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Estudo comparativo da expressio da survivina na citologia
esfoliativa da mucosa bucal de pacientes com carcinoma de células
escamosas intra-bucal e fumantes cronicos*

Comparative study of survivin expression in the exfoliative cytology
of the oral mucosa of patients with intra-oral squamous cell

carcinoma and chronic smokers

RESUMO

A survivina ¢ uma proteina inibidora da apoptose que atua no controle
do ciclo celular e participa do mecanismo de carcinogénese. Este
trabalho tem como proposicao verificar a correlagao clinico patologica
da expressdo da survivina na citologia esfoliativa da mucosa bucal de
fumantes cronicos, pacientes com carcinoma de células escamosas
(CCE) intra-bucal e mucosa bucal posterior a remocao dos CCE.
Foram formados 03 grupos: Grupo 1: 26 pacientes que fumaram mais
de 20 cigarros/dia/l10 anos e que ndo apresentavam histéria de
neoplasia maligna bucal, ou sinais clinicos visiveis no local
examinado. Grupo 2: 26 pacientes com CCE intra-bucal e Grupo 3: 22
pacientes tratados cirurgicamente para CCE intra-bucal, ha pelo
menos 01 més. A imuno-histoquimica foi realizada em 01 esfregaco
de cada grupo e analisada por microscopia comum quanto a extensao
e intensidade de células positivas para survivina. A expressao de
survivina foi observada em 100% dos casos no grupo 1, 88,5% no
grupo 2 e 100% no grupo 3. Em relacdo aos grupos 1 ¢ 3 a expressao

da survivina com localizagdo citoplasmatica foi 100%, enquanto no

*Artigo elaborado de acordo com as normas do Periddico Brazilian Dental Science (ISSN
2178-6011).



grupo 2 foi 87,5%. Expressao citoplasmadtica e nuclear foi observada
apenas no grupo 2, sendo 7,69%. Os resultados foram correlacionados
com dados clinicopatoldgicos pelo teste exato de Fisher com relagao
significativa entre a cessa¢do de fumar e intensidade (p = 0,015) para
o grupo 2. A intensidade de expressdo nos esfregacgos citologicos da
survivina esteve relacionada a cessacao do tabagismo no grupo com
CCE bucal. A carga tabagica (mago/anos) nao influenciou na

expressao da survivina.

PALAVRAS-CHAVE
Proteina de sucetibilidade a apoptose celular; Apoptose; Carcinoma de
c¢lulas escamosas; Citodiagnostico; Mucosa bucal; Carcinogénese;

Tabaco.

ABSTRACT

Survivin protein is an inhibitor of apoptosis that plays a role in cell
cycle control and the mechanism of carcinogenesis. The aim of this
study was to verify the clinic pathological correlation of survivin
expression in exfoliative cytology of chronic smokers, mucosa of
patients with intra-oral squamous cell carcinoma (OSCC) and also
from mucosa after surgical removal of OSCC. Patients were divided
in 03 groups: Group 1: 26 patients who smoked more than 20
cigarettes/day/10years with no history of oral malignant neoplasm, or
any clinical sign visible at examination. Group 2: 26 patients who had
OSCC and Group 3: 22 patients surgically treated of OSCC for at

least 01 month. Immunohistochemistry of the smears from each group



was analyzed by light microscopy to extent and intensity of survivin
positive cells. Survivin expression was observed in 100% of cases in
group 1, 88.5% in group 2 and 100% in group 3. Groups 1 and 3
showed cytoplasmic expression in 100% of the cases, while group 2
showed it in 87.5%. Cytoplasmic and nuclear expression was 7.69%
observed only in group 2. The results were association with
clinicopathological data by Fisher’s exact test and it was significant
to smoke cessation in group 2 on intensity (p=0.015) of survivin
expression. The intensity of survivin expression was related to
smoking cessation in group 2. Smoking history (pack/years) showed
no influence survivin expression.

KEYWORDS

Cellular apotosis susceptibility protein; Apoptosis, Carcinoma,
squamous cell;  Cytodiagnosis;, Mouth mucosa; Carcinogenesis,

Tobacco.

INTRODUCAO

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou a
incidéncia de neoplasias malignas em boca no Brasil em 14.170 novos
casos para o ano de 2012[1], entre elas a de maior interesse na area
estomatoldgica € a representada pelo carcinoma de células escamosas
(CCE), a neoplasia epitelial intra-bucal mais frequente. Muitos
biomarcadores tém sido estudados com o objetivo de diagnosticar
precocemente a doenga, determinar o tipo de tratamento e prognostico

para cada caso.



Nas células neoplasicas existe a perda do controle da
proliferagdo celular, as quais proliferam sem necessidade de
renovagao. 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 [2, 3].

A apoptose ¢ caracterizada pela ruptura de organelas e
do citoesqueleto celular bem como encolhimento e protrusdes da
membrana, condensacao e fragmenta¢do da cromatina, e formagao de
pequenos corpos apoptoticos que serdo fagocitados por macrofagos e
c€lulas vizinhas [4].

A survivina ¢ uma proteina inibidora da apoptose e
reguladora da divisdo celular. Componente da familia das proteinas
inibidoras da apoptose (IAPs: Inhibitors of Apoptosis) pertencente a
classe III deste grupo e também possui atividade importante sobre a
angiogénese [5] devido a sua capacidade de inibir apoptose em células
endoteliais ¢ ao aumento de sua expressao quando da exposicao a
fatores angiogénicos como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGFA: vascular endothelial growth factor A) [6].

A familia das [APs possui efeito regulador sobre a
cascata das caspases. As IAPs sdo os unicos reguladores enddgenos
conhecidos da atividade tanto das caspases iniciadoras (caspase 9),
como das caspases efetoras (caspase 3 e 7). A fungdo das caspases esta
relacionada a proliferacdao celular, apoptose e diferenciacdo celular.
Como resultado, as IAPs tém sido avaliadas como potencial alvo

terapéutico em uma ampla gama de condi¢des patoldgicas [7]. Elas



possuem em sua estrutura um dominio denominado baculoviral (BIR:
baculo virus inhibitior of apoptosis protein repeat), localizado na
por¢cao N — terminal podendo ser inico, como no caso da survivina,
duplos ou triplos, formados por até¢ 70 aminoacidos [8].

A survivina foi descrita primeiramente por Ambrosini
et al. [9] em estudo de carcinomas e linfomas, constatando a proteina
em carcinomas de pulmdo, pancreas, colon e mama. Também
constataram a expressdo da survivina em 50% dos linfomas ndo-
Hodgkin de alto grau.

A survivina apresenta atividade na fase G2/M do ciclo
celular. Ela é componente de um complexo proteico cromossomico
temporario, que € essencial para alinhamento do cromossomo durante
a mitose e citoquinese [10]. Durante a fase G2 a survivina concentra-
se proxima aos centromeros, difusa nos bragos cromossdmicos € no
interior dos centromeros durante a profase e prometafase. Na anafase
ela se reposiciona proxima ao fuso e na citoquinese ela ¢ encontrada
no ponto de unido entre as duas células em formagao e posteriormente
¢ expulsa durante a separacdo das células-filhas [11-2]. Como
resultado de sua delecdo pode ocorrer acumulo de células
multinucleadas poliploides [10].

Segundo De Maria et al. [13] existem cinco isoformas
de survivina (survivina, survivina-2, survivina-2B, survivina-3B, ¢
survivina-Ex3), que foram avaliadas em 22 pacientes com CCE. Os
autores verificaram que a isoforma survivina ¢ a mais prevalente em
CCE, seguida pelas isoformas survivina-Ex3 e survivina-2B, enquanto

a survivina-3B ¢ a de menor prevaléncia no carcinoma bucal. Segundo



Qui et al. [14] a survivina nuclear ¢ uma subunidade do complexo
cromossomico de passagem (CPC: chromosomal passenger complex)
para regulagdo da divisdo celular, enquanto a survivina citoplasmatica
¢ citoprotetora interferindo na acdo das caspases. Os autores
realizaram correlagdo entre a expressao da survivina, Ki-67 (MKI67:
Ki-67 marker of proliferation) e Aurora B (subunidade CPC) em 19
casos de carcinomas de cabeca e pescoco. Os dois tipos de expressao
da survivina estiveram relacionados com carcinomas de cabeca e
pescogo pobremente diferenciados, proliferacdo celular e metastases
em linfonodos.

Engels et al. [15] avaliaram 71 casos de CCE bucais ¢
de orofaringe e observaram que a expressao nuclear na survivina foi
considerada favoravel, enquanto sua expressdo citoplasmatica foi
desfavoravel. Tonini et al. [16] investigaram a localizagdo intracelular
da survivina em 67 casos de carcinoma pancreatico, relacionando a
localizagdo nuclear com melhor progndstico do que a localizagdo
citoplasmatica.

A expressdo da survivina ocorre em tecidos normais
apenas em c¢lulas embrionarias, do timo e epiteliais da camada basal,
no entanto sua expressdo em neoplasias e desordens com potencial de
transformacdo maligna pode estar relacionada a malignizagdo e
progndstico desfavoravel [9; 17- 21].

A maior parte dos estudos realizados estd limitada
apenas ao estagio de progressao da doenga, ou seja, quando ja existem
lesdes clinicamente identificaveis, exceto pelo estudo de Lodi et al.

[22] que constataram, através de reagdo em cadeia da polimerase com



transcricao reversa (RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain
reaction), a presenga de RNAm (RNA mensageiro) da survivina em
15 espécimes de mucosa bucal normal (gengiva), 17 de leucoplasias ¢
17 de CCE bucal. Estes autores verificaram através da atribuicao de
escores que houve baixa expressao da survivina em 86% dos casos de
mucosa normal, alta expressdo em 83% de CCE, enquanto a
distribui¢do da expressdao das leucoplasias ficou balanceada. Assim,
seria oportuno verificar se existe expressao da survivina em pacientes
que podem estar em estdgio de iniciagdo para o processo de
carcinogénese do CCE em boca, mas que ainda ndo apresentam
alteragdes clinicas visiveis.

A expressio da survivina em casos de CCE
previamente diagnosticados foi estudada por Lo Muzio et al. [17], que
avaliaram 135 CCE, sendo 46 intra-bucais e 89 cutaneos. A expressao
foi revelada em 26 casos intra-bucais e 59 em pele, sendo que os
tecidos normais adjacentes nao apresentaram qualquer tipo de
expressao. Os diferentes graus de expressdao receberam escores de 1 a
12. Os maiores escores foram vistos nos CCE indiferenciados € nos
casos onde j& 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
CCE e verificaram a expressao da survivina em 94% dos casos, porém
ndo observaram correlacdo de tal expressao com o grau de displasia
[18]. Este grupo de pesquisadores também avaliaram 110 casos de

CCE bucais, 6 linfonodos comprometidos ¢ uma unica metastase a



distancia. A survivina foi expressa em 91 casos dos CCE (82,7%) e
todos os 07 casos de metastases (100%).

Destarte, verifica-se a oportunidade de realizar a
investigagdo da expressdao da survivina em CCE e comparar com a
expressao em mucosa bucal em fumantes cronicos e apds a remocao
da lesdo, através do exame citologico, na busca de verificar a
correlacdo clinicopatoldgica da expressdo imuno-histoquimica da
survivina, estabelecendo um perfil evolutivo de sua expressdao na
carcinogénese bucal e contribuindo para monitoramento e prognostico

dos casos.

MATERIAL E METODOS

Selecao das amostras

Foram constituidos trés grupos divididos da seguinte
forma:

Grupo 1 (tabagista cronico): constituido por
material citoloégico coletado da mucosa bucal de 26 pacientes que
fumavam mais de 20 cigarros/dia/l10anos e que ndo apresentavam
historico de neoplasia bucal maligna, nem sinais clinicos visiveis no
local avaliado, composto por participantes do Programa Ambulatorial
de Tratamento de Tabagismo do Instituto do Coragdo do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

(INCOR-HCFMUSP);



Grupo 2 (CCE): constituido por material citologico
coletado de 26 pacientes com CCE intra-bucal que ainda nao haviam
sido submetidos a tratamento no Servico de Atendimento de Cirurgia
de Cabeca e Pescoco do Hospital Pio XII em Sdo José¢ dos Campos-
SP, e do Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo (ICESP);

Grupo 3 (pos-cirurgia): constituido por material
citologico coletado da mucosa bucal de 22 pacientes submetidos a
remog¢do cirurgica prévia de CCE intra-bucal sem tratamento
complementar radioterapico, do Instituto do Cancer do Estado de Sao
Paulo (ICESP).

Apos serem esclarecidos sobre a proposi¢do €
condicdes deste trabalho, aqueles que aceitaram participar da pesquisa
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). O
material do grupo tabagista crénico teve coleta e processamento
aprovado pelo comité de €tica em pesquisa do ICT de Sdo José dos
Campos — UNESP/CEP, sob protocolo nimero 026/2008PH/CEP e
pela CaPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo com o
protocolo 1362/09 apresentado pela Comissdao Cientifica do INCOR.
A realizagdo de coleta e processamento do material dos grupos 2 e 3
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do ICT-UNESP sob
numero 062/2011-PH/CEP (ANEXO A).

Todos os pacientes foram submetidos a exame clinico
intra e extra-bucal, e responderam a um questionario sob forma de

entrevista onde foram indagados sobre héabitos nocivos relacionados a



carcinogénese intra-bucal. Os dados obtidos foram anotados em uma
ficha de coleta (APENDICE A).

Os dados referentes ao consumo de cigarro foram
utilizados para célculo da carga tabagica, segundo Faria et al. [23]:
numero de cigarros consumidos dividido por 20 (01 mago) x anos de

consumo.

Citologia esfoliativa e fixacdo das amostras

A citologia esfoliativa foi realizada utilizando-se o
cytobrush na coleta de material do bordo lateral de lingua ou do
soalho bucal dos tabagistas cronicos, e no local do CCE nos pacientes
do grupo 2 ou na regido apds remogao cirurgica no grupo 3. Apds
realizacdo dos esfregacos, as laminas foram fixadas com spray

alcoolico fixador e armazenadas em frasco plastico.

Realizacdo da imuno-histoquimica

As reacdes de imuno-histoquimica foram realizadas
pelo método avidina-biotina, na coloragdo dos complexos
antigeno/anticorpo pela imunoperoxidase, no laboratério de imuno-
histoquimica da Disciplina de Patologia do ICT de Sao José dos
Campos - UNESP. O anticorpo policlonal para survivina utilizado foi
o Clone SC-10811 (Santa Cruz Biotechnology) com a diluigao 1:100.

Apos lavagem com agua deionizada todas as laminas
foram submetidas ao tratamento:

a) imersdo em solu¢do 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;

c) bloqueio da peroxidase enddégena com solugdo de
1:1 de metanol e agua oxigenada 20 vol. em 2
banhos de 5 min cada;

d) lavagem com 2 banhos de agua deionizada 5 min;

e) duas incubag¢des em solugdo de TRIS-pH 7,4, por 5
min cada;

f) incubacdo em Protein Block Serum-Free (DAKO)
durante 10 min em cubas umidificadoras;

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

h) duas lavagens em TRIS-pH 7,4, por 5 min cada;

1) aplicacdo do anticorpo secundario (Kit LSAB,
System-HRP K0690/DAKO), durante 30 min, em
cuba umidificadora a temperatura ambiente com
posterior aplicacdo do complexo terciario por 30
min;

j) duas lavagens em TRIS-pH 7,4, por 5 min cada;



k) aplicagdo do complexo terciario (Kit LSAB,
System-HRP K0690/DAKO) em cuba
umidificadora por 30 min a temperatura ambiente;

1) duas lavagens em TRIS-pH 7,4, por 5 min cada;

m) aplicagdo de diaminobenzidina (DAB, DAKO) 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 4gua destilada, 5 min cada;

p) hematoxilina de Mayer por 2 min, seguida pela
lavagem em d4gua corrente e passagem no
diferenciador;

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

r) desidratacdo em séries ascendente de etandis/ xilol;

s) montagem das laminas com Permaunt.

O controle positivo de todas as reagdes foi realizado
em material obtido por PAAF (puncdo aspirativa por agulha fina) de
seminoma e material histopatologico de CCE bucal. Para realizagao
do controle negativo algumas laminas foram processadas sem a

aplicagdo do anticorpo primario.

Avaliacao do material citologico
A avaliagdo das laminas processadas pela técnica de
imuno-histoquimica foi realizada através da microscopia Optica em

aumento 400x, tendo como critério a marcagao, ou nao, observada



através da coloragdo “marrom” das células coletadas. Através de uma
analise semi-quantitativa os esfregacos foram classificados dentro de
uma escala de quatro pontos em uma area de 1,5 cm de diametro,
previamente delimitada: 0= nenhuma célula positiva; 1= 25% das
células positivas; 2= 50% das cé€lulas positivas; 3= 75% das células
positivas; 4= 100% das cé€lulas positivas. A andlise do material além
da positividade ou ndo, incluiu a localizagdo intracelular: nuclear,
citoplasmatica ou nuclear/citoplasmatica. A intensidade da marcagdo
nas células foi classificada em: 0= marcacdo negativa; 1= marcagao

fraca; 2= marca¢ao moderada; 3= marcacgao forte.

Analise estatistica

A andlise dos dados obtidos foi realizada através do
teste de Kruskal-Wallis, teste de Dunn, bem como aplicacdo do teste
exato de Fisher para identificacdo de associacdo entre as varidveis

analisadas. O nivel de significancia dos testes foi de 5%.

RESULTADOS

A expressdo da survivina ocorreu em 100% dos casos
no grupo 1, 88,5% no grupo 2 e 100% para o grupo 3. Quanto a
localizagao intracelular para os grupos 1 e 3 a expressao foi 100%
citoplasmatica, enquanto que para o grupo 2 foi 87,5% citoplasmatica
e 7,69% citoplasmatica e nuclear concomitantemente. Nos dois casos
de CCE onde houve a expressdo citoplasmdtica e nuclear o

estadiamento era T2N2MX e TXN2MX, respectivamente.



A andlise comparativa entre os 3 grupos pelo teste de
Kruskal-Wallis (0¢=5%) nao mostrou diferenga entre a expressao da
survivina na extensao dos esfregacos avaliados, porém esta diferenca
foi observada quanto a intensidade de expressao onde houve diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,0134). O teste de Dunn (0=5%)
mostrou que esta diferenca ocorreu entre os grupos 1 e 2 (p = 0,0098),

bem como entre os grupos 1 ¢ 3 (p =0,0137).

As Figuras 1 e 2 mostram a extensdo e intensidade da

avaliacao.
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Figura 1 — Expressao da survivina segundo o percentual de células positivas na extensao
do esfregago: 0= nenhuma célula positiva; 1= 25% das células positivas; 2= 50% das
células positivas; 3= 75% das células positivas; 4= 100% das células.
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Figura 2 — Expressdo da survivina segundo a intensidade da imunoreatividade: 0=
marcac¢do negativa; 1= marca¢ao fraca; 2= marca¢do moderada; 3= marcagao forte.

Abaixo, o perfil da amostra avaliada esta descrito na

Tabela 1.

Tabela 1 — Perfil da amostra avaliada

Descritor Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(n=26) (n=26) (n=22)
Sexo* 12F; 14 M 4F;22M 4F; 18 M
Idade (anos) 53,7+ 10,7 579 +12,1 592+114
Fumantes 26 09 03
Numero de cigarros/dia 28,4+ 10,4 25,7 22,5
Tempo de consumo de
cigarros (anos) 35,15+ 11,8 39,4 +9,8 32,2+ 13,9
Cessagao do tabagismo 0 17 19
Cessagao da ingestao de 0 21 21

bebidas alcoodlicas

*F= Feminino e M= Masculino



Os locais de incidéncia das lesdes e o estadiamento

clinico estdo na Tabela 2. No entanto, alguns casos ndo apresentavam

estadiamento completo at¢é o momento da andlise dos dados e estdo

mencionados como nao avaliados.

Tabela 2 — Localizacdo intra-bucal e estadiamento clinico (TNM) dos

grupos 2 ¢ 3

Descritor Especificacao Grupo 2 Grupo 3

Lingua 13 06

Soalho 03 08

Localizagao Palato 09 03

Intra-bucal Rebordo 0 03

Gengiva 0 02

Trigono Retromolar 01 0

T4 17 09

T3 02 01

Tamanho do T2 04 02

Tumor primario T1 0 04

(TNM*) X 01 0

Nao avaliados 02 06

NO 05 06

Linfonodos NI 02 02

regionais N2 12 05

envolvidos N3 04 03

(TNM*) NX 01 01

Nao avaliados 02 05

MO 06 08

Metastase a M1 03 0

distancia (TNM*) MX 13 06

Nao avaliados 04 08

*TNM: onde T= tamanho do tumor; N = metastase em linfonodo regional; M = metastase

a distancia



O local de selecao para coleta do grupo de tabagistas
cronicos foi: 13 casos de lingua e 13 de soalho bucal.

A associagdo das variaveis relacionadas a iniciacao da
carcinogénese bucal e os dados clinicopatologicos dos grupos foram
correlacionados com a expressao da survivina pelo teste de exato de
Fisher (0=5%) (Tabela 3). Nesta avalia¢do estatistica h4 comparacgao
de apenas duas varidveis, portanto os resultados precisaram ser
agrupados. Desta forma, foram constituidos dois grupos a partir da
média de tamanho do tumor primario, carga tabagica e tempo de
cessacdo do tabagismo. Esta associacdo foi estabelecida com a
presenca da varidvel analisada, ou seja, a positividade da proteina
survivina. Por este motivo o nimero total de cada varidvel nao
corresponde ao numero total de casos inicial.

A avaliacdo de metdstases a distdncia ndo pode ser
realizada devido ao grande niimero de casos MX.

Os escores 0, 1 e 2 foram agrupados como baixa
extensdao e os escores 3 € 4 como alta extensdo de positividade para
survivina nas cé€lulas dos esfregacos.

Para intensidade, os escores 0 € 1 foram considerados

baixa intensidade e os escores 2 € 3 alta intensidade.



Tabela 3 — Expressdo da survivina e achados clinicopatologicos dos
grupos tabagistas, CCE e pos-cirurgia de remog¢do de CCE intra-bucal

Expressao p- Expressao p-
Grupo Variavel Extensao valor Intensidade valor
Baixa Alta Baixa Alta
Carga Média 9 8 3 14
1 tabagica Alta 6 3 0,682 0 9 0,529
Carga Média 3 12 8 7
tabagica Alta 1 5 1 1 5 0,18
Tempo de cessagao <6 1 7 1 8
tabagismo (meses) >6 6 3 0,048 6 2 0,015
2 Tamanho do <2cm 2 2 2 3
tumor primario >2cm 9 10 1 7 11 0,22
Comprometimento Sem 3 4 2 5
linfonodo Com 8 9 1 7 10 0,67
Carga Média 7 9 7 9
tabagica Alta 2 2 1 3 1 0,58
Tempo de cessagao <6 6 2 4 4
tabagismo (meses) >6 3 8 0,07 5 6 1
Tamanho do tumor <2cm 5 2 5 2
3 primario >2cm 4 5 0,36 3 6 0,31
Comprometimento Sem 3 3 3 3
linfonodo Com 6 3 0,62 4 5 1
Tempo decorrido <6 10 6 8 8
apos cirurgia >6 1 5 0,15 3 3 1

*p- valor para teste exato de Fisher e p< 0,05. **Numero de casos com a expressao
positiva da variavel avaliada com exclusdo dos casos negativos

para survivina no grupo tabagistas cronicos e CCE.

A Figura 3 ilustra o esfregaco com células positivas



Figura 3 — Expressdo da survivina: A: Células sem atipia do grupo tabagista cronico
(200x%). B: Células com atipia do grupo CCE (400x).



DISCUSSAO

A survivina ¢ uma proteina anti-apoptotica que tem
sido descrita em muitos trabalhos como preditiva de malignidade, e
avaliada em diferentes grupos com doengas malignas ou que
apresentam potencial de transformagao maligna (9, 17, 20, 18, 21).
Isto porque ¢ um componente essencial do CPC e pode facilitar a
progressao tumoral provendo mecanismos de tolerdncia ao aumento
da instabilidade cromossomica [24].

No presente trabalho a expressio da survivina
apresentou os escores de extensdo de expressdao nos esfregacos mais
altos no grupo CCE e pos-cirurgia. Este resultado esta de acordo com
os apresentados na literatura onde hd maior expressdo para casos de
CCE [17-8].

A extensdo da expressao da survivina no grupo pos-
cirurgia também foi elevada, e embora sem correlagdo estatistica com
o tempo decorrido apos remocao do CCE, foi superior em nimero
absoluto nos casos de menor intervalo da cirurgia ao momento da
coleta. A utilizagdo da survivina como biomarcador para
acompanhamento de recorréncias apds ressecgao cirurgica também foi
avaliada por Lausoontornsiri et al. [25] que observaram maior
expressao desta proteina nas margens cirirgicas dos espécimes de
CCE bucal em casos de recorréncia da doenga. No entanto, no
presente estudo a avaliagdao foi realizada no local de remog¢ao prévia
do CCE, sem indicios clinicos de recidiva.

A expressio intracelular da  survivina foi

citoplasmatica, exceto para o grupo CCE que apresentou uma pequena



e concomitante expressdo citoplasmatica e nuclear. O significado da
localizagao intracelular da survivina ¢ muito controverso, sendo que
Engels et al. [15] consideram a localizagcdo nuclear favoravel e a
citoplasmatica desfavoravel, enquanto Qui et al. [14] consideram a
survivina citoplasmadtica citoprotetora. Poomsawat et al. [26]
consideram que a survivina citoplasmatica sugere a supressdo da
apoptose em estagios iniciais ¢ tardios da carcinogénese bucal. No
estudo apresentado a expressdo citoplasmatica e nuclear simultanea
estiveram associadas a casos com comprometimento de linfonodos
regionais, mas esta seria uma conclusdo precipitada visto que
ocorreram em apenas dois casos.

A expressao nuclear da survivina em amostras
histopatoldgicas de CCE foi observada por Lima et al. [27] em estudo
de 42 casos de CCE bucal onde 6 casos apresentaram expressao
nuclear exclusiva e 6 casos expressao citoplasmatica e nuclear ao
mesmo tempo. A localizagdo intracelular da survivina pode ser
explicada pelo seu desempenho no controle do ciclo celular, quando
localizada no nucleo, e com fung¢do anti-apoptética quando localizada
no citoplasma [28].

A avaliacdo da extensdo da expressdo da survivina no
grupo de tabagistas cronicos mostrou maior incidéncia para carga
tabagica média nos casos de baixa extensao, no entanto, a intensidade
de expressdo foi maior nos casos com alta carga tabagica. Este achado
sugere que ja existe uma alteracdo da apoptose expressa pela proteina

survivina que se intensifica com o aumento da carga tabagica. O



aumento da survivina na preseng¢a da nicotina, constituinte do tabaco,
também foi observado por Zeng et al. [29].

A expressdo da survivina no grupo tabagista e nos
locais de maior incidéncia de CCE bucal, lingua e soalho bucal,
mostra sua participagdo nos estagios inicias da carcinogénese. Lodi et
al. [22] constataram a presenca de RNAm da survivina em mucosa
bucal normal, localizadas em gengiva. Lin et al. [30] constataram a
presenca de survivina citoplasmatica foi observada em 97% dos casos
de lesdes bucais com displasia epitelial.

O efeito do tabagismo também pode ser observado com
correlacdo estatistica entre a intensidade da expressao no grupo CCE,
onde o maior niimero de casos de alta intensidade foi observado para o
maior tempo de cessacdo do fumo. A relacdo do tabagismo com a
expressao da survivina foi estudada por Lin et al. [30] em tabagistas
com CCE, porém sem correlacdo significativa, em contraste com Lo
Muzio et al. [17] que observaram esta correlagdo em 55% de casos de
CCE bucal. Mais tarde o mesmo grupo, Lo Muzio et al. [31] em um
estudo de associacdo de CCE bucal com o HPV, observaram que o
tabaco foi protetor para infec¢ao de HPV.

O tamanho dos tumores e comprometimento de
linfonodos regionais ndo apresentou relagdo com a expressdo da
survivina para os grupos CCE em extensdo e intensidade e pos-
cirurgia em extensdo e intensidade. Estes resultados vao de encontro
aos de Lo Muzio et al. [17] com maior expressao da survivina em 46
tumores bucais maiores que 1,5cm. Entretanto, os mesmos autores

realizaram trabalho em 2003 [18] onde ndo observaram correlacao



entre o tamanho do tumor ou a presenca de linfonodos ao avaliar 110
casos de CCE.

A survivina contribuiu para o biomonitoramento dos
grupos avaliados quando associada a avaliagio do consumo de
cigarros, visto que a extensdo de sua expressdao aumentou do grupo
fumante para o CCE, e no grupo pés- cirurgia foi maior nos casos de
menor tempo de remoc¢do do CCE. Quanto a intensidade da expressao,
foi observada uma diminui¢do segundo a cessacdo do consumo de
tabaco quando comparamos os grupos CCE e pds-cirurgia, com menor
intensidade de expressdo, com o grupo tabagista cronico sem lesdes na

mucosa bucal.

CONCLUSAO

A intensidade de expressao nos esfregacos citoldgicos
da survivina esteve relacionada a cessacdo do tabagismo no grupo
com CCE bucal. No entanto a carga tabagica ndo influenciou na

expressao da survivina.
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APENDICE A — Ficha de coleta sobre “Estudo comparativo da
expressao da survivina nacitologia esfoliativa da mucosa bucal de
pacientes com carcinoma de c€lulas escamosas intra-bucal e fumantes
cronicos”

SEX0: wevvveieieaeaaann. COr: Idade:............... Data de Nascimento: ...... Lo e

1. Vocé fuma? sim [] nao []

2. Se fuma, qual o tipo?
[ cigarro de papel [] cigarro de papel sem filtro [1 cachimbo
[] charuto

3. Ha quanto tempo?

4. Qual a frequéncia do seu consumo de CIZAITOS?.........ccuerveruerieriieienieeie e

D 1 a 3 vezes por més. Quantos cigarros no total do MES?.........ccevvevieriiriienierienienenn
[ 11 a 3 vezes por semana. Quantos cigarros no total da semana?.............cc.ccccoeereeen...
[ 14 a 6 vezes por semana. Quantos cigarros no total da semana?.............c...ccoeeueven....
[ Ttodos os dias. Quantos cigarros no total de cada dia?............cccooveverreeeveeerereennnn.

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

[]sim [] néo
6. Qual a frequéncia do seu consumo de bebidas alcodlicas?
1 ou menos de uma vez por meés [] 2 a3 vezes por més
[]1 a3 vezes por semana [] 4 ou mais vezes por semana

7. Que tipo de bebida vocé consome quando bebe?

[Jcerveja [ batida [] caipirinha [] uisque [ vinho
[Joutras

8.Quantas doses (copos) vocé consome num dia tipico em que estd bebendo?



[Jla2 [13a4 [J5a6 1 7a9 []10oumais

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

9.Qual a frequéncia que vocé consome 6 ou mais doses de bebidas alcoodlicas em
uma s6 ocasiao?

[] nunca [] menos que mensalmente [] semanalmente
| mensalmente O diariamente

10. Vocé faz uso de cigarro e alcool simultaneamente?
[]sim [] ndo

11. Quando vocé bebe, consome mais cigarro?

[]sim [] néo
QuAanto a MAIS VOCE COMSOIME?.......cccvureereeeerreeeireeeireeeiteeeeireeeetreeeereeeeseeeeseeeesseeeeseeeseeennns

12. Vocé faz, ou ja fez, uso de outras substancias quimicas? Quais?
[]sim [] ndo

13. Com que frequéncia voc€ consome ou consumia estas substancias?

[[]1 ou menos de uma vez por més [] uma vez ao dia

[]1 a 3 vezes por semana [] mais de uma vez ao dia

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

QUAL(IS)?. oottt ettt e et e e e te e e e ta e e e atee e taeeebaeeenbaeetbeeetaeenteeeteeennreas

15.Exame clinico:

EXITA-DUCAL .o ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeanes
TOETQ-DUCAL ..t e e e e eee e e e ee e e e ee e e e e e e e e ee e e e e e eeeeeeeeaeaaaaens

* OMS: AUDIT. Projeto viver bem 2000. Folheto UNESP.



