CELINA FAIG LIMA

EXPRESSAO DA SURVIVINA EM DIFERENTES
CONDICOES RELACIONADAS A CARCINOGENESE
INTRA-BUCAL HUMANA:

Survivina na carcinogénese humana

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista, como parte dos requisitos para obtencao do
titulo de Doutor, pelo Programa de Pés-Graduacio em BIOPATOLOGIA
BUCAL, Area Biopatologia Bucal.

Orientadora: Profa. Adj. Janete Dias Almeida
Co-orientadora: Dra. Jaqueline Scholz Issa

Sao José dos Campos
2010



Apresentacdo gréfica e normalizacao de acordo com:
Alvarez S, Coelho DCAG, Couto RAO, Durante APM. Guia
pratico para Normalizacdo de Trabalhos Académicos da
FOSJC. Sao José€ dos Campos: FOSJC/UNESP; 2008

L628e Lima, Celina Faig.
Expressao da survivina em diferentes condi¢des relacionadas a
carcinogénese intra-bucal humana / Celina Faig Lima. __ Sao José dos
Campos : [s.n.], 2010
90f. :il.

Tese (Doutorado em Biopatologia Bucal ) — Faculdade de Odontologia de
Sao Jose dos Campos, Universidade Estadual Paulista, 2010.

Orientador: Prof. Dr. Janete Dias Almeida

Co- orientador: Dra Jaqueline Scholz Issa

1. Survivina. 2. Citodiagnéstico. 3. Tabagismo. 4. Carcinogénese. 5.
Carcinoma epidermdide. 6. Mucosa bucal. I. Aimeida, Janete Dias. Il.
Universidade Estadual Paulista. Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos. llI. Titulo

tD79

Ficha catalogréfica elaborada pelo Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo da
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos — UNESP

AUTORIZACAO

Autorizo a reprodugdo e divulgacao total ou parcial deste
trabalho, por qualquer meio convencional ou eletronico, desde
que citada a fonte.

Sao José dos Campos, 19 de Julho de 2010.
Assinatura:
E-mail: celinafaig@yahoo.com.br



BANCA EXAMINADORA

Profa. Adj. Janete Dias Almeida (Orientadora)
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos
Universidade Estadual Paulista - UNESP

Prof. Adj. Luiz Antonio Guimaraes Cabral
Faculdade de Odontologia de S3o José dos Campos
Universidade Estadual Paulista - UNESP

Profa. Dra. Adriana Aigotti Haberbeck Brandao
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos
Universidade Estadual Paulista - UNESP

Profa. Dra. Renata Falchete do Prado
Escola Superior de Cruzeiro

“Prefeito Hamilton Vieira Mendes”
Profa. Tit. Suzana Cantanhede Orsini Machado de Sousa
Faculdade de Odontologia

Universidade de Sao Paulo — FOUSP

Sao José dos Campos, 19 de Julho de 2010.



DEDICATORIA

Ao meu marido Eduardo, pelo apoio e
compreensdo dos momentos dedicados a este trabalho, e
pelo exemplo de dedicagdo aos estudos.

Aos meus pais, Camilo e Fdtima, pelo amor,
carinho e por todas as oportunidades que me proporcionaram

educagdo e estudo.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho", na pessoa
do diretor da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos, Prof.
José Roberto Rodrigues e do vice-diretor Prof. Carlos Augusto
Pavanelli.

Ao Programa de Pds-graduagdo em Biopatologia Bucal, na pessoa da
coordenadora Profa. Adj. Cristiane Yumi Koga Ito.

A minha orientadora, Profa. Adj. Janete Dias Almeida, pelo carinho,
atengdo e amizade cultivados ao longo de todos estes anos.

A Dra Jaqueline Scholz Issa e aos participantes do Programa
Ambulatorial de Tratamento de Tabagismo do Instituto do Coragdo
(INCOR-HCFMUSP) pelo suporte oferecido para realizagdo desta
pesquisa.

Ao Prof. Adj. Luiz Antonio Guimardes Cabral, pela convivéncia e pela
transmissdo de conhecimentos e de filosofia de trabalho.

Ao CNPq pelo financiamento deste trabalho: processo: 472759/2008-
6. Edital MCT/CNPq 14/2008 - Universal A.

A Erica Crastechini, pela parceria na coleta do material citoldgico e
realizagdo da imunoistoquimica.

Aos docentes do Programa de Pés-graduagdo em Biopatologia Bucal.
A técnica Ana Lourdes pela ajuda na realizagdo das coloragdes.
Aos colegas da pds-graduagdo, pelo convivio e troca de conhecimentos,

especialmente Manica, Vitor e Luis Felipe, pela parceria ho
atendimento do ambulatério de Propedéutica Estomatoldgica.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura s -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

LISTA DE FIGURAS

Grafico da expressdao da survivina segundo o
consumo didrio de CIarroS........ccoevuveeeervieeernieeeennnne.
Grafico da expressdo da survivina nos sexos
masculino e feminino segundo o total de casos
avaliados (30), escore e localizacdo intra-bucal.........
Gréfico da expressdo da survivina em leucoplasias
bucais em diferentes camadas epiteliais.....................
Gréfico da expressdo da survivina em carcinomas
epidermoides bucais........c.vvveeeeriiiiiiiiieniiieee
Expressao da survivina na citologia de individuos
tADAZISEAS .ot
Expressdo da survivina em leucoplasias intra-
DUCALS .. ettt
Expressaio da  survivina em  carcinomas
epidermaides intra-bucais..........ceeeeuveeereiieeernieeeennnee.
Células da mucosa de individuos fumantes coradas e

analisadas pelo método de Papanicolaou...................

52

56

60

62

63

64

65

66



Quadro 1 -
Quadro 2 -
Quadro 3 -

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -
Tabela 7 -

LISTA DE QUADROS E TABELAS

Critérios para diagnodstico de displasias...................
Anticorpo policlonal para survivina.........cc.c..ce......
Critérios utilizados para classificacio de
Papanicolaou........ccccoeeciiieiiinniiiiiiiieeee e,
Expressdo da survivina em esfregacos citologicos
do bordo lingual segundo o tempo de
tabAZISMO. ....eeeiiiiiieeiiieeeeee et
Expressdo da survivina em esfregacos citologicos
do assoalho bucal segundo o tempo de
tabAZISMO. ....eeeiiiiiieeiiieeeeee et
Expressdo da survivina em esfregacos citoldgicos
em distribuicdo de freqiiéncia relativa (%) de 19
pacientes etilisStas........cccceeeviieieniiieeiiiee e
Expressdo da survivina em esfregacos citoldgicos
segundo as diferentes faixas
ELATIAS .. uveeeiteeeeee ettt ettt e e
Numero de casos classificados como classe I e
Classe Il....ooruieiniiiiiecie e
Componentes dos esfregacos em assoalho bucal.....

Componentes dos  esfregacos em  bordo

47

53

53

54

55

57
57



Tabela 8 -

Tabela 9 -

Expressdo da survivina em leucoplasias bucais em
diferentes locais anatOmICoS.........coevveevveeernveenenenn.
Expressdao da survivina em diferentes graus de

displasia epitelial............cccoeeveiieniiiriniiee e,



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BIR = Baculoviral

BIRCS = Baculoviral IAP repeat-containing 5

Bcl2 = B-cell lymphoma

CE = Carcinoma epiderméide

CK = citoqueratina

CPC = complexo cromossOmico de passagem

DAB = diaminobenzidina

DE = displasia epitelial

DMBA = 7,12-dimetilbenzantraceno

FOSJC = Faculdade de Odontologia de Sao José€ dos Campos
gl = grau de liberdade

HE = hematoxilina-eosina

HPV = Papilomavirus humano

Hsp 90 = heat shock protein 90

IAP = proteina inibidora da apoptose

INCOR-HCFMUSP = Instituto do Cora¢do do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
LAP = Laboratério de Apoio a Pesquisa

LPB = liquen plano bucal

OMS = Organizacdo Mundial da Satide



PCNA = Proliferating Cell Nuclear Antigen

pH = potencial hidrogenidnico

RT-PCR = reacdo em cadeia da polimerase com transcri¢ao reversa
TNF = fator de necrose tumoral

TRIS = tris(hidroximetil)aminometano

UNESP = Universidade Estadual Paulista

VEGEF = fator de crescimento endotelial vascular
X* = chi-quadrado

4- NQO = 4-nitroquinilona 1-6xido

°C = graus Celsius

g = grama

ml = mililitro



Lima, CF. Expressdao da survivina em diferentes condi¢cdes relacionadas a
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RESUMO

A survivina € uma proteina inibidora da apoptose que desempenha papel de
controle no ciclo celular e no mecanismo de carcinogénese. Este trabalho teve
como proposicdo verificar a correlagdo clinicopatoldgica da expressdao da
survivina nas diferentes condi¢des relacionadas a carcinogénese intra-bucal
humana, o que pode ser util para destacar aspectos importantes das etapas da
carcinogénese bucal. Foram constituidos trés grupos, formados em parte por
material citolégico coletado de pacientes participantes do Programa Ambulatorial
de Tratamento de Tabagismo do Instituto do Coragao do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (INCOR-HCFMUSP); e
por material que se encontra incluido em blocos de parafina no Laboratério de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos FOSJC —
UNESP. O primeiro grupo foi constituido por material citolégico obtido do bordo
lateral lingual esquerdo e soalho bucal de 30 pacientes que fumavam mais de 20
cigarros/dia/10anos e que nao apresentavam historico de neoplasia bucal maligna,
nem sinais clinicos visiveis no local avaliado; o segundo grupo foi constituido por
amostras teciduais de 21 pacientes com lesdes brancas clinicamente classificadas
como leucoplasias. O terceiro grupo foi formado por 42 amostras teciduais de
pacientes com diagnodstico de carcinoma epidermdide bucal. Os pacientes que
foram submetidos a citologia esfoliativa foram examinados através de anamnese,
exame clinico extra e intra -bucal. A citologia esfoliativa foi realizada com
cytobrush para obtencdo de duas laminas de cada local selecionado. Apds a
realizacdo da imunoistoquimica com anticorpo primdrio anti-survivina as laminas
foram analisadas qualitativamente através da microscopia optica. Uma lamina de
assoalho e uma de lingua foram coradas e avaliadas pelo método de Papanicolaou.
A andlise estatistica foi realizada pelo teste exato de Fisher, X* ¢ Mann-Whitney.
A survivina foi positiva em 100% do material citologico dos tabagistas; 85,7%
das leucoplasias bucais e 83,3% de CE bucal. Pelo teste exato de Fisher nao foi
observada associacdo entre a expressdo da survivina € o consumo didrio de
cigarros e tempo de tabagismo na lingua ou assoalho bucal respectivamente:
lingua (p= 0,68); (p= 0,21) e assoalho bucal: (p= 0,69); (p= 0,69). No entanto, foi
observada maior expressao da survivina em assoalho bucal do que na lingua
conforme o teste de Mann-Whitney (p= 0,001). A marcacdo da surivina ndo foi
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estatisticamente correlacionada com o consumo de cigarros, embora tenha
ocorrido de forma mais intensa no assoalho bucal. A expressdo da survivina na
mucosa bucal de fumantes cronicos, em leucoplasias bucais e CE bucal avaliados
indicam que a survivina é uma proteina expressa em todas as etapas relacionadas a
carcinogénese bucal.

PALAVRAS - CHAVE: survivina, citodiagnostico, displasia epitelial,
mucosa bucal, carcinoma epidermdide, tabagismo, carcinogénese.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma epidermoide (CE) representa cerca de
90% das neoplasias malignas diagnosticadas em boca (Lo Muzio et al.
2001). O processo de carcinogénese, que culmina com o CE, envolve
diferentes etapas controladas por moléculas protéicas codificadas
geneticamente mediante a acdo de agentes genotoxicos.
O conhecimento a respeito das doencas neopldsicas ja evoluiu
bastante, especialmente com as informagdes obtidas pelos estudos que
utilizam a biologia molecular, permitindo a identificacdo de diversos
mecanismos intra e extra-celulares de controle do ciclo celular
ajudando na compreensdo do comportamento biologico de diferentes
tipos de neoplasias.

Tais  informacdes  possuem  valor  predictivo
principalmente nos casos de lesdes com potencial de transformacao
maligna com variados graus de displasia.

No entanto, alteracdes iniciais e mudangas no ciclo
celular expressas nas fases de iniciagdao e promog¢ao da carcinogénese,
nao sio observadas ao exame clinico de rotina. A aplica¢do de exames
complementares ndo invasivos, como a citologia esfoliativa,
possibilita a andlise de alteracdes celulares onde ndo hd qualquer
alteracdo visivel clinicamente (Almeida e Cabral 1992; Almeida et al.

1994).
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A citologia esfoliativa foi preconizada como método de
deteccdo precoce de cancer de colo uterino por Papanicolaou e Traut
em 1941 e introduzida na odontologia por Montgomery ¢ Von Haan
em 1951. Considerando-se as diversas vantagens do citodiagndstico,
como baixo custo e nio invasividade e lembrando que, at€ mesmo as
células das camadas mais superficiais do epitélio da mucosa
apresentam a expressdo de proteinas relacionadas ao controle do ciclo
celular, percebe-se a aplicabilidade da técnica de imunoistoquimica
com o objetivo de auxiliar na obtencdo de um diagndstico mais réapido
e favorecer o prognostico de lesdes bucais.

A survivina € uma proteina cujo papel no controle do
ciclo celular e no mecanismo de carcinogénese tem apresentado
relevancia. Sua funcdo estd relacionada ao funcionamento do ciclo
celular, no qual desempenha uma acdo inibidora da apoptose,
conferindo a célula uma sobrevida mais prolongada (O’Connor et al.
2000; Smith et al. 2001). Além de ser expressa em casos de CE ja
instalados, a survivina pode ser utilizada como um indicador
prognostico para lesdes com potencial de transformacao maligna.

Destarte, verifica-se a oportunidade de realizar uma
correlacdo clinicopatoldgica da expressdo da survivina em diferentes
condi¢Oes relacionadas a carcinogénese intra-bucal através do exame
citolégico e histopatolégico, para estabelecer um perfil evolutivo do
carcinoma bucal, o que poderd nortear a escolha de tratamento e

progndstico para a doencga.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma epidermdide e citologia esfoliativa

O carcinoma epidermoéide (CE) € a neoplasia maligna
bucal mais freqiiente, resultado de um processo denominado
carcinogénese que pode ser didaticamente dividido em etapas de
inicia¢do, promocgao e progressao (Pitot et al. 1991).

As substancias participantes deste processo recebem o
nome de carcinégenos e atuam de diferentes maneiras, direta ou
indiretamente, nos diferentes estigios da carcinogénese. A
carcinogénese pode ser induzida por uma variedade de agentes
agrupados em quatro categorias relativamente distintas: quimicos,
fisicos, biologicos e genéticos (Pitot et al. 1991).

Entre os agentes carcindgenos quimicos consagrados
estdo o tabaco e o alcool. O tabaco atua tanto como agente iniciador
como promotor deste processo, sendo por este motivo elemento
fundamental no processo que culmina com o CE bucal. A inicia¢do ao
processo de carcinogénese causada pelo tabaco leva ao dano
permanente do DNA celular, fixado com o processo de sintese do
DNA, gerando irreversibilidade deste estidgio. Segue-se entdo a
promocdo pela persisténcia do agente iniciador ou associacdo com

outro carcinégeno, podendo ser distinguida das fases de iniciagdo e
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progressao pela reversibilidade. Outra possibilidade € a exposicdo a
uma dose tdo elevada do carcindgeno que esta fase torna-se
praticamente inexistente, pulando do estdgio de iniciacdo a
progressdo. N@o existe consenso sobre o limiar para iniciacdo da
carcinogénese, ou a dose-limite de cada carcindgeno. A fase de
progressao € caracterizada pela instabilidade caridtipa e
irreversibilidade. As alteracdes genOmicas e estruturais nesta etapa
estdo diretamente relacionadas com o aumento do crescimento da
neoplasia, taxa de invasividade e capacidade metastdtica das células
neoplasicas (Pitot et al. 1991).

O alcool atua na mucosa bucal aumentando a
permeabilidade da membrana celular segundo Mc Cance e Huether
(1998) e Ogden et al. (2005). Para Ogden et al. (2005) ele também
pode causar alteragdes na endocitose levando a diminuicdo da drea
citoplasmatica. A concentracdo do etanol € muito importante na
carcinogénese bucal, pois ele é mais efetivo em maiores dilui¢cdes do
que em maiores concentracdes onde atua como fixador, reduzindo a
permeabilidade da membrana. Segundo Seitz e Stickel (2009) o
metabdlito do dlcool que atua na carcinogénese € o acetaldeido (AA),
resultante da primeira oxidac¢ao do etanol. O AA € um produto téxico
e mutagénico e € degradado no organismo por enzimas codificadas
geneticamente. Por este motivo, a presenca de dlcool nos colutérios
bucais € questionada por Mc Cullough e Farah (2008). De acordo com
0s mesmos autores a acdo sobre a mucosa bucal causa a descamagao
das células, hiperqueratose, ulceracdes, gengivite e dor e pode

contribuir com o processo de carcinogénese bucal.
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O consumo destes carcindgenos coloca o cancer bucal
como o 18° tipo mais comum em homens do mundo inteiro e, em
certas partes da Asia o terceiro tipo de cAncer mais prevalente (Reibel
2005). Segundo Reibel (2003) a associagdo tabaco e dlcool explicam
75-90% dos casos de CE bucais.

A identificacdo precoce do cancer bucal € essencial,
resultando em um indice de sobrevida maior do que o de outros tipos
de cancer (Mashber e Samit 1989), podendo ser realizada através de
correta condugcdo do processo diagnostico e realizagdo de exames
complementares como exames citolégicos e bidpsias.

O exame citolégico propde facil e rdpida aplicacao
tanto nos casos de lesdes com suspeita de malignidade, como para
lesdes com potencial de transformacdo maligna; e ainda como
metodologia diagnéstica e predictiva no monitoramento nao s6 de
pacientes ja tratados, mas daqueles pertencentes a grupos de risco
(Holland 2000; Acha et al. 2005), o que se deve pelo fato de ser
minimamente invasiva e sem a necessidade de anestesia prévia
(Epstein et al. 2002) . Sua aplicagdo auxilia no biomonitoramento de
pacientes que fazem uso de substincias carcindgenas e diversos
agentes genotoxicos (Lima 2007).

A citologia esfoliativa pode ser utilizada na
estomatologia para estudo de neoplasias, processos infecciosos e auto-
imunes, € € um importante recurso de acompanhamento em casos de
neoplasias j4 tratadas (Almeida e Cabral 1992; Almeida et al. 1994;
Tavares 2004; Tommasi 2002). Durante algum tempo, a

confiabilidade da técnica foi questionada devido a erros de coleta e
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resultados falsos negativos emitidos por profissionais com pouca
experiéncia (Acha et al. 2005; Freitas et al. 2004). Folson et al. (1972)
obtiveram 31% de resultados falsos negativos em avaliacdo de 148
pacientes, no entanto diagnosticaram 03 casos onde nao havia suspeita
clinica de malignidade. Sandler et al. (1958) também compararam
com sucesso a acuidade da citologia em rela¢do ao diagndstico obtido
através da biopsia (92%).

A citologia esfoliativa foi inicialmente utilizada por
Papanicolaou e Traut em 1941, para diagnéstico de cancer de colo
uterino. No entanto, o primeiro relato de sua utilizagdo para
diagnostico de carcinomas ocorreu no século XIX, quando Beale
(1860) descreveu os achados citolégicos em escarro de uma paciente
com carcinoma de orofaringe. A técnica foi introduzida para uso na
odontologia somente em 1951 por Montgomery e Von Haan, em
estudo de dez casos de leucoplasias intra-bucais, quando encontrou
aumento da queratinizacdo das 4reas leucopldsicas sem alteracoes
sugestivas de malignidade.

Nas ultimas décadas novas técnicas tanto de coleta dos
raspados, fixacdo (Sthipintawong et al. 1996), como de andlise do
material possibilitaram novamente a divulgagdo e ampliacdo de uso da
citologia esfoliativa. Entre os instrumentos de coleta mais difundidos
estd o cytobrush, que permite coleta tanto das células mais superficiais
do epitélio quanto das células da camada intermediaria (Jones et al.
1994), além de melhorar a dispersdo do nimero de células por campo
nas laminas obtidas (Ogden et al. 1992; Queiroz et al. 2006),

contribuindo para melhor qualidade final dos esfregacos e diminui¢do
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de falsos negativos. Atualmente entre estes instrumentos de coleta
destaca-se um instrumento de coleta com duas superficies cortantes:
brush biopsy (Felefli e Flaitz 2000), que apesar de possibilitar coleta
de células das camadas mais profundas representa um procedimento
mais invasivo e que ndo revela vantagens da citologia sobre o
procedimento cirurgico da bidpsia (Mehrota et al. 2009). Quanto a
fixacdo do material Suthipintawong et al. (1996) avaliaram 23
protocolos de fixagdo através de analise citomorfométrica e
imunoreatividade das células apés a fixacdo. O dlcool absoluto
demonstrou 100% de resultados favoraveis.

Buscando identificar alteracdes celulares iniciais
causadas pelo tabaco através do exame citolégico, Ogden et al. (1990)
pesquisaram o efeito do cigarro sobre a mucosa bucal através da
citomorfometria de raspados citolégicos, constatando um aumento da
area nuclear e citoplasmdtica das células do grupo de pacientes
fumantes.

Pavanello et al. (2006) em anédlise de esfregacos de
universitarios fumantes observaram menor maturacdo epitelial nas
células da mucosa jugal, quando comparados aos nao fumantes.
Oliveira et al. (2007) através da citologia esfoliativa, pelo método de
Papanicolaou, analisaram material citolégico da mucosa bucal de 30
fumantes (20 cigarros/dia/ durante 30 anos) em comparagdo com 30
ndo-fumantes, ambos os grupos sem alteracdes da mucosa bucal
clinicamente evidentes. Concluiram que a mucosa bucal de pacientes

fumantes apresentou maior quantidade de alteracdes inflamatdrias e
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queratinizagdo do que pacientes ndo fumantes, € menor maturagio
celular exceto pelas alteracdes nucleares.

Fontes et al. (2008) verificaram atividade proliferativa
aumentada das células do bordo lingual e assoalho bucal, em anélise
de material citologico de 22 fumantes (20 cigarros/dia/durante 30
anos) sem qualquer alteracdo clinica da mucosa, por meio da
histoquimica das AgNORs. Os mesmos autores (Fontes et al. 2008)
verificaram, através da andlise de Papanicolaou, além do aumento de
NORs/nucleo na mucosa bucal do grupo tabagista através da
impregnacdo pela prata, um aumento nas alteracdes inflamatérias em
90% dos fumantes de 87% do grupo ndo fumante.

Desta forma, € importante associar o método da
citologia esfoliativa a métodos de estudo dos raspados que possuam
valor predictivo, principalmente em grupos de risco como o0s

individuos fumantes.

2.2 Leucoplasias

As leucoplasias sdo definidas como placas brancas que
ndo podem ser caracterizadas clinicamente ou patologicamente como
qualquer outra doenga (Neville et al. 1999; Barnes 2005). O percentual
de transformac¢ao maligna destas lesdes é muito varidvel bem como o
tempo de evolucao destas lesdes para CE bucal (Tanaka et al. 2003;

Sudbo et al. 2006; Warnakulasuriya et al. 2008).
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Para elucidar o potencial de transformacdao maligna a
gradacd@o histoldgica das atipias presentes em cada caso € realizada.
Warnakulasuriya et al. (2008) discutem trés diferentes sistemas de
classificacdo de leucoplasias: o sistema proposto pela organizacio
mundial da saude (OMS 2005); o de Smith e Pindborg e o de
Lijubljana. Na classificagdo de Smith e Pindborg (1969) o patologista
avalia 13 caracteristicas como presente ou ausente, e para cada grau de
displasia existe um numero destas caracteristicas presentes em escala
ordinal. Para os autores, a classificagdo da OMS (2005) tem maior
praticidade, enquanto a classificacdo de Lijubljana esbarra em
dificuldades de adaptacdo a nomenclatura como a utilizacdo do termo
hiperplasia como base e a defini¢do de hiperplasia atipica nos casos de
lesdes displasicas.

Van der Waal et al. 2000 propdem uma classificacao
baseada no tamanho (L), local intra-bucal de risco (S),
homogeneidade clinica (C), e grau de displasia epitelial (P).

O estudo de biomarcadores também tem sido utilizado
com intuito de revelar precocemente as lesdes com maiores chances
de transformacgao maligna. Assim, as pesquisas conduzidas nesta drea
buscam o marcador que possui maior valor predictivo de
transformacao maligna (Kustner et al. 2004).

Sudbo et al. (2006) analisaram a influéncia da resseccao
cirurgica e aneuploidia na mortalidade causada por lesdes de
leucoplasias bucais que sofreram transformacdo para CE. Dos 150
casos analisados 47 sofreram transformacdo maligna (5 casos

apresentaram diploidia, 16 tetraploidia, e 26 aneuploidia). A margem
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cirirgica ap6s remog¢ao da lesdo de leucoplasia ndo teve influéncia
estatisticamente significativa sobre o desenvolvimento posterior de
carcinoma (p=0,95). Aneuploidia também esteve mais relacionada a
agressividade do carcinoma e letalidade (p=0,03).

A survivina foi considerada por Smith et al. (2009) um
dos melhores biomarcadores predictivos de transformacao maligna de
leucoplasias bucais em CE juntamente com aneuploidia,
metaloproteinases e conteitdo de DNA em revisdo sistematica de
bases cientificas internacionais de estudos tipo coorte longitudinais e

caso-controle.

2.3 Mecanismo de constituicao das neoplasias

Nas células neoplésicas existe a perda do controle da
proliferacdao celular, as quais proliferam sem necessidade de
renovacdo. Nos organismos saudaveis esta proliferacdo € controlada
por genes que codificam proteinas ativas neste processo, que podem
ser subdivididos em: protoncogenes, genes supressores de tumor e
genes reguladores da apoptose (Rossi € Pinho 1999; Tessema et al.
2004).

A proliferacdo celular alterna mitose e intérfase.
Esta tdltima € composta pelas fases G1, S e G2. Na fase G1 ocorre a
sintese de RNA e proteinas; em seguida ocorre a duplicacdo do DNA

na fase S e na fase G2 ocorre preparagdo das duas cromatides-irmas
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para inicio da mitose (Rossi € Pinho 1999; Junqueira e Carneiro 2004;
Tessema et al. 2004).

A mitose inicia-se com a condensagdo cromossomica
dando inicio a préfase onde as cromdtides irmds ficam unidas pelo
centromero e ocorre formagao do fuso e microtibulos; a prometafase é
a etapa seguinte onde ocorre desintegracao da membrana nuclear; na
metédfase a condensacdo cromossOmica atinge seu ponto maximo, bem
como a contragdo das fibras do fuso; segue-se a divisao dos
centrOmeros na andfase com separacdo das cromdtides-irmas. A
telofase representa a etapa final da mitose quando 0s cromossomos
comecam a descontrair-se € a serem envoltos por uma membrana
nuclear; também ocorre a citoquinese, ou divisdo citoplasmadtica, que
da origem as duas células-filhas diploides e idénticas a célula mae
(Rossi e Pinho 1999; Junqueira e Carneiro 2004).

No ciclo celular existem os pontos de controle
chamados check points, que ocorrem de G1 para S (restriction point),
dentro da fase S, e de G2 para M (inicio da mitose). Falhas nos check
points podem levar a perpetuacao de danos ao material genético e até
a formacgdo de células com diferentes tipos de anormalidades, como
células gigantes com formagdes nucleares aberrantes derivadas de um
processo denominado catastrofe mitdtica (Vankifahmetoglu et al.
2008).

Quando alteragdes sao detectadas durante o ciclo
celular, a célula € encaminhada para apoptose, que representa a morte
celular programada (Schimmer 2004), e ocorre pela ativacdo das

proteinas da familia das cisteinilproteases, mais conhecidas como
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caspases. Este mecanismo existe para extinguir células que sofreram
alteracOes 1rreversiveis principalmente em seu material genético,
como € o caso da célula neoplésica, ou como método de controle da
renovagdo de células ja “envelhecidas”. A defici€éncia na apoptose estd
associada a doencas como as neoplasias malignas. O excesso de
eventos apoptdticos pode desencadear a expressao de doencas
autoimunes como a AIDS, doencas hematolégicas, desordens
neurodegenerativas como doenca de Alzheimer, Parkinson, atrofia
muscular espinhal e esclerose amiotréfica lateral (Nikitatis et al.
2004).

A apoptose foi descrita inicialmente pelo australiano
John Kerr em 1971 ao observar esta forma de morte celular hepatica
em ratos. O termo apoptose também foi introduzido por Kerr et al.
(1972), usado em grego para descrever o “cair fora” ou “queda” de
pétalas de flores, ou folhas de arvores. A apoptose € caracterizada pela
ruptura de organelas e do citoesqueleto celular bem como
encolhimento e protusdes da membrana, condensacao e fragmentacao
da cromatina, e forma¢do de pequenos corpos apoptdticos que serao
fagocitados por macréfagos e células vizinhas (Kerr et al. 1972).

O processo de apoptose ocorre em trés fases distintas:
inicial, efetora e degradativa. O inicio € induzido por uma variedade
de sinais, incluindo danos ao DNA, hipdxia, falta de nutrientes, fatores
de crescimento ou hormonios, e ativacdo de receptores. Duas vias
principais de ativacdo da apoptose t€ém sido reconhecidas. Um dos
mecanismos é mediado pela ativagdo de receptores transmembrana de

fatores de necrose tumoral (TNFs), levando a ativacao da caspase-8 ou
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10 (via extrinseca). Os outros meios sdao através da sinalizagdo via
celular, induzida por estresse (via intrinseca) e envolvem as
mitocOndrias, com liberacao do citocromo c e ativagdo da caspase-9.
As caspases, por sua vez, encontram-se naturalmente em forma de
pro-enzimas que necessitam de transformacgdo proteolitica para serem
ativadas. AlteracOes da ativacao das capsases poderiam influenciar em
terapias anti-neoplésicas (Loro et al. 2003)

Entre os reguladores de controle da apoptose encontra-
se a proteina p53, produzida pelo gene supressor de tumor de mesmo
nome, que possui papel de regulacio que envolve inibidores da
apoptose como bcl-2, e também pode ter suposto envolvimento no
controle da expressio da survivina. Assim, a alta freqii€éncia de
mutacOes no gene pS53 nas neoplasias malignas pode explicar a
superexpressdo da survivina nestes casos. Khan et al. (2009)
avaliaram a associacdo entre a expressdo da survivina e p53 em 29
casos de CE bucal e 16 lesdes com potencial de transformacgdo
maligna. A co-expressdo ocorreu em 28% dos CE e 18 % das outras
lesOes. A analise estatistica ndo revelou associacio entre co-expressao
destes marcadores e tamanho das neoplasias (p=1), estidgio da lesdo
(p=0,65), envolvimento de linfonodos e metastases (p=0,38) e

diferenciacdo da neoplasia maligna (p=0,38).
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2.4 Survivina

A survivina é uma proteina inibidora da apoptose e
reguladora da divisdo celular. Componente da familia das proteinas
inibidoras da apoptose (IAPs) pertencente a classe III deste grupo e
também possui atividade importante sobre a angiogénese (O’Connor
et al. 2000) devido a sua capacidade de inibir apoptose em células
endoteliais € ao aumento de sua expressdo quando da exposi¢do a
fatores angiogénicos como o fator de crescimento endotelial vascular
(VGF) (Dufty et al. 2007).

A familia das [APs possui efeito regulador sobre a
cascata das caspases. As IAPs sdo os unicos reguladores endogenos
conhecidos da atividade tanto das caspases iniciadoras (caspase 9),
como das caspases efetoras (caspase 3 e 7). A fungdo das caspases estd
relacionada a proliferacdo celular, apoptose e diferenciagdo celular.
Como resultado, as TAPs tém sido avaliadas como potencial alvo
terapéutico em uma ampla gama de condicdes patoldgicas (Liston et
al. 2003). Elas possuem em sua estrutura um dominio denominado
baculoviral (BIR), localizado na por¢cdo N — terminal podendo ser
tnico, como no caso da survivina, duplos ou triplos, formados por até
70 aminoacidos (Srinvasula et al. 2008).

A survivina foi descrita primeiramente por Ambrosini
et al. em 1997 em estudo de carcinomas e linfomas, constatando a

proteina em carcinomas de pulmao, pancreas, c6lon e mama. Também
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constataram a expressdao da survivina em 50% dos linfomas nao-
Hodking de alto grau.

A survivina apresenta atividade na fase G2/M do ciclo
celular. Ela é componente de um complexo protéico cromossdémico
temporario, que € essencial para alinhamento do cromossomo durante
a mitose e citoquinese (Dubrez-Daloz et al. 2008). Durante a fase G2 a
survivina concentra-se proxima aos centrOmeros, difusa nos bragos
cromossOmicos € no interior dos centromeros durante a profase e
prometafase. Na anéfase ela se reposiciona préxima ao fuso e na
citoquinese ela € encontrada no ponto de unido entre as duas células
em formagdo e posteriormente é expulsa durante a separacdo das
células-filhas (Lens et al. 2006; Mita et al. 2008). Como resultado de
sua delecio pode ocorrer acimulo de células multinucleadas
polipl6ides (Dubrez-Daloz et al. 2008).

Segundo De Maria et al. (2008) existem cinco
isoformas de survivina (survivina, survivina-2, survivina-2B,
survivina-3B, e survivina-Ex3), que foram avaliadas em 22 pacientes
com CE. Os autores verificaram que a isoforma survivina é a mais
prevalente em CE (p= 0,001), seguida pelas isoformas survivina-Ex3
(p = 0,001) e survivina-2B (p = 0,004), enquanto a survivina-3B € a de
menor prevaléncia no carcinoma bucal. Segundo Qui et al. (2010) a
survivina nuclear ¢ uma subunidade do complexo cromossdomico de
passagem (CPC) para regulacio da divisdo celular, enquanto a
survivina citoplasmdtica € cito-protetora interferindo na acdo das
caspases. Os autores realizaram correlacdo entre a expressdo da

survivina, Ki67 e Aurora B (subunidade CPC) em 19 casos de
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carcinomas de cabeca e pescoco. Os dois tipos de expressao da
survivina estiveram relacionados com carcinomas de cabeca e pesco¢o
pobremente diferenciados, proliferacdo celular e metdstases em
linfonodos.

Engels et al. (2007) avaliaram 71 casos de CE bucais e
de orofaringe e observaram que a expressdao nuclear na survivina foi
considerada favordvel enquanto a expressdo citoplasmatica
desfavoravel. Tonini et al. (2005) investigaram a localizacdo intra-
celular da survivina em 67 casos de carcinoma pancreatico,
relacionando a localizagdo nuclear com melhor progndstico do que a
localizagao citoplasmatica.

A expressdao da survivina ocorre em tecidos normais
apenas em c€lulas embriondrias, do timo e epiteliais da camada basal,
no entanto sua expressdo em neoplasias e tecidos pré-neopldsicos
pode estar relacionada ao maior potencial de transformacdo maligna e
prognostico ruim (Ambrosini et al. 1997; Lo Muzio et al. 2001; Smith
et al. 2001; Lo Muzio et al. 2003; Freier et al. 2006). A maior parte
dos estudos realizados estd limitada apenas ao estigio de progressao
da doenca, ou seja, quando ja existem lesdes clinicamente
identificdveis, exceto pelo estudo de Lodi et al. (2010) que
constataram, através de reacdo em cadeia da polimerase com
transcri¢do reversa (RT-PCR), a presenca de RNAm da survivina em
15 espécimes de mucosa bucal normal (gengiva), 17 de leucoplasias e
17 de carcinoma epidermdide bucal. Estes autores verificaram através
da atribuicdo de escores que houve baixa expressdo da survivina em

86% dos casos de mucosa normal, alta expressdo em 83% de CE,
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enquanto a distribuicdo da expressdao das leucoplasias ficou
balanceada. Assim, seria oportuno verificar se existe expressao da
survivina em pacientes que podem estar em estagio de iniciagao para o
processo de carcinogénese do CE em boca, mas que ainda ndo
apresentam alteracoes clinicas visiveis.

A expressdo da survivina em casos de carcinoma
epiderméide (CE) previamente diagnosticados foi estudada
por Lo Muzio et al. (2001), que avaliaram 135 CE, sendo 46 intra-
bucais e 89 cutineos. A expressdo foi revelada em 26 casos intra-
bucais e 59 em pele, sendo que os tecidos normais adjacentes ndo
apresentaram qualquer tipo de expressdo. Os diferentes graus de
expressdo receberam escores de 1 a 12. Os maiores escores foram
vistos nos CE mais indiferenciados e nos casos onde ja havia
comprometimento de linfonodos. Os mesmos autores realizaram
posteriormente em 2003, estudo de 16 casos de tecidos intra-bucais
com displasia que evoluiram posteriormente para carcinomas e
verificaram a expressdo da survivina em 94% dos casos, porém ndo
observaram correlagdo de tal expressdo com o grau de displasia (Lo
Muzio et al. 2003). Neste mesmo ano este grupo de pesquisadores
avaliaram 110 casos de CE bucais, 6 linfonodos comprometidos e uma
Unica metastase a distancia. A survivina foi expressa e em 91 casos
(82,7%) dos CE e todos os 07 casos de metastases (100%) (Lo Muzio
et al. 2003).

Lesdes brancas com displasias epiteliais (DE) e CE
foram analisadas por Lin et al. (2005) em pacientes consumidores de

areca; 97% das DE e 98% dos CE expressaram a survivina. A média
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dos casos de transformacdo maligna das DE em CE foi de (45,6

H+

8,8%) com um aumento da expressdo da survivina de DE (32,3
16,3%) para CE (49,4 + 28,5%), (p < 0,001).

Schiissel (2007) verificou a expressao positiva em 42%
de casos de queilite actinica e 100% em 12 casos de carcinoma
epiderméide em ldbio, além de observar correlagdo com o grau de
displasia epitelial. A marcag¢do ocorreu somente no citoplasma e de
forma irregular ao longo do epitélio.

Tanaka et al. (2003) verificaram a expressio da
survivina em 58% dos CE bucais avaliados e também em 37% das
leucoplasias bucais. Também foram avaliados os niveis de RNAm e
metilagdo. Embora os tecidos normais ndo tenham apresentado
expressdo do gene survivina, estes alelos encontravam-se metilados,
contrastando com os CE sem metilacao.

Contrario aos diversos resultados que indicam pior
progndstico aos pacientes com CE com elevados niveis de expressao
de survivina, Freier et al. (2006) estudaram o aumento da expressao da
survivina em 121 casos de pacientes com CE bucais avangados
(67,3%) submetidos a radioterapia, conferindo bom progndstico por
aumento na sobrevida de 3,5-10 anos a estes individuos. Também
verificaram uma amplificagcdo de 33,9% do gene baculoviral IAP
repeat-containing 5 (BIRCS), provével codificador desta proteina. Os
autores consideram que a marcacdo nuclear positiva € sugestiva de
bom prognéstico diferentemente da marcagio citoplasmaética, podendo
entdo ser considerada um fator predictivo independente. Isto ocorreria

devido as diferentes 1soformas localizadas em diferentes
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compartimentos celulares. Outra explicagdo € que a alta expressdo da
survivina estaria associada a alta do indice de proliferacdo, o que
tornaria os CE mais susceptiveis ao efeito da radiagao.

Jane et al. (2006) avaliaram 38 casos de CE e 17 de
leucoplasias, com displasias epiteliais, para expressdo da survivina,
bcl2, bax e p53. Nenhuma leucoplasia avaliada foi positiva para p53.
Para survivina, bcl2, bax houve um aumento da expressdo nos CE
conforme o grau de malignidade, com maior expressividade para
survivina nestes casos (p < 0,001).

Kim et al. (2010) avaliaram a expressdo da survivina
em 38 casos de CE bucais, 06 casos de cultura de células CE, e em
modelo experimental de carcinogénese em 20 hamsters. Todos os
casos de CE expressaram survivina o que ndo foi observado em
células normais. Foi observada correlacdo de sua expressdo com
metastase em linfonodos e proliferacdo. No modelo experimental, a
expressdo da survivina foi observada a partir de 8 semanas tornando-
se cada vez mais forte com o passar das semanas.

Giovanelli et al. (2002) determinaram a prevaléncia de
papilomavirus humano (HPV) em 61% de 13 casos de CE e 27,1% em
59 lesdes com potencial de transformacdo maligna. Baseado no
trabalho de Lo Muzio et al. (2004) decidiram investigar a expressao da
survivina associada a presenca de HPV e casos de CE e lesdes com
potencial de transformacdo maligna, levantando a hipdtese de uma
possivel modulacdo da apoptose e suas proteinas reguladoras no
processo de carcinogénese bucal, como j4 acontece com oncoproteinas

virais E6 que necessitam de interagdo com produtos do p53 supressor
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de tumor. Foi avaliada a presenca de HPV em 14 CE, 16 leucoplasias
bucais e 20 amostras de mucosa normal. A expressdo da survivina foi
verificada em 4/7casos (57,1%) HPV+ e 4/4 casos (100%) HPV — nos
casos de CE; para os casos de leucoplasias 6/7 casos (85,7%) HPV+ e
5/9 casos (55,5%) HPV — . Em 2005 Lo Muzio et al. verificaram que a
expressao da survivina, Ki-67, PCNA nao estaria correlacionada com
a infec¢do pelo virus HPV em 18 casos confirmados de CE .

Campisi et al. (2005) avaliaram 21 casos de
leucoplasias intra-bucais para expressao de PCNA, survivina, bcl-2 e
infeccdo por HPV associando sua expressio a idade, sexo, consumo
de cigarros e bebidas alcodlicas através de Fuzzy system. A presenca
de DNA de HPV foi constatada em 8 casos sendo HPV-18 (6 casos) e
HPV-16 (2 casos). Os resultados evidenciaram 100% de positividade
para PCNA, survivina e consumo de tabaco nos casos de HPV +
quando comparado aos HPV-.

Outras neoplasias também tém sido estudadas para
expressao da survivina, como no trabalho de Lam et al. (2008), em 51
pacientes com adenocarcinoma colorretal, onde foi encontrado
aumento da expressdo (p = 0,01) comparado ao tecido normal do
mesmo paciente. Em estudo de 15 casos de neuroblastomas, Azuhata
et al. (2001) constataram que nos 07 casos de recorréncia desta
neoplasia maligna houve expressdao da proteina survivina e em 08
casos de cura da doenca houve expressio dos receptores pro-
apoptoticos Fas (38%), TRAIL-R1 (75%), TNF —R1 (100%). Zhu et
al. (2005) constataram a presenga da survivina em 60.5% dos casos de

carcinoma hepatocelular e 7,9% dos casos de cirrose hepdtica, bem
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como avaliaram a expressao do VEGF. Dos 23 casos com presenga da
survivina constatada, 18 expressaram VEGF concomitantemente com
maior expressao nos casos com metastases (p < 0,01).

A expressdo da survivina em doengas cronicas
inflamatdrias como o liquen plano bucal (LPB) foi verificado por
Chaiyarit et al. 2009 em 29 casos, bem como a expressdo da heat
shock protein 90 (Hsp90), proteina de associacdo molecular que pode
causar instabilidade da survivina. A expressdo para ambas as proteinas
revelou-se reduzida em relagdo ao grupo controle, constituido por
mucosa bucal saudavel (p= 0,001), e com leve preferéncia para
localizag@o nuclear de survivina nos casos de LPB. A hipdtese dos
autores considera a possibilidade de influéncia do p53 na inibicdo da
survivina.

Os diversos estdgios da carcinogénese induzida
quimicamente de 4-nitroquinilona 1-6xido (4-NQO) em lingua de
ratos, foram objeto de estudo de Kitakawa (2006) e Ribeiro et al.
(2007) em 30 ratos tipo Wistar, com avaliagcdes apds inicio da
aplicacdo de 4-NQO durante 4, 12 e 20 semanas. Nas lesdes com
potencial de transformacao maligna observou a expressao da survivina
apos 12 semanas e também esteve aumentada comparada ao controle
negativo (p<0,05). A carcinogénese em modelos experimentais
também foi objeto de estudo de Hsue et al. (2008) induzida pelo 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA) na mucosa jugal de 50 hamsters. A
survivina pdde ser observada apds trés semanas na camada epitelial

em alguns hamsters, e apds sete semanas em todos os animais.
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Faz-se, portanto, necessario estudo desde o processo de
iniciagdo, promog¢ao até o carcinoma propriamente em material
humano, para o estabelecimento do perfil evolutivo de expressdao da

survivina.



3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como proposicdo verificar a
correlacdo clinicopatolégica da expressdao da survivina nas diferentes
condi¢Oes relacionadas a carcinogénese intra-bucal humana. As
condi¢des estudadas para tanto foram mucosa bucal de bordo lingual e
assoalho bucal, sob a forma de esfregacos, leucoplasias bucais com
diferentes graus de displasia epitelial e carcinomas epidermoides intra-
bucal, estes dois ultimos sob a forma de bidpsias, procurando
estabelecer um perfil evolutivo do carcinoma bucal paralelamente a

expressao da survivina.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Selecao das amostras

Foram constituidos trés grupos formados em parte por
material citolégico coletado de pacientes participantes do Programa
Ambulatorial de Tratamento de Tabagismo do Instituto do Coragdo do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (INCOR-HCFMUSP); e por material que se encontrava
incluido em blocos de parafina no Laboratério de Patologia Bucal da

FOSJC-UNESP. Desta forma os grupos ficaram divididos em:

a) Grupo 1: Constituido por material citologico
coletado do bordo lateral esquerdo da lingua e
assoalho bucal de 30 pacientes fumantes que
fumem mais de 20 cigarros/dia hd mais de 10
anos, de ambos 0s sexos, que ndo apresentavam
histérico de neoplasia bucal maligna, nem sinais
clinicos visiveis de qualquer alteracao no local
avaliado.

b) Grupo 2: Constituido por 21 amostras
teciduais, obtidas a partir de bidpsias de lesdes

brancas classificadas clinicamente como
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leucoplasias, com diagndstico histopatoldgico
de diferentes graus de displasia epitelial.

¢) Grupo 3: Constituido por 42 amostras teciduais,
obtidas a partir de biopsias de CE bucal,
localizados em lingua e assoalho bucal.

Apods serem esclarecidos sobre a proposicao e
condi¢Oes deste trabalho, aqueles que aceitaram participar da pesquisa
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Este
trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da FOSJC-
UNESP CEP n 026/2008-PH/CEP (Anexo A, B e C) e pela CAPPesq
da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo com o protocolo 1362/09
apresentado pela Comissdo Cientifica do INCOR (Anexo D).

Todos os pacientes do grupo I foram submetidos a
exame clinico intra e extra-bucal, responderam a um questionario sob
forma de entrevista onde foram indagados sob freqiiéncia e
quantidade consumida de cigarros. Os dados obtidos foram anotados
em uma ficha de coleta (Apéndice).

As amostras teciduais de lesdes classificadas
clinicamente como leucoplasias foram submetidas a reclassificacdo
segundo a proposta da Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) 2005,

para padronizagdo dos diagndsticos.
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4.2 Processamento das amostras teciduais

As pecas foram processadas no Laboratério de
Patologia — FOSJC/UNESP onde se encontravam incluidas em
parafina. Foram realizados cortes com espessura de 3um a partir dos
blocos selecionados para tratamento imunoistoquimico e cortes com

espessura Sum para coloracdo de rotina (hematoxilina-eosina).

4.3 Padronizacao das amostras teciduais de leucoplasias bucais

O grau de displasia epitelial das leucoplasias foi
baseado nos critérios da OMS (Barnes 2005), conforme descrito
abaixo:

a) Displasia epitelial leve: as atipias e
anormalidades estruturais estdo restritas ao
terco inferior do epitélio, acompanhadas de
poucas atipias celulares.

b) Displasia epitelial moderada: as atipias e
anormalidades estruturais estdo restritas ao
terco médio do epitélio. Deve ser levado em
consideracdo o grau de atipia citolégica. A
presenca de grande atipia celular pode indicar

uma lesdo que deve ser classificada como
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displasia severa apesar de nenhuma extensao

para o terco superior do epitélio.

c) Displasia severa (ou intensa): mais de dois

tercos do epitélio exibem atipias celulares e

estruturais.

O quadro 1 relaciona as alteracOes na estrutura € nas

células individualmente.

Quadro 1 - Critérios para diagnéstico de displasias.

Arquitetura Citologia
Estratificagdo irregular do epitélio Variagao anormal do tamanho
nuclear

Perda da polaridade das células
basais
Hiperplasia das células basais

Pleomorfismo nuclear

Projecdes epiteliais em forma de

Variagao anormal do tamanho

gota celular
Aumento do nimero de figuras ,
o Pleomorfismo celular
mitoticas

Mitoses em camadas superficiais

Perda da relagdo nucleo-
citoplasma

Ceratiniza¢do individual

Aumento do tamanho nuclear

Formacao de pérolas cOrneas
dentro das projecoes epiteliais

Figuras de mitose atipicas
Aumento do nimero e tamanho
de nucléolos
Hipercromasia

Fonte: Barnes, 2005.

Para maior precisdo da identificagdo dos tergos

epiteliais foi utilizada uma lente ocular milimetrada Carl Zeiss® E-PI

100/200x.
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Os casos de carcinoma epiderméide ndao foram
graduados histologicamente, pois as amostras foram obtidas de
bidpsias incisionais, ndo representativas da verdadeira gradacdo da

lesao.

4.4 Realizacio da citologia esfoliativa e fixacao das amostras

A citologia esfoliativa foi realizada utilizando-se o
cytobrush na coleta de material do bordo lateral esquerdo da lingua e
assoalho bucal dos pacientes selecionados, sem a utilizagdo prévia de
enxaguatodrios bucais (Fontes et al. 2008; Mc Cullough e Farah 2008).
Foram confeccionados 2 esfregacos de cada regido em laminas
silanizadas que foram entdo imersas em um container com alcool
absoluto (Suthipintawong et al. 1996) e fixadas pelo minimo de 2
horas. As amostras foram levadas para os laboratérios de
imunoistoquimica e processamento tecidual da Disciplina de
Patologia da FOSJC — UNESP. Uma lamina de cada local selecionado
foi processada pela técnica de imunoistoquimica com o anticorpo

primdrio anti-survivina e para coloracdo de Papanicolaou.
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4.5 Realizacao da imunoistoquimica

As reagdes de imunoistoquimica foram realizadas
pelo método avidina-biotina, na coloragdo dos complexos
antigeno/anticorpo pela imunoperoxidase. O anticorpo e a dilui¢do

utilizados estdo descritos no quadro 2.

Quadro 2 - Anticorpo policlonal para survivina.

Nome do anticorpo Diluicao Reatividade

Clone SC-10811

(Santa Cruz Biotechnology) 1:100 Survivina

O material tecidual obtido a partir dos blocos foram
desparafinados em xilol e reidratados em série descendente de etandis
terminando o processo com imersdo em hidréxido de amodnia por 10
min. O material citol6gico ndo passou por este processo.

Ap6s lavagem com dgua deionizada todas as laminas
foram submetidas ao tratamento:

a) imersdo em solugdo de 4cido citrico
monoidratado 10mM-pH6.0, no forno de
microondas em 3 ciclos de 5 min cada com
poténcia 650W e resfriamento de 20 min;

b) lavagem com 2 banhos de dgua deionizada;
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¢) bloqueio da peroxidase enddgena com solucdo
1:1 de metanol e dgua oxigenada em 2 banhos
de 5 min cada;

d) lavagem com 2 banhos de 4gua deionizada 5
min;

e) duas incubacdes em solucdo de TRIS-pH 7.4,
por 5 min cada;

f) incubacdo em Bovine serum albumin (BSA)
durante 1 hora em cubas umidificadoras;

g) aplicacdo do anticorpo primdrio overnight a
4°C em cuba umidificadora. Para evitar o
desperdicio do anticorpo diluido nas 1aminas de
material citologico e garantir seu contato com
as células durante todo o periodo de incubacao,
foi delimitado com a caneta pap pen uma darea
de aproximadamente 1,5cm na regido central da
lamina de microscopia;

h) duas lavagens em TRIS-pH 7.4, por 5 min cada;

i) aplicacdo do anticorpo secundario (Kit LSAB®,
System-HRP KO0690/DAKO - Biogen-BR),
durante 30 min, em cuba umidificadora a
temperatura ambiente;

J) duas lavagens em TRIS-pH 7.4, por 5 min cada;

k) aplicacdo do complexo tercidrio (Kit LSAB®,
System-HRP K0690/DAKO - Biogen-BR) em
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cuba umidificadora 30 min a temperatura
ambiente;

1) duas lavagens em TRIS-pH 7.4, por 5 min cada;

m) aplicacdo de diaminobenzidina (DAB) por 30
min em cuba umidificadora a temperatura
ambiente;

n) duas lavagens em TRIS-pH 7.4, por 5 min cada;

0) dois banhos de dgua destilada, 5 min cada;

p) hematoxilina de Mayer por 2 min, seguida pela
lavagem em 4gua corrente e passagem no
diferenciador;

q) trés banhos de 4gua destilada, por 5 min cada;

r) desidratacdo em séries ascendente de etandis e
xilol;

s) montagem das ldminas com Permaunt ©.

O controle positivo de todas as reagdes foi realizado
nos proprios cortes de CE. Para realizagdo do controle negativo
algumas laminas foram processadas normalmente, porém sem a

aplicacao do anticorpo primério.
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4.6 Realizacao da Técnica de Papanicolaou

O material citologico obtido dos pacientes foi
submetido a coloracdo de Papanicolaou e Traut (1941), conforme

descri¢do abaixo:

a) lavagem das laminas por 2x em 4gua destilada;

b) diferenciador - 2 banhos;

c¢) desidratacdo - 2 banhos;

d) imersio no reagente Orange-6/ SIGMA®,
durante 5min;

e) lavagem das laminas por 2x com d&lcool
absoluto;

f) imersdao no reagente EA-50/ SIGMA®, durante
5 min;

g) lavagem das laminas 2x com 4lcool absoluto;

h) lavagem das laminas mais 2x com dlcool
absoluto;

1) lavagem das laminas mais 2x com éalcool
absoluto;

j) realizar 3 banhos consecutivos com xilol I, xilol
IT e xilol montagem;

k) montagem das ldminas com Entelan®.
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4.7 Avaliacao do material citolégico

A avaliagdo das laminas processadas pela técnica de
imunoistoquimica foi realizada através da microscopia Optica em
aumento 400x, tendo como critério a marca¢ao, ou nao, observada
através da coloracdo “marrom” das células coletadas.

Através de uma andlise qualitativa os esfregacos foram
classificados dentro de uma escala de quatro pontos em uma area de
1,5 cm de didmetro, previamente delimitada:

0 = nenhuma célula positiva;
1=25% das células positivas;
2 = 50% das células positivas;
3 =75% das células positivas;
4 = 100% das células positivas.

A andlise do material além da positividade ou ndo,
incluiu a localizagdo intra-celular: nuclear, -citoplasmdtica ou
nuclear/citoplasmatica. A intensidade da marcacdo nas células foi
classificada em:

0 = marcagdo negativa;
1 = marcagao fraca;

2 = marca¢ao moderada;
3 = marcagao forte.

Seguindo os critérios de Lo Muzio et al. (2001) e
Lo Muzio et al. (2003), os escores obtidos pela avaliagao qualitativa

(0,1,2,3,4) e os escores obtidos pela avaliacdo de intensidade de
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marcac¢ao das células (0,1,2,3) foram multiplicados e tiveram como
resultados os escores finais: 2, 3, 4, 6, € 9.
A andlise dos esfregacos foi realizada de acordo com os

parametros definidos por Papanicolaou e Traut (1941) (Quadro 3).

Quadro 3 - Critérios utilizados para classifica¢ao dos esfregacos.

Classes Descricao
0 Material insuficiente ou inadequado para andlise.
I Esfregaco normal.
IT Esfregaco normal com alteragdes inflamatorias.
III Atipias, esfregaco suspeito.
IV Fortemente indicativa, mas ndo conclusiva de malignidade.
A\ Citologia conclusiva de malignidade.

Foi realizada uma andlise qualitativa, em microscopia
comum aumento 200x e 400x, dos seguintes componentes celulares
dos esfregacos corados pela técnica de Papanicolaou:

a) célula superficial com nicleo;

b) célula superficial sem nucleo;

c) célula intermediéaria;

d) célula basal;

e) infiltrado inflamatério;

f) alteragdes inflamatérias (halo perinuclear,

vacuolizagdo, alteracdo de cor);
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g) hemacias;
h) muco
1) colOnias bacterianas;
j) granulos de querato-hialina;
k) atipias celulares.
O critério para avaliacio da quantidade destes
elementos em toda a extensdo dos esfregacos foi:
0= auséncia;
1= presenga em pouca quantidade (até 25%);
2= presen¢a em média quantidade (entre 25- 50%);
3= presenca em quantidade abundante (mais de

50%).

4.8 Avaliacao do material histopatolégico

Foi realizada analise qualitativa do material
histopatolégico de displasias epiteliais e carcinomas intra- bucais
através de andlise por microscopia comum realizada com aumento
400x. Os escores atribuidos a cada lamina foram os mesmos utilizados
por Jane et al. (2006):

0= negativo, menos de 5% de células positivas;
1= marcacdo de intensidade fraca, entre 5-25% de

células positivas;
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2= marcacdo de intensidade moderada, entre 25-
50% de células positivas;
3= marcagdo forte, mais de 50% de células

positivas.

4.9 Analise estatistica

Foi realizada analise descritiva dos dados obtidos, teste
de Mann-Whitney, bem como aplicacio do teste exato de Fisher e X

para identificac@o de associacdo entre as varidveis analisadas.



S RESULTADOS

5.1 Perfil dos tabagistas

Foram avaliados 30 participantes do Programa
Ambulatorial de Tratamento de Tabagismo do Instituto do Coracao do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (INCOR-HCFMUSP) sendo 13 do sexo feminino e 17 do
sexo masculino. A média de idade foi de 54 anos (minimo-maximo:
36-74 anos).

O tempo de consumo de cigarros foi de 34,5 anos
(minimo-maximo: 11-65 anos), com média de 20 cigarros/dia
(minimo-maximo: 20-60). O consumo de alcool foi relatado por
apenas 19 individuos, sendo a freqiiéncia didria em 7 casos e mensal
em 12 casos com ingestdo média de 6 doses de bebida alcodlica por
ocasido. Quando ingeriam bebidas alcodlicas os pacientes relataram
aumento do numero de cigarros consumidos de em média 10 cigarros
com filtro a mais do que o consumo didrio.

Trés tipos de bebidas alcodlicas eram ingeridas: vinho,
cachaca e cerveja, que foram agrupados em bebidas destiladas e
bebidas fermentadas. A cerveja foi o tipo de bebida mais consumida.

Nenhum paciente relatou consumir drogas ilicitas.
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Devido as diversas doencas, os pacientes faziam uso
diario de medicamentos principalmente anti-hipertensivo (27 casos),
redutor de colesterol (18 casos), anti-coagulante (10 casos), anti-
depressivo (09 casos), hipoglicemiante oral (07 casos), hormdnio da
tire6ide (02 casos), anti-convulsivante (01 caso), insulina (01 caso), e

bronco-dilatador (01 caso) e antiarritmico (01 caso).

5.2 Expressao da survivina x consumo de cigarros

A expressdo da survivina ocorreu em todos os 30
pacientes avaliados e em todos os casos sO foi encontrada marcacao
citoplasmatica.

Os pacientes foram divididos em 5 grupos segundo o
nimero de cigarros consumidos por dia: 20-29 cigarros; 30-39
cigarros, 40-49 cigarros, 50-59 cigarros e 60 cigarros. A expressao da
survivina encontrada no bordo lingual e assoalho bucal, segundo o
consumo didrio de cigarros, estdo ilustradas na Figura 1.

Através do teste exato de Fisher ndo foi observada
associacdo entre os escores de expressdo da survivina € 0 consumo
didrio de cigarros para localizacdo em lingua (p= 0,68) e assoalho

bucal (p=0,69).



52

9- Linqua Assoalho
8_
7_
6]
s 51
c K=
o 41
r 3_
e
2_
1_
0 . .

20 30 40 50 60 20 30 40 50 60

Consumo

Figura 1 - Grifico da expressao da survivina segundo o consumo didrio de cigarros.

O mesmo teste ndo indicou associacdo entre a
quantidade de expressdo de survivina e o tempo de tabagismo. Para
esta associagdo o grupo foi dividido segundo a mediana 34,5 anos. Os
dados podem ser observados nas tabelas 1 e 2.

A expressdo da survivina foi maior nos casos de
assoalho bucal quando comparada ao bordo lingual pelo teste de

Mann-Whitney (p= 0,001).
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Tabela 1 - Expressdo da survivina em esfregacos citol6gicos do bordo
lingual segundo o tempo de tabagismo.

Escore/ ) 9

Tempo tabagismo Total

Igual ou inferior a 34,5 anos 2 0 7 4 2 15
Superior a 34,5 anos 2 1 10 1 1 15

Total 4 3 17 5 3 30

Teste exato de Fisher = 0,21 > 0,05.

Tabela 2 - Expressdo da survivina em esfregacos citolégicos do
assoalho bucal segundo o tempo de tabagismo.

Escore/

Tempo tabagismo 2 3 4 6 9 Total

Igual ou inferior a 34,5 anos 1 0 3 5 6 15
Superior a 34,5 anos 0 0 6 3 6 15

Total 1 0 9 8§ 12 30

Teste exato de Fisher = 0,69 > 0,05.

5.3 Expressao da survivina x ingestao de bebidas

A ingestdao de bebidas alcodlicas foi associada a maior

quantidade de células positivas para survivina em assoalho bucal o
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que ndo aconteceu no bordo lingual, embora ndo significativa segundo

o teste exato de Fisher conforme a tabela 3.

Tabela 3 - Expressio da survivina em esfregacos citoldgicos em
distribui¢do de freqiiéncia relativa (%) de 19 pacientes

etilistas.
Escore Lingua (%) Assoalho(%)
2 10,5 52
3 0 0
4 57,9 26,3
6 26,3 26,3
9 5,2 42,1
Total 100 100

Teste exato de Fisher: lingua p= 0,67 > 0,05; assoalho p= 1,0 > 0,05.

5.4 Expressao da survivina x idade e sexo

A faixa etdria foi dividida segundo a mediana: 54 anos

de idade e a tabela 4 mostra a relacdo com a expressao da survivina.
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Tabela 4 - Expressdo da survivina em esfregagos citolégicos segundo
as diferentes faixas etdrias.

Acima ou igual a 54

Escore / 3 4 6 9  Total
Localizacao
Lingua 2 0 11 1 1 15
Assoalho 0 0 6 2 7 15
Abaixo de 54
Escore / 3 4 6 9  Total
Localizacao
Lingua 2 1 6 4 2 15
Assoalho 1 0 3 6 5 15

A expressdo da survivina foi avaliada nos 17 homens
e 13 mulheres fumantes, conforme figura 2.

Através do teste de Mann-Whitney ndo foram
observadas diferencas entre a expressdo da survivina entre o sexo
masculino e feminino para assoalho bucal (p= 0,65), porém para
localizacdo em bordo lingual foi quase significativa (p= 0,059).
O mesmo teste ndo apontou diferencas entre as idades e localizacdes

avaliadas: assoalho (p=0,87) e lingua (p= 0,38).
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Figura 2 - Grifico da expressdo da survivina nos esfregacos citoldgicos de pacientes do
sexo masculino e feminino segundo o niimero total de casos avaliados (30),
escore e localizacdo intra-bucal.

5.5 Analise de Papanicolaou

A andlise das laminas coradas pela técnica de
Papanicolaou permitiu a classificacdo dos esfregacos dos 30 fumantes
em classe 1 e II (Tabela 5). A avaliagdo dos elementos celulares e
componentes presentes nos raspados bem como sua quantidade estdo
descritos nas tabelas 6 e 7. Células basais e hemacias ndo foram

observadas.
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Tabela 5 - Numero de casos classificados como classe I e classe 1.

Localizacao
Classe
Lingua (n) Assoalho (n) Total
Classe 1 9 10 19
Classe 11 21 20 41
Total 30 30 60

Tabela 6 - Componentes dos esfregacos citolégicos em assoalho

bucal.
Escore
Componentes 0 1 2 3  Total
Célula superficial com nicleo 0 9 14 7 30
Célula superficial sem nicleo 23 7 0 0 30
Célula intermediaria 0 0 11 19 30
Infiltrado inflamatorio 10 17 3 0 30
Descoloracao 9 18 3 0 30
Halo perinuclear 19 8 3 0 30
Muco 1 13 11 5 30
Colonias bacterianas 11 18 1 0 30
Granulos de queratina 4 13 13 0 30
Atipia celular 30) 0 0 0 30
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Foi encontrada uma unica célula binucleada em 1
esfregaco de assoalho bucal e 3 células binucleadas em outra lamina

deste mesmo grupo.

Tabela 7 - Componentes dos esfregacos citolégicos em bordo lingual.

Escore
0 1 2 3 Total

Componentes

Célula superficial com 0 1 20 9 30

nicleo

I(ligillleli superficial sem 26 4 0 0 30
Célula intermediaria 0 1 14 15 30
Infiltrado inflamatoério ) 13 7 1 30
Descoloracao 4 19 6 1 30
Halo perinuclear 16 9 5 0 30
Muco 0 13 15 2 30
Colonias bacterianas 9 19 2 0 30
Granulos de queratina ) 13 15 0 30
Atipia celular 30 0 0 0 30

Foram encontradas 3 células binucleadas em 3

laminas distintas coletadas do bordo lingual.
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5.6 Leucoplasias bucais

Este grupo foi constituido por tecido intra-bucal
obtido através do procedimento de bidpsia em 11 homens e 10
mulheres com idade média de 56 anos (minimo-méaximo: 33-81 anos).

A expressdo da survivina ocorreu em 85,7% dos 21
casos avaliados, com expressdo exclusiva no citoplasma em 18 casos e
simultanea do nucleo e citoplasma em apenas 3 casos.

As localizagcOes intra-bucais avaliadas bem como sua

expressao para survivina encontram-se na tabela 8.

Tabela 8 - Expressao histolgica da survivina em leucoplasias bucais
em diferentes locais anatdmicos.

Localizacao Escore
0 1 2 3 Total
Assoalho 1 1 0 0 2
Gengiva 1 0 0 1 2
Lingua 1 1 2 1 5
Mucosa Jugal 3 1 1 3 8
Rebordo alveolar 0 2 1 1 4

A avaliacdo da expressdo nas diferentes camadas do
epitélio (basal, espinhosa e superficial) pode ser observada na
Figura 3.

Na camada superficial do epitélio a distribuicdo da
expressdo da survivina ocorreu de forma homogénea: escore 1

(23,81%), escore 2 (23,81%) e escore 3 (23,81%). Nas outras camadas
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a maior expressao foi para o escore 3: camada basal (23,81%) e

camada espinhosa (28,57 %).

Escores

00
o1
w2
03

Basal Espinhosa Superficial

Figura 3 - Grifico da expressao histoldgica da survivina em leucoplasias bucais em
diferentes camadas epiteliais.

Quanto ao grau de displasia epitelial, segundo os
critérios da OMS: 6 casos foram classificados como leve, 8
moderados e 7 intensas. O teste exato de Fisher ndo mostrou
associacdo entre o grau de displasia epitelial leve (p=0,63); moderada
(p=0,08) ou intensa (p=0,36) e os diferentes graus de expressdo de
survivina (Tabela 9).

Nao foi observada associacdo entre a expressdao da
survivina e a idade (p= 1) e sexo (p= 0,67) segundo o teste exato de
Fisher. O teste de Mann-Whitney também ndo revelou diferenca na

expressao da survivina entre diferentes idades (p= 0,59) e entre o sexo
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masculino e feminino (p= 0,97). Devido a diversidade de localizagdes
das leucoplasias ndo foi possivel realizar testes de associacdo ou

comparacgao.

Tabela 9 - Expressdo da survivina em diferentes graus de displasia

epitelial.
. . Escore
Grau de displasia 0 1 > 3 Total
Leve 0 2 2 2 6
Moderada 5 1 1 1 8
Intensa 1 1 1 4 /
Total 6 4 4 7 21

5.7 Carcinomas epidermoides bucais

Este grupo também foi constituido por tecido obtido
através do procedimento de bidpsia em tecidos intra-bucais de 33
homens e 9 mulheres com mediana de 58 anos de idade (minimo-
maximo: 43-92 anos). O material foi composto de 22 amostras
teciduais da lingua e 20 de assoalho bucal.

A proteina survivina foi encontrada em 83,3% dos 42
casos avaliados. Destes, 36 apresentaram somente expressiao
citoplasmdtica enquanto os outros 6 casos tiveram expressao
simultdnea no nucleo e citoplasma. Os 6 casos de expressdo nuclear

ocorreram em assoalho bucal.
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A expressdo da survivina em ambas as localizagoes

pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4 - Grifico da expressao da survivina em carcinomas epidermdides bucais.

Através do teste de X foi observada associacdo entre a
localizagiio e a expressdo da survivina (X°= 7,9; gl= 3; p= 0,04).
Houve maior expressdo da survivina nos casos de assoalho bucal
quando comparados a lingua pelo teste de Mann-Whitney (p= 0,03).

A associacdo sexo e expressao da survivina também nado
foram significativas (X’= 2,02; gl= 3; p= 0,56) e a comparagio entre
os sexos masculino e feminino através do teste de Mann-Whitney nao
revelou diferencas (p= 0,38).

Nao foi obtida associacdo entre a expressao da

survivina pelo teste X* (X°= 3,77; gl= 3; p= 0,28). A comparacio entre
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os diferentes grupos etdrios também nao foi expressiva pela avaliacao
de Mann-Whitney (p= 0,76).

As figuras a seguir ilustram a expressao da survivina
nas células da mucosa bucal de tabagistas (Figura 5); nos casos de
leucoplasias (Figuras 6) e carcinomas epidermoides intra-bucais
(Figuras 7). A foto 8 exibe os resultados celulares observados pelo

método de estudo de Papanicolaou.

C D

Figura 5 - Expressdo da survivina na citologia de individuos tabagistas. A: Células com
citoplasma positivo e nicleo negativo (aumento 400x); B: Esfregaco misto
contendo células positivas e negativas (aumento 200x); C: Células negativas
agrupadas (aumento 1000x); D: Esfregaco com todas as células negativas
(aumento 200x).
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C D

Figura 6 - Expressdo da survivina em leucoplasias intra-bucais. A: Marcacdo positiva
citoplasmadtica para survivina (aumento 200x). B: Marca¢do nuclear positiva
para survivina (aumento 400x). C: Marcacdo positiva citoplasmdtica para
survivina nas camadas superficiais do epitélio (aumento 400x). D: Controle
negativo dos casos (aumento 400x).
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Figura 7 - Expressdo da survivina em carcinomas epiderméides intra-bucais. A:
Marcagdo positiva citoplasmdtica para survivina (aumento 200x). B:
Marcagdo mista nucleo-citoplasma positiva e negativa (aumento 1000x). C

e D: Marcag@o positiva para survivina no citoplasma e nicleo (aumento
400x).
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Figura 8 - Células da mucosa de individuos fumantes coradas e analisadas pelo método
de Papanicolaou. A: classe I de Papanicolaou (aumento 100x). B: classe II de
Papanicolaou (aumento 100x). C: Células apresentando descoloracio
citoplasmatica (aumento 1000x). D: Células apresentando granulos de
querato-hialina, halo perinuclear e descoloracao (aumento 1000x).
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6 DISCUSSAO

A expressao da survivina € considerada um marcador
predictivo em casos de carcinomas e lesdes com potencial de
transformacao maligna (Freier et al. 2006; Kim et al. 2010; Lo Muzio
et al. 2003; Lo Muzio et al. 2003).

A expressdo da survivina em tecidos adultos
diferenciados e sem alteracdes ndo € usualmente encontrada, no
entanto Lodi et al. (2010) constataram a presenca de RNAm desta
proteina em gengiva saudavel. Kitakawa (2006) também observou a
presenca da survivina nas camadas granulosa e cérnea do epitélio da
lingua de ratos tipo Wistar, em carcinogénese experimental apds 4
semanas de administracdo de 4NQO. Mesmo sem alteracdes clinicas e
microscépicas a survivina foi observada, evidenciando sua
importancia na fase inicial da carcinogénese.

Neste estudo, além do CE bucal e dos tecidos
displasicos também foi avaliado material celular da mucosa
clinicamente sauddvel de tabagistas cronicos, possivelmente em
estdgio de iniciagdo a carcinogénese. Todos os esfregacos citolégicos
provenientes destes fumantes expressaram survivina, porém nado foi
observada correlacdo entre a expressdao da survivina em bordo lingual
e assoalho bucal e o consumo didrio de cigarros (p= 0,68 e 0,69) bem

como para o tempo de tabagismo (p= 0,21 e 0,69).
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A mucosa bucal de fumantes tem sido objeto de muitos
estudos que, através de diferentes métodos avaliam a maturacdo
celular (Pavanello et al. 2006); proliferacdo celular (Fontes et al.
2008) e erros de duplicagdao do material genético (Lima 2007). Isto
porque o cigarro € reconhecidamente um agente iniciador do processo
de carcinogénese intra-bucal.

Nao foi encontrado na literatura até o momento
pesquisas que associem a expressdao da survivina e o tabagismo em
mucosa bucal sem alteracdes clinicamente detectdveis, estando
restritas ao tabagismo associado a lesoes displésicas e aos carcinomas.
Lin et al. (2005) em avaliagdo da acdo do tabaco em displasias
epiteliais constataram 24 casos de expressdo da survivina em até 50%
do epitélio, e 19 casos de CE bucal em até 100%. Lo Muzio et al.
(2001) verificaram a associacao tabaco e survivina em 55% dos casos
avaliados de CE bucal. Lodi et al. (2010) observaram que em
pacientes fumantes com leucoplasias bucais houve alta expressdo da
survivina (p= 0,0049).

As duas localizagdes intra-bucais avaliadas, lingua e
assoalho bucal, sdo sitios de risco para o desenvolvimento de CE
bucal (Tommasi 2002; Fontes 2008). A comparacao entre elas revelou
diferenca significativa com maior expressdo da survivina em assoalho
bucal (p= 0,001). Este fato pode estar relacionado a acdo conjunta de
outros carcindgenos no assoalho bucal, como bebida alcodlica, que
anatomicamente favorece seu represamento aumentando o tempo de

contato com a mucosa.
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O numero de cigarros consumidos por dia nio teve
influéncia sobre os resultados para survivina em lingua (p= 0,68) e
assoalho bucal (p= 0,69), bem como o tempo de tabagismo
(lingua p= 0,21; assoalho bucal p= 0,69). A influéncia da quantidade
de cigarros e os anos de consumo foram objeto de estudo de Almeida
et al. (2008) em estudo de mucosa de tabagistas através das
citoqueratinas (CKs), que observou que os anos de consumo de
cigarro apresentaram maior influéncia na expressao das CKs do que o
nimero de cigarros consumidos por dia. Em contraste, Lima (2007),
em avaliacdo de micronicleos em fumantes, constatou maior
influéncia no nimero de cigarros consumidos por dia do que os anos
de tabagismo.

A acdo do dlcool ndo foi significativa na expressao da
survivina (lingua p= 0,67; assoalho p= 1,0), embora tenha ocorrido
com maior expressdao no assoalho bucal (42% com escore maximo)
comparado a lingua (57% com escore 4). O dlcool leva ao aumento da
permeabilidade da membrana celular, facilitando a penetracdo do
carcindgeno na célula (Ogden et al. 2005), principalmente em areas de
represamento de saliva como bordos e ventre lingual, assoalho bucal e
trigono retromolar (Almeida 2008).

A avaliacdo da expressdo da survivina nos sexos
masculino e feminino para assoalho bucal (p= 0,65) nao foi relevante,
porém para localizacdo em bordo lingual foi quase significativa
(p= 0,059), uma vez que os maiores escores de avaliacdo estdo

atribuidos ao sexo masculino. Tavares (2004), em estudo citolégico da
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mucosa bucal de mulheres em diferentes fases do ciclo menstrual,
sugere efeito protetor hormonal conferido as mulheres.

A expressdo da survivina ocorreu de maneira mais
uniforme nos individuos abaixo de 54 anos comparado ao grupo acima
ou igual a 54 anos, onde 46,6% dos casos receberam o maior escore
de avaliagdo para assoalho bucal, embora sem significado estatistico
importante (assoalho p= 0,87; lingua p= 0,38). Isto pode ser explicado
pelo fato de que individuos de menor faixa etdria possuem maior furn
over epitelial eliminando com maior facilidade as células alteradas
(Mc Cance e Huether 1998).

A andlise de Papanicolaou revelou predominancia de
esfregacos classe II, o que pode ser explicado pelo tabagismo como
carcinogeno e agente inflamatorio. A inflamacdo e agdo do tabaco
podem ser percebidas além da presenca de células inflamatérias pelas
alteracdes celulares de descoloragdo das células, presenca de halo
perinuclear e também pela queratinizacdo da mucosa observada pelo
aumento dos granulos de querato-hialina como efeito protetor do
organismo.

O tabaco também levou a alteracdo da maturacdo
celular observada pelo grande numero de células superficiais
descamadas ainda com nucleo. Esta alteracdo corrobora com a menor
maturagdo epitelial encontrada por Pavanello et al. (2006) em
avaliacdo das células da mucosa jugal de universitirios fumantes e por
Fontes et al. (2008) em tabagistas cronicos 20 cigarros/dia/30 anos.

A positividade para survivina foi observada em 85,7%

dos casos avaliados de leucoplasias bucais neste estudo, com maior
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expressdo nas camadas espinhosas e distribuicio uniforme da
expressdo nas camadas superficiais. A expressdo em camadas
superficiais também foi constatada em tecidos displdsicos bucais por
Kitakawa (2006) e Jane et al. (2006), que fomentaram as idéias
iniciais para este estudo.

A associagdo entre a expressdo da survivina nao foi
significativa para o grau de displasia epitelial leve (p= 0,63),
moderado (p= 0,08) e intensa (p= 0,36) em concordancia com o0s
achados de Lo Muzio et al. (2003) onde 94% de tecidos displdsicos
intra-bucais foram positivos para survivina sem associacdo com grau
de displasia histopatolégica. Em contraste, Jane et al. (2006)
encontrou relagdo de aumento na expressdo da survivina conforme o
grau de displasia; Lin et al. (2005) encontraram 97% de tecidos
displdsicos bucais positivos para survivina que posteriormente
evoluiram para CE bucais com respectivo aumento da expressdo da
survivina.

Para os casos de CE bucais avaliados, a expressao da
survivina foi positiva em 83,3% do total avaliado. A literatura refere
nimeros bem variados a respeito da presenca da survivina em CE
bucais: 58% (Tanaka et al. 2003); 82,7% (Lo Muzio et al. 2003); 98%
(Lin et al. 2005) e 100% (Schussel 2007).

A semelhanca dos resultados encontrados para o grupo
fumantes, a expressao da survivina foi maior nos casos de CE bucais
localizados em assoalho bucal do que em lingua (p= 0,03),
provavelmente devido a maior acdo de carcinégenos promotores como

o alcool neste local.
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A comparagdo entre a expressdo da survivina nas
leucoplasias foi negativa para sexo (p= 0,97) e idade (p= 0,59), bem
como nos casos de CE bucais: sexo (p= 0,38) e idade (p=0,76). A
avaliagcdo isolada de tais varidveis nao foi significativa neste estudo,
sendo importante associar fatores de risco como consumo de tabaco e
alcool.

A localizagdo intra-celular da survivina foi 100%
citoplasmatica no grupo de tabagistas cronicos, € nos grupos de
leucoplasias bucais e CE bucais foi de 85,7% citoplasmatica e 14,28
% nuclear. No grupo CE bucais todos os casos de expressdo nuclear
ocorreram em assoalho bucal. A survivina citoplasmdtica €
considerada por Qui et al. (2010) como citoprotetora. Jane et al. (2006)
observaram a survivina citoplasmatica em leucoplasias bucais e em
CE bucais bem diferenciados, enquanto a survivina nuclear foi
encontrada em CE indiferenciados. No entanto, muitos autores
consideram a positividade nuclear indicativa de progndstico favordvel
e a marcacao citoplasmadtica de progndstico ruim (Engels et al. 2007;
Freier et al. 2006; Tonini et al. 2005).

Na presente pesquisa nao foi possivel relacionar a
expressdo citoplasmdtica ao progndstico, entretanto, torna-se
importante o acompanhamento dos individuos que fumam, haja vista
que todos os casos apresentaram positividade citoplasmatica.

A avaliacio da expressdo da survivina na mucosa bucal
de fumantes cronicos, em leucoplasias bucais e CE bucais indicaram
que a survivina € uma proteina que participa de todas as etapas

relacionadas a carcinogénese bucal.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pela andlise qualitativa

da expressdo da survivina na mucosa bucal de tabagistas cronicos,

leucoplasias bucais e CE bucais e através da associacdo dos dados

obtidos através das fichas de coleta e do tratamento estatistico

conclui-se que:

a)

b)

A survivina possivelmente participa da etapa de
iniciacdo da carcinogénese, representada pela
mucosa bucal de fumantes cronicos com 100%
de expressao desta proteina;

Nao houve associacdo entre a quantidade de
cigarros consumidos por dia e o tempo de
tabagismo e a expressao da survivina;

Nao foi encontrada correlagdo entre a expressao
da survivina e o grau de displasia epitelial;

Nem todos os casos de CE bucais expressaram
survivina;

A maioria da expressio da survivina foi

citoplasmatica nos grupos estudados.
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Apéndice - Ficha de coleta sobre o estudo citolégico da ‘“Expressao
da survivina em diferentes condicoes relacionadas a carcinogénese

intra-bucal humana”.

INOINIC .t e e e et e e e e e e e et eeeeeeerersraeeeeeeeenes
SeX0:...ouueeeennn... Corunnnnnnnn. Idade:............ Data nasc....../....../...
| NS (6 1S 4 o3 £ SRR
S (o) 1Yo LTS
Bairro........cooovvvunnnnnn... Cidade.........ccuuuuenn..... Estado............ Fone.......
1. Vocé fuma? [sim [Inao

2. Se fuma, qual o tipo?

[0 cigarro de papel [cigarro de papel sem filtro [ cachimbo
[ charuto

3. Ha quanto tempo?

4. Qual a freqiiéncia do seu consumo de cigarros?..........ccccceeeueveeenn..

01 a 3 vezes por més. Quantos cigarros no total

MES? . eeeeeeeeeaaeennnnn.

[11 a3 vezes por semana. Quantos cigarros no total da semana?.....
[J4 a 6 vezes por semana. Quantos cigarros no total da semana?.....

[ todos os dias. Quantos cigarros no total de cada dia?....................

ooooo

do

.....

5. Vocé faz uso de bebidas alcodlicas mesmo que seja com pouca

freqiiéncia?

] sim [] nao



6. Qual a freqiiéncia do seu consumo de bebidas alcodlicas?
[11 ou menos de uma vez por més [12 a 3 vezes por més
[11 a3 vezes por semana [14 ou mais vezes por semana

7. Que tipo de bebida vocé consome quando bebe?

[ cerveja [0 batida [ caipirinha [Ouisque [ vinho

L] OUTAS e eeee et e eee e e e e e e e e e e e e e e e aeee e eesaneanesesansensenasnnsaneeneenns

8.Quantas doses (copos) vocé€ consome num dia tipico em que esta
bebendo?
d1a2 [3a4 O5a6 O7a9 [O10oumais

* destilado (whisky, vodka, pinga): 36ml;
* cerveja: 350 ml.
* vinho: 120ml

9.Qual a freqii€ncia que vocé consome 6 ou mais doses de bebidas
alcodlicas em uma s6 ocasido?

] nunca [0 menos que mensalmente []semanalmente
] mensalmente []diariamente

10. Vocé faz uso de cigarro e dlcool simultaneamente?
Osim [] ndo

11. Quando vocé bebe, consome mais cigarro?
0 sim []nao

Quanto a MaiS VOCE CONSOME?......uuuuuiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeearannnns

12. Vocé faz, ou ja fez, uso de outras substiancias quimicas ? Quais?

[] sim [1nao
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13. Com que freqiiéncia vocé consome, ou consumia, estas

substancias?
[11 ou menos de uma vez por més

[11 a 3 vezes por semana

Cuma vez ao dia
[Jmais de uma vez ao dia

14. Faz uso de algum medicamento?[] sim []nao

QUALIS) 7. ettt e e e ettt e e e e e et e e e e e e ntara e e e e e e ennnees

..............................................................................................

.................................................................................................................

.................................................................................................................

...............................................................................................

.................................................................................................................

.................................................................................................................

* OMS: AUDIT. Projeto viver bem 2000. Folheto UNESP.
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Lima, CF. Expression of survivin in different conditions related to human intra-
oral carcinogenesis. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos, Univ. Estadual Paulista; 2010.

ABSTRACT

Survivin is an inhibitor of apoptosis protein that plays a role in cell cycle control and the
mechanism of carcinogenesis. The aim of the present work was to study the clinicopathological
correlation of survivin expression in different conditions related to intra-oral carcinogenesis. This
may be useful to highlight important aspects of oral carcinogenesis steps. Three groups were
analyzed. They were formed in part by cytological material collected from patients of Heart
Institute’s Patient Center and the Smoking Cessation Program of the University Hospital,
University of Sdo Paulo Medical School (INCOR-HCFMUSP) and material of Laboratory of Oral
Pathology, Sdo José dos Campos Dental School. The first group consisted of cytologic material
obtained from the left side of the tongue and mouth floor of 30 patients who smoked more than 20
cigarrettes/day/10years and had no history of malignant oral neoplasm or clinical signs at the site
evaluated; the second group consisted of tissue samples from 21 patients with white lesions
clinically classified as leukoplakia. The third group consisted of 42 tissue samples from patients
diagnosed with oral squamous cell carcinoma. Patients who underwent exfoliative cytology were
examined by medical history, extra and intra-oral clinical examination. The exfoliative cytology
was performed using cyfobrush to obtain two smears of each selected location. After performing
the immunohistochemistry for anti-survivin the slides were analyzed qualitatively by light
microscopy. One smear of mouth floor and tongue was stained and evaluated by the method of
Papanicolaou. Statistical analysis was performed by Fisher's exact test, Mann-Whitney and X~.
Survivin was positive in 100% of cytological material from the smokers, 85.7% of oral
leukoplakia and 83.3% of oral squamous cell carcinoma. Fisher's exact test showed no association
between the expression of survivin and daily cigarette consumption and duration of smoking on
the tongue or mouth floor respectively: tongue (p = 0.68) (p = 0.21) and mouth floor: (p = 0.69) (p
= 0.69). Higher expression of surviving was observed in mouth floor than tongue, by Mann-
Whitney test (p = 0.001). Survivin expression was not statistically correlated to cigarette
consumption, although it was more intense in the mouth floor. The evaluated expression of
survivin in oral mucosa of heavy smokers, oral leukoplakia and oral squamous cell carcinoma
indicated that survivin is a protein that participates in all steps related to oral carcinogenesis.

KEYWORDS: survivin, cytodiagnosis, oral mucosa, squamous cell
carcinoma, smoking, carcinogenesis.
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