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RESUMO 

O presente trabalho avaliou a expressão das citoquerat.inas CK6, CK16, CK19 c 

pan-c.itoqueratina cm células da mucosa buca! de pacientes tümantes, comparando 

com células de pacientes não - fumantes, para verificação do estágio de 

diferenciação celular e inferir conseqüentemente a atividade proliferativa e 

expressões indicativas de potencial de diferenciação maligna. Foram triados trinta 

e dois pacientes fumantes e vinte não fumantes, que freqUenta as clínicas da 

FOSJC-UNESP. Esfrcgaços da borda lateral esquerda da língua dos pacientes 

foram realizados utilizando-se o cytobrush e as lâminas obtidas foram processadas 

pela tCcnica de imunoistoquímica para os reíCridos anticorpos. llma análise 

qualitativa e quantitativa foi realizada através da microscopia comum e a análise 

estatística utilizou o Teste Z, teste Exato de Fisher e método de comparação de 

duas proporções "intervalo mais quatro", Foi verificada superimidade de 

expressão da CK6 (p~0,002), CKI6 (fF0,003), CKI9 (pco(),OOOJ) e PAN 

(p""'0,008), nos esfregaços avaliados da mucosa bucal de paclentes fumantes 

comparado aos não fumantes. Conclui-se guc existe um aumento da proliferação 

epitelial na mucosa bucal de pacientes fUmantes indicada pelo aumento da 

expressão das CK6 e 16, e que estas cClulas estão sofrendo alterações na 

maturação epiteliaL 

Palavras-,chave: Citodiagnóstico; mucosa bucal; queratinas; imunoistoquimica; 

tabagismo; carcinoma de células escamosas. 



l INTRODUÇÃO 

As ncoplasias são a segunda causa de morte no Brasil, 

entre elas a de maior ínteressc na área estornatológica é representada pelo 

carcmoma epidmmóide (Brasil', 2005). As alterações epitelias 

encontradas são derivadas de um processo de earcinogênese envolvendo 

iniciação c promoção. Entre os agentes iniciadores mais comuns estão 

substâncias aromáticas con1o o tabaco, o qual também atua como agente 

promotor. i\!fuitos têm sido os esforços para prevenção do câncer bucal 

através de tentativas de sua detecção precoce e campanhas de 

conscientizaç.ão quanto ao tabagismo (Fontes et al. 11 ~ 2004). 

A citologia esfoliativa é muito difundida como método de 

detecção precoce de câncer de colo uterino e tbi introduzida para 

diagnóstico do câncer bucal em l95l por Montgomery e Von Haan26
, 

representando uma altemativa prática, de baixo custo e de grande 

interesse para a saúde pública. 

A pesquisa acerca do uso da citologja esfüliativa em 

pacientes fumantes que não apresentam alteração clínica tem sido 

realizada (Ogden et aL"", I 990; Pavanello et al 41
• 2006). Além de 

contribuir para alertar pacientes que se encontram em estágio de 

iniciação c promoção do câncer bucal, diagnosticando as alterações 

citológicas que podem estar presentes, é um importante recurso de 
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acompanhamento em casos de neoplasias já instaladas ou já tratadas 

(Almeida; Cabral, !9921
; Almeida et aL 3

, !994). 

Apesar das vantagens~ a técnlca para a detecção do câncer 

bucal esteve em declínio por ser considerada de baixa sensibilidade e 

com interpretação de caráter subjet.ivo, o que levaria a um elevado 

número de resultados falso-negativos (Freitas et aL", 2004). Atualmcnte, 

é sabido que a baixa sensibilidade é resultante de erro de técnica que 

confere coleta inadequada dos raspados, além de falta de experiência do 

patologista. 

A utilização de novos instrumentos de coleta como o 

cytobrush, em substituição a tradicional espátula de madeira ou metálica, 

tem possibilitado melhores resultados quando da avaliação dos 

esfregaços. O cytobrush petmite a eoleta de um maior número de células 

c melhor distribuição, e não apenas células superficiais como tambéln 

intermediárias, o que permite melhor visualização das alterações 

ocorridas nos tecidos avaliados (Ogdcn et a L"', 1992; Queiroz et at'0 

2006). 

A sensibilídade da técnica tem sido melltorada pela 

aplicação de metodologias diferentes, como a citologia em base líquida 

(Alves et at', 2004; Utgawa et aL52
, 2004), que possibilita a obtenção de 

um maior nluncro de células de uma amostra, melhor distribuição, 

conferindo melhor qualidade final das lâminas, 

O emprego de novas técnicas de avaliação dos ra-;pados 

como; análise quantitativa, citomorfometria, análise de DNA, detecção 
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de m.arcadores tumorais c- análise molecular foi urna importante 

contdbuição< 

A análise de diversos biomarc.adores tem sido realizada 

através da imunoistoquimica, possibilitando avaliar desde alterações 

citoplasmáticas a nucleares. Entre as avaliações citoplasmáticas 

eneontran1-se os estudos que avaliam a expressão de citoqueratinas 

(Ogden et aL", 1992; Ogdcn et aL 34
, 1993), sendo verificada em culturas 

celulares, imprints~ citologia csfoliativa, entre outras técnicas. 

As citoqueratinas (CKs) representam filamentos 

int.errnediários do citoesqueleto das células epitcliais cuja expressão 

original é conservada mesmo diante de alterações neoplásicas das células 

(Ogden et aL 35
, 1996), Existem duas categorias de CKs classificadas de 

acordo com seu peso molecular, entre 40 c 68 kd, e pH entre 5 e 8, CKs 

ácidas e básicas. Uma CK ácida junttunente com uma básica formam um 

par de CKs~ mínimo necessário para se constituir urn filamento 

intermediário. 

A expressão do tipo de CK é variável, mas fornece 

infOnnações de grande importância a respeito da cé1u1a (Iv1organ et al.27
, 

1987) como a que tipo de epitélio pertence (simples ou estratificado), o 

estágio de diferenciação celular} bem como a atividade prolifbrativa 

(normal ou hiperproliferativo ), informações importantes para auxiliar na 

determinação do potencial maligno de uma lesão ou alteração epiteliaL 

Diante do exposto, é oportuno avaliar a expressão das 

CKs, através da citologia est(Jliativa da mucosa de pacientes fhmantes. 



2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Citologia esfo!iativa como método diagnóstico complementar 

A citologia csfoliativa fOi utilizada no princípio por 

Papanicolaou c Traut'to (1941) para detectar precocemente alterações 

celulares c contribuir para prevenção do câncer de colo uterino c, até os 

dias de hoje, é utílizada corno método diagnósticoj contribuindo para 

redução da mortalidade feminina. Os primeiros relatos surgiram no 

século XIX. quando Beale6 (1860) descreveu os achados citológicos cm 

cscano de uma paciente com carcinoma de orofaringe. 

A utHizaç.fio da citologia esfoliativa na área odontológica 

foi realizada inicialmente por Montgomery c Von Haan26 (1951). com a 

detecção das alterações precoces de carcinomas bucais em estudo de dez 

casos de leucoplasias de diferentes regiões. Os autores encontraram 

aumento da queratinização das áreas lcucoplásicas, mas sem alterações 

sugestivas de malignidade. 

Em Estomatologia, a citologia esfoliativa pode ser 

amplamente empregada~ não só em processos ncopláslcos, mas também 

ern infcções viraís 1 fúngicas e doenças auto-imunes como o pênfigo 

vulgar (Almeida; Cabral', 1997; Tommasi 50
, 2002). 
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Folsom et aL 15 (1972) avaliaram 148 casos de lesões com 

suspeita cHnica de maHgnidade e encontraram 31 ~:;, de resultados falso­

negativos de malignidade. No entanto, detectararn 03 casos onde não 

havia suspeita clínica de malignidade. Sandler et al4
" (1958) também 

verHícaram bons resultados comparando a acuidade da citologia em 

relação à biópsia (92%). King et aL" (1963) em estudo de diversas 

lesões bucais utiHzando espátulas de madeira, metal e cotonete jã 

pre-conizavam a citologia esfoliativa como método rápido e indolor que 

permite melhor seleção dos casos a serem biopsiados. 

O aprimoramento da técnica, bem como novos métodos de 

análise dos raspados, vêm sendo desenvolvidos (Feleflí; Flaitz 13
, 2000; 

Ogden et aL36
, 1997). 

'ravares49 (2001) utilizou o estudo citológico para análise 

comparativa dos aspectos celulares da mucosa bucal de mulheres com o 

ciclo menstrua] regular, homens adultos, meninas antes da menarca e 

mulheres com pelo menos dois anos de menopausa. Concluiu que 

existem diferenças entre o início c meio do ciclo menstrual quanto à 

maturação celular c picnosc nuc1ear. 

Trabalhos evidenciam eficácia, conveniência para prática 

clínica, qualidade e distribuição das células epiteliais, celularidade e 

homogeneidade da citologia esfOiiativa realizada com cytobrush quando 

comparada à citologia realizada com espátula de rnadeira (Ogden et aL:.u, 

1992) e espátula metálica (Queiroz et aL 43
, 2006). 
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Acha et al. 1 (2005) discutem os aspectos da aplicação da 

biologia molecular na citologia estbliativa da mucosa bucal como método 

diagnóstico predictivo e de monitoramento de lesões malignas e lesões 

cancerizáveis. O estudo genético permíte detectar as alterações antes que 

se produzam mudanças na morfo]ogia celular e que estas se tomern 

visíveis clinicamente. A análise molecular pennite identificar entre as 

células normais uma população de clones de eéJuJas neoplásicas. 

A citologia estOliativa é um importante recurso para alertar 

pacientes que fazem uso de substüncias que atuam como iniciadores e/ou 

promotores na carcinogênese bucal, como é o caso do tabaco, através do 

diagnóstico de alterações citológicas, além de ser útil para o diagnóstico 

de neoplasias malignas e para o acompanhamento de pacientes que 

tenham sido submetidos a tratamento de neoplasias malígnas (Almeida; 

Cabral', 1992; Almeida et ai.\ \994; Fontes et ai. 17
, 2004; Freitas et al. 19

, 

2004), 

Ogden et al31 (1990) avaliaram o efeito do tabaco na 

mucosa de revestimento bucal através da citomorfometria de raspados 

citológicos constatando um aumento da área nuclear e citoplasmática das 

células do grupo de pacientes filmantcs. 

Pesquisas que estudaram a citologia esfoliativa da mucosa 

bucal de pacientes fumantes demonstraram menor maturação celular, 

mamr presença de alterações inflamatórias e qucratinização 

(Zimmermann et al. 57
, 1965; Pavanello et aL 41

, 2005; Oliveira et aL 38
, 

2007). Ainda, Fontes et aL 18 (2008) verificaram maior atividade 
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proliferativa das células do bordo lateral da língua e soalho bucal, 

quantificada pela técnica histoquímíca das AgNORs, na citologia 

esfOliativa de pacientes fumantes sem qualquer alteração clínica da 

mucosa. 

2.2 Perfil e Aplicações das CitorJueratinas 

As citoqueratinas (CKs) são proteínas que formam um 

arcabouço de filanHmtos intcrmediàrios que constituem o principal 

componente do citoesqueleto epitelial. As CKs são classificadas como 

tipos I (ácidas) ou tipo H (neutro-básicas) c geralmente são expressas em 

pares em que os tilamcntos de queratina são heteropolímeros de 

quantidades equimolares de uma proteína ácida (tipo I) e uma básica 

(tipo H) (Nogueim-Castaiíon et al., 2004). A distribuição das CKs 6 

específica para cada subtipo de epitélio, permitindo que sejam utilizadas 

como importantes marcadores de sua diferenciação. As CKs podem 

apresentar expressão em c-pitéiios normais e patológicos de maneiras 

diferentes. As CKs tipo I têm tamanho molecular menor c as tipo li são 

moléculas maiores. Ambos os tipos estão associados às células que 

compõem o epitélio simples e estratificado (Morgan ct aL 27
, 1987). 

A marcação para CKs em tecidos considerados cmn 

grande potencial de transfomtação maligna despertou o interesse de 
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diversos pesquisadores" Upasani et aL" (2004) e Chu et aL 11 (2002) 

enfatizam a hnportância, com vistas ao diagnóstico precoce, das Cks e do 

estudo de suas expressões cm lesôes cancerizáveis e em câncer bucal 

fàvoreccndo o prognóstico para os pacientes. 

Para avaliar a expressão das CKs, Vaidya et a L 53 (! 999) 

selecionaram 23 casos de carcínoma de língua e 1 l de mucosa alveolar. 

A análise desses casos demonstrou que a não expressão da citoqueratina 

básica CK 5 do epitélío de revestimento bucal e a elevada expressão de 

CK 18. dtoqueratina de epitélio simples) parecem ser os prindpajs 

eventos na transfonnação maligna no epitélio bucal. 

Morgan ct aL 27 (1987) estudaram o potencial de aplicação 

dos anticorpos para CK no diagnóstico bucaL Os autores fizeram uma 

revisão do perfll das queratinas e identificaram que a CK 19 tem 

importante expressão em um processo de evolução de um carcinoma. 

Embora exista uma constância no perfil das CKs, existem algumas 

alterações de expressão em carcinomas epiteliais. Os carcinomas bem 

diferenciados podem ter uma expressão de CKl + CKlO e CK4 + CK13, 

enquanto que em lesões moderadas ou pouco diferenciadas~ há maior 

expressão para CK de epitélio simples, como CK 8 e CK 18, por 

exemplo" 

Para investigar se rLs C:Ks 18 e 19 poderiam ser usadas 

como marcadores de lesões bucais c.anccrizávcis, Nie ct a(:fi (1999) 

compararam, através da imunoistoquímica, cortes histológicos de mucosa 

bncal nonnal, hipcrplasia epitelial, displasia epitelial leve, moderada e 
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severa e carcinoma. Os resultados demonstraram que a CK 18 não foi 

expressa na mucosa bucal uonnal, mas a CK 19 toí detectada 

dispersamente nas células da camada basal em contraste com o epitélio 

displásico, onde a CK 19 foi expressa nas camadas suprabasais. O grau 

de expressão da CK 19 foi correlacionado com o grau de displasia 

epitelial. Nos casos de carcinoma, a CK 19 apresentou maior expressão 

nos casos de menor diferenciação celular. O mesmo foi observado nos 

trabalhos realizados por Nic ct aL29 (2002) onde os autores avaliaram as 

mudanças de expressão da CK 19 durante a cardnogênese bucal. As CKs 

também são importantes no estudo de carcinomas já instalados, Ram ct 

al. (2005) avaliaram, imunoistoquirnicamente, a expressão da CK 19 em 

diferentes graus histológicos de leucoplasia c carcinoma e os resultados 

obtidos indicaram alteraçtlo na síntese de queratina quando exposta a 

carcinógenos. 

Ogden et al. 34 (I 993) avaliaram os perfis de expressão das 

CKs 8, 18, 19, lO e 13, através da citologia esfoliativa confirmada com 

biópsia, encontradas na mucosa bucal normal e na mucosa com neoplasia 

maligna em região contra lateral da língua de 20 pacientes. As CKs 8. l 8 

e 19 mostraram urna diferença significante de expressão quando se 

comparou a mucosa normal e a ncoplásica, enquanto as CKs 1 O e 13 

foram encontradas na região suprabasal em áreas queratinizadas c não 

queratinizadas respectivamente. Os autores observaram que CKs 

individuais podem ser identificadas nos raspados de câncer bucal e sua 

detecção parece ser um dos melhores marcadores associados à 
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maHgnidade. Ainda, podem ser valiosos no diagnóstico precoce do 

câncer bucaL 

Continuando os estudos sobre a expressão das CKs, Ogden 

et al. 35 
( 1996) estudaram trinta c quatro raspados eoletados de pacientes 

com carcinoma. Os autores compararam os resultados da citologia 

est()Jiativa com os obtidos de material histopatológico das biópsias das 

lesões. Os anticorpos utilizados eram reativos para as CKs 5~ 6, 7, 8~ 10, 

13, 18 e 19, A expressão, nos dois métodos de análise, foi equivalente. 

Os autores conclLtfram que é necessário utilizar mais de um anticorpo 

para o estudo das CKs para avaJjação em painel. 

Fillies ct a L" (2006) correlacionaram os aspectos clínicos 

com a expressão imunoistoquímiea das CK 5/6, CK 8118, CK 1, CK 10, 

CK 14, CK 19 e vimentina, de 308 espécimes de pacientes que 

apresentavam carcinoma c já tinham sido tratados cirurgicamente. A 

expressão das CKs 8/ l8 c 19 cm todos os casos avaliados esteve 

diretamente relacionada a um prognóstico pobre. 

Van der V clden ct ai. 54 (I 999), estudando a expressão em 

tecido das citoqueratinas CKs lO, 14, 16 e vimentina, observaram que 

lesões hiperqueratóticas displásicas apresentavam forte expressão para 

CKs lO c 14 nas células basais e CK 16 na supra-basais~ associadas a 

hiperprolifcraçào quando comparadas com mucosa normal, lesões não~ 

displásicas. fibromas e hipeq.Jlasias. 

Woodcock-Mitchell et aL56 (1982) utilizaram os anticorpos 

monoclonais AEJ ~ AE2 e AE3 para estudar a expressão de queratinas 
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durante a diferenciação normal da epídenne, O anticorpo AE l rcagm 

com as CKs 56 e 50 kd, AE2 corou CKs 65-67 e 56 kd e AE3 reagiu com 

as CKs 65-67 e 58 kd. A maioria das CKs da epiderme foi reconhecida 

por~ pelo menos. um anticorpo monoclonal. AE 1 reagiu com as células 

basais, AE2 com as célu1as acima da camada basal e AE3 com as células 

em toda a extensão da epiderme. 

Em estudo de Jesões cancerizáveis~ Santos et al.47 2003 

realizaram um estudo imunoistoquimico de 34 casos de queilíte actínica 

com graus variados de displasia epitelial e de seus tecidos adjacentes~ 

para as CKs 7, 8, !3, 14, 16 e 19, Oito casos expressaram CK 16 em 

conjunto com CK 13 no estrato intermediário do epitélio, A CK I O foi 

expressa nas camadas epiteliais superficiais qucratinizadas c nas camadas 

intermediárias, A expressão em toda extensão epitelíal oconeu somente 

para a CK 14. Para outras Cks avaliadas a expressão foi nula. Os autores 

não observararn correlação com o grau de displasia. 

Sesterhenn ct aL48 (2005) estudaram a expressão das CKs 

6, [ 4, 16, 17 e também CKs l, I O c 11 em células de carcinoma de 

cabeça e pescoço pelo método do RT-PCR, Westcm Blot Os autores 

isolaram o RNA de 15 espécimes de amostras de 15 peças cirúrgicas 

obtidas de carcinomas de orofaringe para verificar a codificação da 

proteína para cada uma destas CKs. Os resultados mostraram 100% de 

expressão para CKs 6 e 1 6 para os espécimes do controle e estudo, assim 

como 73% demonstraram expressão nos doís grupos de CK 14. Para a 
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CK 17, a expressão esteve fortemente aumentada nos casos: de carcinoma 

avaliados. 

Para identificar genes expresso diferentemente durante o 

desenvolvimento de uma ncoplasia bucal, Ohkura ct aL39 (2005) 

analisaram células do carcinoma e tecidos displásicos através da 

imunoistoquímica. Encontraram significante expressão das CKs ] 4 e 17~ 

combinadas com baixa expressão das CKs 4 e 13 no carcinoma e em 

tecidos severamente displásicos. Esse padrão de expressão fol inverso na 

hiperplasia e na displasia de leve a moderada. Concluíram que esses 

padrões de expressão das CKs poderiam conseqüentemente ser uma 

importante dctermínante da manifestação de neopJasias bucais. 

Vm1 Dorst et aL 55 (1998) realizaram estudo sitemático 

detalhado para de!1nir o padrão de expressão de CKs em neoplasias 

cpitcliais, Especial atenção foi dada ao valor diagnóstico dos padrões de 

CK em defluir carcinoma de célu1as escamosas e adenocarcinoma. 

Utilizando anticorpos monoclonais para as CKs 7, 8, 18 e 19, que são 

encontradas predominantemente no epitélio colunar, e as CKs 4, 1 O, 13 e 

14~ predominantes em epitélio escatnoso não queratinizado) os autores 

analisaram os padrões de expressão das CKs para uma série de 45 

carcinomas e 44 adenocarcinomas originários de vários tecjdos epitcliais. 

As CKs predominantes em todos os adenocarcinomas foram as CKs 8, 18 

e 19. As CKs 4~ 1 O, 13 e 14 estiveram presentes em quase todos os 

carcinomas e também em algw1s casos de adenocardnoma estudados. 

Sendo assím~ os autores demonstraram que existe uma expressão 
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diferenciada limitada dos distintos filamentos de CKs entre carcinoma de 

células escamosas e adenoc.arcinomas .. A expressão simultânea de 2 das 3 

CKs escamosas (CKs 4, !O e 13) continua o diagnóstico de carcinoma 

colunar e podem ser utilizados para a resolução de problemas de 

ditercntes diagnósticos. Os resultados mostraram que os padrões de 

expressão de CK cm adenocarcinomas e carcinomas de células 

escamosas são dependentes da linhagem celular e da diferenciação da 

neoplasia, 
'2 Debus ct at' (1984) analisaram carcmomas de diferentes 

ongens usando anticorpos monoclonais para CK e documentaram a 

utilidade em distinguir ncoplasias derivadas de epitélio simples das que 

são derivadas de epitélio escamoso estratificado. Observaram que as 

neoplasías derivadas de epitélio simples, incluindo adenocarcinoma, 

foram fortemente marcadas pelos anticoqJos usados. Em contraste, 

obtiveram resultado negativo com CK l-CK4 para câncer de pele, língua 

e esôtàgo, com resultados positivos para os outros dois tipos de 

anticorpos. Casos de câncer de epiglote e cérvix uterino mostraram uma 

mistura de células positivas e negativas para o CK1-CK4. Assim. o uso 

apropriado de aiJticorpos para CKs com especificidades diferentes 

permite, não somente que as ncoplasias de origem epitelial sejam 

distinguidas de outros tipos de neoplasias, como também permite uma 

subdivisão adicional dos carcinomas com relação a sua ongcm 

histológica, 
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O estudo das CKs tem sido aplicado a outras lesões, além do 

carcmoma, outros tipos de neoplasias malignas ou não e neoplasias 

glandulares~ indicando sua histogênese até em Jesões infecciosas, 

Nogueira-Castafion et 1 30 a. (2004) verificaram o padrão 

imunoistoqnímic.o da expressão das CKs na epiderme de doenças 

infectoparasitárias associadas à hiperplasja escamosa, Através da técnica 

da imuno-peroxidase marcaram, com quatro anticorpos monoclonais para 

CK 10, CK 16, CK 14 e para AEJ (CK 10, 14, 16 e 19), cortes 

histológicos obiidos de tecidos pré-fixados c incluídos em paraiina das 

lesões: cromomicost.', paracoccidioidomicose, leishmanjose e condiloma 

acuminado. Foram encontrados na análise dos fragmentos das quatro 

doenças: ausencia de expressão da CK 10 em áreas de hiperplasia 

intensa} pouca expressão nas áreas de hipcrplasia moderada e/ou ausente, 

padrão suprabasal de marcação para CK 16 independente do grau de 

hiperplasia e também liberação de epítopos suprabasais para os 

marcadores de CK 14 e AEL Portanto, independente do grau de 

hiperplasia presente e da natureza do agente etiológJco~ as modificações 

indicam que ocon·em alterações na diferenciação e proliferação dos 

queratinócitos. 

Oliveira et aL37 (2005) selecionaram 8 casos de carcinoma 

vernrcoso bucal (CVB) e 8 de papiloma escamoso bucal (PEB) com o 

objctivo de investigar a expressão padrão das CKs 10, 13, 14 c 16 em 

cada lesão. A CK 16 foi observada nas camadas suprabasal e superficial 

no CVB c na maioria dos casos de PEB mostrou apenas células 
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superficiais reativas. A expressão da CK 1 O foi maior no PEB quando 

comparada com o epltéJio nonnal. Além disso, a expressão foi maís 

imensa no CVB em relação ao PER A maioria dos casos de CVB 

mostrou expressão de CK 13 nas camadas superficiais bem como se 

mostrou expressiva no PER Todas as camadas epíteliais no CVB 

mostraram fOrte expressão da CK 14 e no PEB revelou similaridade com 

o padrão observado no epitélio normal. Assim os padrões de expressão 

das CKs 1 O, 13. 14 e 16 enfatizam o comportamento biológico das lesões 

estudadas. 

Bonan et a L 7 (2006) selecionaram onze casos de mucosite 

buca] induzida por radiação e de nove áreas não expostas com intuito de 

estudar a expressão das CKs na mucosite bucal inicial induzida por 

radiação. Foram utílizadas CKs l, 5, 6, 7, 8, 10, 14, 16, 18, e 19 pelo 

método da immwperoxidase. Como resultado, os autores obtiveram 

expressão de CKs 6 e l6 mais evidente na mucosite do que na mucosa 

nonnal. Concluíram também que a expressão aumentada de CK pode ser 

associada a uma proliferação reativa do epitélio e da resistênc.ia crescente 

da mucosa bucal durante as fases iniciais da radioterapia. 

No trabalho realizado por Al-Abbadí et aL' (2007), os 

autores avaliaram a expressão de CK e do antígcno de membrana epitelial 

(EMA) em angiossarcomas. Foram selecionados 33 casos benl 

documentados dos arquivos patologia da Universidade da Flórida e da 

Universidade de Miami. Os casos foram todos revisados e estudados 

usando um painel para CKs e EMA pelo uso da tócnica padrão de 
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imunoistoquímica. Entretanto apenas 20 casos tiveram material suficiente 

para a marcação do EMA. Como resultado) dos 33 casos, um foi imuno­

reativo às CKs e dois dos 20 casos para EMA. Foi notada imlmo­

rcatividadc para ambos em células neoplásicas com morfOlogia 

epitelióide e alongada. Os autores concluíram que a interpretação da 

expressão de CK e EMA em angiossarcomas deve ser feita com cautela e 

cm conjunto com as característicHs clínicas e morfológicas das 

neoplasias, assim como a expressão de antígenos de células endoteliais. 

Castclijns et al.10 (1999) investigaram a relação entre as 

células de renovação da epidenne e a CK 16 em pele nonnal de 

voluntários saudáveis e cm pele com psoríase. O estudo confirmou a 

expressão suprabasal da CK 16 como característica consistente em pele 

que apresente atividade hiperproliferativa. 

Utilizando os anticorpos monodonaís para CKs 5, 6, 8 e 14 

e marcadores de conformação específica das eélulas basais, Purkis et al.:n 

(1990) monitoramm a distribuição do fenótipo das células basais e 

demonstraram a presença das CKs 5 c 14 no epitélio estratificado da 

mucosa bucal, pele do tórax em adultos c pele da testa em crianças. 

Concluíram que a expressão dessas duas CKs nas células basais sugere 

uma possível função específical embora possa conflitar com as 

difi~renciadas funções das mais simples células cpHeliais. 



3 PROPOSIÇÃO 

Este trabalho tem como proposição avaliar a expressão das 

citoqueratinas em citologia esfoliativa da mucosa de revestimento bucal 

de pacientes fumantes c não fumantes) utilizando diferentes anticorpos 

monoclonais específicos para os diferentes polipeptídeos, com intuito de 

verificar os indicies de passiveis alterações decorrentes do tabagismo. 



4 MATERIAL E MÉTODO 

4.1 Triagem dos pacientes 

Para este trabalho foram selecionados cingücnta e dois 

pacientes obedecendo os seguintes critérios: 

a) Grupo controle: seleção de vinte pacientes que não possuem o 

hábito de fumar que lreqücntam as clínicas da Faculdade de 

Odontologia de Silo José dos Campos~· UNESP. 

b) Grupo tu mames: scleção de trinta e dois pacientes fumantes, 

cigarros de filtro~ há mais de dez anos que freqüentam as clínicas 

da Faculdade de Odontologia de São José dos Campos- UNESP. 

Os pacientes foram submetidos a exames clínicos extra­

bucal e intra-bucaL Os critérios de inclusão tOram: não apresentar 

histórico de neoplasia maligna bucal nem sinais clínicos visíveis de 

alteração cm mucosa de revestimento bucal no local de coleta das 

amostras. 

Os dados pessoms e relacionados à anamnese tbram 

anotados cm uma ficha de avaliação (Apêndice), onde os pacientes 

foram indagados a respeito dos seguintes hábitos: 

-Hábito de liml>rr: tipo de lim1o, tempo e !reqüência de consumo; 
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- Ingestão de bebidas alcoólicas: tipo e freqüência de consumo, 

aumento da vontade de fumar pela ingestão de bebidas com álcool; 

- Utilização de drogas ilícitas: tipo c freqüência de consumo; 

- Utilização de mcdicamemos. 

4.2 Considerações Éticas 

Este trabalho foi realizado de acordo com a Resolução 

do Conselho Nacíonal de Saúde 196/1996 para Ética em Pesquisa, e 

fbi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de São José dos Campos - UNESP, sob o protocolo 

080/2005-PHICEP. Foram obtidos os tem10s de consentimento livre e 

esclarecido baseados na explicação e compreensão dos participantes a 

respeito desta pesquisa e da confidencialidade de suas identidades e 

infonnaçõcs fornecídas. O aconselhamento e orientação quauto 

higienízação, bem como a avaliação da condição de saúde bucal e 

encaminhamento para tratamemo contemplaram a beneficência. 

4.3 Coleta e fixação das amostras 

A citologia esfoliativa lài realizada utilizando-se o 

cytobrush na coleta de material da borda lateral esquerda da língua 

dos pacientes selecionados (Fig.l ). Inicialmente seria realizada 
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citologia em base líquida, entretanto a citologia em base líquida não 

apresentou resultados satisfatórios pela presença de poucas células. 

Ainda~ a realização da citologla em base líquida associada à técnica de 

imunoistoquímica não apresentou o sucesso esperado e os esfregaços 

apresentaram baixísslma celularidade, sendo então feita a opção pela 

realização da citologia esfoliativa convencional. 

Foram obtidos dois esfregaços para cada CK 

totalizando oito lâminas/paciente. A.s lâminas foram demarcadas com 

a caneta PaP pen (DAKO) cm sua regiào central cerca de 1,5cm de 

diâmetro, para selccionar uma área para aplicação dos anticorpos 

evitando desperdício (Fig 2). Todos os esfregaços foram fixados em 

álcool absoluto. 
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FIGURA I: Coleta do material do bordo lateral da língua. 

FIGURA 2: Demarcação da lâmina com a caneta Pap pen. 
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4.4 A escolha das citoqueratinas 

Foram avaliadas, a expressão das citoqueratinas CK6, 

CKJ6, CK19 e Pancítoqueratina (PAN) epitelial através de testes de 

imunoistoquímicos. A expressão das CK6 e CK16 tem como objetivo 

comparar a atividade pro!Herativa das células cm pacientes fumantes e 

não-fumantes. A expressão da CK 19 possui caráter pré-neoplásico. A 

escolha da citoqueratina PAN epitelial pode indicar outras 

possibilidades de expressão para outros clones e até outros tipos de 

CKs. Ela detecta CKs de alto e baixo peso molecular porque combina 

dois diferentes clones: AEI e AE3. O clone AEl detecta as CKs de 

alto peso molecular como as CKs lO, 14, 15. e 16, e ainda a CKJ9 de 

baixo peso molecular como a C:Kl9. O Clone AE3 detecta as C:Ks de 

alto peso molecular CKs 1, 2, 3, 4, 5, e 6, c de baixo peso molecular 

CK 7 c 8. 

4.5 lmunoistoquímica 

As rcações de imunoistoquímica foram realizadas pelo 

método avidina-biotina) na coloração dos cmnplexos 

antígenoianticorpo por imunoperoxídasc (StrepABC ComplexiHRl' 

Duet kit; Dako, Carpcnteria, Calif). Como controle positivo das 

reaçõcs também foram processados irnunoistoquimicamcnte cortes de 
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pele humana, O quadro I mostra os anticorpos monoclonais que foram 

utilizados e suas respectivas diluições (BONAN et aL7 2006). 

Quadro 1- Anticorpo monoclonal para citoqueratina, 

Inkiahncnte as lâminas passaram por um tratamento 

permeabilizado!' para favorecer a penetração do anticorpo pela 

membrana plasmática, com o detergente Triton- X 0,5% em solução 

salina tamponada com fosfato (PBS) durante 15 minntos, Após a 

lavagem das lârninas cm água corrente, foi realizado o bloqueio da 

peroxidase endógena com o intuito de evitar a interferência pela açào 

de enzimas endógenas e também pela ligação incspecífica dos 

anticorpos (marcadores) com proteínas do tecido, sendo necessárias 

reações para bloqueio destas moléculas, Para tal as lâminas foram 

mergulhadas em solução de I: I água oxigenada 20 vohm1es/álcool 

metílico. Em seguida foram submetidas ao tratamento com áeido 

cítrico monoidratado IOmM-pH6.0, deixando-se no fomo de 

microondas durante 15 minutos, em 3 ciclos de 5 minutos cada, na 

potência de 700W, Esta manobra tem por objetivo recuperar os sítios 

antigênicos dos filamentos intermediários através da ordenação 
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molecular de suas proteínas para melhorar sua reação com o anticorpo 

primário. Aguardou-se o resfriamento das lâminas para prosseguir. 

Os esfregaços foram lavados novamente com água 

cmTente e incubados em solução de TRJS-pl-! 7.4, por duas vezes de 5 

minutos cada. Em seguida foram incubados com o anticorpo primário 

dilnído por um período de 60 minutos, seguido de duas lavagens em 

TR!S-pH 7.4, por 5 minutos cada lavagem. 

Posteriormente foi aplicado o anticorpo de ligação, 

secundário, durante 30 minutos, à temperatura ambiente. A aplicação 

dos anticorpos foi realizada na porção central da lâmina previamente 

demarcada com a PaP pen (Dako). Em seguida as lâminas passaram 

por 4 banhos em água corrente, posteriormente cm 2 banhos de 5 

minutos cada cm TR!S-pH 7.4. Na próxima etapa foi aplícado o 

anticorpo terciário por 30 minutos em temperatura ambiente. Em 

seguida repetiu-se a mesma seqUência anterior: água con:ente 4 

banhos e mais 2 banhos de 5 minutos cada em TR[S-pH 7.4. 

Para a reação de revelação, o cromógeno utilizado foi o 

3,3 diaminobcnzidina tetrahidroclorido (DAB; Sigma, St. Louis, MO) 

30mgll00ml por 30 minutos, em câmara escura. Em seguida mais 4 

trocas em água concute e 2 banhos de 5 minutos em TR!S-pH 7.4. 

O passo seguinte foi a lavagem em água conente 

seguida da lavagem em água destilada, e apliwção do contracorante 

hematoxilina de Maycr por 2 minutos c imersão rápida no 

ditCrenciador. 

As células então sofreram o processo de reidratação 

através de passagens por alcoóis cm diferentes diluições: 80GL, 95GL 
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e absoluto por três vezes, durante 5 minutos cada. Esta etapa terminou 

em um banho de xilol por 5 minutos, após o qual as lâminas foram 

montadas com Permount (Sigma, St. Louis, MO) e lamínulas. 

4.6 Avaliação das lâminas 

A avaliaçt\o foi realizada através da microscopia de luz, 

no aumento de 200x t: 400x, tendo como critério a marcação, ou não. 

pela visualização da marcação "marrom" das células coletadas. 

Inicialmente os esfregaços seriam classificados de acordo com uma 

escala de três pontos, seguindo os mesmos parâmetros utilizados por 

Ogden et a\.14 (1993): 

O = nenbuma célula positiva; 

1 = poucas células positivas em rncio a muitas negativas; 

2 = muitas células positivas. 

Atravês de análise qualitativa rca1izada por duas 

opt-'1'adoras calibrada.;; entre si~ os parârnetros fOram modificados para 

melhor especificação dos critérios descritos anteriormente: 

O ~ nenhuma célula marcada (Zero). 

S I /3 das células marcadas no total do campo avaliado 

células marcadas (P). 

Poucas 

> li3 das células marcadas no total do campo avaliados ~ Muitas 

células marcadas (PP). 
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4. 7 Análise estatística 

Os dados obtidos foram tabulados e receberam a 

tratamento estatístico do Teste Z, Teste exato de Fishcr e método de 

comparação de duas proporções '"intervalo rnais quatro"25
, 



5 RESULTADOS 

5.1 Perfil das amostras 

Foram avaliados 32 pacientes do grupo fumantes e 20 do 

grupo controle, sendo que o gn1po fumantes foi constituído por 14 

homens e 18 mulheres e o grupo controle por 8 homens e ll mulheres. A 

idade média foi de 41 anos para o grupo fumantes (variando de 20-60 

anos de idade) e 41 ~2 anos para o grupo controle (variando de 22w60 anos 

de idade). 

No grupo fumantes o tempo de consumo de cigarros foi de 

24 anos, com média 17 cigarros/dia. Jú o consumo de álcool foij em 

média, de quatro doses quando da ocasião da ingestão. Se consíderannos 

cada dose como 100m! de bebida alcoólica, o consumo 1\Ji de 400mllvez. 

Quando ingeriam bebidas a1coólicas os pacientes relataram aumento do 

número de cigarros consumidos dt\ em média, oito cigarros com filtro a 

mais do que o consumo diário. 

Três tipos de bebidas alcoólicas eram consumidas: cerveja, 

vinho e vodka, agmpadas em bebidas destiladas e fermentadas. Entre 

todos os pacientes avaliadosl a cerveja fol o tipo de bebida mais 

consumida no grupo fumantes, seguida pelo vinho e peJa vodka. Seis 
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pacientes deste grupo não possuíam o hábito de mgenr bebidas 

alcoólicas. 

Do número total de pacientes do grupo fumantes, apenas 5 

pacientes relataram usar drogas ilfcitas. O consumo era semanal em 4 

casos e mensal em 1 caso. 

Quanto à ingestão diária de tncdicamcntos no grupo 

fumantes, 13 pacientes utilizavam anti-hipcrtcnsivos (5 pacientes), 

ansiolíticos (2 pac.ien!es), anticoncepcional (2 pacientes), antíáciclo ( 1 

paciente), hormônio tireoidiano (2 pacientes) e antialérgico (I paciente). 

O grupo controle foi constituído de pacientes que não 

ingeriam mais de 3 doses de bebidas alcoólicas por semanat não faziam 

uso de drogas ilícitas c não fumavam. No grupo controle1 seis pacientes 

faziam uso de diário de medicamentos sendo: anti-hipertensivos (! 

paciente), anticoncepcionais (l paciente) e hormônio tircoidiano (2 

pacientes). 

5.2 Expressão <las CKs: Fumantes x Não fumantes 

Através do método da comparação de duas proporções 

"intervalo mais quatro"25 com nível de significância adotado de 5%, 

foram utilizados os Teste Z e Teste exato de Fisher, para verificar se 

houve maior expressão das citoqucratinas avaliadas CK6, CK16, CK19 
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e PAN nos esfregaços da mucosa de pacientes fumantes em relação aos 

pacientes não fumantes, conforme demonstra a tabela 1. A avaliação das 

lâminas foi realizada por dois avaliadores e os resultados obtidos pelos 

mesmos foram submetidos teste Kappa que rnostrou concordância de 

avaliação (teste Kappa = l ). 

O número total de casos de- pacientes fUmantes foi 

reduzido a 25 porque, em sete casos:, o número de célu1as presente nos 

esffegaços foi muito reduzido gerando dúvida quanto à marcação. 

A expressão da CK6 foi encontrada em 64% dos casos nos 

esfregaços dos pacientes fUmantcs 1 enquanto que para os pacientes não 

fumantes a expressão ocorreu em apenas 20<x} dos casos, sendo esta 

diferença estatisticamente signifiCativa através do Teste Z (p=0~002), 

conforme ilustra a tabela l. 

Tabela l: Intensidade de expressão da CK6 e número de casos 
-··~---·-·· enc2!!!!:~~os ~_2.!?J~aci<?~~·~es fun~~~J!!3S e ni!~l_f~_!nant~--_____ ... 

Intensidade de Fumantes Não 
fumantes Expressão {N=25) --- ___________ _ _________ L"''-"'2ºL_ 

Zero 

P+PP 

* p<0,05 

9 (36%) 

9+7(64%) 

16 (80%) 

0+4 (20%) 

z fl 

3,12 0,002* 

Para CK16 foi verificada a expressão em 68°/o dos casos de 

pacientes furnantes analisados, contrastando com 25% de casos corn 

expressão em não fumantes. Por meio da aplicação do Teste z. esta 
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diferença foi considerada estatisticamente signi!ícante (p=0,003) (tabela 

2). 

Zero 8 (32%) 15 (75%) 

P+PP [ 1+6 (68%) [ 1+5 (80%) 3,00 0,003* 

* p<0,05 

Na análise dos casos de pacientes fumantes a expressão da 

CK 19 foi verificada em 72%, já para o gntpo não fumantes esta 

expressão caiu drasticamente para I 0%. A diferença estatística pôde ser 

observada pelo Teste exato de Fisher e Teste Z (p=O,OOOJ) (tabela 3). 

Tabela 3: Avaliação da expressão das citoqueratina CKI9 nos pacientes 
fumantes e não fumantes. 

·---------------~------ ·------·~-------

Marcador 1<-.umantes 
(N=25) 

Não 
fumantes 

_x(N=2_1ll_ ___ z -
=~-------------

CK19 

Zero 7 (28%) 18 (90%) 

P+PP 13+5 (72%) 2+0 (I 0%) 4,96 
cc-:::----~--------

Tcste exalo de Fischer: p= 0,0001; *p<0,05 

p 

00001* ' 

A expressão da PAN para os pacientes fumantes foi 

encontrada em 52~/o dos casos, e no grupo não fumantes em 15% dos 
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casos avaliados. Esta diferença foi estatisticamente significativa pelo 

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

Tabela 4: Avaliação da expressão da citoqueratina PAN nos pacientes 
fumantes e não fumantes. 

Marcador Fumantes Não 

(N=25) fumantes 
{N=20} 

z p 

PAN 

Zero 12 (48%) 17 (85%) 

P+PP 11+2 (52%) 3 +O (15%) 2,66 0,008* 

Teste exato de F ischer: p= 0,019; * p<0,05 

A figura 2 ilustra superioridade da expressão das CK6, 

CK16, CK19 e PAN nas células dos pacientes fumantes comparados aos 

não fumantes. 

FIGURA 2: Expressão das CKs em pacientes fumantes e não fumantes. 
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5.3 Expressão das CKs x Sexo e Idade 

A expressão das CKs avaliadas foi comparada entre os 14 

casos do sexo masculino e os 18 casos do sexo feminino, sendo 

observada em maior número nas amostras do sexo feminino em relação 

ao masculino. Para CK6 as amostras do sexo feminino exibiram 

expressão em 1 O casos em comparação aos 6 de expressão do sexo 

masculino. Para CK16, exibiram positividade 1 O casos do sexo feminino 

e sete casos do sexo masculino. A CK 19 mostrou expressão em 11 casos 

do sexo feminino e sete casos masculinos. Na avaliação da PAN, foram 

observados nove casos positivos para o sexo feminino e apenas quatro 

para o masculino, conforme observado na figura 3. 

60 

50 

40 
% 

30 

20 

10 

o 
Masculino Feminino 

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

• CK6 
D CK16 
DCK19 
•PAN 
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Foi observado que, no :sexo femínino, a CK de mawr 

expressão fOi a CK19 e, no sexo masculino, foram as CK16 e CK19. Nos 

dois sexos a CK de menor expressão foi a PAN. 

As faixas etárias foram divididas em 3 grupos: 

Gmpo A: 20- 35 anos; 

Grupo B: 35-50 anos; 

Grupo C: 50-61 anos. 

A faixa etária representada pelo grupo B (35-50 anos) fbi a 

que obteve a maior expressão para todas as CKs analisadas: CK6 (66%), 

CK16 (75%), CKJ9 (58%) c PAN (58%) conforme ilustra a tabela2. 

Tabela 2: Expressão das CKs nos três grupos etários avaliados. 
--·····-····---~-

Grupo CK6 CK16 CK19 PAN 

A (4112) 33% (4112) 33% (5/J2)41% (5112) 41% 

B (8/12) 66% (9íl2) 75% (7112) 58% (7112) 58% 

c (4/8) 50% (4/8) 50% (5/8) 62,5% (l/8) 12,5% 

-··-·-·---c--~-

Unidade: Número de casos positivos para cada CK avaliada I número total casos avaliados" 

Entretanto, o grupo C foi que obteve a maior intensidade 

de expressão de todas CKs avaliadas, resultado ilustrado pela figura 4. 



o/o 

A B c 

FIGURA 4: Expressão das CKs em sua maior intensidade no grupo C. 

5.4 Expressão das CKs x Ingestão de bebidas alcoólicas 
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• cKG 
• cK16 
• cK19 
D PAN 

Analisando somente o grupo fumantes, foram comparados 

os resultados da expressão das CKs avaliadas e as respostas qualitativas 

obtidas através das anamnese. 

A ingestão de bebidas alcoólicas 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 mawr expressão das CKs avaliadas nos 

pacientes fumantes que consumiam bebidas alcoólicas do que nos 

fumantes que não consumiam bebidas alcoólicas, conforme evidenciado 

na tabda 3. 

Tabela 3: Expressão das CKs nos pacientes fumantes etilistas e não 

Grupo 
etilisti!~"-'· ---··----· .. ··~---~-----~-~---------·····-·-:-:c~-

CK6 CK16 CKI9 PAN 

--·~--····~C"C''''''---··---·--··~= 

Etilista ( ll 126) 42% ( 12/26) 46% (12/26) 46% (9/26)35% 

Não etilísta (5/6) 83% (5/6)83% (516) 83% ( 4/6)67% 

Unidade: Número <k casos pwlitivos para cada CK avaliada. 

As bebidas destiladas geralmente contêm alto teor alcoólico, 

são behldas alcoólicas purificadas através do processo de desti]ação a 

partir de uma substüncia fermentada como frutas, grãos e outras partes 

vegetais (ex. cachaça, vodka, tcquila, rum, uísque, licor c gim). As 

bebidas fCnnentadas são produzidas pelo processo de fernumtação de 

produzida a partir de microorganismos~ como fungos e bac-térias (ex. 

cerveja, vinho e champagne). 

A bebida íCmmntada ff)i a de mmor consumo do grupo 

fumames, totalizando 21 (84%) pacientes, enquanto que as destiladas 

foram consumidas em cinco casos. 
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5.5 Expr.,ssão das CKs x Consumo de cigarros 

A avaliação dos dados obtidos na anamnesc revelou que 

80% dos pacientes fumantes que ingerem bebidas alcoólicas do tipo 

destilada fumam há mais de 26 anos (consumo maior do que a médla), 

comparado aos 33~/o dos pacientes que ingerem bebidas alcoólicas do 

tipo fermentada. 

O consumo mínimo de cigarros/dia foí três enquanto o 

máxlmo consumido foi de 30 cigarros/dia. Foi constatado que as 

mulheres que consomem mais ciganus encontram-se na faixa etária A 

(20-35 anos) e os homens nas faixas etárias A (20-35 anos) e B (35-50 

anos). 

Os pacientes fumantes foram divididos cm 3 grupos 

segundo o número de cigarros consumidos por dja: 

Grupo 1: fhmam até 10 cigarros/dia; 

Grupo 2: fumam de 1 1- 20 cigarros/dia; 

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

O grupo com maior expressão das CKs thí o grupo 2, dos 

que com consumo de 11-20 cigarros/dia, dados apresentados na tabela 4. 

Também foi o a quantidade de cigarros mais consumida por homens e 

mulheres fumantes. 
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Tabela 4: Expressão das CKs segundo a quantidade de cigarros 

::-----"c'"o"'nsu~liclos por dia._··--------·····--------
Grupo CK6 CK16 CK19 PAN 

~--·-··· .. ---.. --·-·---------· .. ·--·--------

1 (3/6) 50% (l/6) 17% (216) 33% (2/6) 33% 

2 (12123)52% (15/23)65% (15/23)65% (10123)43% 

3 (li3) 33% (l/3) 33% (113) 33% (1/3) 33% 

·-··::c;:;c:=-=:-:;-:-- ·== ---- ·---.:----.. --·-·--­
Unidade: Númem de çasos positivos para cada CK avaliada. 

A intensidade da expressão (quantidade de células 

positivas por campo avaliado) das CKs foi malor no grupo 2 para CK6 

(71%), CK16 (100%), CK19 (100%) c I'AN (100%) em todos os casos 

de fumantes ava1iados. 

A média de anos de consumo de cigarros foi de 24, 19 

±13,15. A análise dos dados mostrou que oito pacientes fumam há menos 

de 12 anos, 24 pacientes fumam há menos de 35 anos e 16 pacientes 

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

Tabela 5: Distribuição do tempo de consumo de cigarros. 
-;:-c--;-c-·--· .. -·------"""---·-::---
Variável Ql Mediana Q2 

Anos de fumo 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 e fumam há mais 

de 26 anos. 

Os pacientes fumantes foram divididos em duas categorias 

segundo o tempo de consumo de cigano: 

Categotia 1: fumam há menos ou há 26,5 anos (mediana) 

Categoria 2: fumam há mais de 26,5 anos 

Os pacientes pertencentes à categoria 2, ou seja aqueles 

que fumam a mais tempo, apresentaram maior expressão das CK6 

(56,2 %), CK16 (56,2 %) e CK19 (62,5%), comparados aos pacientes 

pertencentes a categoria 1, exceto para a P AN onde 50% da categoria 1 

foi que apresentou expressão da CK avaliada, confonne ilustra a figura 5. 
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FIGURA 5: Expressão das CKs segundo o tempo de consumo de cigarros. 
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• cK16 
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A expressão também foi maior na categoria 1 em relação 

a categoria 2 para estas CKs, novamente com exceção da PAN (ver 

figura 6). 

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

As figuras 7, 8, 9, e 10 ilustram a expressão das CKs 

avaliadas nos esfregaços da mucosa bucal de pacientes fumantes. O 

padrão de marcação foi citoplasmático com aparência difusa de 

intensidade variável em todos os gmpos. 
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a 
~----------------------------------~----~ 

; 

b 

FIGURA 7: Apresentação das células na análise para CK6: a) Célula negativa do 
grupo controle para CK6 citoplasma e núcleo azulado (aumento original 
de 200x); b) Esfregaço do grupo fumantes mostrando células positivas, 
com citoplasma manom e núcleo azulado (aumento original de 400x). 
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a 

b 

FIGURA 8: Apresentação das células na análise para CK16: a) Célula negativa do 
grupo controle para CK 16 (aumento original de 200x); b) Células do 
grupo fumantes mostrando células positivas (aumento original de 200x). 



71 

a 

\ 

b 

FIGURA 9: Marcação 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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a 

b 

FIGURA 10: Marcação 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 DISCUSS;\O 

O trabalho rea1izado evidenciou expressão superior das 

CKs 6, 16, 19 e PAN epitelial em pacientes fumantes quando 

comparada aos não fumantes. O epitélio dos pacientes fumantes 

evidenciou maior expressão das CKs ácidas, como a CKI6 e CK19 

em relação à CK6, básica. 

O awnento da expressão de algumas destas CKs foi 

observado por diversos autores em lesões consideradas cmn potencial 

de transformação maligoa, como a queilite actínica estudada por 

Santos ct ai!' (2003) e leucoplasias por Fíllies et al. 14 (2006), bem 

como em carcinomas (F!LLIES et al. 14
, 2006). 

As pesqu1sas mencionadas anteriormente foram 

rea1izadas em material parafinado, o que demanda maior tempo e 

custo. Em 1996, Ogden et al. 35 compararam a expressão de CK em 

es!regaço e material parafinado de carcinomas e observaram que a 

citologia es!hliativa apresentou boa scnsitividade e especificidade 

quando comparada ao material histopatológico dos mesmos pacientes. 

Técnicas como a biologia molecular, a 

imunoistoquímica e a histoquímica propiciaram revüallzaç-ão do uso 

da citologia csfoliativa como método de exame complementar c 

predictivo. 
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O citodíagnóstico para avaliação da mucosa bucal de 

pacientes tem sido utilizado objctivando contribuir com a prevenção, 

principalmente em pacientes fumantes (LIMA'\ 2007; FONTES ct 

at 18
, 2008). O diagnóstico de alterações citológicas é um importante 

recurso de acompanhamento em casos de neoplasias já instaladas ou já 

' - ~ tratadas (ALMEIDA e CABRAL·, 1992; ALMEIDA et aL , 1994). 

A pesquisa realizada em pacientes fumantes utilizou a 

análise da expressão das citoqueratinas CK6, CK16, CK19 e PAN 

epitelial através da técnica de imunoistoquímica. O uso de técnicas 

modemas na análise de material citológico pode ser dificultado pelo 

processamento laboratorial dos esfregaços. Nesta pesquisa a amostra 

inicial selccionada foi de 30 pacientes fumantes, número semelhante a 

outros trabalhos investigativos em rnaterial citológico de pacientes 

fumantes (PAVANELLO et aL 41
, 2004; LIMA23

, 2007; FONTES ct 

aL" 2008). 

O ním1ero ficou reduzido a 25, devido a perdas durante 

o processamento do materiaL Durante a realização da técnica de 

imunoistoquímica ocone-ram perdas de amostras dos pacientes do 

grupo fumantes. Inicialmente seria realizada a citologia em base 

líquida de acordo com Ramirez e Saldanha'" 2002, que possibilitaria 

um maior número de células por campo~ entretanto os resultados não 

foram adequados. Assim, a coleta foi realizada com cytobrush e o 

material estendido sobre a lâmina silanizada que possibilitou um 

número adequado de células para análise. 

Para a técnica de imunoistoquímica, em algumas 

amostras não houve marcação, o foi interpretado como sendo 
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decorrente da dificuldade de penetração do anticorpo nas células. 

Ogden et al. 35 (1996) descreveram a dificuldade de penetração do 

anticorpo por serem células isoladas do arcabouço dos tecidos. A 

questão ÍÍ)i solucionada com o uso do detergente Triton-X a 0,5% em 

meio PBS, no intuito de permeabilizar as células. Foi utilizada 

demarcação com a caneta PaP pen (Dako), na área desejada da lâmina 

com a finaJidade de garantir o contato do anticorpo com as células 

tàcilitando a sua penetração. 

A expressão do antígeno específico também pode ser 

influenciada pelo fixador tccidual utilizado. Upasaní et al.51 2004 

entàtizaram a importância da escolha do fixador de acordo com o 

antigeno a ser identificado. O formal é o melhor e mais utilizado 

fixador em material histopatológico para estudo das CKs. Ogden et 
32 ' aL · ( 1992) venficaram que o spray fixador preserva melhor a 

expressão do epítopo para CKs e que a melhor temperatura para 

armazenamento foi de 20°C. Em um país de clima tropical como o 

Brasil, a temperatura é um parâmetro que apresenta diferenças em 

relação aos trabalhos realizados anteriormente (LlMA2
\ 2007; 

FONTES et al. 18
, 2008). 

Ainda com relação à técnica de imunoistoquímica, para 

qne as células não se desprendessem com facilidade da lâmina foi 

necessária muita c-autela tentando não criar correntes que agitassem o 

meio e provocassem o descolamento das células durante as várias 

lavagens em água eoneme, destilada c TRIS. 

A análise dos esfrcgaços mostrou que a expressão da 

CK6 foi três vezes maior (p~0,002) no fumante quando comparada ao 
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não fumante, enquanto que a CK16 apresentou expressão 2 vezes 

maior (p~0,003), resultado a partir do qual podemos inferir que a 

atívidade prolifcrativa está aumentada. A indicação de maior atividade 

proliferativa quando há aumento da expressão da CK6 c 16 foi 

verificada em estudo hístopatológico de papiloma escamoso (Oliveira 

et aL38 2005), A capacidade proliferativa aumentada é nma das 

principais características das células neoplásicas (FONTES et ai. 18 

2008). Muitos estudos tentam quantificar a taxa de crescimento 

tecídnal tentando obter estimativas de um possível crescimento 

neoplásico e são objeto de estudos de outros autores como Fontes et 

al. 18 (2008), que constataram o aumento da atividade proliferativa 

através da contagem das regiões organizadoras nucleolares (AgNORs) 

em estfegaços da mucosa bucal de pacientes fUmantes. 

Nogucira-Castanon et al. 30 (2004) também observaram 

q uc o epitélio mnda a con!iguração da intensidade de expressão das 

CKs, e que o aumento da expressão da CK 16 ocorre em resposta a um 

estimulo com padrão altemativo de diferenciação, demonstrado pela 

interferência na expressão da CKJ O (marcador de diferenciação 

terminal). 

A expressão da PAN epitelial (AEIIAE3), marcador de 

componentes cpiteliais, também foí rnaior no gntpo de pacientes 

fmnantes; no entanto, foi menor quando comparada à expressão das 

CKs 6, 16 e 19. Tal ocorrência está relacionada ao tàto de não possuir 

especificidade para apenas um epítopo, podendo indicar qne outros 

tipos de CKs de diferentes pesos moleculares também poderiam ser 

expressas nos esfrcgaços avaliados. A expressão da PAN epitelial 
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pode indicar que as células da mucosa de pacientes fumantes podem 

expressar outros tipos de CKs, sugerindo investigação em novos 

trabalhos. 

A expressão aumentada da CKI9 está geralmente 

associada a lesões neoplásicas com maior potencial de transformação 

maligna (que exibem maior grau de displasía epitelial) c em lesões de 

carcinoma com pior prognóstico (SANTOS ct al. 47 2003; FILLIES et 

al. 14 2006). A expressão, em epitélio de pacientes fumantes, foi muito 

superior comparada ao epitélio não exposto à ação deste carcinógeno 

(P""Ü,OOOI), sendo tal fato sugestivo de que alterações na maturação 

epitelial estão ocorrendo c podem vir a se manifestar clinicamente no 

futuro. A manifestação de alterações depende da continuidade do uso 

do tabaco, bem como a associação com agentes promotores corno o 

álcool. Ainda, é importante considerar a herança genética. 

Os estudos em pacientes fumantes que não apresentam 

qualquer alteração têm sido realizados para estudar a influência do 

tabaco que é um agente iníciador e promotor da carcinogênese 

(FONTES et a L", 2008; LIMA13
, 2007; PA V ANELLO et al 41

, 2006; 

FONTES 17
, 2005). Este carcinógeno pode provocar alterações que 

antecedem o aparecimento de lesões clinicamente visíveis. Assim, o 

estudo das células de mucosa de pucicntes fumantes, sem alterações 

clínicas, possui caráter predictivo. 

O cruzamento dos dados com a expressão das CKs 6 e 

16 no gmpo fumante revelou que a maior expressão para as dnas CKs 

avaliadas ocorreu no grupo que consumia ll-20 cigarros/dia. A 
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quantidade jnfcrior ou igual a 10 cigarros/dia não deve, no entanto, ser 

considerada segura. 

O número de cigarros consumidos por dia parece não 

ser de grande influência para expressão das CKs avaliadas, entretanto 

o tempo que o iudivíduo tem o hábito de fumar foi determinante no 

aumento da expressão das CKs estudadas, evidente nos pacientes que 

funmvam em média há 26,5 anos. A intensidade da expressãol ou seja~ 

mais de J/3 de células positivamente marcadas nos esfregaços, 

também foi maior considerando o tempo em anos do hábito de fumar. 

A ingestão de bebidas alcoólicas em maior quantidade 

foi observada no gmpo de !hmantes do sexo masculino quando 

comparado ao sexo feminino. O álcool é um importante 

potencializador do cigarro, pois alua aumentando a permeabilidade da 

membrana cclnlar (MCCANCE e HUETHER24
, 1998), principalmente 

em áreas de reprcsamento de saliva como soalho, bordos c ventre de 

língua, c região de trígonorctromolar. A expressão das CKs analisadas 

neste trabalho foi maior nos pacientes !hmantes que ingeriam bebidas 

alcoólicas do que para os não etilistas. É importante enfatizar que o 

consumo de bebidas alcoólicas deve ser tido como fator estimulante 

ao consutno de cigarros. O grupo estudado relatou consumir mais 

cigarros do que o habitual, quando da ingestão de bebidas alcoólicas, 

o que já havia sido observado por Pavanello et al.41 (2006). 

Considerando a expressão das CKs avaliadas, os 

resultados demonstraram não haver diferença na maturação epitelial~ a 

qual poderia ter sido verificada pela CK19, entre o sexo masculino e 

feminino. Assim, a proteção hormonal sugerida para o sexo feminino 
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por Tavarcs49 (2004) em estudo citológico da mucosa bucal de 

mulheres durante o ciclo menstnml, não fOi observada neste traha1ho. 

A faixa etária de Inaior expressão das CKs foi de 35 a 

50 anos, seguida pCla faixa acima de 50. A menor fhixa etária era 

constituída de pacientes de 20-35 anos que apresentam maior turn.over 

epitelial, o que propicia a eliminação de células com quaisquer 

alterações, por menores que sejam (MCCANCE c HUETHER24
, 

J. 998). Nas faixas etárias subscqüentes, como o amnento da idade, há 

diminuição do turnover. 

A utilização de medicamentos e a avaliação do uso de 

drogas iHcit.as não pudernm ser avaliadas. O consumo de drogas 

ilícitas relatado f(>i de consumo ocasional, sem uso regulac 

O aumento da expressão das CKs 6, J 6, 19 c PAN 

epitelial na análise do material citológico da mucosa bucal de 

paeicntes fumantes comparado aos não fumantes cvidcnda alterações 

relativas à proliferação c matura'r~ão epitelial que podem estar 

relacionadas à fase inicial do processo de carcinogênese, não 

observável clinicamente. 



7CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos pela análise qualitativa 

da expressão das citoqueratinas CK6, CK l6, CK 19 E !'A N epitelial e 

análise dos dados obtidos através das fichas de coleta c do tratamento 

estatístico, conclui-se que: 

a- A expressão das CK6 e CK 16, foi mmor cm 

pacientes fumantes comparado aos não fumantes, 

podendo JnfCrir um aumento da ativ·idade 

proiiferativa; 

b- A expressão da CK 19 foi rnmor em pacientes 

fumantes comparado aos não fumantes, podendo ser 

indicativa de inicio da desregulação do processo de 

maturação epitelial; 

c- A expressão da Pancitoqueratina epitelial pode 

indicar que as células da mucosa de pacientes 

fumantes podem expressar outros tipos de CKs. 

sugerindo investigação cm novos trabalhos; 

d- O maior tempo de consumo de cigarro apresentou 

maior influênda para expressão das CKs estudadas 

do que o númcrfJ de cigarros consumidos por dia; 

c- A ingestão de bebidas alcoôlicas influenciou no 

aumento da expressão das CK.s estudadas. 
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Apêndice: Ficha de avaliação utilizada na pesquisa Avaliação da 
expressão de citoqueratinas na citologia est~1liativa da mueosa bucal de 
pacientes fumantes. 

'Non1e: ...................................................................................................... . 
Sexo: ................. Cor: .. ,. .............. .Idade: ............ Data nasc., ... ./ ..... ./ ......... , 
Residência: ............................................................................................. .. 
Profissão: ................................................................................. ,. ............. . 
Bairro ......................... Cidade ....................... Estado ............ Fone ............ . 

L Você fUma? D sim Dnfio 

2. Se lhma, qual o tipo? 

O cigarro de papel O cigarro de papel sem filtro O cachimbo 
O charuto 

3. Há quanto tempo? 
••••••••• ''"" ••• ' ....... " ••• '"' .... ' ••••••• ".' .......... '' •••• ' •••• <.' ••••• ".' ,. ' ........ '. < < ... '''' •• '' •• .,.'' 

4, Qual a freqüência do seu consumo de cigarros? ............................... .. 

01 a 3 vezes por rnês. Quantos cigarros no total do 
' ') n1es ................................. 

Ol a 3 vezes por semana. Quantos cigarros no total da 
semana? ........................... 
04 a 6 vezes por semana. Quantos cigarros no total da 
semana? .......................... 
O todos os dias. Quantos ctgarros no total de cada 
d. ') 1a .................................. . 

5. Você thz uso de bebidas alcoólicas mesmo que seJa com pouca 
freqüênda? 

O sim O não 
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6. Qual a freqüência do seu consumo de bebidas alcoólicas? 
0 l ou menos de uma vez por mês O 2 a 3 vezes por mês 
D l a 3 vezes por semana O 4 ou mais vezes por semana 

7. Que tipo de bebida você consome quando bebe? 

O cerveja O batida O caipirinha O uísque O vinho 
O outras ................................................................................................ . 

8.Quantas doses você consome num dia típico em que está bebendo? 
O 1 a 2 O 3 a 4 O 5 a 6 O 7 a 9 O lO ou mais 

9.Qual a frcqüência que você consome 6 ou mais doses de bebidas 
alcoólicas em uma só ocasião? 

O nunca D menos que mensalmente D semanalmente 
O mensalmente O diariamente 

1 O. Você faz uso de cigarro e álcool simultaneamente? 
O sim O não 

1 l. Quando você bebe, consome mais cigarro? 
O sim O não 

Quanto a mais você 
Consotne? ................ ·" ........................................................................... . 

12. Você faz, ou já fez, uso de outros substâncias químicas ?Quais? 
O sim O não 

................................................................................................................ 
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14. Com que ffeqüência você consome, ou consumia~ estas 
b " . ? su stancms . 

O 1 ou menos de uma vez por mês O uma vez ao dia 
D 1 a 3 vezes por semana O mais de uma vez ao dia 

14. Faz uso de algum medicamento?O sim O não 
Qual(is)L ............................................................................................... . 

l5.Exame clínico; 

Extra.bucaL .......................................................................................... .. 
............................................................................................................ , ..... 
........................................... ,, .................................. , ................................. . 

Intra-bucaL ............................................................................................ . 
•••• , .................................. <> ••••••••••• , •• ._ ••••••••••••••• , ................ ,,,,, ................... . 

............................. ,, ............... ,,,,,,, ......... ,,,,, ••• « ........................................ .. 

J 6. Procedimentos RcaHzados: 
.. , ............................................................................................................ .. 
' .... ' .. ".". <"" ......... '."."'' •• ' ..... '<'" ••••• ".' •• " ••• ' •• " ••• '."."" ....... ' < < ... "'"' .......... " •••• ''' '' ••• " • 

.................................................. ,,,.,.,,,,,,,,,, ..... ,,.,,,,,,,,,,, ........................... . 
• • • "'". '' ....... ''.''' ••• ' •••• ' .... '''" ''"'' ••• " ...... '' < ...... "." .... " ••• ' ....... "." ...... "" ........ ' ... ' < ••• " 
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ANEXO A --Certificado de aprovação do Comitê de Étíca em Pesquisa da Faculdade de 
Odontologia de São José dos Campos-· UNESP. 

CERTIFICADO 

CER'I:I~IC~OS, que o pfqtooolo n" 080/200&·PfiiCEI>, 

sobre " Avajl~~~~ ill! elipro~ts~o das oltoquetatinas na citologia 
--> ~: ,-.~---- -_ --;;_;.:,._ : __ ,' -- ,' ",' '--..:~:-•>,_ .: 

esfo!iatiw "(fa•iljil<i:~!íi>l!llêal de> pl;Çil:íl'l~ll fumantes." , Sl)b a ----:- _,_ ·-- ·:---·--··· -- "' ··-•<- -- ._,_ ' ____ , ___ ' ., .,.,,-, .... ,:. 

respon~~I5R[d~(l~ ~~~···. J?:'#Ut:!.A· FA!(> ···p"Jl;;{;'és!à de ª~~.9 ~Wc<~s 
Pfincípi(.l~ ... é.tiÇ(?~< a~uindo diretriZf)$ e néhn(i~ • {i!lgul~ll\li~~~~~~~ 'êle 

' '", ' " ',/, ' ' ' •''" ,. ----------'" 
pe&juis<t, enllpiVe~p(.l ~s hurnanos,~l\f~e.~ese>I~J~ÔÍ1~''1~~9e do 
" '· __ _;: __ ... __ \ .'j'··>.'-· ', ',_--~- ' ,,;::_:,;c·_.-_'';--,:-;,>>'-------";:::\.' >>>; 
ConselM Nãêloha! df! &í(jde ê'Joi'ãProv~~q ~lí1"~Ç!!I!)~ de'Eiloa em 

-_'-'' ',' '-' · -.-J <' .".< ".·:::•Y\">"··.· .. ·;_:··;i/c·>' 

Pesquísa. 
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dos Campos Dental School, São Paulo State University; 2008. 

ABSTRACT 

'lhe present shu~v compared the expression qfcytokeratins CK6, CK!6 and CKJ9 

and pan-cytokeratin (PAN) in oral mucosa ce/Is between smokers and non­

smokers in order to determine the swge ofcet! d{f}Crentiation and to consequently 

ifr/ér proliferative activity and expressions indicative <~la potential jbr malignam 

dffferentiation. Thirty smoker,y mui 30 mnh~mokers seen at the clinics ofFOSJC­

UNESP were screened. Smears were obtained from the lçff lateral border of the 

tongue with a ()'tobrush and s!ides were processed jór immunohistochemistry 

using the antibodies reported Gmventiona! microscopy was u..'wz.d.f(}r qua!itative 

ana~ysis. The results were analyzed statistically by the Z test, Fisher's exact test 

and comparison qf i%'0 pmporrions (phts~4 conj1dence interval method). The 

exprrssion of CK6 (fJ'c0.002), CK/6 (pc().(!03), CK/9 (p••O.OOOI) and PAN 

(jJ"c::cfJ.008) was higher in oral mucosa smears from smokers compared to non~ 

smoker/>. ln condusion, increased epithelial proliferation is obsen'ed in the oral 

mw::osa of srnokers a,'; demonstrated by the increased expression of CK6 mui 

CKJ6, and these cel!s present alterations in epithe!ia! maturation 

Kcy~\-vords: Citodiagnosis, oral mucosa, kcratins, immunohistochemistry, 

smoking, squamous cell carcinoma. 




