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 RESUMO 

 

O diagnóstico precoce das lesões malignas da cavidade oral relaciona-se diretamente ao 

prognóstico do tratamento, bem como à qualidade de vida dos pacientes. Estudos recentes têm 

demonstrado que o carcinoma espinocelular, assim como as desordens orais potencialmente 

malignas (DOPM), apresentam aumento da expressão de algumas proteínas, consideradas, 

atualmente, como marcadores da carcinogênese oral, podendo ser utilizadas como fatores de 

diagnóstico precoce. Dentre estas proteínas, cita-se a beta-defensina 3 (HBD3), que apresenta 

sua expressão aumentada em lesões leucoplásicas com displasia epitelial. Porém, sua incidência 

e sua participação nas DOPM e lesões malignas da cavidade oral não está totalmente 

caracterizada. Desta forma, este estudo teve como objetivo determinar a expressão da HBD3 em 

lesões de leucoplasia da cavidade oral, correlacionando-se esta expressão com níveis de displasia 

tecidual. Foram analisadas 16 amostras de lesões de leucoplasia oral, provenientes do 

Laboratório de Patologia Bucal da Universidade de Ribeirão Preto (UNAERP). Obtiveram-se 

novas secções histológicas dos casos selecionados, que foram submetidas à coloração em 

hematoxilina e eosina e à análise da expressão de HBD3 por meio de imuno-histoquímica. Após 

os protocolos, analisaram-se as amostras em microscópio óptico, obtendo-se fotomicrografias, 

nas quais foram analisados 10 campos por amostra. Considerou-se a distribuição da expressão 

de HBD-3 nos diferentes estratos epiteliais, bem como a presença e gravidade de displasia 

tecidual. Como controle negativo e positivo, utilizaram-se amostras de hiperplasia gengival e 

carcinoma espinocelular, respectivamente, as quais foram submetidas aos mesmos 

procedimentos. Para avaliar a correlação entre ambos os fatores, realizou-se o teste estatístico 

Qui-quadrado, considerando-se o nível de significância de 5%. Dos casos avaliados, a incidência 

de lesões foi uniforme para os gêneros feminino e masculino. Os pacientes apresentaram média 

de idade de 57 anos, com variação entre 39 e 73 anos de idade. Observou-se maior expressão de 

HBD3 para os casos de leucoplasia oral quando comparados com o controle negativo. Também 

foi observada correlação positiva entre a expressão de HBD3 nos estratos epiteliais mais 

superiores (escamoso, granuloso e córneo) e a presença e gravidade de displasia nas amostras de 

leucoplasia oral. Dessa forma, conclui-se que a HBD3 pode ser utilizada como um possível 

marcador da carcinogênese em lesões malignas e DOPM, colaborando para seu diagnóstico 

precoce e melhor prognóstico.  

Palavras-chave: Leucoplasia. Lesões potencialmente malignas. Beta-defensina 3. Imuno-

histoquímica. 
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ABSTRACT 

 

The early diagnosis of malignant disorders of the oral cavity is closely related to its prognosis, 

as well as patients quality of life. Recent studies have shown that squamous cell carcinoma 

(SCC), as well as oral potentially malignant disorders (OPMD), show increased expression of 

some proteins, wich have been considered as oral carcinogenic markers and can be used as 

precocious diagnosis factors. Among these proteins, we can mention beta-defensin 3 (HBD3), 

that is increased in oral leukoplakic lesions that show epithelial dysplasia. However, incidence 

and participation of HBD3 in oral cavity malignant and OPMD are not fully characterized. Thus, 

this study aimed to determine the HBD3 expression in oral leukoplakia lesions, correlating its 

expression to tissue dysplasia levels. Sixteen oral leucoplakia lesions samples coming from the 

Laboratory of Oral Pathology of Ribeirão Preto University (UNAERP) were analyzed. New 

histological sections were obtained from the selected cases, which were stained with hematoxylin 

and eosin and also for the analysis of HBD3 expression, by immunohistochemistry. After the 

protocols, the samples were analyzed in optical microscope, through which photomicrographs 

were obtained. Ten fields were analyzed for each sample considering the HBD-3 expression 

distribution in the different epithelial layers, as well as tissue dysplasia presence and severity. 

Gingival hyperplasia and SCC samples, respectively, were considered as negative and positive 

controls, which were submitted to the same procedures. To evaluate the correlation between both 

factors, the chi-square statistical test was performed, considering a significance level of 5%. 

About the evaluated cases, the lesions incidence was uniform for the female and male genders. 

The patients average age was 57 years, ranging from 39 to 73 years-old. The largest HBD3 

expression was observed for oral leukoplakia cases when compared with negative control. Also, 

a positive correlation was observed among HBD3 expression in the upper epithelial layers 

(squamous, granular and corneal) and dysplasia presence and severity in oral leukoplakia 

samples. Thus, it can be concluded that HBD3 can be used as a carcinogenesis marker in 

malignant lesions and OPMD, collaborating for the early diagnosis and better prognosis. 

 

 

Key words: Leucoplakia. Potentially malignant lesions. Beta-defensin 3. 

Immunohistochemistry.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Desordens Orais Potencialmente Malignas  

As desordens orais potencialmente malignas (DOPM) são condições crônicas que 

possuem risco aumentado para a transformação em carcinoma espinocelular (MELLO et al., 

2018). O termo envolve ambas, condições e lesões pré-cancerosas referidas previamente nas 

definições pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (WARNAKULASURIYA, 2018). Em 

1972, a OMS subdividiu o termo “pré-câncer” em “lesões” e “condições” potencialmente 

malignas e, recentemente, o termo “desordens potencialmente malignas da cavidade oral” tem 

sido utilizado. (SARODE et al., 2014). Por defininição, DOPMs são apresentações clínicas que 

apresentam risco de desenvolvimento de câncer na cavidade oral, seja em uma lesão precursora 

clinicamente definível ou na mucosa oral clinicamente normal (REIBEL et al., 2017). 

Pesquisadores estabeleceram que, virtualmente, todos os cânceres orais são precedidos 

por alterações clínicas visíveis na mucosa oral, geralmente em forma de manchas/placas brancas 

ou vermelhas (processo de duas etapas do desenvolvimento do câncer). A prevenção e o 

diagnóstico precoce das DOPM têm potencial não apenas de reduzir a incidência, mas também 

de melhorar a sobrevivência daqueles que desenvolvem câncer oral (SARODE et al., 2012). 

As DOPM são amplamente discutidas na literatura. O conceito de denotar algumas lesões 

ou desordens da mucosa oral como “potencialmente malignas” baseia-se nas seguintes evidências 

(WARNAKULASURIYA, 2007): 

1. Em estudos longitudinais, áreas de tecido com determinadas alterações clinicamente 

identificadas primeiramente como "pré-cancerosas" sofreram alterações malignas durante o 

acompanhamento; 

2. Algumas dessas alterações, particularmente manchas vermelhas e brancas, são vistas 

coexistindo nas margens dos CEC; 

3. Uma proporção dessas lesões pode compartilhar alterações morfológicas e citológicas 

observadas nas malignidades epiteliais, mas sem invasão franca; 

4. Algumas das alterações cromossômicas, genômicas e moleculares encontradas nos 

cânceres orais claramente invasivos são detectadas nessas fases presumíveis "pré-cancerosas" ou 

"pré-malignas". 

De acordo com Warnakulasuriya (2018), o espectro das DOPM inclui: leucoplasia oral, 

eritroleucoplasia oral, fibrose submucosa oral, lesões palatinas em pacientes que fazem uso do 

fumo invertido, líquen plano oral, reações liquenoides orais, doença do enxerto versus 

hospedeiro, lúpus ritematoso oral e algumas condições hereditárias como a disceratose congênita 

e a epidermólise bolhosa. A queilite actínica do lábio inferior também está associada ao risco 
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aumentado do câncer de lábio. De acordo com a OMS (2017), as DOPM são: eritroplasia, 

eritroleucoplasia, leucoplasia, fibrose roal submucosa, disceratose congênita, ceratose do tabaco 

sem fumaça, lesões palatinas associadas ao fumo invertido, candidíase crônica, líquen plano, 

lúpus eritematoso discoide, glossite sifilítica e queilite actínica (apenas no lábio) (REIBEL et al., 

2017). 

As DOPM possuem diferentes causas. O uso de tabaco (mascado e/ou tragado) e o 

consumo de álcool estão associados a algumas leucoplasias (NAPIER e SPEIGHT, 2008). O uso 

da noz de areca, com ou sem tabaco, causa fibrose oral submucosa (TILAKARATNE et al., 

2006). Para muitos casos de DOPM, nenhum fator etiológico é conhecido. Alto risco para 

infecção por HPV raramente está presente nas DOPMs (MCCORD et al., 2013; WOO et al., 

2013) e quando ele apresenta papel na transformação ainda não foi determinado. 

A maioria dessas desordens pode ser assintomática nos estágios iniciais de sua evolução 

e podem ser detectadas por cirurgiões-dentistas em exame clínico de rotina. Portanto, é essencial 

que os profissionais de saúde conheçam as características clínicas e os aspectos diagnósticos das 

DOPM no intuito de investigar melhor e, quando apropriado, encaminhar a um especialista para 

tratamento (WARNAKULASURIYA, 2018). 

A maioria das DOPMs de alto risco formam lesões orais vermelhas, brancas ou 

salpicadas. Usa-se o termo clínico "leucoplasia" para descrever placas brancas de risco 

questionável, uma vez excluídas outras condições específicas e outras DOPMs 

(WARNAKULASURIYA et al., 2007), o que normalmente requer biópsia. As DOPMs 

especificamente definidas possuem apresentações carcterísticas e a displasia epitelial pode ou 

não estar presente (VAN DER WAAL, 2009).  

Dentre as DOPMs, a eritroplasia e a leucoplasia apresentam maior potencial de 

malignidade (definir porcentagem), sendo este potencial definido a partir da identificação de 

áreas com displasia celular/tecidual. Além disso, as características clínicas das lesões como 

heterogeneidade e rugosidade também estão diretamente relacionadas ao potencial de 

malignização (REF).  

  

1.2 Displasia epitelial oral  

A displasia epitelial oral (DEO) é um espectro das alterações epiteliais arquiteturais e 

citológicas causadas pelo acúmulo de alterações genéticas, associadas ao aumento do risco de 

progressão para carcinoma espinocelular (REIBEL et al., 2017). 

A DEO inclui proliferação, maturação e diferenciação anormais das células epiteliais. O 

epitélio pode ser atrófico, acantótico, queratinizado ou não queratinizado. A tabela 1 lista as 
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alterações arquiteturais e citológicas que são usadas no diagnóstico das DEO. O número e a 

combinação das características variam entre as lesões. Não há evidências para indicar como a 

presença de características individuais poderia ser traduzida em um grau de displasia. Nenhuma 

combinação específica das características distingue fielmente hiperplasia de displasia leve. A 

DEO pode ser diagnosticada apenas com base nas características arquiteturais e citológicas. 

Tradicionalmente, a DEO divide-se em três graus de severidade. Julgando-se o número de terços 

do epitélio afetado define-se um fator na graduação. 

 

Tabela 1. Critérios diagnósticos para a displasia epitelial; adaptado de Barnes L et al., 2005 

Alterações na arquitetura Alterações citológicas 

Estratificação epitelial irregular Variação anormal no tamanho do núcleo 

Perda da polaridade basal das células 
Variação anormal na forma do núcleo 

Projeções epiteliais em forma de gota 
Variação anormal no tamanho da célula 

Aumento do número de figuras mitóticas 
Variação anormal na forma da célula 

Figuras mitóticas superficiais anormais 
Relação N:C aumentada 

Queratinização precoce em células isoladas 
Figuras mitóticas atípicas 

Pérolas de queratina dentro das cristas epiteliais 
Número e tamanho aumentados do nucléolo 

Perda da coesão das células epiteliais 
Hipercromasia 

Fonte: WHO Classification of Tumours of the Head and Neck. Tumours of the oral cavity and oropharynx. 4th ed. 

Lyon: IARC Press; 2017. 

 

A displasia é um espectro e não existem critérios para dividir precisamente este espectro 

em categorias leve, moderada e severa (BARNES et al., 2005). Displasia leve é caracterizada 

pela perda da arquitetura limitada ao terço inferior do epitélio acompanhado de atipias citológicas 

define o critério mínimo de displasia (BARNES et al., 2005). 

A displasia moderada, apresenta perda da arquitetura que se estende até o terço médio da 

epitélio é o critério inicial para o reconhecimento dessa categoria (BARNES et al., 2005), 

enquanto a displasia severa inicia-se com mais de dois terços do epitélio mostrando perda 

arquitetural com atipias citológicas associadas (BARNES et al., 2005).  

Já o termo carcinoma in situ utiliza-se para lesões em que houve transformação maligna, 

mas não há invasão presente. Não é possível reconhecer isso morfologicamente. Recomenda-se 
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o seguinte para o diagnóstico de carcinoma in-situ: anormalidades na arquitetura celular em 

espessura total ou espessura quase total nas camadas celulares viáveis acompanhadas por atipias 

celulares pronunciados. Figuras mitóticas atípicas e mitoses superficiais anormais são 

comumente vistas no carcinoma in situ (BARNES et al., 2005) 

No entanto, os graus de displasia são pobremente reproduzíveis entre observadores. 

Alguns estudos mostram bom prognóstico (SPERANDIO et al., 2013), mas outros encontram 

uma má associação com o resultado (FISCHER et al., 2004; MACDONALD et al., 1975). Um 

consenso na graduação após a revisão por mais de um patologista pode melhorar a fidelidade do 

diagnóstico. (FLESKENS et al., 2011; SPEIGHT et al., 2015; SPERANDIO et al., 2013).   

Embora a presença de displasia correlacione-se com o desenvolvimento de carcinoma 

espinocelular, muitas DEOs nunca progridem para carcinoma. Encontrou-se em uma meta-

análise de casos com displasia epitelial uma taxa de 12% (MEHANNA, 2009).  Geralmente, 

quanto mais avançado o grau de displasia, maior a chance de desenvolver-se carcinoma 

espinocelular (LEE et al., 2000; MEHANNA et al., 2009; SILVERMAN et al., 1984; 

WARNAKULASURIYA et al., 2011). As taxas de transformação maligna de 15 anos de 

displasia leve, moderada e grave (conforme definido pelo sistema tradicional de três graus) são 

de aproximadamente 6%, 18% e 39%, respectivamente, e a presença de displasia indica risco a 

longo prazo (SPERANDIO et al., 2013). O problema geral da baixa reprodutibilidade dos 

critérios diagnósticos atuais é subjacente à fraca correlação com a transformação encontrada em 

alguns estudos (BROUNS et al., 2009; DOST et al., 2014; HOLMSTRUP et al., 2006). 

 

1.3 Leucoplasia Oral 

No intuito de diagnosticar precisamente esta condição é importante considerar a definição 

dada à leucoplasia oral (LO) (WARNAKULASURIYA e ARIYAWARDANA (2016). 

Historicamente o termo leucoplasia era um termo clínico utilizado para denotar qualquer mancha 

branca aderente ou uma placa (ceratose). Ao longo de muitas décadas, os clínicos perceberam 

que nem todas as manchas brancas na cavidade oral deveriam ser classificadas como leucoplasia 

oral. Muitas definições foram dadas à leucoplasia oral nas últimas décadas. A definição mais 

recente em uso refere-se à leucoplasia como “placas predominantemente brancas de risco 

questionável excluindo-se outras doenças ou desordens conhecidas que possuem risco 

aumentado para câncer” (WARNAKULASURIYA, 2007). A OMS define a LO como uma placa 

ou mancha branca que não pode ser caracterizada clínica ou patologicamente como qualquer 

outra doença. O termo é estritamente clínico e não implica uma alteração tecidual histopatológica 

específica (AWADALLAH et al., 2018). Exemplos de outras lesões brancas benignas que devem 
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ser excluídas para se chegar ao diagnóstico de leucoplasia oral são: ceratose friccional, ceratose 

do rebordo alveolar, leucoedema, nevo branco esponjoso, grânulos de Fordyce que são 

geralmente de cor amarela” (WARNAKULASURIYA, 2018). 

A leucoplasia oral pode ser assintomática ou apresentar uma aparência clínica benigna 

tornando difícil para o clínico, por vezes, diferenciá-la de desordens reacionais ou inflamatórias 

(benignas) comuns da mucosa oral (VÁZQUEZ-ÁLVAREZ et al., 2010). Geralmente é 

diagnosticada após a quarta década de vida, sendo mais comum em homens (VÁZQUEZ-

ÁLVAREZ et al., 2010) e seis vezes mais comum entre tabagistas do que entre não tabagistas. 

O consumo de álcool é um fator de risco independente. A leucoplasia não está associada a agentes 

causais químicos ou físicos exceto o tabaco, álcool ou masca de Betel (AXÉLL et al., 1996). Em 

uma minoria de casos de leucoplasia o papiloma vírus humano pode apresentar papel potencial. 

Algumas leucoplasias são idiopáticas e podem não apresentar um fator de risco conhecido 

(WARNAKULASURIYA, 2018). Sítios comuns de envolvimento em populações ocidentais 

industrializadas incluem a margem lateral da língua e soalho da boca. Entretanto, entre asiáticos 

a mucosa bucal e sulco labial inferior são comumente afetados devido à colocação da masca de 

Betel nesses locais. A leucoplasia gengival é incomum, mas foi relatada afetar 

predominantemente a população japonesa (NAGAO et al., 2016). 

Uma mancha de leucoplasia oral pode variar de uma área circunscrita muito pequena até 

a uma lesão extensa envolvendo grande área da mucosa. Existem dois tipos clínicos de 

leucoplasia encontrados na prática clínica: leucoplasia homogênea e leucoplasia não-homogênea. 

A diferença baseia-se na cor da superfície e nas características morfológicas (espessura e textura). 

As leucoplasias homogêneas são uniformemente achatadas e finas, possuem superfície lisa e 

podem exibir fissuras rasas. 

Variedades não-homogêneas compreendem três tipos clínicos e geralmente são 

sintomáticas.  A leucoplasia salpicada caracteriza-se por ser mista, branca e vermelha (também 

chamada eritroleucoplasia) mas mantendo predominantemente a característica branca .  

A leucoplasia nodular consiste em pequenos crescimentos polipoides, circundados por 

excrescências brancas ou vermelhas. 

Por fim, a leucoplasia exofítica ou verrucosa apresenta uma aparência de superfície 

enrugada ou ondulada (DILHARI et al., 2016). 

Geralmente, as lesões de leucoplasias são assintomáticas e são observadas durante o 

exame visual de rotina pelo cirurgião-dentista. Os sintomas, se presentes, estão associados ao 

tipo não homogêneo salpicado, podendo incluir desconforto, formigamento e sensibilidade ao 

toque, a bebidas quentes e alimentos temperados. O componente vermelho na leucoplasia 
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(eritroleucoplasia) indica a possibilidade de colonização por cândida e um risco aumentado para 

displasia e/ou malignidade (DILHARI et al., 2016). Quando as manchas de leucoplasia são 

múltiplas ou estão espalhadas utiliza-se o termo leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP). Esta 

é uma entidade distinta que carrega um alto risco para transformação maligna e, felizmente, é 

rara. Realiza-se um diagnóstico clínico provisório de leucoplasia para uma placa branca após a 

exclusão de uma causa traumática local, através da confirmação de que ela não pode ser removida 

por raspagem e que a cor não desaparece após a distensão do tecido. Deve-se dar a devida 

consideração também para excluir outras condições que clinicamente aparecem de cor branca 

(DIZ et al. 2011). 

A leucoplasia é um diagnóstico clínico provisório e a lesão branca deve ser enviada ao 

patologista através de uma biópsia do tecido. As razões para a biópsia são para excluir outras 

patologias (incluindo carcinoma) que podem ser responsáveis pela lesão branca e para avaliar a 

presença e grau de displasia epitelial da lesão (BOY, 2012). Outro motivo adicional é avaliar 

qualquer colonização por cândida no epitélio. O grau de displasia relatado pelo patologista, 

apesar das controvérsias considerando-se a interpretação, permanece sendo a melhor maneira de 

avaliar o risco para a transformação maligna das DOPMs (WARNAKULASURIYA et al., 2008). 

 

1.4 Defensinas  

As superfícies epiteliais são caracterizadas por funções inatas efetivas, as quais 

contribuem para a proposta protetora, além de favorecer o estabelecimento do equilíbrio regulado 

entre saúde e doença. A função epitelial é particularmente relevante na cavidade oral, a qual 

inclui um meio único, no qual a mucosa preenche um propósito protetor crítico, servindo como 

uma interface entre os meios interno e externo. O epitélio não é apenas uma barreira física, mas 

também tem mecanismos de defesa químicos contendo peptídeos antimicrobianos, como as 

defensinas.  

As defensinas são peptídeos antimicrobianos endógenos, pequenos e ricos em cisteína os 

quais são produzidas pelo leucócitos e células epiteliais. Muitas defensinas agem ligando-se à 

membrana celular e uma vez embutidas, formam defeitos na membrana, como poros, que 

permitem o efluxo de nutrientes e íons essenciais (BHAGAWATI et al., 2012). De acordo com 

Howell e Leeuw (2018), esses peptídeos efetores da imunidade inata desempenham um papel 

importante na defesa do hospedeiro. Eles atuam diretamente pela inativação de microrganismos, 

mas também ligam a imunidade inata à adaptativa. Uma variedade de funções imunológicas 
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inatas tem sido descrita para esses peptídeos, incluindo quimiotaxia e liberação de citocinas 

(HOWELL e LEEUW, 2018), 

No período de 2000 a 2010 houve a descoberta e caracterização de uma série de 

defensinas humanas. A análise da informação genômica indica que o número de moléculas 

defensinas-like codificadas pelo genoma humano podem ser numeradas em dezenas. O crescente 

interesse nas defensinas constantemente melhora o conhecimento sobre variados aspectos como 

a localização de gene, padrões de expressão e fatores de transcrição envolvidos na sua regulação 

in vivo. As propriedades das defensinas como agentes antimicrobianos parecem ser apenas uma 

pequena parte na extensa rede das inter-relações entre o sistema imune e estudos estruturais das 

defensinas provêm as bases moleculares para o melhor entendimento de suas propriedades, 

funções e seu potencial em aplicações práticas (PAZGIER et al., 2006). 

As defensinas podem ser subdivididas em duas famílias, α- e β-defensinas. As diferenças 

entre as famílias são baseadas no comprimento e no dobramento das cadeias de peptídeos, 

localização e posição dos resíduos de cisteína na sequência de aminoácidos e pontes dissulfeto, 

os quais são responsáveis pelo pareamento das cisteínas. As α-defensinas consistem em 29 a 35 

aminoácidos e são mais curtas que as β-defensinas, as quais consistem em 38 a 42 resíduos 

(SESTED et al., 1985). 

Evidências substanciais acumularam-se nos últimos anos, indicando que as defensinas em 

mamíferos são multifuncionais e, pela interação com receptores de células do hospedeiro, 

participam de ambas imunidades antimicrobianas do hospedeiro, inata e adaptativa. Em 

humanos, seis α-defensinas e quatro β-defensinas foram identificadas. Os leucócitos 

polimorfonucleares expressam α-defensinas como parte de seu mecanismo não-oxidativo, 

enquanto as β-defensinas são expressas pelas células epiteliais mucosas (DIAMOND et al., 

1998).  

As β-defensinas humanas (HBDs) são peptídeos de defesa do hospedeiro que não apenas 

exibem propriedades antimicrobianas, mas também estimulam várias atividades celulares, 

incluindo proliferação de queratinócitos, migração e cicatrização de feridas 

(KIATSURAYANON et al., 2014).   

A localização das β-defensinas HBD1, HBD2 e HBD3 no epitélio estratificado escamoso 

(incluindo mucosa oral e pele) foram confirmadas em níveis de mRNA e proteína. Relatou-se 

que as β-defensinas humanas 1 (HBD1) e 2 (HBD2) são expressas na pele, plasma, intestinos, 

saliva e epitélio estratificado na cavidade oral (SCHRODER, 1999). As células epiteliais orais 

normais também expressam altos níveis de beta defensinas (FRYE et al., 2000). De fato, 

demonstrou-se a expressão das beta defensinas em tecido gengival, mucosa bucal, língua, 
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glândulas salivares e outras regiões orais. (ZHAO et al., 1996; MATHEWS et al., 1999; 

KRISANAPRAKORNKIT et al., 1998). Além da expressão fisiológica, esses peptídeos também 

foram encontrados em condições inflamatórias orais, carcinomas e diferentes linhagens celulares 

derivadas de carcinomas orais (MIZUKAWA et al., 1999 (I), MIZUKAWA et al., 2000 (II)). 

Pesquisas em rápida evolução analisando a extensão do papel das beta-defensinas 

humanas (HBDs) na quimiotaxia, resposta imune inata e promoção da angiogênese sugerem que 

seus efeitos coletivos se estendem além de seus mecanismos antimicrobianos (PAZGIER et al., 

2006). De fato, as numerosas funções celulares básicas associadas às beta defensinas humanas 

demonstram que esses peptídeos possuem impacto duplo na saúde, podendo ser vantajosos em 

certas condições, mas potencialmente prejudiciais em outras. As consequências dessas funções 

são refletidas na superexpressão das HBDs nas doenças, como a psoríase e recentemente sua 

associação com a sinalização pró-tumoral (WEINBERG et al., 2012).  

Os mecanismos reguladores das respostas das beta-defensinas na saúde e na doença ainda 

estão sendo elucidados. Claramente, o espectro de função atribuído agora à regulação das HBDs 

identifica essas moléculas como reguladores celulares importantes cuja expressão apropriada é 

crítica para a sobrevivência imune própria. Por exemplo: a expressão das beta-defensinas 

próxima a áreas de desregulação celular pode, inadvertidamente, exacerbar a progressão de uma 

doença. Dessa forma, entendendo os mecanismos que regulam a sinalização contextual das 

HBDs torna-se uma importante área de concentração laboratorial diagnóstica. Assim, usando-se 

uma combinação de meios biológicos imunológicos, bioquímicos e moleculares, identificaram-

se vias de sinalização associadas às HBDs promotoras da homeostase imune e iniciou-se a 

exclusão do papel inapropriado que as beta-defensinas assumem na etiopatogênese de diversas 

doenças (WEINBERG et al., 2012). 

As beta-defensinas interagem de forma cruzada com o sistema imune adaptativo através 

de interações específicas com quimiocinas e receptores de células linfoides e mieloides, 

resultando em modulação das respostas celulares imunocompetentes do hospedeiro (YANG et 

al., 1999; BIRAGYN et al., 2001, 2002; QUINONES-MATEU et al., 2003; FENG et al., 2006; 

FUNDERBURG et al., 2007; JIN et al., 2010; ROHRL et al., 2010). 

A expressão de beta-defensinas por células epiteliais tem o objetivo de manter a flora 

natural em um estado estável em diferentes sítios, como a pele, o intestino e a cavidade bucal. 

Entretanto, há novas evidências indicando a participação destas moléculas na promoção ou 

severidade de neoplasias. A super-expressão de beta-defensina humana 3 (HBD3) em tumores 

de origem epitelial, promove quimiotaxia seletiva de células mieloides para o sítio da lesão e 
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estimula essas células a secretar citocinas pro-inflamatórias, contribuindo para a manutenção de 

ambiente favorável para o crescimento tumoral (KAWSAR et al., 2009; JIN et al., 2010).  

A expressão beta-defensinas (HBD1, HBD2 e HBD3) tem sido relacionada a indução da 

carcinogênese oral. Segundo estudo de WENGHOEFER et al. (2008), a expressão de HBD1 

apresenta-se diminuída para lesões potencialmente malignas e malignas da cavidade oral, o que 

sugere que esta proteína pode apresentar um papel no desenvolvimento do carcinoma de células 

escamosas oral, sendo que sua perda de expressão pode contribuir para a progressão maligna 

desses tumores (WENGHOEFER et al., 2008). 

Mais recentemente, as HBD3 mostraram regular a imunidade adaptativa, através da 

quimiotaxia de macrófagos, células dendríticas imaturas, células T de memória, mastócitos e 

monócitos in vitro. No epitélio humano oral normal, a HBD3 é produzida por células da camada 

basal mitoticamente ativas, ao passo que DEFB101 e 102 são co-expressas nas camadas 

diferenciadas espinhosa e granulosa (KAWSAR et al., 2008). A expressão da HBD3, a maior das 

defensinas em comprimento, foi detectada em no tecido epitelial em várias localizações incluindo 

a pele, esôfago, traqueia e tecido gengival (DUNSCHE et al., 2001) e também nas glândulas 

salivares (HARDER et al., 2001; NISHIMURA et al., 2003). Também de acordo com BATONI 

et al. (2006), identificou-se a HBD3 no tecido uscular, placenta, pele bem como na placenta, 

fluido crevicular, segudo da expressão pelos queratinócitos orais.  

Novas informações sobre o papel da HBD3 na progressão do câncer oral foram 

fornecidas. De forma interessante, as células presentes nas lesões potencialmente malignas da 

cavidade bucal apresentam super-expressão de HBD3 (KAWSAR et al., 2008).  

Estudos in vitro demonstraram que a HBD3 promove uma quimiotaxia de células 

monocíticas THP-1 e que o fator de crescimento epidérmico induz significativamente a expressão 

da HBD3 nas células epiteliais orais via proteína kinase mitógeno-ativada (MAPK) kinase 

MEK1/2, p38 MAPK, proteína kinase C (PKC) e kinase fosfoinositide 3 (PI3K0, mas não pela 

via Janus kinase (JAK) e transdutor de sinal e ativador de transcrição (STATs). Esses resultados 

sugerem que a HBD3 atua como fator mitogênico responsivo na iniciação do câncer oral e pode 

atuar como um sinal mobilizador para recrutar macrófagos associados ao tumor (KAWSAR, 

2009).Desta forma, este estudo teve como objetivo determinar a expressão da HBD3 em lesões 

de leucoplasia da cavidade bucal, através de análise imuno-histoquímica, correlacionando-se 

também o grau de displasia, que, de acordo com Manchanda e Shetty (2012) classifica-se em 

leve, moderada e severa. 
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2. PROPOSIÇÃO 

O objetivo desse estudo foi avaliar a expressão da beta defensina humana 3 (HBD3) em 

lesões de leucoplasia da cavidade bucal por meio de técnica imuno-histoquímica. 

 

2.1 Objetivo Geral 

- Avaliar a expressão da HBD3 em leucoplasias orais. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Determinar o padrão da imunomarcação de HBD3 em lesões de leucoplasia oral; 

- Avaliar e graduar a presença de displasia nas lesões de leucoplasia oral; 

- Determinar a correlação entre a expressão da HBD3 e os diferentes graus de displasia. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente estudo está de acordo com a Resolução CNS/CONEP 466/12 e foi submetido 

ao Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade de Ribeirão Preto (Anexo 

1). 

 

CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

Foram incluídos no estudo casos provenientes do Laboratório de Patologia Bucal da 

UNAERP, com diagnóstico clínico e histopatológico compatíveis com leucoplasia.  

 

CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Os casos provenientes do Laboratório de Patologia Bucal da UNAERP, cujos diagnóstico 

clínico e histopatológico não foram confirmados clínica ou histologicamente como leucoplasia 

foram excluídos das análises propostas. 

 

3.1 Delineamento experimental 

O material para esse estudo foi obtido do banco de dados do Laboratório de Patologia 

Bucal da Universidade de Ribeirão Preto (UNAERP). Foram selecionadas 16 amostras de lesões 

de leucoplasia da cavidade bucal, previamente submetidas ao processamento histológico 

convencional e incluídas em blocos de parafina.  

Os blocos de parafina contendo os espécimes foram submetidos a novos cortes 

histológicos com 3μm de espessura para coloração em hematoxilina e eosina (H&E) e a 

realização da técnica de imuno-histoquímica para identificação da expressão de HBD3. Para 

tanto, anticorpos contra HBD3 humana foram utilizados. 

 

3.2 Análise da expressão de HBD3 por imuno-histoquímica 

As reações imuno-histoquímicas foram realizadas seguindo o protocolo estabelecido pelo 

Laboratório de Patologia Bucal da Universidade de Ribeirão Preto (UNAERP) descrito a seguir: 

 

3.2.1 Desparafinização e reidratação  

Esta preparação das amostras foi realizada a partir de banhos de xilol e série decrescente 

de álcool etílico até a água destilada. 
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3.2.2 Recuperação antigênica 

As amostras foram submetidas à técnica de recuperação antigênica por meio de adição de 

solução Tris/EDTA (Promega, Madison, WS, USA) pH 9,0, em banho-maria a 95-99oC, por 30 

minutos.  

Após o término da recuperação, as amostras foram resfriadas por 10 minutos a 

temperatura ambiente.  

A seguir, as amostras foram lavadas em água destilada por 3 vezes.  

 

3.2.3 Bloqueio da peroxidase endógena  

O bloqueio das amostras foi realizado com solução Bloqueadora de Peroxidase - Spring 

– Cód. DHP-125 ou similar) por meio de incubação a temperatura ambiente (20-25oC), por 30 

minutos.  

Então, as amostras foram novamente lavadas em água destilada, seguida de lavagem com 

tampão TBS-Tween 20 (Tris Buffered Saline) (Promega) por 5 minutos. 

 

3.2.4 Bloqueio protéico das amostras   

Para realizar o bloqueio das amostras, cujo objetivo é evitar reações inespecíficas, estas 

foram submetidas a incubação com solução de albumina bovina (BSA –Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, USA) por 10 minutos, dentro da câmara úmida, em temperatura 

ambiente. 

A seguir, o excesso do reagente foi eliminado e as amostras foram submetidas a incubação 

com o anticorpo primário.  

 

3.2.5 Aplicação do anticorpo primário 

Foi utilizado o anticorpo anti-DEFB3 (Biorbyt, San Francisco, California, USA), na 

concentração de 1:100 em solução tampão TBST (Tris Buffered Saline with Tween 20 – 

Promega). Foram aplicados 100uL do anticorpo sobre cada corte histológico, seguido de 

incubação por período overnight (16 – 18 horas) a 4º C, em câmara úmida. 
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Após este período, as amostras foram submetidas à lavagens com tampão de lavagem 

TBS com Tween 20, por 3 vezes consecutivas, de 5 minutos cada.  

3.2.6 Aplicação do sistema de visualização  

Após incubação com o anticorpo primário, as amostras foram suavemente secas e 

submetidas a aplicação do polímero N-Histofine anti-rabbit (Nichirei Biosciences INC., Tsukiji, 

Chuo-ku, Tokyo, Japan), seguido de incubação por 30 minutos a temperatura ambiente em 

câmara úmida.  

Após esta etapa, estas foram lavadas por três vezes de 5 minutos cada em tampão de 

lavagem TBS com Tween 20 (Promega). 

 

3.2.7 Aplicação do substrato-cromógeno (DAB - diaminobenzidina) 

A solução DAB (ScyTek Laboratories Inc., Logan, UT, EUA) foi diluída em substrato 

específico (50 µl de cromógeno em 1ml de Substrato) e aplicada sobre as amostras por 10 

minutos a temperatura ambiente. A seguir, as amostras foram lavadas em água destilada duas 

vezes. 

 

3.2.8 Contra-coloração e montagem 

Por fim, foi realizada a contra coloração com hematoxilina de Harris, desidratação e 

diafanização em xilol e a montagem das lâminas com reagente de montagem.  

Para controle da reação, as amostras foram submetidas a incubação exclusivamente com 

o sistema de visualização histofine (Nichirei Biosciences INC)). 

Como controle negativo experimental, foi utilizada amostra de hiperplasia gengival sem 

a presença de infiltrado inflamatório, enquanto amostra carcinoma epidermoide oral foi utilizada 

como controle positivo. 

 

3.3. Coloração em Hematoxilina e Eosina (H&E) 

Para coloração em H&E, os blocos de parafina contendo as amostras foram fixados em 

micrótomo (Leica modelo RM 2125 RT; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) e 

foram obtidos cortes seriados de 5,0 µm de espessura, que foram posicionados em lâminas 
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histológicas identificadas. Em seguida, as mesmas foram colocadas em estufa para fixar os cortes 

e escorrer a parafina.  

A seguir, as amostras foram submetidas ao procedimento de coloração, conforme 

descrito: banho em xilol ( 3 vezes, por 10 minutos cada), banhos em soluções de álcool etílico 

(95%, 80%, 70%, 50%), seguido de lavagem em água corrente por 10 minutos e água destilada. 

Coloração com hematoxilina por 7 minutos, seguido de água corrente por 10 minutos, banho de 

etanol 80% e coloração em eosina por 1 minuto. 

Após estes procedimentos, as amostras foram então submetidas a desidratação e 

clarificação e montagem. 

 

3.4. Análise dos resultados 

A análise dos resultados foi realizada em microscópio de luz. Foram avaliados 10 campos 

aleatórios de cada amostra, dos quais foram obtidas fotomicrografias, considerando a 

positividade da imunomarcação para HBD3 (DEFB103), bem como a distribuição da 

imunomarcação nos diferentes estratos do tecido epitelial estratificado. Utilizou-se o microscópio 

BIOFOCUS BIO-2000 com câmera digital MDC2000 Microscope Digital Camera através do 

programa de computador Future WinJoe nos aumentos de 50, 100 e 200 vezes. 

Portanto, cada campo foi analisado de acordo com a distribuição da imunomarcação 

positiva para HBD3, considerando os estratos do tecido epitelial. Os critérios estabelecidos para 

tal análise estão descritos na Tabela 2. Após análise de cada campo, foi considerado para cada 

amostra o valor da média de scores obtida. 

 

Tabela 2. Determinação da disposição (extensão) das imunomarcação positiva para HBD3 para cada campo e para 

as amostras. 

Score Estratos do epitélio com imunomarcação 

positiva 

1 Basal e para-basal 

2 Basal, para-basal e escamoso 

3 Basal, para basal, escamoso e granuloso 

Fonte: Autor 

As amostras também foram avaliadas quanto a presença e grau de displasia, utilizando 

aquelas amostras coradas em H&E. Após análise de 10 campos por amostra, estes foram 
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classificados de acordo com os critérios demonstrados na Tabela 3. Após análise de cada campo, 

foi considerado para cada amostra o valor da média de scores obtida. 

 

Tabela 3. Determinação do grau de displasia para cada campo e para as amostras 

Score Grau de displasia Características observadas 

0 Ausência Ausência de características de 

displasia celular/tecidual 

1 Displasia leve Alterações limitadas 

principalmente às camadas 

basal e para-basal. 

2 Displasia moderada Envolvimento da camada 

basal a porção media da 

camada espinhosa 

3 Displasia severa Alterações desde a camada 

basal até um nível acima da 

porção media do epitélio 

Fonte:  Adaptado de MANCHANDA e SHETTY, 2012. 

 

3.5 Análise dos dados 

 Após análise qualitativa, scores foram utilizados para análise de correlação, considerando 

o grau de displasia e a distribuição da imunomarcação para HBD3, utilizando o teste Qui-

Quadrado, também considerando nível de significância de 5%. Os dados epidemiológicos foram 

demonstrados descritivamente.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Manchanda%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22549675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shetty%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22549675
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 4 RESULTADOS 

 

Foram avaliados 16 casos de lesões leucoplásicas da cavidade oral, a partir de amostras 

previamente enviadas ao Laboratório de Patologia da Universidade de Ribeirão Preto 

(UNAERP), para análise histopatológica. Dos pacientes avaliados, houve uma distribuição 

homogênea entre gênero feminino (50%) e masculino (50%). A idade dos pacientes variou de 39 

a 73 anos, com maior incidência para a 5a década de vida (50 – 60 anos de idade).  O sítio bucal 

mais afetado foi o lábio inferior (31,25%), seguido do soalho bucal (25%) (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Descrição epidemiológica dos pacientes avaliados 

Características Número de pacientes (%) 

Gênero  

     Feminino 8 (50%) 

     Masculino 8 (50%) 

Idade  

     0 – 40 1 (6,25%) 

     40 – 50 2 (12,5%) 

     50 – 60 7 (43,75%) 

     60 - 70 3 (18,75%) 

     70 - 80 3 (18,75%) 

Raça  

     Branca 16 (100%) 

                            Fonte: Autor 

Quanto aos aspectos clínicos, a maior parte das lesões era caracterizada como manchas e 

placas brancas (75%), de superfície rugosa (56%). As lesões descritas como de superfície rugosa 

apresentaram maiores graus de displasia (Tabela 5).  
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Tabela 5. Descrição das lesões de leucoplasia 

Características Número de pacientes (%) 

Sitio bucal  

     Lábio inferior 5 (31,25%) 

     Soalho bucal 4 (25%) 

     Mucosa jugal 2 (12,5%) 

     Dorso/lateral de 

língua 

2 (12,5%) 

     Ventre de língua 1 (6,25%) 

     Rebordo alveolar 2 (12,5%) 

Lesão fundamental  

     Placa 6 (37,5%) 

     Mancha 6 (37,5%)  

     Pápula/Nódulo 4 (25%) 

Coloração  

     Branca 10 (62,5%) 

     Rósea 6 (37,%) 

Superfície  

     Lisa 7 (43,75%) 

     Rugosa 9 (56,25%) 

                                    Fonte: Autor 

Os resultados demonstraram que a maior parte das lesões apresentava grau de displasia 

leve, que correspondeu a 50% dos casos avaliados (Figura 1). 

 

 Figura 1. Número de casos de acordo com o grau de displasia tecidual. 

 

Fonte: Autor 
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Além disso, a maioria das lesões apresentou scores 2 e 3 para a distribuição da 

imunomarcação (75%) (Figura 2). 

 

Figura 2. Número de casos de acordo com o score para imunomarcação de HBD3. 

 

Fonte: Autor 

Os resultados também demonstraram que houve correlação positiva entre o número de 

camadas do epitélio (score 3) que se apresentaram positivas para a imunomarcação para HBD3e 

a presença e severidade da displasia tecidual (scores 2 e 3) (Qui-quadrado, p<0,05).  

A análise das amostras revelou que, para as amostras com ausência de displasia (score 0), 

a expressão de HBD3 foi restrita as camadas basal e para-basal (score 1) (Figura 3). Das amostras 

que apresentavam displasia leve (score 2) (Figura 4), 25% apresentavam imunomarcação positiva 

apenas nas camadas basal e para-basal (score 1). Além disso, 43% das amostras que apresentaram 

imunomarcação positiva para as camadas espinhosa e granulosa (score 3) apresentavam displasia 

celular moderada (score 2) (Figura 5) ou severa (score 3) (Figura 6).   

A amostra selecionada como controle negativo, de hiperplasia gengival, apresentou 

imunomarcação para HBD3 apenas na camada basal (Figura 7), enquanto a amostra selecionada 

como controle positivo, de carcinoma espinocelular, apresentou imunomarcação positiva e 

intensa para todas as camadas do epitélio, com marcação difusa para as ilhas de tecido epitelial 

que invadiram o tecido conjuntivo (Figura 8).  
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Figura 3. Fotomicrografias de amostra de leucoplasia oral sem alterações displásicas, em coloração H&E (A – 100X; B – 200X) e imuno-

histoquímica para HBD3 (C – 100X; D – 200X). 

 

Fonte: Autor 
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Figura 4. Fotomicrografias de amostra de leucoplasia oral com displasia leve, em coloração H&E (A – 100X; B – 200X) e imuno-histoquímica 

para HBD3 (C – 100X; D – 200X). 

 

Fonte: Autor 
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Figura 5. Fotomicrografias de amostra de leucoplasia oral com displasia moderada, em coloração H&E (A – 100X; B – 200X) e imuno-

histoquímica para HBD3 (C – 100X; D – 200X). 

 

Fonte: Autor 
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Figura 6. Fotomicrografias de amostra de leucoplasia oral com displasia severa, em coloração H&E (A – 100X; B – 200X) e imuno-

histoquímica para HBD3 (C – 100X; D – 200X). 

 

Fonte: Autor 

C D 
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Figura 7. Fotomicrografias de amostra de hiperplasia gengival inflamatória (controle negativo), em coloração H&E (A – 100X; B – 200X) e 

imuno-histoquímica para HBD3 (C – 100X; D – 200X). 

 

Fonte: Autor 



31 

 

Figura 8. Fotomicrografias de amostra de carcinoma espinocelular oral (controle positivo), em coloração H&E (A – 100X; B – 200X) e 

imuno-histoquímica para HBD3 (C – 100X; D – 200X). 

 

Fonte: Autor  



32 

 

5 DISCUSSÃO 

A HBD3 é amplamente expressa nos tecidos orais, incluindo gengiva, língua, mucosa 

bucal e labial e folículos dentais, mas não na polpa dentária e apenas com baixa frequência nas 

glândulas salivares (DUNSCHE et al., 2002). Estudos em culturas de células primárias 

demonstraram que os queratinócitos orais, mas não os fibroblastos, contêm transcrições para 

HBD3, sugerindo que, a expressão de HBD3 é provavelmente restrita ao compartimento epitelial 

da cavidade oral. Os níveis de expressão gênica dos mRNAs de HBD1, -2 e 3 variam 

consideravelmente de um indivíduo para outro (SAITOH et al., 2004). No presente estudo, 

demonstrou-se a expressão da HBD3 em tecido gengival hiperplásico (controle negativo), em 

lesões de leucoplasia oral com diferentes graus de displasia epitelial e em carcinoma 

espinocelular (controle positivo), comprovando-se dessa forma, a presença da enzima nos tecidos 

orais e seus diferentes padrões de expressão. 

Joly et al. (2005) demonstraram recentemente que, além de uma expressão basal variável 

do mRNA das beta-defensinas entre os indivíduos, o potencial de indução de mRNA de uma 

dada beta-defensina também pode variar entre um indivíduo e outro, mas correlaciona-se com 

sua expressão basal. Essa observação sugere que a saúde nas superfícies mucosas mantem-se 

melhor em indivíduos que apresentam altos níveis basais de expressão das defensinas, pois estes 

são os indivíduos que também terão maior capacidade de produzir maior quantidade desses 

peptídeos na presença de mediadores inflamatórios. No presente estudo, a variação da expressão 

da HBD3 pôde ser demonstrada nos diferentes graus de displasia epitelial nas leucoplasias orais, 

não se observando diferença de expressão entre os indivíduos da amostra. 

De acordo com o estudo de Joly et al. (2009), as beta-defensinas estão envolvidas na 

manutenção da homeostasia da cavidade oral. Os resultados dos seus estudos evidenciaram que 

a expressão e regulação das HBD1, HBD2 e HBD3 apresentam-se alteradas no câncer. 

Comparando-se com linhagens de células normais, demonstraram que a expressão do mRNA 

basal estava significativamente reduzida no carcinoma oral de células escamosas para duas das 

três beta-defensinas estudadas e que a quantidade produzida em resposta à estimulação por 

mediadores foi mínima para as três beta-defensinas nas linhagens de células de carcinoma oral 

de células escamosas (JOLY et al., 2009).Também, a expressão diminuída da HBD2 em células 

do câncer oral já foram relatadas in vivo (ABIKO et al, 2001), ao passo que outros estudos 

demonstraram níveis elevados de HBD2 no carcinoma oral de células escamosas (SAWAKI et 

al., 2002). Os resultados do estudo de Joly et al. (2009) sugerem que essa aparente contradição 

pode ser explicada pelos níveis de inflamação apresentados nos espécimes. Apesar do decréscimo 
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na frequência e amplitude da indução das beta-defensinas no carcinoma oral de células 

escamosas, sobre estimulação com IL-1β, TNF-α e IFN-γ, aumentos significativos na expressão 

do mRNA das beta-defensinas foram observados em algumas linhagens de células carcinomas 

orais de células escamosas em relação ao controle. Isso sugere que a inflamação, o que não é 

incomum no carcinoma (BALKWILL E MANTOVANI, 2001), poderia restaurar os níveis de 

expressão das beta-defensinas para aqueles observados como níveis basais saudáveis em alguns 

casos.  

Então, Joly et al. (2009), sugeriram a hipótese de que a expressão diminuída observada 

em linhagens de células do carcinoma oral de células escamosas poderia resultar de 

polimorfismos na região promotora, porque polimorfismos genéticos nos fatores de transcrição 

podem resultar em expressão diminuída. No entanto, o perfil de expressão das HBDs apresenta-

se alterado nas lesões com displasia moderada e no carcinoma in situ. Nestes casos, a expressão 

de HBD-1 e 2 apresenta-se reduzida, enquanto a expressão de HBD3 apresenta 2 padrões de 

resposta: além do aumento da expressão desta enzima, ocorre também uma alteração espacial na 

distribuição da mesma nos diferentes estratos do tecido epitelial, estando de acordo, dessa forma, 

com os resultados obtidos nesse estudo referentes à expressão da HBD3 em leucoplasias orais 

com diferentes graus de displasia. 

Esta alteração no padrão de expressão também parece ocorrer em lesões potencialmente 

malignas da cavidade oral e, desta forma, poderia ser utilizada como marcador fenotípico no 

diagnóstico precoce destas lesões, auxiliando na identificação de lesões com maior potencial de 

transformação maligna. 

Estes resultados estão de acordo com os obtidos no presente estudo, o qual avaliou a 

expressão de HBD3 em amostras de leucoplasia oral por meio de imuno-histoquímica. Foi 

observada correlação positiva entre a extensão da expressão da enzima e a presença de displasia 

tecidual, o que indica que a alteração da expressão de HBD3 tem papel fundamental no processo 

de carcinogênese da cavidade oral (LU et al., 2005), assim como tem um papel importante como 

ferramenta diagnóstica para tais lesões.  

A análise das amostras revelou que 43% das amostras que apresentaram imunomarcação 

positiva para as camadas espinhosa e granulosa apresentavam displasia celular moderada ou 

severa.  Das amostras que apresentavam displasia leve, 25% apresentavam imunomarcação 

positiva apenas nas camadas basal e para-basal. No estudo de Nishimura et al. (2003), os casos 

de leucoplasia demonstraram reações positivas para HBD-3, variando em intensidade e extensão, 

com forte marcação na camada granular, o que pode indicar que sua expressão também está 

envolvida na diferenciação dos queratinócitos. 
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No presente estudo, a amostra selecionada como controle negativo, que foi de hiperplasia 

gengival, apresentou imunomarcação para HBD3 apenas na camada basal, como no estudo de 

Bissel et al. (2003), que utilizou amostras de tecido gengival descartadas de procedimentos 

periodontais. Como controle positivo, a amostra selecionada de carcinoma espinocelular 

apresentou imunomarcação positiva e intensa para todas as camadas do epitélio, com marcação 

difusa para as ilhas de tecido epitelial que invadiram o tecido conjuntivo como no estudo de 

Kawsar et al. (2008), que detectou nas lesões diagnosticadas como carcinoma in situ a expressão 

desta enzima ao longo de todo o sítio da lesão.  

A significativa super-expressão da beta-defensina e no carcinoma oral de células 

escamosas foi também demonstrada no estudo de Kesting et al. (2009), quando comparou a 

amostras de mucosa saudável através de qRT-PCR, o que sugere importante papel da HBD3 na 

oncogênese oral, potencialmente em uma função mediadora. 

Desta forma, a super-expressão de HBD3 nas amostras de lesões potencialmente 

malignas, como a leucoplasia oral, pode indicar de forma precoce a presença de células 

morfológica e fenotipicamente alteradas, caracterizadas como células displásicas, cuja 

proliferação está relacionada ao processo de crescimento tumoral (KAWSAR et al., 2008).  

Esta correlação positiva, portanto, ressalta a viabilidade da utilização deste marcador 

fenotípico, a expressão de HBDs, nas amostras de leucoplasia, como ferramenta diagnóstica e de 

prognóstico da evolução destas lesões na cavidade oral.  
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6 CONCLUSÕES  

 

Com base nas informações obtidas nesse estudo conclui-se que: 

 

- A expressão da beta-defensina 3 apresenta-se alterada nas lesões leucoplásicas; 

- A expressão da beta-defensina 3 apresenta-se mais intensa em lesões leucoplásicas com graus 

de displasia epitelial moderada e severa; 

- A severidade da displasia tecidual, conforme a graduação realizada neste estudo, está 

diretamente relacionada à imunomarcação pela beta-defensina 3 nas lesões de leucoplasia oral. 
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