 4 nucleos por
caso) e restritos aos esparsos focos de ceratiniza-
cdo e/ou na camada superficial (Grafico 1).

Todos os casos apresentaram imunopositivida-
de para o EBV, em localizacao nuclear, predomi-
nantemente nas inclusoes Cowdry A, repetindo o
mesmo padrao identificado nas lesodes clinicas (Fi-
guras 2Ae 3A). A hibridizacao in situ revelou varios
nucleos marcados em azul, nas camadas superfi-
cial e intermediaria do epitélio, especificamente
nas inclusoes tipo Cowdry A e nos nucleos em “vi-
dro fosco”; ja nos nucleos “em colar” a marcacao,
quando presente, apresentou-se fraca e central
(Figuras 2B e 3B) .
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TABELA 3 - Aspectos histopatologicos e avaliacao da es-
pessura epitelial da fase subclinica da leucoplasia pilosa
oral.

N°
A Hp
Hiperceratose| Au Au Au Au Au Au
Paraceratose F F Au Au Au F

‘::aer;tosrze L |||t | L
pessu 6,5 cm|4,0 cm|5,5 cm|5,0 cm|2,5 cm|6,0 cm

epitelial

Hiperplasia P P Au P P P

da basal

=

Papilomatose | P Au Au Au Au
Células claras| D D D D D D

Alteragdes
nucleares

Candidiase P P P Au Au Au
Deposito de
glicogénio

Exocitose Au P Au P Au Au

Infiltrado in-
flamatério

Au Au Au P Au P

N° = numero do caso; A Hp = aspecto histopatologico;
Au = ausente; P = presente; L = leve; F = focal; D = difuso.

Analise comparativa entre a LPO subclinica e
clinica

A LPO clinica caracterizou-se pela presenca de
hiperceratose, paraceratose, acantose e papilo-
matose. A hiperceratose esteve ausente na fase
subclinica e os demais aspectos foram pouco ex-
pressivos, sendo compativel com a auséncia de
expressao clinica (Figura 1). As caracteristicas al-
teracoes nucleares apresentaram uma notavel va-
riacdo quantitativa, com o predominio do nucleo
em “vidro fosco” na LPO clinica e do Cowdry A na
LPO subclinica. O nucleo “em colar”, frequente-
mente encontrado na LPO clinica, foi raramente
identificado na LPO subclinica (Grafico 1).

Constituicao molecular das alteracoes
nucleares

Nos ceratinécitos com as alteracdes nucleares
representativas do efeito citopatico do EBV, a rea-
cao de Feulgen foi positiva tanto nas inclusoées tipo
Cowdry A e “vidro fosco”, quanto nos nucleos “em
colar”, diferindo da positividade pela imuno-histo-
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quimica e hibridizacao in situ, sempre ausente nos
nucleos “em colar”. Dessa forma, verificou-se que
as alteracoes nucleares tipo Cowdry A e “vidro fos-
co” correspondem ao DNA do EBV, ja os fragmen-
tos esféricos e marginais, tdo caracteristicos do
nucleo “em colar”, correspondem a fragmentacao
da cromatina humana.

DISCUSSAO

As primeiras descricoes histopatologicas da
LPO nao relataram alteracées nucleares nos ce-
ratinoécitos infectados pelo EBV”'™>''. Apesar de
estudos posteriores considerarem as alteracodes
nucleares representativas do efeito citopatico do
EBYV, alguns autores permanecem creditando o
diagnostico da LPO apenas a identificacao do
DNA-EBV''**. Em 1998, GREENSPAN et al.'®
(1998) realizaram uma analise comparativa entre
os achados histopatologicos e por hibridizacdo in
situ em 60 pacientes com lesdes suspeitas de LPO
e concluiram que, em decorréncia da possibilidade
de falso-positivos e negativos, a histopatologia nao
deve substituir a hibridizacéo in situ no diagnoésti-
co definitivo da LPO. Apesar da ampla casuistica,
GREENSPAN et al.'® (1998) nao descreveram deta-
lhadamente os critérios histopatologicos. Em nos-
so estudo, obtivemos 100% de correlacao entre a
histopatologia e a imuno-histoquimica/hibridiza-
cao in situ. Esses resultados indicam que a histo-
patologia é suficiente para o diagnéstico de LPO,
desde que se observem rigorosamente os critérios
diagnosticos, isto é: presenca inquestionavel das
trés alteracoes nucleares representativas do efeito
citopatico do EBV e que a hibridizacao in situ pos-
sa ser reservada para os casos duvidosos, onde as
alteracdoes nucleares nao se expressem da forma
caracteristica ou estejam ausentes (pseudoleuco-
plasia pilosa).

Alguns estudos identificaram o EBV no epitélio
de mucosa oral clinicamente normal, em pacientes
imunossuprimidos'*****°,  Entretanto, nenhum
desses relatou a possibilidade do EBV produzir
alteracoes histopatologicas prévias a expressao
clinica. Nossos resultados demonstraram que a
histopatologia € um método suficientemente sensi-
vel e especifico também para diagnosticar a LPO
numa fase incipiente ou subclinica. Além disso,
identificaram diferencas quantitativas que permi-
tiram uma correlacao entre o aspecto clinico e his-
topatolégico em ambas as fases.

Muitos estudos utilizaram técnicas moleculares
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para identificacdo do DNA do EBV*'***?** Da mes-
ma forma, verificamos a correspondéncia entre as
inclusodes nucleares Cowdry A/“vidro fosco” e posi-
tividade para o DNA-EBV, de modo que parece nao
haver duvidas em relacéo a constituicao molecular
dessas inclusoes. Ja o nucleo “em colar”, Feulgen
positivo e EBV negativo, é constituido por frag-
mentos esféricos de cromatina humana e possi-
velmente corresponde a um tipo particular de ca-
riorrexe. A variacdo quantitativa das alteracoes
nucleares reflete a dinamica morfolégica da LPO.

Pela importancia diagnoéstica e prognéstica da
LPO, acreditamos que a deteccao da fase subclini-
ca possa contribuir no diagnoéstico e acompanha-
mento da AIDS, bem como de outros estados imu-
nossupressores. Entretanto, a auséncia de lesao
clinica representa um impeditivo a biopsia. Por ou-
tro lado, a citopatologia € um método simples, se-
guro, ndo invasivo e de baixo custo”®'"***!, Consi-
derando-se que a sua utilizacdo nas lesoes clinicas
ja é reconhecida, é possivel que este exame possa
fornecer o diagnostico também da fase subclinica.

FIGURA 2 -
Identificacao do virus
Epstein-Barr na
leucoplasia pilosa
subclinica (caso 1). A:
imuno-histoquimica —
células claras com
nucleos corados

(400 X) —; detalhe —
nucleo “em colar”
imunonegativo

(1.000 X). B:
hibridizacéo in situ —
células claras com
nucleos corados

(400 X).

FIGURA 3 - Identificacao
do virus Epstein-Barr na
leucoplasia pilosa
subclinica (caso 3).

A: imuno-histoquimica —
varios ceratinocitos com
inclusées tipo Cowdry A
exibindo imunopositividade
(seta) (400 X) —; detalhe —
Cowdry A com
imunopositividade (seta)
(1.000 X). B: hibridizacao in
situ — células claras com
nucleos positivos (400 X) —;
detalhe — nucleo “em colar” e
leve positividade central
(1.000 X).
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Acreditamos que futuras investigacdes possam ve-
rificar o valor diagnoéstico e prognoéstico da detec-
cao da LPO subclinica.

CONCLUSAO

A leucoplasia pilosa oral apresenta aspectos
histopatologicos caracteristicos e suficientes para

FIGURA 4 - Distribuicao epitelial
das alteracdes nucleares na
leucoplasia pilosa oral subclinica
(caso 6) (H.E., 100 X). Detalhes

. (1.000 X): nucleo “em colar” (A);

- nucleo em “vidro fosco” (B) e

~ inclusao tipo Cowdry A (C).

o diagnostico, tanto em lesdes clinicamente identi-
ficaveis quanto em lesdes incipientes ou subclini-
cas. As principais diferencas histopatologicas en-
tre as fases clinica e subclinica sdao quantitativas e
expressam em maior ou menor intensidade o efeito
citopatico do EBV e a interferéncia na atividade
proliferativa e diferenciacao epitelial.
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Oral hairy leukoplakia (OHL) is one of the most common oral manifestations of AIDS, with diagnostic and prognostic
value. OHL is associated to the Epstein-Barr virus and presents clinical and histological defined characteristics. There
have already been reports about a subclinical stage of OHL, although they lacked histopathologic characterization.
The present study had the aim to describe the histopathological characteristics of subclinical hairy leukoplakia, as
well as to carry out a comparative analysis between clinical and subclinical OHL. For that, 11 cases were analyzed — 5
biopsies from patients who presented with the lesion and 6 samples from the borders of tongues obtained in
necropsies. The histopathological findings in subclinical OHL were: absence of parakeratosis and papillomatosis, mild
acanthosis, ballooning cells and nuclear alterations. In situ hybridization and immunostaining were positive for EBV
in the nuclear alterations identified in the histophatological analysis. Based on the identification of EBV in the nuclear
alterations, it was possible to conclude that subclinical OHL, similarly to the clinical lesion, presents histopathological
features that are specific and sufficient to establish the definitive diagnosis, regardless of the identification of the virus.

UNITERMS: Leukoplakia, hairy; Herpesvirus 4, human.
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