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Almeida JD. Avaliaglo da expressiio de citogueratinas na citologia esfoliativa da
mucosa bucal de pacientes fumantes [tese-livre-docdneial. Universidade Estadual

Paulista, Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos; 2008,

RESUMO

O presente trabalho avalion a expressfio das citoqueratinas CK6, CK16, (K19 ¢
pan-citoguerating em células da mucosa bucal de pacientes fumantes, comparando
corn célulag de pacientes ndo - fumantes, para verificagiio do estigio de
diferenciagio celular e mferir conseqUentemente a atividade proliferativa e
expressdes indicativas de potencial de diferenciacio maligna. Foram tfriades irinta
& dois pacienies 'fa.z.mamss g vinte nao fumantes, que fregilenta as clinicas da
FOSIC-UNESP. Esﬁ*egagtos da borda lateral esquerds da lingua dos pacientes
foram realizados wilizando-se o cpfobrush © as minas obtidas foram processadas
pela téenica de imuncistoquimica para og referidos anticorpos. Uma andlise
gualitativa ¢ guantitativa foi realizada através da microscopia comum ¢ a andlise
estatistica utilizou o Teste Z, tesie Exato de Fisher e método de comparaciio de
duas proporgfies “infervalo mais quatro”. Foi verificada superioridade de
expressio da CKo (p=0,002), CKI6 (p=0,003% CKI9 {(p=0L0061) e PAN
(p=0,008), nos esfregacos avalisdos da mucosa bucal de pacientes fumantes
comparado aos ndo fumantes. Conclui-se que existe um aumento da proliferacio
gpitelial na mecosa bueal de pacientes fumantes indicadn pele aumento da
expressio das CK6 ¢ 16, e que ostas células estfio sofrendo alteraghes na

maturach epiichal.

tabagismo; carcinoma de células escamosas.




1 INTRODUCAO

As neoplasias s8o a segunda causa de morte no Brasil,
entre elas a de maior interesse na drea estomatoldgica € representada pelo
carcinoma  epiderméide  (Brasil®, 2005, As alteracBes  epitelias
enconiradas sdo derivadas de um processo de carcinogénese envolvendo
iniciagio ¢ promocio. Enire os agentes inicladores mais comuns estiio
substincias aromdticas como o tabaco, o qual também atea como agente
promotor. Muitos t&m sido os esforgos para prevencio do clncer bucal
através de  teniativas de sua detecglio precoce € campanhas de
consclentizaghio quanto ao fabagismo (Fomtes st al.’’, 2004).

A citologia esfoliativa € muito difundida como miétodo de
detecclio precoce de clncer de colo utering ¢ fou introduzida para
diagnéstico do cancer bucal em 1951 por Montgomery ¢ Von Haan™,
representando uma alternativa pratica, de baixo custo ¢ de grande
interesse para a sande pblica.

A pesquisa acerca do uso da citologia esfoliativa em
pacientes fumanies que nfio apresentam alteracfo clinica tem sido
realizada (Ogden et al? 1990 Pavanello et al®, 2006). Além de
contribuir para alertar pacientes gque se enconiram om estagio de
iniciacdc ¢ promoclo do cincer bucal, diagnosticando as alteragGes

citolégicas que podem estar presentes, ¢ um importante recurso de
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acompanhamentio em casos de neoplasias ja instaladas oun ja tratadas
{ Almeida; Cabral, 19927 Almeida et al.”, 1994),

Apesar das vantagens, a téenica para a detecgdio do cdncer
bucal esteve em declinio por ser considerada de baixa sensibilidade e
com interpretagiio de carater subjetivo, o que levaria a wm elevado
nfiimere de resultados falso-negativos (Fremas of al.l’?, 2004). Atalmente,
¢ sabido que a baixa sensibilidade ¢ resultante de erro de téenica que
confere coleta madequada dos raspadoes, além de falta de experiéneia do
patologista.

A utilizacfo de novos mstrumentos de coleta como o
cytobrush, em sobstituico a tradicional espéiula de madeira ou metalica,
tem  possibilitade melhores resultados quande da  avaliagiio dos
esfregacos. (O cytobrush permife 4 coleta de um maior mimero de células
¢ melhor distribuiclo, e niio apenas ¢élulas superficiais como também
intermedidrias, ¢ que permite melhor visualizagio das  alieracGes
ocorridas nos tecidos avaliados (Ogden et al.™, 1992; Queiroz et al.®
2006).

A sensibilidade da téenica tem sido melhorada pela
aplicagic de metodologias diferentes, como a citologia em base lguida
(Alves et al”, 2004; Utgaws et al.™, 2004}, que possibilits a obtenciio de
urn maior munero de células de wna amostra, melhor distribuicio,
conferindo melhor qualidade final das lAminas.

Q emprego de novas #cmicas de avaliag®o dos raspados

como: andlise guantitativa, citomorfometria, andlise de DNA, detecciio



de marcadores tumorais ¢ andlise molecular foi uma iroportante
contribuicho.

A andlise de diversos biomarcadores tem sido realizada
através da 1munoistoquimica, possibilitando avaliar desde alieracles
citoplasmdticas a nucleares. FEntre as  avaliagSes citoplasmaticas
encontram-se os estudos gque avaliam a expressio de citoguerstinas
(Ogden et al. ™, 1992; Ogden et al.™, 1993), sendo verificada em culturas
celulares, imprints, citologia esfoliativa, entre outras téenicas.

As  citogueratinas  {CKs)} representam  filamentos
miermadidrios do citoesqueleto das células epiteliais cuja expressdo
original ¢ conservada mesmo diante de alteracBes neoplasicas das células
(Ogden et al.”, 1996). Existem duas categorias de CKs classificadas de
acordo com seu peso molecular, entre 40 ¢ 68 kd, e pH entre 5 ¢ 8, CKs
acidas ¢ basicas. Uma CK 4cida juntamente com uma basica formam um
par de CKs, minimo necessario para se constitiir wm filamento
mtermediario.

A expressiio do tipp de CK ¢ varidvel, mas fornece
informagtes de grande importincia a respeito da célula (Morgan et al.”,
1987} como a gue tipo de epitélio pertence {simples ou estratificado), o
estagio de diferenciagio celular, bem como a atividade proliferativa
{normal ou hiperproliferativo}, informagfes importantes para auxiliar na
determinacio do potencial maligno de vma lesfio o alteraciio epitelial.

Diante do exposio, ¢ oportuno avaliar a expressiio das

CKs, através da citologia esfoliativa da mucoesa de pacientes fumantes.



2 REVISAQ DE LITERATURA

2.1 Citologia esfoliativa como metodo diagnisiice complementay

A ciologia esfohativa for wiilizada no principio por
Papanicolzou ¢ Traut™ (1941) para detectar precocemente alteragdes
celulares ¢ contribuir para prevencio do cincer de colo uterino ¢, até os
dias de hoje, ¢ utilizada como método diagnéstico, contribuinde para
reduclio da mortalidade femining. Os primeiros relatos surgivam no
séoulo XIX, quando Beale® (1860) descroven os achados citolégicos em
escarro de uma paciente com carcinoma de orofaringe.

A utilizacio da citologia esfoliativa na drea odonioldgica
foi realizada inicialmente por Montgomery ¢ Von Haan™ (1951), com a
detecgio das alterages precoces de carcinomas bucais em estudo de dez
casos de leucoplasias de diferentes regifes. Os autores encontraram
awmento da gueratinizagio das dreas leucoplasicas, mas sem alteracbes
sugestivas de malignidade.

Em Estomatologia, a citclogia esfoliativa pode  ser
amplamente empregada, nflo sé em processos neoplisicos, mas também
em infecdes virals, fingicas ¢ doengas auto-imunes como o pénfigo

vitlgar (Almeida; Cabral®, 1997, T ommasi®, 2002).
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Folsom ef al.'> (1972) avaliaram 148 casos de lesdes com
suspeita clinica de malignidade e encontraram 31% de resultados falso-
negativos de malignidade. No entanto, detectaram 03 casos onde nio
havia suspeita clinica de malignidade. Sandler et al.® (1958) também
verificaram bons resultados comparande a acuidade da citologia em
relagfio & bidpsia (92%). King et al  {1963) em estudo de diversas
lestes bucais vtilizando espatnlas de madeira, metal e cotonele ja
preconizavam a citologia esfoliativa como método rapido e indolor que
permite methor seleciio dos casos a serem biopsiados.

O aprimoramento da téenica, bem como novos métodos de
andlise dos raspados, vém sendo desenvolvidos (Felefls; Flaitz"?, 2000;
Ouden of al.*®, 1997),

Tavares™ (2001} utilizon o estudo citolégico para andlise
comparativa dos aspectos celulares da mucosa bucal de mulheres com o
ciclo menstrual regular, homens adultos, meninas antes da menarca ¢
mulheres com pelo menos dois anos de menopausa. Concluiu que
existem diferengas entre o inicio e meio do ciclo menstrual quanto 3
maturagfo celular ¢ picnose nuclear.

Trabalhos evidenciam eficdcia, conveniéncia para pratica
clinica, qualidade ¢ distribuicic das células epiteliais, celularidade e
homogeneidade da citologia esfoliativa realizada com cviobrush quando
comparada 4 citologia realizada com espitula de madeira (Ogden et al.™,

1992) ¢ espatula metdlica (Queiroz et al.¥, 20086).



Acha et al.’ (2005} discutem os aspectos da aplicagio da
biclogia molecular na citologia esfoliativa da mucosa bucal como método
diagndstico predictive e de monitoramento de lesSes malignas e lesbes
cancerizaveis. ) estudo gendtico permite detectar as alteragbes antes que
se produzam mudancas na morfologia celular e gque estas se fomem
visiveis clinicamente. A andlise molecular permite identificar entre as
células normais uma populacio de clones de céhulas neoplasicas.

A citologia esfoliativa ¢ um importante recurso para alertar
pacientes que fazem nso de substineias que atuam como iniciadores efou
promotores na carcinogénese bucal, como € o caso do fabaco, através do
diagndstice de alteragles citoldgicas, além de ser 0til para o diagndstico
de neoplasias malignas ¢ para o scompanhamento de pacientes que
tenham sido submetidos a trafamento de neoplasias malignas {Almeida;
Cabral®, 1992; Almeida et al.*, 1994: Fontes et al."’, 2004; Freitas et al.'®
20043,

Ogden et al™ (1990) avalisram o efeito do tabaco na
mucosa de revestimento bucal atraves da citomorfomeiria de raspados
citoldgicos constatando um awmenio da drea nuclear e citoplasmatica das
células do grupo de pacientes fumantes.

Pesquisas gue estudaram a citelogia esfpliativa da mucosa
bucal de pacientes fumantes demonstraram menor maturagdo celular,
maior presenga  de  alteragbes  inflamatérias ¢ queratinizaco
(Zimmermann et al.™". 1965: Pavanello et al.*', 2008; Oliveira et al®,

2007). Ainda, Fontes et al. ' (2008) wverificaram maior atividade
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proliferativa das células do bordo lateral da lingua e secalho bucal,
guantificada pela téenica histoquimica das AgNORs, na citologia
esfoliativa de pacientes fumantes sem qualquer alteragdo clinica da

BMICOS.

2.2 Perfil e Aplicaghes das Citoqueratinas

As citoqueratings (CKs) sfo proteinas que formam um
arcabougo de flamentos intermediarios gque constituem o principal
componeniz do citoesqueleto epitelial. As CKs sfo classificadas como
tipos 1 {dcidas) ou tipo I {nentro-bésicas) ¢ geralmente 8o expressas em
pares em que os filamentos de queratina s3o heteropolimeros de
quantidades equimolares de uma proteina dcida {tipo ¥ ¢ uma bdsica
{tipo I} {(MNogueira-Castation et al, 2004} A disteibuigio das UKy ¢
especifica para cada subtipo de epitélio, permitindo que sejam utilizadas
como importanfes marcadores de sua diferenciagdio. As CKs podem
apresentar expressio em epitélios normais e patoldgicos de mansiras
diferentes. As CKs tipo T t&m tamanho molecular menor ¢ as tipo 11 s@o
meoléculas matores. Ambos 0s tipos estdo associados as células que
compdem o epitélio simples e estratificado (Morgan et al.”, 1987).

A marcagio para CKs em tecidos considerados com

grande potencial de transformacfio maligna despertou o interesse de
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diversos pesquisadores. Upasani et al™ (2004) e Chu et al." {2002)
enfatizam a importincia, com vistas a0 diagndstico pracoce, das Cks e do
estudo de suas expressdes om lesdes cancerizdvels ¢ em clncer bucal
favorecendo o progndsiico para os pacientes.

Para avaliar a expressio das CKs, Vaidya et al.” (1999)
selecionaram 23 casos de carcinoma de Hngua ¢ 11 de mucosa alveolar.
A andlise desses casos demonstron que a ndo expressio da citoquerating
bésica CK 35 do epitéhio de revestimenio bucal ¢ a elevada expressfo de
CK 18, citoguerating de epitélio simples, parecem ser os principais
eventos na transformacio maligna no epitélio bucal.

Morgan ot al.” (1987) estudaram o potencial de aplicaciio
dos anticorpos para UK no diagndstico bucal. Os autores fizeram uma
revisio do perfil das gueratinas e identificaram que a CK 19 tem
impartanie expressdo em um processo de evoluclio de um carcinoma.
Embora exista uma constdnciz no perfil das CKsg, existerm algumas
alteracGes de expressfio em carcinomas epiteliais, Oz carcinomas bem
diferenciados podem ter wma expressiio de CK1 + CK10 ¢ CR4 + CK13,
enquante que em leses moderadas ou pouco diferenciadas, ha maior
expressdo para CK de epitélic simples, como CK 8 e CK I8, por
exemplo,

Para investigar se as CKs 18 ¢ 19 podeniam ser usadas
como marcadores de lesdes bucais cancerizdveis, Nie et al™ (1999)
compararam, através da imunoistoquimica, cortes histolégicos de mucosa

bucal normal, hiperplasia epitelial, displasia epitelial leve, moderada ¢
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severa ¢ carcinoma. Os resultados demonstraram que a CK 18 ndo fot
expressa na mucosa bucal normal, mas a CK 19 fol detectada
dispersamente nas células da camada basal em coniraste com o epiiého
displasico, onde a CK 19 foi expressa nas camadas suprabasais. O grau
de expressfio da CK 19 foi conelacionado com o grau de displasia
epitelial. Nos casos de carcinoma, a CK 19 apresentou mator expressio
nos cases de menor diferenciacio celular. O mesmo foi observado nos
trabalhos realizados por Nie et al® (2002) onde os autores avaliaram as
mudancas de expressio da CK 19 duranie a carcinogénese bucal. As CKs
também sdo importantes no estudo de carcinomas ja mstalados. Ram et
al. (2005) avaliaram, imunoistogquinicamente, a expressio da CK 19 em
diferentes graus histolégicos de leucoplasia e carcinoma e os resultados
cbtidos ndicaram alieracio na sintese de queratina quando exposta a
Carcindgenos.

Ogden et al.”* (1993) avaliaram os perfis de expressfio das
CKs &, 18, 19, 10 e 13, através da citologia esfoliativa confirmada com
bidpsia, encontradas na mucosa bucal normal © na mucosa com neoplasia
maligna em regifio contra lateral da lingua de 20 pacientes. As CKs &, 18
¢ 19 mostraram uma diferenca significante de expressfio guando se
comparou a mucosa normal ¢ a neoplasica, enguanto as CRs 10 e 13
foram encontradas na regido suprabasal em dreas queratinizadas ¢ nfio
queratinizadas respectivamente. Os  autores  observaram que CKs
individuais poder ser identificadas nos raspados de cincer bucal e sua

detecgle parece ser um dos melhores marcadores associados 2
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malignidade. Alinda, podem ser valiocsos no diagndstico precoce do
céncer bucal.

Continuando os estudos sobre a expressiio das CKs, Ogden
et al.” (1996) estudaram trinta ¢ quatro raspados coletados de pacientes
com carcinoma. Os autores compararam os resuliados da citologia
esfoliativa com os obtidos de material histopatoldgico das biopsias das
lesdes. Os anticorpos utilizados eram reativos para as CKs 5, 6, 7, 8, 10,
13, 18 e 19, A expressiio, nos dois métodos de andlise, foi equivalente.
Os autores concluiram que ¢ necessario utilizar mais de um anticorpo
para o estudo das CKs para avaliacfio em pamnel.

Fillies et al."® (2006) correlacionaram os aspectos clinicos
comn a expressio imuneistoquimica das CK 5/6, CK 8718, CK 1, CK 10,
CK 14, CK 19 e vimentina, de 308 espécimes de pacientes gue
apresentavain carcinoma ¢ j4 tinham sido iratados cirurgicamente. A
expressio das CKs B/18 ¢ 19 em todos os casos avaliados esteve
diretamente relacionada a um progndstico pobre.

Van der Velden et al.*® {1999), estudando a expressiio em
tecido das citoqueratinas CEs 10, 14, 16 ¢ vimentina, observaram que
lesties hiperqueratoticas displasicas apresentavam forte expresséio parz
CEs 10 ¢ 14 pas células basais ¢ CK 16 na supra-basals, associadas a
hiperproliferagio quando comparadas com mucosa normal, lesbes no-
displasicas, fibromas ¢ hiperplasias,

Woodcock-Mitchell et al.™ (1982) utilizaram os anticorpos

monoclonais AEL, AE2Z e AE3 para estudar a expressfio de queratinas



durante s diferenciago normal da epiderme. O anticorpo AE] reagiu
com as UKz 56 ¢ 50 kd, AE2 corou CKs 6567 ¢ 56 kd ¢ AE3 reagiu com
as CKs 65-67 ¢ 58 kd. A maioria das CKs da epiderme fo1 reconhecida
por, pelo menos, um anticorpe monoclonal. AEL reagiu com as células
basais, AE2 com as céhalas acima da camada basal ¢ AE3 com as células
em toda 2 extensiio da epiderme.

Em estudo de lesdes cancerizdveis, Santos et al.y’ 2003
realizaram wm estudo imuncisioguimico de 34 casos de queilite actinica
com graus variados de displasia epitelial ¢ de seus tecidos adjacentes,
para as CKs 7, 8, 13, 14, 16 ¢ 19, Oito casos expressaram CK 16 em
conjunte com CK 13 no estrato intermedidrio do epitélio, A CK 10 fui
expressa nas camadas epiteliais superficias queratinizadas e nas camadas
intermediarias. A expressdo em toda extensdo epitelial ocorreu somente
para a CK 14, Para outras Cks avaliadas a expressfio fol nula. Os autores
nio observaram correlagdo com o grau de displasia.

%
Sesterhenn et al.’?

(2005} estudaram a expressiio das CKs
6, 14, 16, 17 ¢ também CKs |, 10 ¢ 1] em células de carcinoma de
cabeca ¢ pescoce pelo método do RT-PCR, Western Blot. Os autores
isolaram o RNA de 15 espéeimes de amostras de 15 pecas cimirgicas
obtidas de carcinomas de orofaringe para verificar a codificacio da
proteina para cada uma destas CKs. Os resultados mostraram 100% de
expressdo para CKs 6 e 16 para os espécimes do confrole e estudo, assim

como 73% demonstraram expressfio nos dois grupos de CK 14, Para a
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CK 17, a expressdo esteve fortemente aumentada nos casos de carcinoma
avaliados.

Para identificar genes expresso diferentemente durante o
desenvolvimento de uma neoplasia bucal, Ohkura et al™ (2005)
analisaram células do carcinoma ¢ tecidos displésicos através da
imuneistoquimica. Encontraram significante expressio das CKs 14 ¢ 17,
combinadas com baixa expresso das CKs 4 ¢ 13 0o carcinoma ¢ em
tecidos severamente displasicos. Esse padriio de expressio fol inverso na
hiperplasia ¢ na displasia de leve a moderada. Conchiiram que esses
padries de expressfio das CKs poderiam conseqiientemente ser uma
mmportante determinante da manifestacfio de neoplasias bucais.

Van Dorst et al.” {1998} realizaram estudo sitemdtico
detalhado pars definir o padrio de expressio de CKs em neoplasias
epiteliais. Especial atenciio fol dada ap valor diagndstico dos padrdes de
CK eom definir carcinoma de coélulas escamosas ¢ adenocarcinoma.
Utilizando anticorpos monoclonais para as CKs 7, 8, 18 ¢ 19, que sho
encontradas predominantemente no epitélio colunar, e as CKs 4, 10, 13 ¢
14, predominantes em epitélio escamoso ndo gueratmizado, os autores
analisaram os padrdes de expressfo das CKs para uma série de 45
carcinomas ¢ 44 adenocarcinomas origindrios de varios tecidos epitelias.
As CKs predeminantes em todos os adenocarcinomas foram as CKs 8, I8
e 19, As CKs 4, 10, 13 ¢ 14 estiveram presentes em guase todos os
carcinomas ¢ também em alguns casos de adenocarcinoma estudados.

Sendo assim, os autores demoustraram que existe uma expressio
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diferenciada limitada dos distintos filamentos de CKs entre carcinoma de
colulas escamosas ¢ adenocarcinomas, A expressdo simultinea de 2 das 3
CKs escamosas (CKs 4, 10 e 13) confirma o diagnéstico de carcinoma
colunar ¢ podem ser utilizados para a resolugio de problemas de
diferentes diagndsticos. Os resultados mwostraram que os padrbes de
expressdo de CK em adenocarcinomas e carcipomas de  células
escamosas 3o dependentes da linhagem celular e da diferenclacio da
neoplasia,

Debus et al'? (1984) analisaram carcinomas de diferentes
origens usando anticorpos monoclonais para UK ¢ documentaram a
utilidade em distinguir neoplasias derivadas de epitélio stmples das que
s@o derivadas de epitélio escamoso estratificado. Observaram que as
neoplasias derivadas de opitélio simples, incluindo adenocarcinoma,
foram fortemente marcadas pelos anticorpos uvsados. Em  contraste,
obtiveram resultado negativo corn CK1-CK4 para clncer de pele, lingua
e esdfago, com resultados positivos para os outros dois tipos de
anticorpos. Casos de céneer de epiglote e cérvix uterino mostraram uma
mistura de células positivas e negativas para o TK1-CK4. Assim, o uso
apropriade de anticorpos para CKs com especificidades diferentes
permite, nfic somente que as neoplasias de ongem epitelial sejam
distinguidas de outros tipos de neoplasias, como também permite uma
subdivisio adicional dos carcinomas com relagio a sua origem

histolagica.
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O estudo das CKs tem sido aplicado a outras lesBes, além do
carcinoma, outros tipos de neoplasias malignas ou ndo e neoplasias
glandulares, indicando sua histogénese até om lesfes infecciosas.
Nogueira-Castafion et al™®  (2004)  verificaram o  padido
nrmnoistoquimico da expressfio das CKs na epiderme de doengas
infectoparasitirias associadas a hiperplasia escamosa, Afravés da téenica
da imuno-peroxidase marcaram, com guatro anticorpes monoclonais para
CK 10, CK 16, CK 14 e para AE] (CK 10, 14, 16 ¢ 19), cortes
histolégicos obtidos de tecidos pré-fixados ¢ incluidos em parafina das
lesBes: cromomicoese, paracoccidicidomicose, leishmaniose ¢ condiloma
acuminado. Foram encontrados na analise dos fragmentos das quatro
doencas: auséneia de expresso da CK 110G em #reas de hiperplasia
intensa, pouca expressiio nas areas de hiperplasia moderada ¢/ou ausente,
padrio suprabasal de marcaclo para CK 16 independente do grau de
hiperplasia ¢ também liberagio de epitopos suprabasais para 0s
marcadores de CK 14 ¢ AELl. Portanto, independente do grau de
hiperplasia presente ¢ da natureza do agente etioldgico, as modificacGes
indicam gue ocorrem alteracdes na diferenciacio e proliferacio dos
gueratindcitos,

Oliveira et al."’ (2005) selecionaram 8 casos de carcinoma
verrucoso bucal (CVE) ¢ 8 de papiloma escamoso bucal (PEB) com o
objetive de investigar a expressio padrfio das Cks 16, 13, 14 ¢ 16 em
cada lesdo. A CK 16 foi observada nas camadas suprabasal e superficial

no CVB ¢ na maioria dos casos de PEB mostron apenas células



superficiais reativas. A expressidc da CK 10 foi maor no PEB quando
comparada com o epitélio normal. Além disso, a expressfio foi mais
intensa no CVB em relagio ao PEB. A maioria dos casos de CVB
mostrou expressiio de CK 13 nas camadas superficiais bem como se
mostron expressiva no PEB. Todas a5 camadas epiteliais no CVB
mostravam forte expressiio da CK 14 ¢ no PEB revelou similandade com
o padrio ohservado ne epitélio normal.  Assim os padrdes de expressio
das CKs 10, 13, 14 e 16 enfatizam o comportamento biologico das lesBes
estudadas.

Bonan et al.” (2006) selecionaram onze casos de mucosite
bucal induzida por radiagio ¢ de nove dreas ndo expostas com mfuito de
estudar a expressdic das CKs na mucosite bueal inicial induzida por
radiagio. Foram utilizadas CKs 1, 5, 6, 7, 8, 10, 14, 16, 18, ¢ 19 pelo
métode da imunoperoxidase. Como resultade, os autores obtiveram
expressiio de CKs 6 e 16 mais evidente na mucosite do gue na mucosa
normal, Conclufram também que a expressdo aumentada de CK pode ser
associada a uma proliferaciio reativa do epitélio ¢ da resisténeia crescente
da mucosa bucal durante as fases miciais da radioterapia.

No frabalho realizado por Al-Abbadi et al” (2007), os
autores avaliaram a expresso de CK ¢ do antigeno de membrana epitelial
(EMA) om angiossarcomas, Foram selecionades 33 casos bem
documentados dos arquivos patologia da Universidade da Fldrida e da
Universidade de Miami. Os casos foram tedos revisados e estudados

usando um painel para CKs ¢ EMA pelo uso da téonica padido de
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imunoistoquimica. Entrotanto apenas 20 casos tiveram material suficiente
para a marcacdio do EMA. Como resultado, dos 33 casos, um foi imuno-
reative 458 CKs e dois dos 20 casos para EMA, Foi notada imuno-
reatividade para ambos em  coélulas neoplasicas com  merfologia
epiteliGide e alongada. Os autores concluiram que a interpretacio da
expressfo de CK ¢ EMA em angilossarcomas deve ser feita com cautela e
em conjunte com as caracteristicas clinicas e morfologicas das
neoplasias, assim como a expressio de antigenos de células endoteliais.

Castelijns et al.’™ (1999) investigaram a relagiio entre as
células de renovaclio da epiderme e a CK 16 em pele normal de
veluntdrios sauddveis e em pele com psoriase. O estudo confirmou a
expressdo suprabasal da CK 16 como caracteristica consisientie em pele
gue apresente atividade hiperproliferativa.

Utilizando os anticorpos monoclonais para CKs 5,6, 8¢ 14
e marcaderes de conformaciio especifica das células basais, Purkis et al.
(1990} monitoraram a distribuigiio do fendtipo das células basais e
demonstraram o presenga das CKs 5 ¢ 14 no epitélio estratificado da
mucosa bucal, pele do térax em adultos e pele da testa em criangas.
Conclufram gue & expressiio dessas duas CKs nas células basais sugere
uma possivel fungfio especifica, embora possa conflitar com as

diferenciadas fungdes das mais simples céhulas epiteliais,



3 PROPOSICACQ

Este trabalho tem como proposicio avaliar a expressiio das
citogueratinas em citologia esfoliativa da mucosa de revestimento bucal
de pacicntes fumantes ¢ nfo fumantes, utilizando diferentes anticorpos
monoclonais especificos para o3 diferentes polipeptideos, com intuito de

verificar os indicios de possiveis alteracfes decorrentes do tabagismo.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Triagem dos pacientes

Para este wrabalho foram selecionados cinglionta e dois
pacientes obedecendo 0s seguintes critérios:

a) Orupo controle: seleclio de vinte pacientes gue nfo possuem o
habito de fumar que freqiientam as clinicas da Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP.

b} Grupo fumantes: selecdo de trinta e dois pacientes fumantes,
cigarros de filtro, ha mais de dez anos que freqientam as clinicas
da Faculdade de Odontologia de Séce José dos Campos ~ UNESP.

Os pacientes foram submetidos a exames clinicos extra-
bucal ¢ nira-bucal. Os critdrios de mmclusBo foram: ndo apresentar
histdrico de neoplasia maligna bucal nem sinais clinicos visiveis de
alteragio em mucosa de revestimento bucal no local de coleta das
amoestras,

O dados pessosis e relacionados & anammese foram
anotados em uma ficha de avaliago {Apéndice), onde 0s pacientes
foram indagados a respetto dos seguinies hibitos:

- Habito de fumar; tipo de fumo, tempo e freqli€neia de consumo;
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- Ingestdo de bebidas alcodlicas: tipo e freqliéneia de consumo,
aumento da vontade de fumar pela ingestfio de bebidas com dlevol;
- Utilizacio de drogas ilicitas: tipo ¢ fregliéncia de consumo;

- Utilizacio de medicamentos.

4.2 Consideragdes Eticas

Este trabalho foi realizado de acorde com a Resoluclo
do Conselho Nacional de Satde 196/1996 para Ftica em Pesquisa, o
foi aprovade pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Sao Jos€ dos Campos - UNESP, sob o protocolo
080/2005-PH/CEP. Foram obtidos os termos de consentimento livre e
esclarecido baseados na explicagfio ¢ compreensiio dos participantes a
respeito desta pesquisa ¢ da confidencialidade de suas identidades ¢
informagdes fornecidas. O aconselhamento e orientaclio gquanio
higienizacdo, bem como a avallacdo da condiclio de satde bucal ¢

encaminhamento para tratamento contemplaram a beneficéncia.

4.3 Coleta e fixacfio das amostras

A citologia esfoliativa foi realizada utilizando-se o
cyviobrush na coleta de material da borda lateral csquerda da lingua

dos pacientes selecionados (Fig.l) Inicialmente seria realizada



citologia em base liquida, entretanto a citelogia em base liquida nfo
apresentou resultados satisfatorios pela presenga de poucas células.
Ainda, a realizagfo da citologia em base lignida associada & técnica de
imunoistoquimica ndo apresenton o sucesso esperado e os esfregagos
apresentaram baixissima celularidade, sendo entSo feita a opgio pela
realizaclio da citologia esfoliativa convencional.

Foram obtidos dois esfregagos para cada CK
totalizando oito 1dminas/paciente. As laminas foram demarcadas com
a caneta PaP pen (DAKO)Y em sua regido central cerca de 1,5¢m de
didmetro, para selecionar uma area para aplicacio dos anticorpos
evitando desperdicio (Fig 2). Todos os esfregacos foram fixados em

aleoo] absoluio.
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FIGURA 1I: Coleta do material do bordo lateral da lingua.

FIGURA 2: Demarcagao da lamina com a caneta Pap pen.
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4.4 A escofha das citoqueratinas

Foram avahadas, a expressio das citogueratinas CKG,
CK16, CK19 e Pancifoqueratinag {PAN) epitelial através de testes de
imunoistoquimicos. A expressdo das CK6 e CK16 tem como objetivo
comparar a atividade proliferativa das células em pacientes fumantes e
nio-fumantes. A expressiio da CK12 possul cardter pré-neopldsico. A
escolha  da  citogueratina  PAN  epitelial pode  indicar  outras
possibilidades de expressio para outros clones e até outros tipos de
CKs. Ela detecta CKs de alto ¢ balxo peso molecular porgue combina
dois diferentes clones: AEL ¢ AE3. O clone AFL detecta as CKs de
alto peso molecular como as CKs 10, 14, 15, ¢ 16, e ainda a CK19 de
baixo peso molecular comoe a CR19. O Clone AE3 detecta as CKs de
alto peso molecular CKs 1, 2, 3, 4, 5, ¢ 6, ¢ de baixo peso molecular
CK7ed,

4.5 Imunoistogquimica

As reagdes de imunoistoquimica foram realizadas pelo
métode  avidina-biotina, na  coloraco  dos  complexos
antigeno/anticorpe por imunoperoxidase (SirepABC Complex/HRP
Duet kit; Dako, Carpenteria, Cahif). Como controle positivo das

reaches também foram progessados imunoistoguimicamente cortes de
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pele humana. O quadro | mostra os anticorpos monoclonais que foram

wtilizados ¢ suas respectivas diluictes (BONAN et #l.” 2006).

Ciadro 1- Anticorpoe monoclonal para citoqueratina.

Awti CK Clong Dituicio Procedéncia
K& LHEGR 1:160 Movocastra Lab, Newcastle, UK
K16 LLOZS M1 Novocastra Lab, Newgastle, UK
CK19 ROK108 1:100 Dako Corp, Carpenteria, Calif.
| PAN ABI/AE] 1:160 Dako Corp, Carpenteria, Calif,

Inicialments as lAminas passaram por um tratarento
permeabilizador para favorecer a penetragdo do anticorpo pela
membrana plasmatica, com o detergente Triton- ¥ 0,5% em solugio
salina tamponada com fosfato (PBS) durante 15 minutos. Apds a
lavagem das l8minas em dgua corvente, fol realizado o bloqueio da
peroxidase endogena com o intuito de evitar a interferéncia pela aglio
de enzimas endogenas e também pela ligaglo inespecifica dos
anticorpos (marcadores) com proteinas do tecido, sendo necessarias
reagdes para blogueio destas moléculas, Para tal as liminas foram
merguthadas em soluwgfio de 1:1 dgua oxigenada 20 volumes/dlcool
mefilico. Em seguida foram submetidas ao fratamento com acido
ciirico monoidratade  10mM-pH6.0, deixando-se no formme de
microondas dorante 15 munutos, em 3 ciclos de 5 minutos cada, na
potencia de 700W. Esta manobra tem por objetivo recuperar o8 sitios

antigénicos dos filamentos intermediirios através da ordenacio



molecular de suas proteinas para melhorar sua reagfo com o anticorpe
primidrio. Aguardou-se o resfriamento das 1Aminas para prosseguir.

Os esfregagos foram lavados novamente com agua
correntte e incubados em solugdo de TRIS-pH 7.4, por duas vezes de 5
minutos cada. Em segnida foram incubades com o anticorpo primério
diluido por um periodo de 60 minutos, seguido de duas lavagens em
TRIS-pkl 7.4, por 5 minutos cada lavagem.

Posteriormente foi aplicado o anticorpo de ligacio,
secunddrio, durante 30 minuios, 4 temperatura ambiente. A aplicagiio
dos anticorpos fol realizada na porcio central da lamina previamente
demarcada com a PP pen {Dako). Em seguida as ldminas passaram
por 4 banhos em dgua corrente, posteriormente cm 2 banhos de 5
minutos cada em TRIS-pH 7.4, Na préxima etapa foi aplicado o
anticorpo fercidrio por 30 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida repetiv-se a mesma seqiidneia anterior: agua correnie 4
banhos ¢ mais 2 banhos de 5 punutos cada em TRIS-pH 7.4,

Para a reacho de revelaglio, o cromébgeno utilizado foi o
3,3 diaminobenzidina tetrahidroclorido {DAB; Sigma, St. Louis, MO)
30mg/100ml por 30 minutos, em cémara escura. B seguida mais 4
trocas em agua corrente ¢ 2 banhos de 5 minutos em TRIS-pH 7.4,

(O passo seguinte fol a lavagem em Agua corrente
seguida da lavagem em Agua destilada, e aplicac@io do confracorante
hematoxiling de Mayer por 2 minutos ¢ imersdo rapida no
diferenciador.

As células entfio sofrerarn o processo de reidratagiio

através de passagens por alcodis em diferentes diluigdes: 86GL, 95GL
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o absoluto por trés vezes, durante 5 minutos cada. Esta etapa terminou
em um banho de xilol por 5 minutos, apds o qual as Hminas foram

montadas com Permount {Sigma, 8i. Lous, M) ¢ laminulas.

4.6 Avaliaciio das lminas

A avaliagfo fod realizada atraveés da microscopia de luz,
no aumento de 200x ¢ 400x, tendo como critério a marcacio, ou nio,
pela visualizacio da marcagfio “marrom™ das células coletadas,
Intcialmente os esfregacos seriam classificados de acordo com uma
escala de trés pontos, seguindo os mesmos pardmetros utilizados por
Ogden et al.”* (1993):

0 = nenhuma célula positiva;
I= poucas células posilivas ern meio a multas negativas;
2 = muitas células positivas.

Através de andlise gualitativa vealizada por duas

operadoras calibradas entre i, os parfmetros foram modificados para

melhor especificaciio dos eritérios descritos anteriormente:

0 = nenhuma célula marcada (Zero).

< 1/3 das células marcadas no total do campo avaliado = Poucas
células marcadas (P).

= 173 das células marcadas no total do campo avaliados = Muitas

células marcadas (PP).
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4.7 Analise estatistica

{5 dados obtidos foram tabulados & receberam a
tratamento estatistico do Teste Z, Teste exato de Fisher e método de

. N 5 225
comparacio de duas propercdes “intervalo mais quatro™.



5 RESULTADOS

2.1 Perfil das amostras

Foram avaliados 32 pacientes do grupo fumantes ¢ 20 do
grupo controle, sendo gue o grupo fumantes fol constituido por 14
homens e 18 mulheres € o grupo controle por 8 homens e 11 mulheres. A
idade média fol de 41 anos para o grupo fumantes {variando de 20-60
ancs de 1dade) ¢ 41,2 anos para o grupo controle (variando de 22-60 anos
de idade).

Neo grupo fumantes ¢ tempo de consumeo de cigarros fod de
24 anos, com média 17 cigarres/dia. Ja o consumo de dleool foi, em
média, de quairo doses quando da ocasido da ingestiic, Se considerarmos
cada dose como 100ml de bebida alcodlica, o consumo foi de 400ml/vez.
Quando ngeriam bebidas alcoGlicas os pacientes relataram aumento do
ntmero de cigarros consumidos de, em média, oito cigarros com filiro a
mais do que o consume didoio,

Trés tipos de bebidas alcodlicas eram consumidas: cervela,
vinho e vodka, agrupadas em bebidas destiladas ¢ fermentadas. Entre
todos os pacientes avaliados, a cerveja foi o fipo de bebida mais

consumida no grupo fumantes, seguida pelo vinho e pela vodka. Seis
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pacientes deste grupo ndo possulam o hdbito de ingerir bebidas
alcodlicas.

Do nmero total de pacientes do grupoe fumantes, apenas 5
pacientes relataram usar drogas ilicitas, O consumo era semanal em 4
casos ¢ mensal em 1 caso.

Cuanto 2 ingestdo didria de medicamentos no  grupo
fumantes, 13 pacientes wtilizavam anti-hipertensivos (5 pacientes),
ansioliticos (2 pacienies), anticoncepcional (2 pacientes), antidcido (1
paciente), hormbnio tireoidiansy (2 pacientes) ¢ antialérgico (1 paciente).

O grupo confrole Toi constituide de pacienies que nfo
ingeriam mais de 3 doses de bebidas alcodlicas por semana, ndo faziam
uso de drogas ilicitas e nfio fumavam, No grupo conirole, seis pacienies
faziam vso de didrlo de medicamentos sendo: anti-hipertensivos {1
paciente), anticoncepcionats {1 paciente) e horménio fireoidiano (2

pacientes ),

5.2 Expressdo das Clcs: Fumantes x Nio fumantes

Através do metodo da comparagiio de duas proporgles

aes = 25 ; . R - . )
‘intervalo mais quatro™ com nivel de significAncia adotado de 5%,
foram utilizados os Teste Z ¢ Teste exaio de Fisher, para verificar se

houve maior expressfio das citoqueratinags avaliadas CKé, CK16, CK19
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e PAN nos esfregacos da mucosa de pacientes fumantes am relacdo aos
pacientes ndo fisnantes, conforme demonstira a tabela 1. A avaliacdo das
tdmmas foi realizada por dois avaliadores e os resultados obtidos pelos
mesmos foram submetidos teste Kappa que moestrou concordincia de
avaliacfo (teste Kappa = 1).

0O nimero total de casos de pacientes fumantes foi
reduzide a 235 porgue, em sete casos, o mimero de oéhulas presente nos
esfregacos foi muito reduzide gerando ddvida quanto & marcagio.

A expressfio da CK6 fol encontrada em 64% dos casos nos
esfregacos dos pacienies fumantes, enquanio que para 0§ pacientes nio
fumantes a expressio ocorreu em apenas 20% dos casos, sendo esta
diferenga estalisticamente sigmficativa através do Teste Z {p=0,002),

conforme ilustra a tabela 1.

Tabela 1: Intensidade de expressfic da CK6é ¢ nimero de casos
encontrados nos pacientes fiimantes ¢ ndo fumantes,

Intensidade de Fumantes ¢ ;:rjstes
Expressi N=25 unant
Xpressio { 3 (N=20) z P
Zero 9 (36%) 16 (80%)
P+PP 9+7(64% {4 (20%) 3,12 3,002%
* (3,05

Para CK16 foi verificada a expressio em 68% dos casos de
pacientes fumantes analisados, contrastando com 25% de casos com

expressio em ndo fumanics. Por meio da aplicaclio do Tesie 7, esta



30

diferenca foi considerada estatisticamente significante (p=0,003) (tabela

2).

Tabela 2: Intensidade de expressfo da CKI16 ¢ mimero de casos
encontrados nos pacientes fumantes ¢ pio fumantes.

Intensidade de Fumantes N*ﬁﬁ_ i
Expressiio (IN=25} f?;‘i;éis z p
CK16
Zero B (32%) 15 (75%)
P+PP 11+6 (68%) L1+5 (80%) 3,00 0,003%

* p, 03

Na analise dos casos de pacientes fumantes a expressio da
CK19 foi verificada em 72%, 14 para o grupe ndo fumantes esta
expressfio caiu drasticamente para 10%. A diferenca estatistica pdde ser

observada pelo Teste exato de Fisher ¢ Teste Z (p=0,0001) {tabela 3}

Tabela 3: Avaliagfio da expresso das citogueratina CK19 nes pacientes
fumantes ¢ nio fumantes.

Marcador Fuzr:fmies furffiies
{(N=25) (N=20) (4 p
CK19
Zero 7 {28%) 18 (90%)
P+PP 13+5(72%) 240 {10%) 4,96 0,0001%

Teste exato de Fischer; p= 0,0001; *p<(,05
A expressic da PAN para os pacientes fumantes foi

encontrada em 52% dos cusos, ¢ ne grupo ndo fumantes em 15% dos
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casos avaliados. Esta diferenga foi estatisticamente significativa pelo

Teste exato de Fisher (p=0,019) e Teste Z (p=0,008) (tabela 4).

Tabela 4: Avaliagdo da expressdao da citoqueratina PAN nos pacientes
fumantes e ndo fumantes.

Marcador Fum_antes » rﬁaﬁ::tes
(N=23) " (N=20) z P
PAN
Zero 12 (48%) 17 (85%)
P+PP 1142 (52%) 3 +0(15%) 2,66 0,008*

Teste exato de Fischer: p= 0,019; * p<0,05
A figura 2 ilustra superioridade da expressdo das CK6,
CK16, CK19 e PAN nas células dos pacientes fumantes comparados aos

nao fumantes.

FIGURA 2: xesse‘io das CKs em pacientes fumantes e ndo fumantes.
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5.3 Expressido das CKs x Sexo e Idade

A expressdo das CKs avaliadas foi comparada entre os 14
casos do sexo masculino ¢ os 18 casos do sexo feminino, sendo
observada em maior niimero nas amostras do sexo feminino em relagdo
ao masculino. Para CK6 as amostras do sexo feminino exibiram
expressao em 10 casos em comparagdo aos 6 de expressdo do sexo
masculino. Para CK16, exibiram positividade 10 casos do sexo feminino
e sete casos do sexo masculino. A CK19 mostrou expressdo em 11 casos
do sexo feminino e sete casos masculinos. Na avaliacdo da PAN, foram
observados nove casos positivos para o sexo feminino e apenas quatro

para o masculino, conforme observado na figura 3.

FIGURA 3: Expressdo das CKs nos sexos masculino e feminino.



ol observado que, no sexo feminine, a2 CK de maior
expressdo foi a CK19 ¢, no sexo masculing, foram as CK16 ¢ CK19. Nos
deis sexos a CK de menor expressiio foi a PAN. |

As faixas etarias foram divididas em 3 grapos:

Grupoe A: 20- 35 anos;

Grupo B 35-30 anos;

Grupoe € 50-61anos.

A faixa eléria representada pelo grupo B (35-50 anos) foi a
que obteve a maior expressdio para todas as CKe analisadas: CK6 (66%),

CK16 (75%), CK19 (38%) ¢ PAN (58%4) conforme ilustra a tshela 2.

Tabela 2: Expressio das CKs nos trés grupos etarios avaliados.

Grupo CK6 CKI16 CKi9 PAN
A (4/12)33% (@/12)33%  (5/12341% (512 41%
B (B/12)66%  (WIi2)75% (FA2)58%  (7/12) 58%
C {4/8) 50% (4/8) 50%  (5/8)62,5% (UR) 12,5%

Hnidsde: Nowwro de casos positivos pars cada OK avaliads 7/ némero tetal onsos avaliades.

Entretanto, o grupe C foi que obleve a maior intensidade

de expressiio de todas CKs avaliadas, resultado ilustrado pela figura 4.
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FIGURA 4: Expressao das CKs em sua maior intensidade no grupo C.

5.4 Expressiao das CKs x Ingestio de bebidas alcodlicas

Analisando somente o grupo fumantes, foram comparados
os resultados da expressao das CKs avaliadas e as respostas qualitativas
obtidas através das anamnese.

A ingestdo de bebidas alcodlicas em maior quantidade foi
observada no grupo de fumantes do sexo masculino com, 85,2%,
enquanto no grupo fumantes do sexo feminino esta taxa caiu para
77,78%.
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Foi observada maior expressic das CKs avaliadas nos
pacientes fumantes que consumiam bebidas alcodlicas do que nos
fumantes gue ndo consumiam hebidas alcodlicas, conforme evidenciado

na tabela 3.

Tabela 3: Expressiic das CKs nos pacientes fumantes otilistas ¢ nio
etilistas,

Grupo CKo CKls CKI19 PAN

Etilists  (11/26)42%  (12/26)46%  (12/26) 46% (9/26)35%

Nao etilista  (5/6) 83% (5/6)83% {3/6) 83% (4/6367%

Unidade: Nimero de casos posifivos pars cada UK avaliada.

As bebidas destiladas geralmente contém alto teor alcodlion,
sfio bebidas alcodlicas purificadas através do processo de destilagiio a
partiv de wma substincia fermentada como frutas, grios e outras partes
vegetais {ex. cachaca, vodka, tequila, rum, visque, licor ¢ gim). As
bebidas fermentadas siio produzidas pelo processe de fermentagiio de
produzida a partir de microorganisimnos, como fungos e bactérias (ex.
cerveja, vinho e champagne).

A bebida fermentada foi a de mailor consumo do grupo
fumantes, totalizando 21 (84%) paciontes, enguanto que as destiladas

foram consumidas em cinco casos.
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5.5 Expressiio das TUKs x Consumo de cigarros

A avaliagfio dos dados obtidos na anamnese revelou gue
80% dos pacientes fumantes que ingerem bebidas alcodhicas do tipo
destilada fumam ha mais de 26 anos (consumo maior do que a média),
comparado aos 33% dos pacientes gue ingerem bebidas alcodlicas do
tipo fermentada,

O consumo minimo de cigarrosidia fol trés enguanto ©
maximoe consumido foi de 30 cigarros/dia. Foi constatado que as
mulheres que consomem mais Cigaos encontram-se na faixa otdria A
(20-35 anos) ¢ os homens nas faixas etirias A (20-35 anos) e B (35-50
anos).

(s pacientes fumantes foram divididos em 3 grupos
segundo o nadmero de cigarros consurnidos por dia:

Grupo 1: fumam até 10 cigarros/dia;

Grupo 2 fumam de 11- 20 cigarros/dia;

Grupo 3: fumam até 21-30 cigarros/dia.

O grupo com mator expressiie das CKs 1of o grupo 2, dos
que com consume de 11-20 cigarros/dia, dados apresentados na tabela 4,
Também foi o a guantidade de cigarros mais consumuda por homens e

mutheres fumantes.
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Tabelz 4: Expressic das CKs segundo a quantidade de cigarmos
. censumidos por dia,
Grupe CKé6 CK16 CK19 PAN

1 (3/6)50% (U6 17%  (2/6)33%  (2/6) 33%
2 (12/23)52%  (15/23)65% (157231 65%  (10/23) 43%

3 {173y 33% {1/3}33% (143} 33% {1/3)33%

Unidade: Nimero de casos positives pars cada CX avaliada.

A intensidade da expressdo {quantidade de células
positivas por campo avaliado) das CKs foi malor no grupo 2 para CK6
{T1%;3}, CK16 (100%), CK19 (100%) ¢ PAN (100%) em todos 08 casos
de fumantes avaliados.

A média de anos de consumo de cigarros foi de 24,19
+13,15. A andlise dos dados mostrou gue oito pacientes fumam hd menos
de 12 anos, 24 pacientes fumam hd menos de 35 anos e 16 pacientes

fumam ha menos de 26,5 anos, conforme demonstrado na tabela 5.

TFabela 5: Distribuicio do tempo de consumo de cigarros.

Varidvel Q1 Mediana Q2

Anos de fumeo 12,0 26,5 35,0
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O estudo dos dados obtidos permitiu verificar que 75% dos
pacientes do grupo fumantes consomem 15 cigarros/dia ¢ fumam ha mais
de 26 anos.

Os pacientes fumantes foram divididos em duas categorias
segundo o tempo de consumo de cigarro:

Categoria |: fumam ha menos ou ha 26,5 anos (mediana)

Categoria 2: fumam hé mais de 26,5 anos

Os pacientes pertencentes a categoria 2, ou seja aqueles
que fumam a mais tempo, apresentaram maior expressao das CK6
(56,2 %), CK16 (56,2 %) e CK19 (62,5%), comparados aos pacientes
pertencentes a categoria |, exceto para a PAN onde 50% da categoria 1

foi que apresentou expressao da CK avaliada, conforme ilustra a figura 5.

FIGURA 5: Expressdo das CKs segundo o tempo de consumo de cigarros.
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A expressdo também foi maior na categoria 1 em relagao
a categoria 2 para estas CKs, novamente com exce¢do da PAN (ver

figura 6).

FIGURA 6: Expressao das CKs segundo o tempo de consumo de cigarros.

As figuras 7, 8, 9, ¢ 10 ilustram a expressdo das CKs
avaliadas nos esfregacos da mucosa bucal de pacientes fumantes. O
padrio de marcagdo foi citoplasmatico com aparéncia difusa de

intensidade variavel em todos os grupos.
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FIGURA 7: Apresentagdo das células na analise para CK6: a) Célula negativa do
grupo controle para CK6 citoplasma e nicleo azulado (aumento original
de 200x); b) Esfregago do grupo fumantes mostrando células positivas,
com citoplasma marrom e nicleo azulado (aumento original de 400x).
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FIGURA 8: Apresentagdo das células na andlise para CK16: a) Célula negativa do
grupo controle para CK16 (aumento original de 200x); b) Células do
grupo fumantes mostrando células positivas (aumento original de 200x).
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FIGURA 9: Marcagdo da célula para Pancitoqueratina: a) Célula negativa do grupo
controle (aumento original de 200x); b) Células marcadas positivamente
do grupo fumantes (aumento original de 200x).
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FIGURA 10: Marcagdo positiva e negativa das células para CK19: a) Grupo controle
exibindo célula negativa (aumento original de 200x); b) Grupo
fumantes mostrando células marcadas positiva e negativamente
(aumento original de 200x).



6 DISCUSSAO

O trabalho realizado evidenciou expressio superior das
CKs 6, 16, 19 e PAN epitelial em pacientes fumantes quando
comparada aos ndo fumantes. O epitélio dos pacientes fumantes
gvidenciou maior expressiio das CKs dcidas, como a CK1é6 ¢ CKI9
em relagfo 4 CK6, bagica.

O aumento da expressfio de algumas destas CKs for
observado por diversos aufores em lesGes consideradas com potencial
de transformacio maligna, como a gqueilite actinica estmdada por
Santos et al.*’ (2003) e leucoplasias por Fillies et al.'* (2006), bem
coma em carcinomas (FILLIES et al.'®, 2006),

As  pesguisas  mencionadas  anteriormente  foram
realizadas em material parafinado, o que demanda maior fempo e
custo. Em 1996, Ogden et al.”™ comparararn a expressio de CK em
esfregaco ¢ material parafinade de carcinomas ¢ cbservaram gue a
citologia esfoliativa apresentou boa sensitividade e especificidade
quando comparada ao material histopatoldgico dos mesmos pacientes,

Téenicas  como  # biologia  molecular, a
imuneistogquimica ¢ a histoquimica propiciaram revitalizagio do uso
da citologia esfoliativa como méiodo de exame complementar e

predictive,
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O citodiagndstico para avaliacio da mucosa bucal de
pacientes tem sido utilizado objetivando contribuir com a prevenglo,
principalmente em pacientes fumantes (LIMA®, 2007; PFONTES et
al.'*, 2008). O diagndstico de slioracies citologicas € um importante
recurso de acompanhamento em casos de neoplasias 34 instaladas ou ja
tratadas (ALMEIDA e CABRAL?, 1992; ALMEIDA et al.’, 1994).

A pesquisa realizada em pacientes fumantes utilizou a
andlise da expressio das citogueratinas CK6, CK16, CK19 ¢ PAN
epitelial através da i€cnica de imunoistoguimica. O uso de téenicas
modernas na analise de matertal citoldgico pode ser dificultado pelo
processanento laboratorial dos estregacos. Nesta pesquisa a amostra
inicial selecionada foi de 30 pacientes fumantes, ntmero semelhante a
outros trabalhos investigativos em material cilolégico de pacientes
fumantes (PAVANELLO et al.”', 2004; LIMA™, 2007, FONTES ot
al.™ 2008).

{3 ndmero ficou reduzide a 25, devido s perdas durante
o processamento do material. Durante a realizagfio da téenica de
munoeistogquimica ocorreram perdas de amostras dos pacientes do
grupe fumantes. Inicialmente seria realizada a citologia em base
liquida de acordo com Ramirez ¢ Saldanha® 2002, que possibilitaria
urn malor namero de células por campo, entretanto os resultados nfo
foram adequados. Assim, a coleta for realizada com cviobrush, e o
material estendido sobre a lAmina silanizada que possibilitou um
nimero adequado de eélulas para andlise.

Para a técnica de imunolstoguimica, em  algumas

amostras nfc houve marcacto, o foi wnterpretado como sendo
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decorrente da dificuldade de penetragfo do anticorpo nas células,
Ogden et al.”® {(1996) descreveram a dificuldade de penetracdo do
anticorpo por serem células isoladas do arcabougo dos tecidos. A
questlo foi solucionada com o uso do detergente Triton-X a 0,5% em
meio PBS, no intuito de permeabilizar as células. Foi utilizada
demarcaglo com a caneta Paf pen (Dako), na area desejada da Jamina
com a finalidade de garantir o contato do anticorpo com as oéhulas
facilitando a sua penetragio,

A expressdo do antigeno especifico tambem pode ser
influenciada pelo fixador tecidual utilizado. Upasani et al”' 2004
enfatizaram 2 importdncia da escolha do fixador de acorde com o
antigens a ser wdentificade. O formol ¢ o melhor ¢ mais utilizado
fixador em material histopatoldgice para estudo das CKs. Ogden et
al.** (1992) verificaram que o spray fixador preserva melhor a
expressio do epitopo para CKs e que a melhor temperatura para
armazenamento foi de 20°C. Em wm pais de clima tropical como o
Brasil, a temperatura € um pardmetro que apresenta diferencas em
relagdo aos trabalhos realizados anteriormente (LiMA%F 2007
FONTES et al."”, 2008).

Ainda com relacio § técnica de imunoistogquimica, para
que as células nfio se desprendessem com facilidade da lamina foi
necessdria muita cautela tentando nfio criar correntes que agitassem o
meio e provocassem © descolamento das células durante as vérias
lavagens em dgua corrente, destilada ¢ TRIS.

A andlise dos esfregacos mostrou que a expressio da

K6 foi trés vezes malor (p=0,002) no fumante guankdo comparada ao
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ndo fumante, engquanto que a CKI16 apresentou expressfo 2 vezes
mzior {p=0,003), resultado a partiv do gual podemos inferir que a
atividade proliferativa estd awmentada. A indicaclio de mator atividade
proliferativa guando hd aumento da expressdo da CK6 e 16 foi
verificada em egtudo histopatoldgice de paptloma escamoso {((liveira
et al™ 2005). A capacidade proliferativa aumentada ¢ uma das
principais caracteristicas das células neoplasicas (FONTES et al."®
2008). Muitos estudos tentam quantificar a taxa de crescimento
tecidual tentando obier estimativas de um possivel crescimento
neopldsico ¢ sfo objeto de estudos de outros autores como Fontes et
al.”” (2008), que constataram o aumento da atividade proliferativa
através da contagem das regides organizadoras nucleolares (AgNORs)
am esfregagos da mucosa bucal de pacientes fumantes,

Nogueira-Castation et al.”™® (2004) também observaram
que o epitéhio muda a conliguracio da intensidade de expressiio das
CKs, e gque o aumento da expresséo da CK16 ocorre em resposta a um
estimulo com padrio alternativo de diferenciagiio, demonstrado pela
interferéneia na expressio da CK10 (marcador de diferenciaco
terminal}.

A expressio da PAN epitelial (ABU/AEY), marcador de
componentes epitelials, também o1 maior no grupo de pacientes
fumantes; no entanto, foi menor guando comparada 2 expressio das
CKs 6, 16 e 19. Tal ocorréneia estd relacionada ao fato de ndo possuir
especificidade para apenas um epitopo, podendo indicar que outros
tipos de CKs de diferentes pesos moleculares também poderiam ser

expressas nos esfregacos avaliados. A expressiio da PAN epitelial



pode indicar que as células da mucosa de pacientes fumantes podem
expressar outros tipos de CKs, sugerindo investigagdo em novos
trabalhos.

A expressiio aumentada da CKI19 estd geralmente
associada a lesfes neoplasicas com mailor potencial de transformacio
maligna {que exibem maior grau de displasia epiielial) ¢ em lesdes de
carcinoma com pior progadstico (SANTOS et al.¥ 2003; FILLIES et
al." 2006). A expressiio, em epitélic de pacientes fumantes, foi muito
superior comparada ao epitélio ndeo exposto 4 acfo deste carcindgeno
{p=0,0001}, sendo tal fato sugestivo de gue alteracdes na maturagio
epitelial estio ocorrendo e poder vir a se manifestar clinicamente no
futuro. A manifesiacio de alteragbes depende da continuidade do uso
do tabaco, bem como a associagdo com agentes promofores como o
alcool. Ainda, ¢ importante considerar a heranga genética,

Os estudos em pacientes fumantes que nfio apresentam
gualguer alteracio tém sido realizados para estudar a influéneia do
tabaco que & um agente iniciador e promotor da carcinogénese
(FONTES et al.'"®, 2008; LIMA®, 2007; PAVANELLO et al.¥!, 2006;
FONTES", 2005). Este carcinégeno pode provocar alteracdes que
antecedem o aparecimento de lesbes clinicamente visivels. Assim, ©
estido das células de mucosa de pacientes fumanies, sem alteracSes
clinicas, possui cardier predictivo.

() cruzamento dos dados com a expressio das CKs 6 ¢
16 no grupo fumante revelou que a maior expresséo para a8 duas CKs

avaliadas ocorren no grupo gue consumma 11-20 cigarros/dia. A
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guantidade inferior ou igual a 10 cigarros/dia ndo deve, no entanto, ser
considerada segura.

O nlomero de cigarros consumidos por dia parece ndo
ser de grande influéncia para expressiic das Cks avaliadas, entretanto
o tempo gue o individuo tem o habito de fumar fo1r determinante no
aumento da expressiio das CKs estudadas, evidente nos pacientes que
fumavam em média ha 26,5 anos. A iensidade da expressio, ou seja,
mais de 1/3 de células positivamente marcadas nos esfregagos,
tantbém fol mator considerando o tempo em anos do habito de furmar.

A ingestiio de bebidas alcodlicas em maior quantidade
foi observada no grupe de famantes do sexo masculino guando
comparado ao sexo feminino. O &lecool € um  mmportante
potencializador do cigarro, pols atna aumentando a permeabilidade da
membrana celular (MCCANCE ¢ HUETHER®, 1998), principalmente
em Areas de represamento de saliva como soalho, bordos ¢ ventre de
lingua, e regifio de trigonoretromolar. A expressio das CKs analisadas
neste trabalho foi mator nos pacientes fumantes que ingeriam bebidas
alcodlicas do que para os niio etilistas, I importante enfatizar que o
consumo de bebidas alcodlicas deve ser tido como fator estimulante
a0 consuine de cigarros, O grupo estudado relatow consumir mais
cigarros do gue o habitual, quando da ingestiio de bebidas alcodlicas,
0 que j4 havia sido observado por Pavanello et al.*! (2006).

Considerando a expressdo das CKs avaliadas, os
resultados demonstraram ndo haver diferenca na maturacio epitelial, a
gual poderia ter sido verificada pela CK19, entre o sexo masculino e

feminino. Assim, a proteciio hormonal sugerida para o sexo feminino
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por Tavares® (2004) em estudo citologico da mucosa bucal de
mulheres durante o ciclo menstrual, ndo o1 observada neste trabatho.

A faixa etaria de maior expressfio das CKs foi de 35 a
50 anos, seguida pela faixa acima de 50. A menor faixa etdria era
constitufda de pacientes de 20-35 anos que apresentam malor turnover
epitelial, o que propicia a 'ei_imiﬁag;@io de células com quaisquer
alteragdes, por menores que sejam (MCCANCE ¢ HUETHERY,
1998}, Nas faizas etarias subseglientes, como o aumento da idade, hd
diminwicio do furnover.

A utihizacio de medicamentos ¢ a avaliacdo do uso de
drogas ilicitas ndo puderam ser avaliadas. (3 consumo de drogas
iticitas relatado foi de consumo ocasional, sem uso regular,

O aumente da expressio das CKs 6, 16, 19 ¢ AN
epitelial na andlise do material citoldgico da mucosa bucal de
pacientes fumantes comparado aos nfio fumantes evidencia alteracbes
relativas & proliferagiic ¢ maturacfo epitelial gue podem estar
relacionadas 4 fase inicial do processe de carcinogénese, nio

observavel clinicamenie,



7 CONCLUSAO

Com base nos resuliados obtidos pela andlise qualitativa
da expressio das citogueratinas CK6, CK16, CK19 E PAN epitelial ¢
anglise dos dados obtidos através das fichas de coleta ¢ do tratamento
estatistico, conclui-se que:

a- A expressdio das CK6 ¢ CK16, foi maior em

]

pacientes fumantes comparado aos ndo fumanies,
podendo  inferir  um  avmento  dz  atividade

projiferativa;

4

A expressio da CK 19 fol maior em pacientes
fumantes comparado aos nfio fumantes, podendo ser
indicativa de inicio da desregulagio do processo de
maturagio epitelisl;

¢~ A expressdo da Pancitoquerating  epitelial pode
indicar que as células da muecoga de pacientes
fumantes podem expressar outros tipos de CKs,
sugerindo investigaciio em novos trabalhos;

d- O maior tempo de consumo de cigarro apresentou
maior influéneia para expressfio das CKs estudadas
do que o nimere de cigarres consumnidos por dia;

e- A ingestio de bebidas alcodhcas influenciou no

aumento da expressiio das CKs estudadas.
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Apéndice: Ficha de avaliagho ufilizada na pesquisa Avaliagio da
expressio de citoqueratinas na citologia esfoliativa da mucosa bucal de
pacientes fumantes.

D I L i et ettt rea e e vt e e s se s e e e e a e b sassnate s sennnsnn e nannasn s nannnnernee
SEXO e, LS ST Idade:...........Data nasc....../ ... foinninns

. Wocod ftuma?  Clsim {Indo
Z, Se fuma, gual o tipo?

(1 cigarro de papel  Ulcigarre de papel sem filiro O cachimbo

[T charuto
3. Ha quanto tempo?
4. Qual a freqiiéneia do seu consumo de cigarros? .o

11 a 3 wveres por més. Quantos cigarros no total  do
EST e o
11 & 3 wezes por semana. Quantos cigarros no fotal da
SEIATIAT v o irns
[J4 a 6 wvezes por semana. Quantos cigarros neo total da
SEMANAT .. oevcnrionannaerns
Htodos  os  dias, Quanfos cigarros  no  total  de  cada
Ala? e

5. Vooé faz uso de bebidas alcodlicas mesmo gue seja com pouca
fregiiéncia?

7 sumn ™ nio
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é. Qual a fregiiéneia do seu consumo de bebidas alcodlicas?
] 1 ou menos de uma vez por més 112 a3 vezes por més
(31 a3 vezes por semana [14 ou mais vezes por semana

7. Que tipo de bebida vocé consome quando bebe?

[ cerveja [0 batide [0 caipinnha Duisque [ vinho
[d DMUILEAR . vovvvscranrvaerecnsessnsasasnnrnensesesounnaunnsas s saseenneennnasarassceansanransenanses

& CQuantas doses voc? consome num dia tipico em que estd bebendo?
(J1a2 [l3ad4 C15a6 0729 [110ouwmais

9.Qual 1 freglifncia que vood consome 6 ou mais doses de bebidas
alecodlicas em uma 80 ocasifio?

1 nunea ] menos que mensalmente L] semanalmente
] mensahments [ diariaments

10. Vock faz uso de cigarro e dleool simultaneamente?
Misim O nfo

1. Quando vocé bebe, consome mais cigarro?
1 sim [ ndo

Quanto a mais vocé
COMBOITIET et aee et tcneritaes e ea s e ees o ssabe s ssaassanasa e s b eacennbnesntsassssassnaesransoeas

12. Vocé faz, ou ja fez, uso de outros substincias guimicas 7Quais?
] sim Cindo

................................................................................................................
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14, Com que freqiiéncia voed congome, ou consumia, esias
substancias ?

L1 ou menos de uma vez por més  [luma vez ao dia

[11 a 3 vezes por semana ((mats de uma vez ao dia

14, Faz uso de algum medicamento? 7] sim ] ndo
Qual(is)?. ..o e cerrrnnreneennns cerervevnnees rrereavesnenneernyaannes

Intra-bucal........... sernenenvasarnanis U,

Aernadtprhirananan vesaatrevraavon Fearkravavataacans I R T ] FaqccarpwnavNnADE dassspatiRiRiarAnnE racana

I6. Procedimentos Realizados:

HmILdbARawINEALE WEAGLawATATIERR LY dsmmpmTRATEALENEE AR AT H AR R T R A AN NI U O AR AR P U T ¥ OE Y AN LA AP EFAA AN E R aa g
MM A ANy E R R R AP AEn oA R AU AR PN AT IR AN B AR R AT WoddstsriRTHR O LR Y RErAN A A AR TR AT U NN AR R I I AR An
FUAMYEEGEAREI R U Y FhaveairimoaaaanEs paMtRbunEazaas LR R e ] R AR AN B U MR R T RN U NN N AT R I AR R P E I A AN EaE

HRMFA AAEETANNASEANI oKLk RARRARaS rag¥AGFERAATITHURLADEE ERGE R A G AMT AR N AT HAR UK A4S E ARG A RO OI AN EAA RN P
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Almeida JD. Evaluation of the expression of cytokerating in exfoliative cvtology
of oral mucosa from smoking patients, [thesis]. S8o José dos Campos: 5o José
dos Campos Dental School, S50 Paulo State University; 2008,

ABSTRACT

The present study compaved the expression of cytokerating CKG, CKI16 and CKIY
and pan-cyiokeratin (PAN} in oval mucosa cells berween smokers and non-
smokers in ovder fo deteyming the stoge of cell differentiation and to consequently
infer profiferative activity and expressions indicative of a potential for malignant
differentiotion. Thirty smokers and 30 non-smokers seen at the ciinicy of FOSIC-
UNESP were screened, Smears were obtained from the left lateral border of the
tongue with o cviobrush and slides were processed for immunohistochemisiry
using the awibodies veported. Convensional mivroscopy was used for qualitative
analysis. The results were analyzed statistically by the 7 test, Fisher’s gxact test
and comparizon of two proportions (plus-4 confidence interval wethod). The

expression of CK6 (p=0.002} CKIG fp=0.003), CKI? (p=(.0001}) and PAN

smokers. In comclusion, increased epithelial profiferation is observed In the oval
mucosa of smokers o demonstrated by the increased expression of CK6 and

CR 16, and these cells present alterations in epithelial maturation.

Key-words: Chodiagnowis, oral mucosa, kerating,  fmmunohistochemistry,

smioking, squamous cell carcinoma,





