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RESUMO

O céancer bucal é considerado um problema de saude publica, devido a sua
alta taxa de mortalidade e baixa sobrevida associada ao diagndstico tardio.
O desenvolvimento desta neoplasia é caracterizado por alteragcfes celulares
subclinicas e pode ser precedido por uma lesdo potencialmente maligna.
Estudos de citopatologia jA tem mostrado indicadores capazes de detectar
alteracOes celulares iniciais em individuos de risco. O desafio atual é a busca
de metodologias e biomarcadores que detectem essas alteracbes
precocemente, para prevencao do cancer bucal. O objetivo deste estudo foi
avaliar o padrédo de maturacdo, proliferacdo epitelial e correlagdo com a
expressdo imunocitoquimica de marcadores de adesdo (E-caderina) e
diferenciacdo celular (involucrina), assim como, realizar a correlagédo dos
achados imunocitoquimicos e imunoistoquimicos com os anticorpos descritos
nos grupos com lesdo. Para tal foi realizada a coleta citopatolégica de
individuos, divididos em 4 grupos: controle (n=33), alcool-fumo (n=31),
leucoplasia (n=31) e grupo carcinoma espinocelular (n=22). Foi realizado o
raspado citolégico em todos grupos amostrais e realizacdo das técnicas
AgNOR, papanicolau e imunocitoquimica. Para os grupos com lesdo foi
realizada também a bidpsia para confirmacdo do diagndéstico e realizacao da
técnica imunoistoquimica. No grupo alcool-fumo e no grupo leucoplasia
observamos alteracdo no padrao de descamacdo com aumento de escamas
anucleadas (p<0,05) e maior percentual de células intermediérias nos grupos
sem lesdo do que no grupo leucoplasia (p<0,05). Quando avaliamos a
correlacao destes achados com a marcagéo positiva de E-caderina observou-
se um menor niumero de escamas anucleadas e de células intermediarias no
grupo leucoplasia (p<0,05). A velocidade de proliferacéo celular foi maior no
grupo carcinoma do que no grupo controle ( p<0,05) e no grupo alcool-fumo
do que no grupo leucoplasia (p<0,05). Ademais, foi observado um aumento
dos padrdes de proliferacdo celular quando ha marcacdo positiva da E-
caderina no grupo alcool-fumo e no grupo leucoplasia. Além disso, ndo foi
observada correlacdo entre a expressdo imunocitoquimica e
imunoistoquimica da E-caderina e Involucrina. Conclui-se que a citopatologia
bucal associada a técnicas quantitiativas como Papanicolau, AgNOR e
imunocitoquimica pode auxiliar na deteccdo de alteragBes celulares que
estdo associadas a carcinogénese bucal.

Palavras chaves: carcinoma de células escamosas; leucoplasia; citologia,

teste Papanicolau; AQNOR; imunoistoquimica; E-caderina; Involucrina



ABSTRACT

The oral cancer is considered a public health problem because of its
high mortality rate and low survival rate associated with late diagnosis. The
development of malignancy is characterized by cellular abnormalities
subclinical and may be preceded by a potentially malignant lesion.
Cytopathology studies have shown indicators to detect early cell changes in
risk individuals. The current challenge is the search for methods and
biomarkers that detect these changes early, for the prevention of oral cancer.
The objective of this study was to evaluate the maturation pattern, epithelial
proliferation and correlation with immunocytochemistry expression of
adhesion markers (E-cadherin) and differentiation (involucrin) as well as
perform the correlation of immunocytochemical and immunohistochemical
findings with the antibodies described in groups with injury. For this was
performed cytopathologic collection of individuals, divided into 4 groups:
control group (n = 33), alcohol-tobacco group (n = 31), leukoplakia (n = 31)
and squamous cell carcinoma group (n = 22). It was performed oral smear in
all sample groups and carrying out of AQNOR techniques, Pap smear and
immunocytochemistry. For groups of injury was also a biopsy to confirm the
diagnosis and by the immunohistochemical technique. In the tobacco-alcohol
group and leukoplakia group observed change in maturation pattern with
increased anucleate cells(p<0.05) and increased percentage of intermediate
cells in without injury group than leukoplakia group (p<0.05).When evaluate
the correlation these findings with positive staining of E-cadherin was
observed a small number of intermediate and anucleated cells in the
leukoplakia group (p<0.05). The proliferative activity of squamous cell
carcinoma group were higher than in the control group (p<0.05) and alcohol-
tobacco group than leukoplakia group (p <0.05). Furthermore, it was observed
an increase in cell proliferation patterns when no positive staining of E-
cadherin in the tobacco-alcohol group leukoplakia group. No correlation was
observed between the immunocytochemical and immunohistochemical
expression of E-cadherin and involucrin. We conclude that oral cytopathology
associated with quantitatives techniques such as Pap smears, AQNOR and
immunocytochemistry aid in the detection of cellular changes that may be
associated with oral carcinogenesis.

Key words: squamous cell carcinoma; leukoplakia; cytology; Pap test;
AgNOR; immunohistochemistry; E-cadherin; Involucrin
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

1.1 Epidemiologia do cancer bucal

O cancer é considerado um problema de saude publica mundial,
porque afeta 20 milhGes de pessoas no mundo e é considerado a 2° causa
de morte (190 mil casos por ano). No Brasil ha aproximadamente 600 mil
Nnovos casos por ano e 60% destes casos tem seu diagndstico estabelecido
em estagio avancado (INCA et al., 2016). Assim, torna-se cada vez mais
importante politicas publicas como adocdo de medidas preventivas eficazes e

para o tratamento desta doenca.

O carcinoma espinocelular bucal corresponde a 90% das
neoplasias malignas da boca e considerando o carcinoma de cabeca e
pescoco ocupa a sexta posicdo entre as neoplasias malignas mais
prevalentes na populacdo mundial (WARNAKULASURIYA 2009; BAYLE,
LEVIN, 2008; JOHNSON et al., 2005). Segundo dados do Globocan 2012,
estimou-se para o0 ano de 2015, 10.439 novos casos de cancer de cavidade
bucal e labio, sendo 7.534 casos em homens e 3.856 casos em mulheres, e 0
namero estimado de mortes anual foi de 3.294 em homens e 1.172 em
mulheres. Esta elevada taxa de mortalidade deve-se principalmente pelo
diagnostico tardio desta doenca, aliado as baixas taxas de sobrevida,
somente de 50% em cinco anos, 0 que ressalta a importancia de um

diagnéstico precoce para o sucesso do tratamento (BONFANTE et al., 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (2005), define o carcinoma

espinocelular bucal como uma neoplasia epitelial invasiva com graus



variados de diferenciacdo e propensdo & metédstases. Acomete
principalmente homens de meia idade com histéria de consumo de alcool e
fumo dose-dependente, entretanto este perfil tem sido alterado nos ultimos
anos, demonstrando maiores incidéncias desta doenga em pacientes jovens

e sem exposicao aos fatores de risco (TRAKKER &HUNTER et al., 2011).

1.2 Fatores de Risco

Dentre os principais fatores de risco para o desenvolvimento do
carcinoma espinocelular bucal estdo a exposicdo ao tabaco e ao élcool

(JOHNSON et al., 2005; WARD, 2007).

O fumo é considerado um fator de risco independente para o
desenvolvimento do carcinoma espinocelular bucal, uma vez que o tabaco
apresenta mais de 60 substancias carcinogénicas derivadas da sua
combustdo, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, nitrosaminas e
aminas aromaticas (HECHT et al., 2003). A combustdo do tabaco gera
estresse oxidativo nos tecidos, proporcionando um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e a capacidade de resposta
antioxidante. Nestas situacdes, espécies reativas de oxigénio podem interagir
e danificar proteinas, lipidios, carboidratos e, o proprio DNA, resultando em

eventos iniciadores da carcinogénese (JOHNSON et al., 2011).

O papel do alcool como agente isolado e 0s mecanismos
envolvidos nos danos provocados por ele sao parcialmente compreendidos
(OGDEN et al.,1998; OGDEN et al.,1999). Determinadas concentragdes de

alcool causam aumento da permeabilidade da mucosa bucal, potencializando
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a penetracdo de carcindgenos. Além disso, o alcool € responsavel por um
aumento na proliferacdo epitelial, bem como pela modificacdo do seu
processo de maturacdo. Outras alteragcoes, como reducéo da capacidade de
reparo de DNA, disturbios do sistema imune e do estado nutricional podem
contribuir na sua relagdo com o desenvolvimento do cancer bucal (SQUIER
et al., 1991; HSU et al., 1991; SZABO 1999; HOWIE et al., 2001; CARRARD
et al., 2008). A exposicao do fumo associada ao alcool pode aumentar em até
50 vezes o risco para desenvolvimento do carcinoma espinocelular, quando
comparamos com individuos que nunca beberam ou fumaram

(CASTELLSAGUE et al., 2004).

1.3 Etiopatogénese do cancer

A carcinogénese € um processo de multiplos estagios, com alteracdes
progressivas sobre o genoma celular, o dano genético causado pela
exposicdo a diferentes agentes mutagénicos pode causar O
comprometimento de diversos processos regulatorios celulares, resultando
em aumento da proliferacdo, inibicdo de processos apoptoéticos e potencial

para a invasao de tecidos adjacentes (HANAHAN, WEINBERG, 2010).

O acumulo de alteragbes genéticas antecedem a transformacao
maligna na carcinogénese. A busca de biomarcadores que detectem o campo
de cancerizacdo antes de alteracdes morfologicas pré-malignas, € de grande
interesse bioldgico e relevancia clinica para prevencdo do carcinoma
espinocelular bucal. Os biomarcadores podem ser um instrumento valioso

para o diagndstico e progndstico, e um elemento de persuasdo no manejo de
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individuos de risco (GIRORD et al., 1998, LOPEZ-BLANC et al.,2009). O
desenvolvimento do cancer bucal muitas vezes é precedido por alteracdes

morfolégicas que podem ser observadas em lesdes potencialmente malignas.

1.4 LesOes potencialmente malignas

As lesdes potencialmente malignas sdo caracterizadas por um
tecido alterado, onde o cancer ocorre mais frequentemente em comparacao a
sua contraparte normal (WARNAKULASURIYA et al., 2007). Considerando a
mucosa bucal, a leucoplasia é a mais comum, se apresentando como uma
placa ou mancha branca, ndo removivel por raspagem, que ndo pode ser
caracterizada clinica ou histopatologicamente como qualquer outra patologia
(BARNES et al., 2005). A sua prevaléncia pode variar dependendo do pais de
origem, da natureza da populacdo e padrdo dos habitos de tabaco no pais.

(NAPIER et al., 2008)

De acordo com Warnakulasuriya et al. (2007), sugere-se uma
nova definicAo para leucoplasia como uma placa branca de risco
questionavel, que deve ser excluida de outras doencas ou desordens que

nao apresentem risco aumentado para desenvolver o cancer.

A leucoplasia acomete com maior frequéncia homens, acima de 50
anos de idade, mas a propor¢cao entre 0s sexos pode variar de acordo com
os habitos da populacdo em relacdo os fatores de risco. A sua etiologia
permanece incerta, mas ha uma forte relacdo com consumo de tabaco e

alcool (AMAGASA et al., 2011).
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O diagndstico clinico desta lesdo é de exclusdo, ela pode
apresentar diferentes alteragcdes morfologicas correspondentes aos disturbios
de proliferagdo e maturacao epitelial observados pelo exame histopatolégico
como hiperplasia  epitelial, hiperceratose  (hiperortoceratose  ou
hiperparaceratose), acantose e displasia epitelial (WARNAKULASURIYA et

al., 2008).

A displasia epitelial, representa o padrdao ouro para avaliagdo do
risco de malignizacdo das leucoplasias, segundo Kramer et al. (1978), é
caracterizada histologicamente por alteracbes arquiteturais (estratificacao
epitelial irregular, duplicacdo da camada basal, aumento do numero de
figuras de mitoses; projecOes epiteliais em forma de gota;, perda da
polaridade das células da camada basal, pérolas de ceratina e ceratinizacédo

individual) e altera¢@es citoldgicas (aumento da proporgéo nucleo/citoplasma,

pleomorfismo celular, nucledlos evidentes e hipercromatismo nuclear).

Como ndo had uma maneira segura de predizer qual leucoplasia
apresenta ou nao displasia epitelial, a bidépsia é necessaria, a fim de detectar
as alteragcbes histopatoldgicas o mais precocemente possivel (BARNES et
al., 2005). Histologicamente, € importante a distincdo entre leucoplasias
displasicas e nédo displasicas, uma vez que alguns estudos relatam a
associacdo da displasia epitellial com a transformacdo maligna das
leucoplasias, apesar disso, lesdes nao-displasicas também podem sofrer
malignizacdo. Hildebrand et al., (2010), observou que altera¢cdes morfolégicas
nao-displasicas como acantose podem apresentar potencial proliferativo

similar ao encontrado na displasia epitelial.
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Van der Wall et al., 2009, relatou alguns fatores que podem estar
relacionados a malignizacdo das leucoplasias como: lesbes de longa
duracédo, sexo feminino, regido de assoalho bucal e borda de lingua, lesbes

nao-homogéneas, pacientes ndo-fumantes e presenca de displasia epitelial.

Os critérios histolégicos da presengca ou ndo de displasia
apresentam uma grande variabilidade intra e inter-observador entre
patologistas na avaliagcdo da presenca e grau desta alteracdo. Estima-se que
a taxa anual de transformacdo maligna das leucoplasias seja de 1% (VAN

DER WAAL, 2009, VAN DER WAAL, 2010).

Embora nem todos os carcinomas espinocelulares bucais sejam
precedidos por desordens potencialmente malignas, e de ndo podermos
predizer o risco de malignizagao das leucoplasias, a presenca de tais lesbes
na mucosa bucal sdo uma alerta para pacientes e profissionais de saude.
Além disso, deve-se refor¢car agdo de medidas preventivas, como campanhas
sobre o abandono do fumo e outras substancias carcinogénicas a nivel

populacional (EPSTEIN et al., 2002).

Cada vez mais busca-se a deteccdo de individuos de risco, 0
mais precocemente possivel, estudos de citopatologia tem avaliado a mucosa
bucal clinicamente normal exposta a fatores de risco como fumo e alcool, e
tem demonstrado que € possivel detectar alteragdes iniciais do processo da
carcinogénese. (PAIVA et al ,2004). Este aspecto serd retomado no decorrer
desta revisdo de literatura, como uma consideracdo importante para esta

pesquisa.
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1.5 Citopatologia

A citopatologia € um método de analise de células esfoliadas, que
tem seu uso bem consagrado na populagéo para prevencdo e controle do

cancer ginecoldgico (BANOCZY, 1976).

Estudos tem utilizado esta técnica em esfregacos da mucosa
bucal, uma vez que € um método nao invasivo, barato e de facil execucéo e
gue tem se mostrado efetivo para realizar o rastreamento ou monitoramento
dos individuos sem leséo visivel clinicamente e com lesdes potencialmente
malignas, demonstrando que a citopatologia pode ser utilizada como uma
medida benéfica para prevencdo do cancer bucal. Esta técnica tem emprego
limitado como ferramenta de diagndstico, devido a sua baixa especificidade e
sensitividade e obtencdo de altos indices de falso-negativos e falso-positivos
(OGDEN et al., 1992; CANCADO et al, 2001; HAYAMA et al., 2005;

MEHROTRA, 2010).

A quantificacdo do tipo celular nos esfregacos da mucosa bucal pela
técnica papanicolau € um dos métodos utilizados em associacdo a
citopatologia e permite avaliar o processo de maturacao epitelial. Orellana—
Bustos et al. (2004) observaram um maior percentual de escamas
anucleadas em esfregacos de mucosa bucal de pacientes fumantes quando
comparado aos ndo fumantes, demonstrado que o fumo pode produzir

alteracdes no padréo de maturacdo da mucosa bucal.

Burzlaff et al. (2007) observou diferentes padroes de maturacdo em

células da mucosa bucal expostas a carcinébgenos como fumo e alcool, com
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leucoplasias e carcinoma espinocelular. Os resultados mostraram um
aumento das células das camadas mais profundas do epitélio e isto foi
associado a severidade dos achados histoldgicos. Leucoplasias com
displasia epitelial apresentaram maior numero de células intermediarias e
parabasais do que leucoplasias sem displasia, e a propor¢cdo destes tipos

celulares foi ainda maior nos carcinomas espinocelulares bucais.

Estudos realizados por nosso grupo, tem utilizado técnicas
guantitativas associadas a citopatologia como a técnica de AgNOR para
andlise da velocidade de proliferacdo celular das células da mucosa bucal
normal exposta a carcindgenos. (CANCADO et al., 2001, PAIVA et al., 2004,

CANCADO et al., 2004, GEDOZ et al., 2007)

As Regides Organizadoras Nucleolares (NORs) sao unidades
funcionais, que compdem parte do nucléolo, e realizam a sintese de RNA
ribossdmico. As NORs quando presentes no nucleo representam um
parametro de avaliacdo da velocidade de proliferacdo celular. Sua
quantificacdo ocorre quando estas estdo ativas e sao impregnadas pela
prata, denominadas AgNORSs, identificadas como pontos pretos dentro do
nacleo de contornos bem definidos, observados em microscopia Optica

(DERENZINI et al., 2003, SCHWARTZ et al., 2003).

Estudos transversais utilizando a técnica histoquimica de AQNOR
tem mostrado um aumento na atividade proliferativa na mucosa bucal
morfologicamente normal de pacientes expostos ao fumo e alcool, quando

comparada a do grupo controle. (PAIVA et al., 2004)
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Cancado et al. (2004) mostraram uma correlagdo significante
entre niumero de cigarro fumados por dia e aumento na média de AQNORSs na
mucosa bucal de fumantes principalmente no sitio de assoalho de boca

guando comparado a borda de lingua.

Outro estudo, que avaliou a velocidade de proliferagdo celular
utilizando dois pardmetros média de AgNOR/nucleo e percentual AQNOR
com mais de 1, 2, 3 e 4 AgNOR/nlcleo em mucosa normal, displasias
epiteliais e carcinomas espinocelulares bucais demostrou que ambos
parametros avaliados permitem diferenciar os 3 grupos, nas mucosas
normais a maioria dos nucleos apresentavam um ou dois AQNORSs, enquanto
gue em carcinomas espinocelulares, a maioria apresentavam mais de 4

AgNORs/ nucleo (XIE et al., 1997).

Em concordancia com estes estudos, Gedoz et al. (2007), por
meio de um estudo longitudinal de acompanhamento de 24 meses utilizando
a técnica AgNOR associada a citopatologia em individuos de risco,
comprovou o0 aumento na média de AgNOR e pAgNOR>3 nas células da
mucosa bucal de individuos expostos somente ao fumo e ao fumo e alcool ao
longo do tempo. Demonstrando que nestes grupos de pacientes a

citopatologia pode ser utilizada para realizar o monitoramento individual.

Assim, a citopatologia tem se mostrado uma ferramenta de
rastreamento promissora, para a avaliacdo de alteracdes subclinicas prévias
ao desenvolvimento de lesdes potencialmente malignas e cancer bucal.

Entretanto para proporcionar um melhor entendimento do potencial de
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malignizagdo de cada individuo, técnicas complementares como a
imunoistoquimica associadas a citopatologia poderiam melhorar a efetividade
deste processo de rastreamento. Este constitui um dos principais objetivos

deste estudo, conforme sera descrito logo a seguir.

A imunoistoguimica permite através de marcadores proteicos
uma analise das alteragfBes celulares que podem atuar como preditoras da
transformacdo maligna ou podem estar associadas ao prognostico nos
carcinomas como proteinas envolvidas no controle do ciclo celular,
diferenciacdo, adesdo, angiogénese e invasdo tumoral. (OGMUNDSDOTTIR

ET AL., 2009).
1.6 E-caderina

As caderinas sdo uma familia de glicoproteinas transmembrana
dependentes de calcio que medeiam a adesdo celular. Estas moléculas
podem ser classificadas em E-caderina (epiderme), N-caderina (tecidos
derivados do neuroectoderma e mesoderma) e P-caderina (placenta, epitélio
pulmonar, células basais da epiderme, células mioepiteliais). Dentre estas, a
E-caderina tem sido alvo de muitos estudos nas ultimas décadas (OKEGAWA

et al., 2002; TADA et al., 1996; FURUKAWA et al 1997).

A E-caderina séo proteinas que medeiam a adeséo intercelular da
epiderme por meio do complexo caderina-catenina, as cateninas ligam-se as
caderinas a uma rede de filamentos de actina e outras proteinas
transmembrana e citoplasmaticas. Ela é responsavel pela ativacdo de sinais

relacionados a estruturagcdo e arquitetura do citoesqueleto, além da
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polarizagdo dos ceratindcitos no processo de estratificacdo da epiderme

(TADA et al., 1996; FURUKAWA et al., 1997; HINES et al., 1999).

Alteragbes na expressédo da E-caderina tem sido associadas com
comportamento agressivo, invasao e pobre prognéstico do cancer (SRIDEVI

et al, 2015).

Durante a carcinogénese ocorre o rompimento do contato célula-
célula e este pode ser um evento chave na progressao tumoral. Sridevi et al.
(2015) estudaram a marcacgdo da E-caderina no epitélio normal, displésico e
carcinoma espinocelular bucal e observaram uma perda gradual da sua
imunoexpressdo durante os estagios de malignizacdo, demonstrando que ela

esta associada a progressao tumoral.

Yogesh et al. (2011), avaliaram em seu estudo a expressao da E-
caderina de acordo a severidada da displasia epitelal e observaram a
correlacdo dos achados histopatoldgicos da displasia como: perda da adeséo
celular, presenca mitoses, e hipercromatismo nuclear estéo relacionados com

a menor imunomarcagéao da E-caderina.

Estudo recente, mostrou diferengas na expressao da E-caderina
guando comparada a mucosa normal com leucoplasia de baixo e alto risco e
carcinoma espinocelular com presenca de metastase e notaram uma reducao
significativa na imunoexpressdao da E-caderina nos carcinomas
espinocelulares e leucoplasias de alto risco quando comparadas as de baixo
risco, demonstrando que esta molécula pode ser utilizada como um

biomarcador para identificar lesbes com potencial de malignizacdo (VON

21



ZEIDLER et al., 2014).

Além disso, estudos atuais tem demonstrado que a expressao
da E-caderina pode estar relacionada com progndstico dos carcinomas. Zhao
et al. (2012) avaliou a imunoexpressao da E-caderina como fator progndstico
do carcinoma de cabecga e pescoc¢o por meio de uma revisdo sistematica e
metanalise e demonstrou que a menor expressdo da E-caderina esta
associada com pobre prognéstico dos pacientes com carcinoma de cabeca e

pescoco.

Em concordancia com os achados descritos acima, estudos tem
demonstrado que a reducao significativa da imunoexpressdo da E-caderina
esta relacionada a baixa sobrevida dos pacientes, assim como presenca de
metdstases em linfonodos e estagios mais avancados dos carcinomas

espinocelulares bucais (ZHOU et al., 2015, LUO et al., 2014).

1.6 Involucrina

A involucrina, vem do latim” involucre “ (envoltério, membrana que
envolve), é considerada um dos componentes do envelope ceratinizado,
estrutura que se forma sob a membrana plasmatica do estrato ceratinizado
durante a diferenciagéo terminal dos ceratindcitos e tem o papel de promover
uma barrreira fisica na epiderme, no controle da perda de agua. (SMACK et

al., 1994).

Ela € uma proteina sintetizada no compartimento suprabasal da

epiderme encontrada em abundancia no citoplasma dos ceratindcitos. E
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considerada um marcador precoce da diferenciacdo terminal (WATT,1983).
Apresenta estrutura alfa-helicoidal e realiza ligagdes cruzadas mediadas pela
transglutaminase com diversas outras proteinas estruturais, demonstrando
gue a involucrina é um componente precoce do envelope ceratinizado, que
pode promover um arcabouc¢o onde outras proteinas se ligam. A expressao
da involucrina é regulada por uma variedade de agentes incluindo célcio
(BIKLE et al. 2001) vitamina A, (POUMAY et al., 1999) proteina cinase C e
antioxidantes que regulam a diferenciagdo dos ceratindcitos.

(BALASUBRAMANIAN et al., 2002).

Escassos estudos, tem avaliado o papel da involucrina no
processo de carcinogénese. Gilchrist et al. (2015) analisou a imunoexpressao
da involucrina na mucosa bucal exposta ao fumo (fumo de rapé), leucoplasia
e mucosa normal e constataram que a imunomarcagdo da involucrina foi
menor na displasia epitelial, do que na mucosa exposta ao fumo de rapé e
mucosa normal, sugerindo que a involucrina pode ser um indicador para a

precoce do cancer bucal em pacientes com leucoplasia.

Outro estudo, o qual avaliou a marcagdo imunoistoquimica da
citoqueratina 10,11 e involucrina durante os diferentes estagios da
progressdo tumoral, notou uma alta expressdo de ambas moléculas na
mucosa bucal ndo—displasica com hiperplasia epitelial quando comparada a
displasia epitelial e carcinoma espinocelular bucal. Além disso, os diferentes
graus de displasia apresentavam correlacdo inversa com a expressao de

ambas moléculas (KANNAN et al., 1994).
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Diante do que foi exposto, observamos que apesar de estudos ja
avaliarem a imunoexpressao destes marcadores de adeséo e diferenciacao
celular na carcinogénese, ndo ha estudos que analisaram a expressao destas
moléculas em mucosa ainda clinicamente normal, exposta aos carcin6genos

como fumo e alcool, por meio da citopatologia da mucosa bucal.

Apesar de ndo podermos predizer o risco de malignizacdo dos
individuos de risco, estudos de citopatologia ja tem mostrado alguns
indicadores capazes de detectar alteragOes precoces como alteracées na
proliferacdo celular e maturacdo epitelial, porém s&8o necessarios novas
metodologias associadas a citopatologia que possam identificar
biomarcadores com possibilidade de utilizacdo em nivel populacional e que
venham a contribuir na sinalizacdo de individuos com maior risco (exposto

aos carcindgenos e com leucoplasia) ao desenvolvimento de cancer bucal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- ldentificar a expressdo imunocitoquimica e imunoistoquimica de
proteinas associadas a adesao e diferenciacéo celular e sua correlagdo com
0 padrdo de maturacdo e proliferacdo celular em individuos com mucosa
clinicamente normal, exposta a carcinégenos, com leucoplasia e cancer

bucal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comprovar a expressividade das moléculas de adesdo e
diferenciacdo celular por meio da técnica imunocitoquimica (ARTIGO1).

2. Avaliar o padrdo de maturacdo pela técnica Papanicolau,
proliferacdo celular pela técnica de AgNOR e expressao imunocitoquimica
das proteinas de adeséo (E-caderina) e diferenciacao celular (Involucrina) em
individuos com mucosa normal, exposta a fatores de risco (fumo e alcool) e

com leucoplasia e cancer bucal (ARTIGO 2).

3. Estabelecer a correlacdo do padrédo de maturacéo e velocidade de
proliferacdo celular da mucosa bucal com a expressdo das proteinas de
adesdo (E-caderina) e diferenciacdo celular (Involucrina) em células
esfoliadas da mucosa bucal em individuos com a mucosa normal, exposta a
fatores de risco (fumo e alcool) e com leucoplasia e cancer bucal (ARTIGO

2).
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4. Estabelecer a correlagdo dos achados imunocitoquimicos com o0s
achados imunoistoquimicos da E-caderina e Involucrina na leucoplasia

e cancer bucal (ARTIGO 3).

3. ARTIGOS CIENTIFICOS

3.1 ARTIGO CIENTIFICO |

Titulo: Immunocytochemistry associated with oral cytology
exfoliative. Methodological analysis. Analytical and Quantitative

Cytopathology and Histopathology 2015, v.37, n.2; p. 134- 138.

Autores: Alessandra Dutra da Silva, Celina Faig Lima, Bruna Jalfim
Maraschin, Natalia Koerich Laureano, Natalia Daroit, Fernanda Brochier,

Manoel Sant'Ana Filho, Fernanda Visioli, Pantelis Varvaki Rados
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3.2 ARTIGO CIENTIFICO Il

Artigo apresentado de acordo com as normas do periédico Cancer

Cytopathology (Online ISSN: 1934-6638)

Anélise do padrdo de maturacdo, proliferagcdo celular e correlacdo da
expressdo das moléculas de adesédo e diferenciacdo celular na mucosa
bucal exposta a carcin6genos, com leucoplasia e carcinoma

espinocelular bucal

RESUMO

O desenvolvimento do cancer bucal € um processo complexo de mdultiplas
etapas, caracterizado inicialmente por altera¢des celulares subclinicas a
alteracdes fenotipicas visiveis. O desafio atual é a busca de metodologias e
biomarcadores que detectem essas alteragcbes precocemente,para
identificarmos os individuos de risco. O objetivo deste estudo foi avaliar o
padrdo de maturacéo e proliferacdo epitelial e correlacdo com a expressao
imunocitoquimica de marcadores de adesdo (E-caderina) e diferenciacao
celular (involucrina). Para tal foi realizada a coleta citopatoldgica de
individuos, divididos em 4 grupos: controle (GC, n=33), alcool-fumo (GAF,
n=31), leucoplasia (GL, n=31) e grupo carcinoma espinocelular (GCE, n=22).
Foi realizado o raspado citologico em todos 0s grupos amostrais e realizacao
das técnicas AgNOR, papanicolau e imunocitoquimica. Observamos aumento
de escamas anucleadas no GAF quando comparado ao GC e no GL
comparada aos grupos sem lesdo (p<0,05). Além disso, notou-se maior
percentual de células intermediarias nos grupos sem lesdo do que no GL
(p=0,001.).Quando avaliamos a correlagcdo destes achados com a marcacao
positiva de E-caderina observou-se um menor numero de escamas
anucleadas e de células intermediarias (p<0,05). A velocidade de proliferagédo
foi maior no GCE do que no GC (p<0,05) e no GAF do que no GL (p<0,05).
Além disso, foi observado um aumento dos padrdes de proliferacdo celular
quando h& marcacao positiva da E-caderina no GAF e GL. Concluimos que a
citopatologia associada a técnicas quantitativas como Papanicolau, AQNOR,
e expressao imunocitoquimica de E-caderina detecta alteracdes associadas a
carcinogénese bucal.

Palavras-chave:Citologia;teste Papanicolau; AQNOR, E-caderina; Involucrina
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INTRODUCAO

O desenvolvimento do cancer bucal é considerado um processo
complexo de multiplas etapas. Ele se caracteriza desde alteracfes celulares
subclinicas, as quais inicialmente podem nao ser detectaveis clinicamente a
alteracdes celulares visiveis, que ocorrem devido a persisténcia da acéo de
agentes carcinégenos’. Este processo constitui um interessante modelo a ser

estudado dos eventos que podem ocorrer na carcinogénese.

Cada vez mais se busca a deteccao de individuos de risco, 0 mais
precocemente possivel e estudos tém utilizado a citopatologia para avaliar a
mucosa bucal clinicamente normal exposta a fatores de risco como: fumo e
alcool, e tém demonstrado que é possivel detectar alteragdes celulares
iniciais do processo da carcinogénese®®**. Nosso grupo de pesquisa, tem
associado a citopatologia com técnicas como Papanicolau e tem observado
alteracdes no padrdo de maturacédo epitelial nas células da mucosa bucal

expostas a fumo e alcool e com leucoplasias °.

Outros estudos, os quais utilizaram a associagéo da citopatologia com
a técnica AgNOR, que é uma método de mensuracdo das Regides
Organizadoras Nucleolares (NORs) e representa um parametro de avaliacdo
da velocidade de proliferacdo celular, constataram um aumento da
velocidade de proliferacdo celular da mucosa bucal normal em individuos
expostos a carcindgenos, fumo e alcool, quando comparada a do grupo

3,4,6

controle Atualmente, novas metodologias como a imunocitoquimica
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aliada a citologia da mucosa bucal tem se mostrado eficazes para analise das
alteracOes celulares que podem atuar como preditoras da transformacéo
maligna. Moléculas relacionadas a adesdo como E-caderina e a
diferenciagdo involucrina, representam uma possibilidade de avaliar o dano

celular precocemente’*®,

A E-caderina € uma proteina que medeia a adesdo intercelular.
Alteragbes na expressdo da E-caderina tem sido associadas com a
progressdo tumoral®!%* Sridevi et al. (2015)*?, estudaram a marcacéo desta
proteina no epitélio normal, displasico e carcinoma espinocelular bucal e
observaram uma perda gradual da sua imunoexpressao durante os estagios

de malignizag&o.

A involucrina € uma proteina sintetizada no compartimento suprabasal
da epiderme encontrada nos ceratinocitos. E considerada um marcador
precoce da diferenciacdo terminal®. Pesquisas tem mostrado sua expressao
alterada durante a carcinogénese bucal. Kannan et al. (1994)"* observou uma
baixa expressdo desta molécula na mucosa bucal com displasia epitelial e

carcinoma espinocelular bucal quando comparada as lesées nao displasicas.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o padrédo de maturacdo e
proliferacdo da mucosa bucal e sua correlagio com a expressao
imunocitoquimica da E-caderina e involucrina em individuos de risco para o
desenvolvimento do cancer bucal (individuos expostos ao fumo e ao alcool e
com leucoplasia) e compara-los com individuos sem lesdo e com carcinoma

espinocelular bucal .
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METODOLOGIA
Amostra

Os individuos deste estudo foram selecionados no Ambulatoério de
atendimento da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) no Centro de Especialidades Odontolégicas e no
setor de Estomatologia do Hospital Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no
periodo de 2012 a 2014. Todos os individuos assinaram um TCLE (Anexo 1)
e Aprovacdo Comité de Etica da UFRGS. A amostra foi composta por 4
grupos de pacientes descritos abaixo, 0os pacientes selecionados foram de
ambos 0s sexos e acima de 30 anos, um total de 115 pacientes participaram

deste estudo.

(1) Grupo Controle (n=30): constituido por pacientes que nao
apresentam lesfes bucais, e que ndo sdo expostos aos fatores de risco para
0 cancer bucal. Pacientes que nunca fumaram, ou pararam de fumar hi mais
de 10 anos, e que bebem, em média, menos de uma dose de bebida
alcodlica por dia. Segundo Tezal et al. (2001)**, 340 ml de cerveja, 113 ml de
vinho e 28 ml de destilados contém a mesma quantidade aproximadamente

de etanol.

(2) Grupo Alcool e Fumo (n=31): constituidos por pacientes que n&o
apresentam lesdes bucais, mas sao expostos aos fatores de risco para o

cancer bucal (fumo\alcool). Pacientes que fumam no minimo 20 cigarros com
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filtro por dia, por no minimo um ano, ou mais de 10 cigarros com filtro por
mais de 10 anos associado ou ndo ao consumo de bebida alcoodlica. O
consumo de bebida alcodlica é caracterizado pela ingestdo, em média, de
uma dose de bebida por dia segundo o indicado por Tezal et al. (2001)*, por

no minimo um ano.

(3) Grupo Leucoplasia (GL), (n=31): constituido por pacientes que
apresentavam clinicamente leucoplasias bucais, sendo posteriormente

confirmados no exame de bidpsia e diagndstico histopatoldgico.

(4) Grupo Carcinoma Espinocelular (GCE), (n=22): constituido por
pacientes que apresentavam clinicamente carcinoma espinocelular bucal

primario confirmado apGs bidpsia e diagndstico histopatolégico.

Os critérios de exclusdo deste estudo foram: idade inferior a 30
anos, presenca de outras lesGes bucais clinicamente visiveis, com excecao
do carcinoma espinocelular e da leucoplasia. O céalculo amostral foi baseado
num nivel de significancia de 5%, para poder de 90% e com uma diferenca
esperada em relacdo a proporcéo de células intermediarias de 20% entre 0s
grupos (Burzlaff et al. 2007)°. Dessa forma a amostra deveria ser constituida

de 30 pacientes por grupo.

Apds a concordancia em participar do estudo e assinatura do
TCLE, foi realizado um questionério com informacdes pertinentes ao estudo.
Foram coletados dados comportamentais e demogréficos, seguido do exame
fisico extra-bucal e intra-bucal, no qual foi avaliado habitos de higiene bucal e

condi¢des dentarias (Anexo 2).
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Para andlise da exposicdo ao fumo foi calculado o indice de
packyears. O packyear é definido com 20 cigarros fumados todos os dias por

ano (http://smokingpackyears.com/).
Coleta Citopatolégica

Com auxilio de um cytobrush, os pacientes do grupo controle e do
grupo alcool/fumo foram submetidos a coleta de células da mucosa bucal
para realizacdo de exame citologico nos sitios borda de lingua e assoalho
bucal, os sitios mais comumente afetados pelo cancer de boca. Os pacientes
do grupo 3 e 4 foram submetidos a coleta de células da mucosa bucal na
regido onde estava localizada a leucoplasia ou carcinoma espinocelular. O
esfregaco citopatoldgico foi transferido para uma lamina de vidro fixada em
solucdo de alcool absoluto spray. Previamente a realizagdo dos raspados,
todos os pacientes foram orientados a retirar suas proteses removiveis e a

bochechar agua filtrada durante 1 minuto.

As laminas foram identificadas com um nuamero de registro para
cada paciente, e seguiram para processamento das técnicas de Papanicolau,

AgNOR, e imunocitoquimica.
Técnica para analise Morfolégica (Papanicolaou)

A andlise morfolégica dos esfregacos foi realizada segundo protocolo
de Carvalho et al. (2002)* pela observacdo das primeiras 100 células
epiteliais distendidas e ndo sobrepostas, com o auxilio de microscépio

binocular Olympus Optical Co. modelo CX41RF em aumento de 400x. Os
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diferentes tipos celulares foram quantificados em: Célula anucleada, célula

superficial com nucleo, célula intermediaria, célula parabasal.
Técnica para quantificacdo das AgQNORs

A técnica foi realizada de acordo protocolo descrito por Ploton et al.
(1986)*°. No esfregaco citolégico submetido & impregnacéo pela prata, foram
capturadas imagens de 50 células, bem distendidas e ndo sobrepostas, em
um microscopio binocular, em aumento 1000x, com 6leo de imersdo. Foi
realizada a contagem das AgNORs segundo critérios estabelecidos por
Crocker et al. (1989)! e entdo foi calculada a média de AgNORSs/ntcleo
(mAgNOR). Um segundo parametro de avaliagao utilizado foi o percentual de
células com mais do que 1, 2, 3 e 4 AgNORs/nucleo (pAgNOR), de acordo
com metodologia proposta por Xie et al. (1997)."® A quantificacdo de
AgNORs foi realizada por dois pesquisadores cegos e calibrados. A
calibragem intra e inter-examinador foi avaliada pelo teste de Correlacdo

Intra-Classe (20,75).
Técnica Imunocitoquimica

A tecnica imunocitocitoquimica foi realizada segundo protocolo da
Silva et al. (2015)*°. Inicialmente as células esfoliadas da mucosa bucal
foram imersas em &lcool absoluto, apds foi realizada a permeabilizagdo da
membrana com triton X 0,5% em solucdo PBS (Phosphate buffer saline),
seguido por bloqueio da atividade da peroxidase enddgena com solucéo
peréxido de hidrogénio 20 volumes e metanol (1:1). Apos laminas foram

submetidas ao tratamento para recuperacdo antigénica com &cido citrico
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monohidratado 10nM em banho maria por 30 minutos. As lavagens entre as
etapas foram realizadas com solugcdo tamponada de TRIS. Os anticorpos
primérios foram incubados overnight a 4°C. Para amplificacdo da reacéo foi
utilizado Envision (HRP Kit, Dako Corp., Carpinteria, USA) para anticorpo
involucrina e Envision Dual Link (HRP Kit, Dako Corp., Carpinteria, USA) para
E-caderina, apds foi adicionado o cromoéforo diaminobenzidina (DAB, DAKO).
Posteriormente foi realizada a contracoloragdo das laminas com hematoxilina
de Harris, seguida de desidratacdo em alcool etilico, diafanizacdo em xilol e

montagem em Entellan (Merck).

O controle negativo das reacdes foi realizado pela abolicdo do
anticorpo priméario. O controle positivo utilizado foi amostra de pele para
ambos os anticorpos. Os anticorpos utilizados estao especificados no quadro

1.

Quadro 1: Especificagbes dos anticorpos.

Anticorpo Clone Fabricante Diluicdo
Involucrina SY5 Abcam 1:400
E-caderina 24E1 Cell Signaling 1:200

Analise dos dados

Os casos foram examinados em microscoépio Optico binocular acoplado
a uma camera digital em um aumento de 400X. Para a E-caderina foram

consideradas células positivas que apresentavam marcacao na membrana e
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para involucrina as células positivas foram as que apresentavam marcacao
citoplasmatica. A andlise da expressdao imunocitoquimica de ambas
moléculas, foi semi-quantitativa por escores: escore 0 = auséncia de

marcagao e escore 1 = marcagao positiva.

A andlise das laminas foi realizada por um Unico examinador cego e
calibrado. A calibragem intra-examinador foi avaliada pelo teste de

Correlacéo Intra-Classe (=0,75).

Andlise Estatistica

Os dados do presente estudo foram submetidos ao Programa de
Computador SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versédo 18.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA), para analise estatistica. Foi realizada a andlise
de distribuicdo dos dados para escolha dos testes. Generalized Estimated
Equations (GEE) e o teste de Bonferroni foi utilizado para comparacao entre

os grupos. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.

RESULTADOS

Um total de 117 pacientes foi incluido no estudo. A média de idade dos
grupos controle e alcool-fumo foi menor do que 0s grupos com lesédo e a
maioria dos individuos foram do sexo feminino, exceto no grupo carcinoma
espinocelular. Além disso, foram observadas condi¢gées dentarias piores nos
grupos leucoplasia e carcinoma espinocelular bucal. As caracteristicas

demograficas e comportamentais da amostra estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1. Dados demogréficos e de habitos dos pacientes incluidos nos grupos nos
grupos controle, alcool-fumo, leucoplasia e carcinoma espinocelular para analise do

padrdo de maturacgéo, proliferacdo celular e expresséo da E-caderina e Involucrina

Grupo ~ Grupo Grupo Grupo
Controle Alcool/Fumo Leucoplasia Carcinoma Espinocelular
(n=33) (n=31) (n=31) (n=22)
IDADE
(média + DP) 55 (+10,05) 48 (+11,05) 57 (£13,51) 57 (£8,40)
GENERO 51,1% F 74,1% F 58,1% F 48,1% F
48,4% M 25,8% M 41,9%% M 51,9% M
FREQUENCIADE 100% 64,5% 70,4%
FUMANTES
PACKYEARS
______ + +.
(média + DP) 24 (£16,4) 27 (¥19,1) 51 (+42,6)
CONSUMO DE
BEBIDAS 0 41,9% 77,8%
ALCOOLICAS 70.96% o o
ESTADO DENTARIO
Pobre 15,1% 32,2% 54,8% 63,6%
Regular 36,3% 41,9% 16,1% 22, 7%
Bom 48,4% 25,8% 29 % 13,7%
LINGUA —-----mmmmmmmmmeeee 32,2%
X ASSOALHO BUCAL----- 19,3% ASSOALHOBUCAL --- 27,2%
LOCAt'Ezg‘fg‘o e — =Y.\ @ ) — 19,3% LINGUA-------mmmeeeeeeev 18,1%
MUCOSA JUGAL ---------- 12,9% PALATO -------m--mmmm- 18,1%
FUNDO DE SULCO ------ 3,2% MUCOSA JUGAL ------ 9,1%
(] SN —— 3,2%

PADRAO DE MATURACAO

Os dados referentes ao percentual dos diferentes tipos celulares da

mucosa bucal observados pela técnica de Papanicolau nos grupos estudados

estdo descritos nas tabela 2 e 3.
Observou-se um maior percentual de escamas anucleadas no grupo
de individuos expostos ao alcool-fumo quando comparado ao grupo controle
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(p=0,00), e no grupo leucoplasia quando comparado aos grupos sem lesao

no sitio borda de lingua (Tabela 2).

O percentual de células intermediarias foi maior nos individuos dos
grupos sem lesdo, no sitio assoalho bucal, do que no grupo leucoplasia

(p=0,001),(tabela 3).

Além disso, constatou-se uma diferenca estatisticamente significante
do nimero de células intermediarias no assoalho bucal, quando comparado a

borda de lingua.

Tabela 2. Distribuicdo de células escamas anucleadas, superficial com ndcleo e

intermediérias nos grupos controle, alcool-fumo, leucoplasia e carcinoma espinocelular

Grupos Controle (BL) Alcool-fumo (BL) Leucoplasia Carcinoma Espinocelular
Média(DP) Média (DP) Média(DP) Média/DP p
Escama anucleada 1,0 (0,2)" 3,0 (20,5)° 13(+2,6)° 5,0 (+1,5)*%¢ p=0,00
Superficial 43(+2,8) 38 (+2,8) 40 (+2,8) 38 (+2,6) p>0,05
Intermediaria 51(+3,1) 58(+3,1) 46 (+3,7) 58(+3,1) p>0,05

BL= borda de lingua
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Tabela 3. Distribuicdo das células escamas anucleadas, superficial com nucleo e

intermediérias nos grupos controle, alccol-fumo, leucoplasia e carcinoma espinocelular

Grupos Controle (AB) Alcool-fumo (AB) Leucoplasia Carcinoma Espinocelular
Média(DP) Média (DP) Média(DP) Média/DP p
Escamaanucleada 1,0 (x0,2)"® 1,0 (x0,4)"° 13( 2,6)° 5,0 (¥1,5**¢  p=0,00
Superficial 34(+2,3) 30(+2,9) 40 (+2,8) 38 (+2,6) p>0,05
Intermediaria 65 (+2,3)" 66(+3,1)" 46 (£3,7)° 58(+3,1)*° p=0,001

AB= assoalho bucal

PROLIFERACAO CELULAR

Os resultados referentes a analise da presenca de AgNOR nos

diferentes grupos estao descritos na tabela 4 e 5.

Uma maior média de mAgNOR e percentual de AQNOR (pAgNOR>2
e 3) foi observada nos pacientes dos grupos carcinoma em relagéo ao grupo
controle,no  sitio borda de lingua, (p=0,001; p=0,027; p=0,005,

respectivamente),(tabela 4).

Entretanto, os individuos do grupo exposto a alcool-fumo, no sitio
assoalho bucal, apresentaram maior média do percentual de AgNOR
(PAgNOR>2,3 e 4) do que no grupo com leucoplasia ( p=0,004; p=0,01; p=

0,02, respectivamente),(tabela 5) .

Quando realizamos a comparacdo entre os sitios notou-se maiores
médias dos parametros de proliferacdo celular avaliados no assoalho bucal

guando comparado a borda de lingua.
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Tabela 4. Distribuicdo das varidveis de AQNOR (média de AgNOR e percentual de AQNOR

>1, >2, >3 e >4) de acordo com 0s grupos controle, &lcool-fumo, leucoplasia e carcinoma

espinocelular

Grupos

mAgNOR
pAgNOR>1
pAgNOR>2
PAgNOR>3

pAgNOR >4

Controle (BL) Alcool-fumo(BL)

Leucoplasia (L) Carcinoma Espinocelular(L)

Média(DP) Média (DP) Média(DP) Média/DP p
3,36(+0,89" 3,72(+0,94)"° 3,58(x0,13)*® 4,16(+0,16)" p=0,001
95 (+1,10) 98 (+4,00) 94 (+1,90) 91 (+4,70) p>0,05
74 (+2,40)" 82(+1,80)"® 77(+3,40)"® 86 (+2,70)° p = 0,027
43(+2,90)" 51(+3,00)*® 50(+4,50)*® 62 (+4,20)° p=0,005
20(+2,10) 27(+2,70) 24(+3,00) 35(4,30) p>0,05

Bl= borda de lingua, L= lesional

Tabela 5. Distribuicdo das variaveis de AgNOR(média de AgNOR e percentual de

AgNOR >1, >2, >3 e >4) de acordo com os grupos controle, alcool-fumo, leucoplasia e

carcinoma espinocelular

Grupos

mMmAgNOR
PAgNOR>1
pAgNOR>2
pPAgNOR>3

pAgNOR >4

Controle (AB) Alcool-fumo(AB)

Leucoplasia (L)

Carcinoma Espinocelular(L)

Média(DP) Média (DP) Média(DP) Média/DP p

3,93(+0,14)"® 4,31(+0,13)" 3,58(0,13)° 4,16(+0,17)"® p<0,05
98 (+7,00) 99 (+3,00) 94(+1,90) 91 (+4,70) p>0,05
87(+2,40)"*® 91(+1,40)" 77(x3,40)° 86 (+2,70)"° p=0,004
62(+3,40)"® 69 (+3,00) 50(+ 4,50)° 62(+ 4,20)*® p=0,01
34 (+3,40)"° 39(+3,20)" 24(+3,00)° 35(+4,30)"® p=0,024

AB= assoalho bucal, L= lesional

EXPRESSAO DA E-CADERINA E INVOLUCRINA

Os resultados mostraram que a marcacao positiva da E-caderina

(escore 1) foi maior no grupos sem lesdo, grupo controle (51%) e &lcool-

fumo(AB) (51%) do que nos grupos com lesédo, leucoplasia (41%) e

carcinoma espinocelular (38%), (grafico 1).
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Gréfico 1- Expressdo imunocitoquimica da E-caderina nos grupos

controle, alcool fumo, leucoplasia e carcinoma espinocelular
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BL= borda de lingua; AB= assoalho bucal, escore 0= auséncia de marcacéo e escore 1= presenga

de marcagédo

Os resultados referentes a analise imunocitoquimica da involucrina
mostraram uma maior marcacao positiva nos grupos controle, grupo alcool-
fumo e leucoplasia do que o grupo carcinoma espinocelular, no qual 87% dos
individuos deste grupo mostraram escore 0, ou seja auséncia da expressao

da involucrina (gréfico 2).
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Grafico 2- Expressdo imunocitoquimica da Involucrina nos grupos

Controle, alccol-fumo, leucoplasia e carcinoma espinocelular
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BL= borda de lingua; AB= assoalho bucal, escore 0= auséncia de marcacéo e escore 1=

presenca de marcagao

CORRELACAO DO PADRAO DE MATURACAO EPITELIAL E

EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA DA E-CADERINA E INVOLUCRINA

Em relacdo as escamas anucleadas observou-se uma
diminuicdo da média—percentual destas células, quando ocorre marcacao
positiva da E-caderina no grupo leucoplasia (p=0,001) e aumento do
percentual de escamas anucleadas quando ocorre marcacédo da E-caderina

no grupo carcinoma espinocelular (p=0,032),(tabela 6).

Ja quando avaliamos o percentual de células superficiais com
ndcleo ndo observou-se uma associagdo com a marcacdo da E-caderina e

involucrina.
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Em relacdo ao percentual de células intermediarias foi observada
um aumento no percentual destas células quando ocorre a marcacgéo da E-

caderina no grupo leucoplasia (p=0,000) (tabela 7).

hY

Em relacdo a associagdo da expressdo imunocitoquimica da
involucrina com o percentual dos diferentes tipos celulares, ndo foi observada
correlacdo entre o percentual de escamas anucleadas, células superficiais
com nucleo e células intermediarias e imunoexpressao da involucrina.

Tabela 6. Correlagdo da marcacdo da E-caderina e percentual de escamas anucleadas

e intermediarias nos grupos controle, &lcool-fumo, leucoplasia e carcinoma

espinocelular

Escore E-caderina Escama anucleada Intermediaria P
(média + DP) (média + DP)
Grupo BL 0 1,0(0,3) 57(+3,4)
Controle 1 1,0(x0,3) 47(+5,2)
p>0,05
0 1,0(20,4) 62(+3,8)
AB ,0(x0, +3,
L 1,0(:0,3) 66(+3,2)
p>0,05
Grupo BL 0 3,0(+0,6) 59(+3,7)
alcool-fumo 1
1,0(0,6) 55(+4,4)
p>0,05
1,0(20.6) 64(+3,2)
AB 0
. 1.0(20.6) 66(+5,2)
p>0,05
p=0,001
Grupo L 0 19 (+4,0) 37(24,3)
Leucoplasia p=0,000
1 4,0(+1,2) 58(24.2)
3,0(¢1,4) 56(+4,0)
c Grupo L 0 p= 0,032
arcinoma 8,0(2,9) 56(+5,4)
espinocelular 1
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CORRELACAO DA EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA DA E-

CADERINA, INVOLUCRINA E PROLIFERACAO CELULAR

Os resultados mostraram que h&a uma correlagcédo entre o aumento da

proliferacéo celular pelos parametros analisados de AQNOR e a marcacao

positiva da E-caderina (escore 1) nos grupos dos individuos expostos a

alcool-fumo e leucoplasia, conforme descrito na tabela 7.

Tabela 7. Correlacdo da marcagdo da E-caderina e variaveis de AQNOR nos grupos

controle, &lcool-fumo, leucoplasia e carcinoma espinocelular

Escore E-caderina mAgNOR pAgNOR>3 pAgNOR>4 p
(média + DP) (média + DP) (média + DP)
+ + +

Grupo 3,33 (+0,16) 43(25,2) 22 (+3,5)

controle BL 3,35 (+0,71) 41(+2,5) 19(+2,0)
p>0,05

g 3.66(20,18) 57(+4,9) 32(+4,0)

65(+3,8) 35(+4,9)
4,08(+0,17) 050,05

Grupo BL 3,65(+0,98) 50(+3,3) 24(+2,6)
alcool-fumo p=0,02

4,00(x0,21) 59(+5,9) 39(+5,9)

3,93(x0,16
AB (#0,16) 60(+3,4) 30(£3,8) 0=0,001
4,60 (0,18

( ) 76(£3,2) 45(£3,6) 020,002
Grupo 3,33(0,16) 44(+ 5,8) 17(x2,9) p=0,028
Leucoplasia L 3,86 (£0,17) 56(6,0) 31(4,5) p=0,017

Grupo 4,28(0,21) 67 (+4,9) 39(+5,6)

Carcinoma

espinocelular L 3,81(x0,23) 53(+7,1) 26(£5,2) p>0,05
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Em relagdo a involucrina, ndo foi observada associagdo entre o0s
padrées de proliferacdo celular analisados e marcacdo positiva da

involucrina.

DISCUSSAO

Cada vez mais se busca a identificacdo precoce de biomarcadores
que possam sinalizar o risco de malignizacéo de cada individuo para o cancer
bucal, desta forma o principal objetivo deste estudo foi avaliar a expressao
imunocitoquimica de moléculas de adesao e diferenciagdo celular nas células
da mucosa bucal de individuos de risco e sua correlacdo com padrédo de
maturacdo e proliferagdo comparando-os com individuos controle, néo

expostos a carcindgenos, ou com a presenga de carcinoma espinocelular.

Em relacdo as caracteristicas demogréficas da amostra, nossos
resultados mostraram uma maior média de idade, e maior prevaléncia nos
individuos do sexo feminino nos grupos sem les@o e com leucoplasias, este

aspecto esta em discordancia com outros estudos®*?*

, 0S quais relatam maior
ocorréncia de homens nas leucoplasias, porém sugerem que a distribuicdo
do genéro pode ser altamente varidvel dependendo da localizagcdo geogréfica
e habitos da populacdo em relacdo aos fatores de risco *°?*%, Além disso,
observamos que os individuos com leucoplasias apresentavam baixo
consumo de éalcool (41,9%) quando comparado ao grupo carcinoma

espinocelular (70,4%), assim atribuimos uma maior associacdo das

leucoplasias com o consumo de tabaco (64,5%) conforme ja descrito por
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outros autores ?%*', Em relac&o a localizacdo das lesdes foi constatada maior
incidéncia das leucoplasias e carcinomas espinocelulares bucais em regiao
de assoalho bucal e borda de lingua de acordo com o descrito na literatura,

estes sdo considerados os principais sitios de acometimento do cancer bucal

23

Este é o primeiro estudo que avaliou a expressdo de marcadores de
adesao celular (E-caderina) e de diferenciagdo (involucrina) por meio da
citopatologia da mucosa bucal. A marcacao imunocitoquimica da Involucrina
em células descamadas da mucosa bucal ndo mostrou-se eficiente, como
uma ferramenta para determinar paciente de risco utilizando citopatologia
bucal. Entretanto foi possivel observar que a auséncia de marcacao da E-
caderina foi maior nos grupos com lesdao carcinoma espinocelular (62%) e
leucoplasia (59%) quando comparado com o grupo controle (51%) (graficol),
em concordancia com Sridevi et al. (2015)** o qual observou que 90% dos
carcinomas espinocelulares bucais e 80% das leucoplasias apresentavam
leve a moderada expressdo de E-caderina quando comparada ao grupo
controle com alta expressdo. Além disso, Von Zeidler et al. (2014)**, Yogesh
et al. (2011)®, observaram também uma menor expresséo da E-caderina nos
carcinomas e displasias epiteliais quando comparado a mucosa normal.
Entretanto estes estudos diferem da nossa pesquisa, devido a metodologia
utilizada (pois estes estudos foram realizados em cortes histolégicos e néo

em esfregacos citolégicos) e apresentavam diferentes anélise dos resultados.

Considerando a correlacao da expressao da E-caderina e o padréo de

maturagdo da mucosa bucal, nossos achados mostraram-se contraditorios,
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pois nao foi possivel demonstrar uma uma relagdo direta entre a E-caderina e

0 padrao de descamacao da mucosa bucal.

Quando analisamos individualmente o percentual dos diferentes tipos
celulares pela técnica Papanicolau observamos um maior namero de
escamas anucleadas no grupo de individuos expostos ao fumo e alcool do
gue no grupo controle, Resultados similares foram descritos por Orellana
Bustos et al. (2004)%°, Winn et al. (2000)?’, os quais demonstraram um maior
percentual destas células em pacientes expostos ao fumo, e este aumento da
ceratinizacdo foi atribuido como uma resposta da mucosa bucal frente a

agressao produzida pelo calor e produtos quimicos do tabaco.

Além disso, foi notado maior niamero de escamas no grupo
leucoplasia quando comparada aos grupos sem lesao e isto ocorre, porque a
leucoplasia se caracteriza como mancha ou placa branca que é caracterizada
por aumento da ceratinizagdo e por consequéncia, possivelmente,
apresentando aumento do niumero de escamas anucleadas, acredita-se que
isto também reflete um menor percentual de células intermediarias no grupo
leucoplasia comparada aos grupos sem lesdo em discordancia ao achados
de Burzlaff et al., 2007°. Os achados deste estudo de maior nimero de
células intermediarias presentes no assoalho bucal quando comparado a
borda de lingua estdo em acordo com os resultados de outros estudos?2%3°,
onde constatou-se que o padrao de maturagao epitelial apresenta variacdes
de acordo com o sitio anatdémico e o assoalho bucal por ser uma mucosa nao

ceratinizado, mais fina € mais permeavel e assim pode apresentar maior

numero de células intermediarias.
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Em relacdo aos parametros de proliferacdo celular analisados pela
técnica de AQNOR observamos um aumento estatisticamente significante na
atividade proliferativa do grupo carcinoma quando comparado ao grupo
controle no sitio borda de lingua em concordancia com Remmerbarch et al.,
2003*, o qual observou média de AgNOR no grupo carcinoma (8,82),
significativamente maior do que no grupo controle (2,28). Entretanto nossas
médias sdo inferiores e esta diferenca pode ser devido a diferente
metodologia realizada no estudo Remmebrach, onde foi realizado biépsia tipo
brush. Além disso, tamanho da amostra, sitios anatémicos diferentes, ou uma
combinacdo destes fatores também podem explicar as diferentes médias.
N&o encontramos na literatura outros estudos que realizaram a analise de

AgNOR em grupos com lesdo associada citopatologia bucal.

Também observamos uma maior percentual de AQNOR (pAgNOR>2
e >3) nos individuos expostos aos fatores de risco fumo e alcool, no sitio
assoalho bucal. Esta observacdo esta de acordo com Paiva et al. (2004)% e
Cancado et al. (2001)*, os quais constataram um aumento de mAgNOR nos

pacientes expostos ao fumo e fumo e &lcool em relagdo aos controles.

Ademais, na analise da correlagdo do padrdo de proliferacdo com a
expressdao da E-caderina da mucosa bucal nos 4 grupos estudados,
observou-se uma tendéncia de aumento dos parametros de AgNOR em
todos os grupos avaliados, exceto no grupo carcinoma espinocelular, quando
ocorre a marcagao da E-caderina, com aumento estatisticamente significante
no grupo exposto a carcindgenos (p=0,001) e leucoplasia (p=0,002), isto

sugere que 0S passos prévios ao desenvolvimento do cancer se comportam
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de forma similar, entretanto quando ocorre a manifestacdo fenotipica da
lesdo o comportamento celular se altera ou o conjunto de células obtidos no
raspado segue um padrdo mais desorganizado, caracteristico da neoplasia ja
instalada. Somado a isso, estudos relatam que a auséncia ou diminuicao da
expressdo da E-caderina pode ser um evento tardio associada a progressao
tumoral, entretanto a proliferagdo celular pode constituir um evento precoce

da carcinogénese .
Conclusdes

A citopatologia associada a técnicas quantitativas como papanicolau
AgNOR, e expressao imunocitoquimica de E-caderina pode detectar
alteracOes associadas a carcinogénese bucal. O marcador de diferenciagéo
celular (Involucrina) ndo se mostrou eficaz para sinalizar pacientes de risco
quando utilizamos a citopatologia bucal. Novos estudos para identificacéo de
outros biomarcadores sdo necessarios para propormos uma intervengao
profilatica nos individuos de grupos de risco para o cancer, a nivel

populacional.
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3.3 ARTIGO CIENTIFICO Il

Artigo apresentado de acordo com as normas do periédico

Cytopathology (Online ISSN: 1365-2303)

Andlise da correlagdo imunocitoquimica e imunoistoquimica de
moléculas de adesdo e diferenciacdo celular em leucoplasias e

carcinomas espinocelulares bucais

Resumo:

Objetivo: Avaliar a correlacdo da expressdo imunocitoquimica e
imunoistoquimica das moléculas de adesdo (E-caderina) e diferenciacédo
celular (Involucrina) em leucoplasias e carcinomas espinocelulares bucais.
Métodos: Foi realizada coleta citopatologica e bidpsia de individuos com
leucoplasia (n=31) e carcinoma espinocelular bucal (n=22), de ambos os
sexos e acima de 30 anos. O raspado citolégico e a bidpsia foi realizada no
local da lesdo e posteriormente laminas histolégicas foram confeccionadas
para realizacdo das técnicas imunocitoquimica para as células esfoliadas da
mucosa bucal e técnica imunoistoquimica para os tecidos de bidpsia
utilizando os anticorpos E-caderina e Involucrina. Os testes de correlacdo de
Sperman e concordancia Kappa foram realizados para avaliar a correlagéo e
concordancia entre as técnicas.

Resultados: N&ao foi observada correlagdo e concordancia da expressao
imunocitoquimica e imunoistoquimica da E-caderina e Involucrina em
leucoplasias (R=0,01, p=0,958), (Indice Kappa =0,017, p=0,92), e carcinomas
espinocelulares bucais (R=0,26, p=0,206), (Indice Kappa=0,36, p=0,07).
Conclusbes: As analises de imunoexpressao dos marcadores E-caderina e
involucrina nos tecidos possui padrdo de marcacdo diferente daquele
observado nas células esfoliadas da mucosa bucal. Desta forma, torna-se
necessario novos estudos, com amostras maiores, ou utilizando outros
marcadores, a fim de confirmar os achados da nossa pesquisa e aprofundar
0 estudos em torno de formas de diagnosticar precocemente o cancer bucal.

Palavras chaves: imunoistoquimica, E-caderina, Involucrina

INTRODUCAO
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O cancer bucal é considerado um problema de saude publica, de
acordo com o Instituto Nacional do Céancer estimam-se no Brasil para o ano
de 2016, 11.140 novos casos desta neoplasia em homens e 4.350 novos
casos em mulheres. As taxas de sobrevida e mortalidade desta doenca
permaneceram elevadas nos Gltimos 30 anos*. Assim, novos esforcos devem
ser realizados pela busca de metodologias eficazes, assim como, a
identificacdo de biomarcadores, a fim de realizar a prevencgéo desta neoplasia

na populacéo.

LesOes potencialmente malignas podem predispor o desenvolvimento
do cancer bucal, dentre estas lesées a leucoplasia € a mais prevalente,
portanto de grande relevancia clinica. Apesar de nao podermos predizer o
risco de malignizacdo das leucoplasias, a presenca de tais lesbes na mucosa

bucal sdo0 uma alerta para pacientes e profissionais de satude?.

Métodos nao invasivos como a citopatologia tem se mostrado
efetivos para realizar a deteccéo precoce de alteragdes celulares nao visiveis
clinicamente em pacientes expostos a fatores de risco, e em lesbes

potencialmente malignas®*°°,

Entretanto, para proporcionar um melhor
entendimento do potencial de malignizacdo de cada individuo a associagédo
da citopatologia com técnicas complementares como a imunocitoquimica
podem melhorar a efetividade deste processo de rastreamento. A expressao
de marcadores relacionados a adesdo como a E-caderina e diferenciacéo
como Involucrina podem atuar como preditores do processo de

malignizacdo’®. A E-caderina é uma glicoproteina que medeia ades&o

intercelular e tem sido estudada no processo de carcinogénese bucal.
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Algumas pesquisas tem observado uma diminuicdo na expressao desta

molécula nos estagios prévios e durante a progressdo do cancer bucal”®.

Proteinas relacionadas a diferenciagdo terminal dos ceratinécitos
como a involucrina, também mostraram sua expressao reduzida em
leucoplasias com displasia epitelial quando comparada as células da mucosa

bucal exposta ou n&o a carcinégenos °.

A imunoexpressao destes marcadores de adesdo e diferenciacao, ja
vem sendo estudados nos diferentes estagios da carcinogénese em tecidos
obtidos de bidpsia, porém nao ha estudos que avaliaram a expressao destas
proteinas por meio da citologia da mucosa bucal, portanto o objetivo deste
estudo foi avaliar se ha correlacdo dos achados da marcacéo
imunocitoquimica com a expressao imunoistoquimica da E-caderina e
Involucrina nas células da mucosa bucal de pacientes com leucoplasia e

carcinoma espinocelular bucal.
METODOLOGIA
Amostra

Os individuos deste estudo foram selecionados no Ambulatoério de
atendimento da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) no Centro de Especialidades Odontolégicas e no
setor de Estomatologia do Hospital Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no
periodo de 2012 a 2014. Todos os individuos assinaram um TCLE (Anexo 1)

e Aprovacdo Comité de Etica da UFRGS. A amostra foi composta por 2
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grupos de pacientes de ambos os sexos, acima de 30 anos um total de 53
pacientes participaram do estudo. Grupo Leucoplasia (GL), (n=31):
constituido por pacientes que apresentavam clinicamente leucoplasias
bucais, sendo posteriormente confirmados no exame de bidpsia e diagnéstico
histopatoldgico. Grupo Carcinoma Espinocelular (GCE), (n=22): constituido
por pacientes que apresentavam clinicamente carcinoma espinocelular bucal
primario confirmado apdés bidpsia e diagndstico histopatolégico. Os critérios
de exclusdo deste estudo foram: idade inferior a 30 anos, presenca de
outras lesdes bucais clinicamente visiveis, com exce¢do do carcinoma

espinocelular e da leucoplasia.

Apds a concordancia em participar do estudo e assinatura do
TCLE, foi realizado um questionério com informacdes pertinentes ao estudo.
Foram coletados dados comportamentais e demograficos seguido do exame
fisico extra-bucal e intra-bucal, no qual foi avaliado condi¢cdes dentérias

(Anexo 2).

Coleta Citopatolégica

Com auxilio de um cytobrush os pacientes foram submetidos a
coleta de células da mucosa bucal na regido onde estava localizada a
leucoplasia ou carcinoma espinocelular. O esfregaco citopatologico foi
transferido para uma lamina de vidro fixada em solu¢do de &lcool absoluto
spray. Previamente a realizacdo dos raspados, todos os pacientes foram
orientados a retirar suas préteses removiveis, e a bochechar agua filtrada

durante 1 minuto.
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Posteriormente a coleta citolégica foi realizado a biépsia das
lesdes (leucoplasia e carcinoma espinocelular bucal). O material obtido foi
fixado em formalina neutra tamponada a 10% e, processado pela técnica de
hematoxilina e eosina do Laboratério de Histopatologia da Faculdade de
Odontologia da UFRGS para confirmacéo do diagndstico histopatologico das

lesdes.

As laminas foram identificadas com um numero de registro para
cada paciente, e seguiram para processamento da técnica imunocitoquimica
para as células esfoliadas da mucosa bucal e imunoistoquimica para 0s

tecidos de bhiépsias de leucoplasias e carcinoma espinocelular bucal.
Técnica Imunocitoquimica e Imunoistoquimica

Em ambas as técnicas foi realizado o mesmo protocolo descrito
por Da Silva et al. (2015)*, entretanto nos blocos de parafina provenientes
da bidpsia das lesGes de leucoplasia e carcinoma espinocelulares, os cortes
histolégicos foram previamente desparafinados em xilol. Inicialmente foi
realizada a hidratacdo em alcool absoluto, apds a permeabilizacdo da
membrana com triton X 0,5% em solucdo PBS (Phosphate buffer saline),
seguido por bloqueio da atividade da peroxidase enddgena com solucéo
peroxido de hidrogénio 20 volumes e metanol (1:1). Apos laminas foram
submetidas ao tratamento para recuperagdo antigénica com acido citrico
monohidratado 10nM em banho maria por 30 minutos. As lavagens entre as
etapas foram realizadas com solugcdo tamponada de TRIS. Os anticorpos

priméarios foram E-caderina (clone SY5, Abcam) e Involucrina (clone 24E,Cell
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signalling) e foram incubados overnight a 4°C. Para amplificacdo da reacéo
foi utilizado Envision (HRP Kit, Dako Corp., Carpinteria, USA) para anticorpo
involucrina e Envision Dual Link para E-caderina (HRP Kit, Dako Corp.,
Carpinteria, USA), ap0s foi adicionado o croméforo diaminobenzidina (DAB,
DAKO). Posteriormente foi realizada a contracoloracdo das laminas com
hematoxilina de Harris, seguida de desidratacdo em alcool etilico,

diafanizacdo em xilol e montagem em Entellan (Merck).

O controle negativo das reacdes foi realizado pela abolicdo do
anticorpo primério. O controle positivo utilizado uma amostra de pele para

ambos os anticorpos.
Anédlise dos dados

Os casos foram examinados em microscopio Optico binocular acoplado
a uma camera digital em um aumento de 400X. Para a E-caderina foram
consideradas células positivas as que apresentavam marcacao na membrana
e para involucrina as células positivas foram as que apresentavam marcagao
citoplasmatica. A andlise da expressao imunocitoquimica e imunoistoquimica
de ambas as moléculas, foi semi-quantitativa segundo critérios de Lima et al.,
2015, Foram utilizados o escore 0= nenhuma célula positiva, escore 1=
25% células positivas, escore 2=50% células positivas, escore 3=75% células
positivas e escore 4=100% células positivas. Para analise de concordancia
entre as técnicas utilizando os anticorpos descritos também foi realizada a
andlise semi-quantitativa por escores: escore 0= auséncia de marcagao e

escore 1 = marcagéao positiva.
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A analise das laminas foi realizada por um Unico examinador cego e
calibrado. A calibragem intra-examinador foi avaliada pelo teste de

Correlacéo Intra-Classe (=0,75).

Andlise Estatistica

Os dados do presente estudo foram submetidos ao Programa de
Computador SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) para analise
estatistica.. O teste de correlagdo de Sperman foi utilizado para avaliar a
existéncia de associacdo entre os achados imunocitoquimicos e
imunoistoquimicos das proteinas estudadas. O teste de Kappa foi utilizado
para avaliar a concordancia dos achados imunocitoquimicos e
imunoistoquimicos. Foi considerado um nivel de significancia estatistica de

5% (p<0.05).

RESULTADOS

Um total de 53 pacientes foi incluido no estudo, sendo 31 pacientes
do grupo leucoplasia e 22 do grupo carcinoma espinocelular bucal. A média
de idade foi de 57 anos, variando de 30 a 79 anos. No grupo leucoplasia a
maioria foi do sexo feminino (58,1%) e no grupo carcinoma do Ssexo
masculino (51,9%). A frequéncia de fumantes foi 64,5% (grupo leucoplasia) e
70,4% (grupo carcinoma) e o consumo de bebidas alcdolicas foi maior no

grupo carcinoma (77,8%).

As leucoplasias bucais, foram subdivididas em grupos de acordo
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com a auséncia ou presenca de sinais displasicos no material histopatologico
examinado. Leucoplasias displasicas (n=4) e leucoplasias nao displasicas
(n=27). Os diagndsticos histopatoldgicos das leucoplasias nao displasicas
foram na sua maioria hiperceratose e hiperplasia epitelial e hiperplasia

epitelial e acantose.

As localizagcbes mais frequentes das leucoplasias e carcinomas

espinocelulares bucais foram lingua e assoalho bucal.

As tabelas 1 e 2 mostram a marcagdo por escores das técnicas
imunocitoquimica e imunoistoquimica da E-caderina e involucrina nos grupos
leucoplasia e carcinoma espinocelular. Figura 1 ilustra a marcacgao
imunocitoquimica nas células esfoliadas da mucosa bucal da E-caderina e
involucrina nos grupos leucoplasia e carcinoma espinocelular e a figura 2 a
marcacao imunoistoquimica nos tecidos de ambos anticorpos nos grupos

leucoplasia e carcinoma espinocelular
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Tabela 1. Marcacdo da E-caderina pelas técnicas imunocitoquimica

imunoistogquimica nos grupos leucoplasia e carcinoma espinocelular

Escores E-caderina Imunocitoquimica Imunoistoquimica
0 16,1% 9,4%
1 41,9% 43,6%
Grupo 9,7% 21,9%
Leucoplasia 2
n=31 3 32,3% 21,9%
4 0% 3,1%
0
29,1% 25%
1 33,3% 41,7%
Grupo
Carcinoma 2 12,5% 25%
Espinocelular
n=22 3 25% 8,3%
4 0% 0%

e

Escore 0= nenhuma célula positiva, Escore 1= 25% células positivas, Escore 2=50% células

positivas, Escore 3=75% células positivas e Escore 4=100% células positivas

Tabela 2. Marcacgéo da Involucrina pelas técnicas imunocitoquimica e

imunoistoquimica nos grupos leucoplasia e carcinoma espinocelular

Escores Involucrina Imunocitoquimica Imunoistoquimica
0 24% 0%
1 27,3% 12,1%
Grupo 2 15,2% 21,2%
Leucoplasia
3 18,2% 51,5%
4 0% 0%
0
29,6% 7,4%
L 44,4% 40,7%
Grupo 5
Carcinoma 7,4% 25,9%
Espinocelular 3
3,7% 7,4%
4 0% 0%

Escore 0= nenhuma célula positiva, Escore 1= 25% células positivas, Escore 2=50% células positivas, Escore

3=75% células positivas e Escore 4=100% células positivas
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E-CADERINA INVOLUCRINA

A B
A
GRUPO LEUCOPLASIA GRUPO LEUCOPLASIA
C D
GRUPO CARCINOMA ESPINOCELULAR GRUPO CARCINOMA ESPINOCELULAR

Figura 1. (A) Marcagcdo imunocitoquimica da E-caderina em membrana
celular no grupo leucoplasia. (B) Marcacdo imunocitoquimica da involucrina
em citoplasma no grupo leucoplasia.(C) Marcacdo imunocitoquimica da E-
caderina focal e em membrana no grupo carcinoma espinocelular.(D)
Marcacéo de involucrina em citoplasma no grupo carcinoma espinocelular,
marcacao fraca e focal. As fotos estdo no aumento 20x.
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E-CADERINA INVOLUCRINA

GRUPO LEUCOPLASIA GRUPO LEUCOPLASIA

D
C

GRUPO CARCINOMA ESPINOCELULAR GRUPO CARCINOMA ESPINOCELULAR

Figura 2 — (A) Expressao imunoistoquimica da E-caderina em membrana
celular,no grupo leucoplasia, marcacéo fraca.(B) Marcagdo imunoistoquimica
da involucrina em citoplasma no grupo leucoplasia, intensa marcagdo em
toda extensdo do epitélio, exceto na camada basal e suprabasal.(C)
Marcacgdo imunoistoquimica de E-caderina no grupo carcinoma espinocelular,
marcacao fraca e focal.(D) Marcacdo imunoistoquimica da involucrina no
grupo carcinoma espinocelular, marcacgéo focal, somente no centro das ilhas
tumorais com formacéao de ceratina. Fotos no aumento 10x.

CORRELACAO IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA DA

E-CADERINA

As tabelas 3 e 5 demonstram os resultados referentes as analises de

correlacdo Spermann da técnica imunocitoquimica e imunoistoquimica da E-
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caderina no grupo leucoplasia e carcinoma espinocelular , ndo foi observada
correlagcao significativa (R=0,01, p=0,958),(R=0,26, p=0,206),

respectivamente.

Na andlise de concordancia entre as técnicas, ndo foi observada
concordancia entre imunocitoquimica e imunoistoquimica no grupo
leucoplasia (Indice Kappa = 0,017, p=0,92)(tabela 4) e grupo carcinoma

(Indice Kappa=0,36, p=0,07 (tabela 6).

TABELA 3 — DADOS DA CORRELAGCAO DA TECNICA IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA DA E-
CADERINA NA LEUCOPLASIA.

EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA E-CADERINA

ESCORE 0 ESCORE 1 ESCORE 2 ESCORE 3 ESCORE 4 Total

EXPRESSAQ N 1 2 0 1 1 5
IMUNOCITOQUIMICA
E-CADERINA

ESCORE 0 20% 40% 0% 20% 20% 100%

N 0 7 4 1 1 13
ESCORE 1 0% 53,8% 30.8% 7,7% 7,7% 100%

N 1 1 1 0 0 3
ESCORE 2 33,3% 33,3% 33,3% 0% 0% 100%

N 2 3 1 3 1 10
ESCORE 3 20% 30% 10% 30% 10% 100%

Total N 4 13 6 5 3 31
12,9% 41,9% 19,4% 16,1% 9,7% 100%

TABELA 4- ANALISE DE CONCORDANCIA DA EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA
DA E-CADERINA NO GRUPO LEUCOPLASIA

IMUNOCITOQUIMICA DA E-CADERINA
ESCOREO ESCORE1 Total

IMUNOISTOQUMICA  ESCORE 0 N 10 7 17
E-CADERINA
58.8% 41.2% 100%
ESCORE 1 N 8 6 14
57.1% 42.9% 100%

Indice Kappa = 0,017, p=0,92
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TABELA 5- DADOS DA CORRELAGAO DA TECNICA IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA DA E-CADERINA

NO CARCINOMA ESPINOCELULAR BUCAL.

EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA E-CADERINA

ESCORE 0
EXPRESSAO N 2
IMUNOCITOQUIMICA
E-CADERINA
ESCORE 0 28,6%
2
ESCORE 1 25%
0
ESCORE 2 0%
2
ESCORE 3 33,3%
Total 6

25%

ESCORE 1

4

57,1%
4
50%
2
66,7%
0
0%
10
41,7%

ESCORE 2

1

14,3%
1
12,5%
1
33,3%
3
50%

25%

ESCORE 3

0

0%

12,5%

0%
1
16,7%
2
8,3%

Total
7

100%

100%
3
100%
6
100%
24
100%

TABELA 6- ANALISE DE CONCORDANCIA DA EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA

DA E-CADERINA NO GRUPO CARCINOMA ESPINOCELULAR BUCAL

IMUNOCITOQUIMICA DA E-CADERINA

IMUNOISTOQUIMICA ESCORE 0 N
E-CADERINA

ESCORE 1 N

12

75%

3

37,5%

ESCOREO ESCORE1

4

25%

5

62,5%

Total
16

100%

100%

Indice Kappa=0,36, p=0,07
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CORRELACAO IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA DA

INVOLUCRINA

As analises de correlacdo de Sperman da expressao imunocitoquimica
e imunoistogquimica da involucrina nao foi significativa nos grupos leucoplasia
(R=0,15, p=0,440) e no grupo carcinoma espinocelular (R= 0,15, p =0,532),
(tabela 7,9). Assim como, ndo foi observada concordancia entre as técnicas
no grupo leucoplasia (Indice kappa = 0,12, p=0,54) e no grupo carcinoma

espinocelular (Indice kappa = 0,07, p=0,68), (tabela 8,10

TABELA 7 — DADOS DA CORRELAGAO DA TECNICA IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA DA
INVOLUCRINA NO GRUPO LEUCOPLASIA.

EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA INVOLUCRINA

ESCORE ESCORE ESCORE 2 ESCORE 3 ESCORE 4 Total

EXPRESSA’O N (ZI). g-) 1 0 5 7
IMUNOCITOQUIMICA
INVOLUCRINA

ESCORE 0 14,3% 0% 14,3% 0% 71,4% 100%

0 1 1 3 3 8
ESCORE 1 0% 12,5% 12,5% 37,5% 37,5% 100%

1 1 1 0 2 5
ESCORE 2 20% 20% 20% 0% 40% 100%

0 1 0 3 1 6
ESCORE 3 0% 20% 0 60% 20% 100%

0 0 0 0 1 1
ESCORE 4 0% 0% 0% 0% 100% 100%

Total 2 3 3 6 12 26
7,7% 11,5% 11,5% 23,1% 46,2% 100%
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TABELA 8- ANALISE DE CONCORDANCIA DA EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA

DA INVOLUCRINA NO GRUPO LEUCOPLASIA

IMUNOCITOQUIMICA INVOLUCRINA

ESCOREO ESCORE1 Total

IMUNOISTOQUIMICA  ESCORE 0 N 2 3 5
INVOLUCRINA
40% 60% 100%
ESCORE 1 N 2 3 5
40% 60% 100%

Indice kappa = 0,12, p=0,54

TABELA 9— DADOS DA CORRELAGAO DA TECNICA IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA DA

INVOLUCRINA NO GRUPO CARCINOMA ESPINOCELULAR.

EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA INVOLUCRINA

ESCORE 0 ESCORE 1 ESCORE 2 ESCORE 3

EXPRESSAQ N 0 4 2 1
IMUNOCITOQUIMICA
INVOLUCRINA
ESCORE 0 0% 57,1% 28,6% 14,3%
2 5 3 0
ESCORE 1 20% 50% 30% 0%
0 0 1 0
ESCORE 2 0% 0% 100% 0%
0 1 0 0
ESCORE 3 0% 100% 0% 0%
Total 2 10 6 1
10,5% 52,6% 31,6% 5,3%

Total
7

100%
10
100%

100%
1
100%
19
100%

TABELA 10- ANALISE DE CONCORDANCIA DA EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA

DA INVOLUCRINA NO GRUPO CARCINOMA ESPINOCELULAR BUCAL

IMUNOCITOQUIMICA INVOLUCRINA

ESCOREO ESCORE1 Total

IMUNOISTOQUIMICA  ESCORE 0 N 11 1 12
INVOLUCRINA
91,7% 8,3% 100%
ESCORE 1 N 6 1 7
85,7% 14,3% 100%

Indice kappa = 0,07, p=0,68
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DISCUSSAO

Nos ultimos anos um avanco na pesquisa do cancer tem mostrado
mudancas metodolégicas de analises histopatologicas para analises a nivel
molecular e genético devido as novas tecnologias. A técnica
imunoistoquimica tem se mostrado promissora e bem consagrada na
literatura’® Esta é a primeira pesquisa, a qual avaliou a expressdo de
marcadores de adesao (E-caderina) e diferenciacao celular (involucrina) nas
células esfoliadas da mucosa bucal por meio da técnica imunocitoquimica e
que avaliou a correlacdo de ambas as técnicas utilizando estes marcadores

nos individuos com leucoplasia e carcinoma espinocelular bucal.

Nossos resultados ndo mostraram correlagcdo, nem concordancia da
imunoexpressdo da E-caderina e involucrina em ambas as técnicas nos
grupos estudados, demonstrando diferengcas no padrao de marcacao destas

moléculas nos tecidos de bidpsia e nas células esfoliadas da mucosa bucal.

Quando avaliamos a marcacdo imunoistoquimica da E-caderina nos
tecidos de biépsia dos grupos leucoplasia e carcinoma espinocelular bucal,
observamos que a maioria das células apresentaram escore 1 (tabela 1), ou
seja, baixa expresséo de E-caderina, isto estd de acordo com os achados de
Garcia et al. 20063, no qual 20% das leucoplasias com displasias epiteliais e
73% dos carcinomas in situ e microinvasivos demonstraram baixa expressao
da E-caderina. Stridevi et al. (2015)2, Von Zeidler et al. (2014)*, e Zou et al.
(2015)*, observaram resultados similares, demonstrando que a diminuicdo

na imunoexpressdo da E-caderina pode ser um indicativo da progressao
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tumoral nas leucoplasias, e no carcinoma espinocelular bucal esta associada

a um pobre prognadstico .

Entretanto, em relagcdo a expressdo imunoistoquimica da involurina,
notou-se que no grupo leucoplasia 51,5% dos individuos, mostraram alta

expressao (tabela 2). Outros autores™®*’

constataram variagées na expressao
da involucrina nas leucoplasias. Leucoplasias ndo displasicas e com displasia
leve a moderada mostraram alta expressdo de involucrina (>50% células
positivas), quando comparada as leucoplasias com displasia severa, que
mostraram baixa expresssao (<25% células positivas). Estes resultados
diferem um pouco dos nossos, uma vez que néo realizamos a estratificacao
das leucoplasias, ja que a grande maioria dos nossos casos foram
leucoplasias nao displasicas com aspecto histopatolégico de hiperplasia

epitelial e hiperceratose e/ou acantose e a marcacédo da involucrina estava de

acordo com nosso padrao histopatoldgico.

JA no grupo carcinoma espinocelular bucal, a expresséo
imunoistoquimica da involucrina foi baixa (escore 1) na grande maioria dos
casos, e notou-se a marcagdo somente nas células presentes nos centros
das ilhas tumorais representadas por células bem diferenciadas com perdlas

de ceratina, conforme observado por outros estudos'®*®

, que demonstraram
gue carcinomas in situ e invasivos apresentavam diferentes padrfes na
expressdo da involucrina e isto estava diretamente relacionado ao grau de
diferenciagdo dos tumores, nos tumores bem diferenciados apresentavam

maior expressao, da involucrina, principalmente nas areas com formacgéo de

pérolas de ceratina, enquanto carcinomas pobremente diferenciados ela esta
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ausente ou com pouco marcacao.

Diante do exposto, nossos resultados demonstraram que a expressao
imunoistoquimica dos marcadores E-caderina e involucrina se mostrou
efetiva e em concordancia com a literatura. As analises de imunoexpressao
dos marcadores E-caderina e involucrina nos tecidos mostraram um padrao
de marcacéo diferente daquele observado nas células esfoliadas da mucosa
bucal das lesbes. Desta forma, torna-se necessério novos estudos, com
amostras maiores, ou utilizando outros marcadores, a fim de confirmar os
achados da nossa pesquisa e aprofundar o estudos em torno de formas de

diagnosticar precocemente o aparecimento do cancer bucal.
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CONSIDERACOES FINAIS

O céancer bucal é considerado um problema mundial, uma vez que
ele esta localizado entre os dez tipos de canceres mais comuns no mundo.
Apesar dos inumeros avancos tecnologicos nas terapias atualmente, a
sobrevida desta doenca permanence baixa e inalterada nos ultimos anos. O
grande desafio atual € a aplicacdo de medidas de prevencao eficazes a fim

de reduzir a alta taxa de mortalidade desta doenca (RIVERA 2015).

Acdes de prevencao para o diagndéstico precoce do cancer bucal tem
grande potencial para saude publica, uma vez que sdo mais efetivas a longo

prazo para o controle desta neoplasia.

Algumas das medidas a serem adotadas sao: treinamento de
profissionais da salde, campanhas para cessacdo de habitos nocivos e
novos estudos para identificacdo de biomarcadores que possam ser
utilizados para prevencdo desta doenca. Assim, é fundamental investir na
pesquisa sobre deteccdo precoce de alteracdo celulares que precedem a
manifestacdo fenotipica do cancer e que podem estar presentes em

individuos de risco.

A citopatologia € uma das técnicas que tem se mostrado promissora
como modelo experimental para este tipo de investigacdo. A citopatologia,
permite avaliar individuos com a mucosa clinicamente normal e detecta

alteracdes celulares subclinicas decorrentes do processo de carcinogénese.
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Nosso grupo do Programa de Pos-Graduacédo de Odontologia da UFRGS, ja
tem demonstrado que a citopatologia pode sinalizar indicadores precoces em
pacientes de risco para o cancer bucal como alteragbes na proliferacao
celular e maturagéo epitelial, em concordancia com alguns dos resultados
desta pesquisa. Na tentativa de apurar este modelo € necessario empregar
novas metodologias associadas a citopatologia que sinalizem com maior
acuracia aqueles individuos de maior risco para desenvolvimento do cancer

bucal (CANCADO et al; 2001; CANCADO et al.,2004; PAIVA et al., 2004,

GEDOZ et al; 2007).

Nosso trabalho validou uma nova metodologia, a imunocitoquimica,
e demonstrou que é possivel obter a marcacdo das células esfoliadas da
mucosa bucal em individuos de risco, como individuos expostos ao fumo e
alcool e com leucoplasia, apesar de ser uma técnica de dificil padronizacdo e

com algumas peculiaridades .

A expressao imunocitoquimica da E-caderina foi mais eficaz para
sinalizacdo de pacientes de risco, uma vez que mostrou maior marcagao nos
grupos sem lesao do que nos grupos com lesdo conforme descrito por outros
autores (STRIDEVI et al., 2015; GILCHRIST et al., 2015; VON ZEIDLER et

al., 2014; KANNAN et al., 1994).

Quando avaliamos a correlacao da expressao destes marcadores com
0 padrdo citolégico da mucosa bucal notamos alguma vinculagcdo com as
alteragdo no processo de maturacdo epitelial e aumento da atividade

proliferativa nos individuos expostos aos carcinbgenos € no grupo
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leucoplasia, considerando-se a E-caderina. Entretanto, nossos resultados
demonstraram inconsisténcias de dificil interpretacéo, devido possivelmente a

variacdes no padrdo de marcagéo desta molécula nos grupos.

7

Este é um trabalho inicial na busca da avaliacdo e relacdo da
expressao imunocitoquimica de moléculas (E caderina e involucrina) nas
células esfoliadas da mucosa bucal com outros parametros citolégicos, sendo
portanto necesséaria a continuidade destas observacdes em novos estudos
longitudinais, com amostras mais representativas, utilizando novas
metodologias associadas e mesmo em trabalhos de acompanhamento de

Ccasos.

As andlises de DNA para avaliar danos genéticos, como perda de
heterozigosidade, expressao genética de novos marcadores como moléculas
relacionados ao reparo do DNA, entre outros, podem também complementar
estes achados, a fim de aprimorar estes ou criar novos modelos de
prevencdo capazes de predizer o aparecimento do cancer bucal, a nivel

populacional.
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ANEXOS

Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro participante, Esta pesquisa, cujo titulo é: ANALISE DA CORRELACAO
IMUNOISTOQUIMICA E IMUNOCITOQUIMICA DA MUCOSA BUCAL
EXPOSTA A CARCINOGENOS EM HUMANOS sera realizada na Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e
tem como objetivo determinar a expressdo de marcadores moleculares,
associados a carcinogénese, e sua associagdo com O risco de
desenvolvimento de cancer de boca. Se vocé concordar em participar do
estudo, devera responder um questionario, ter4 células coletadas de sua

boca com uma escova.

Os possiveis desconfortos associados a participacdo neste estudo séo
aqueles decorrentes de um exame odontolégico comum. Serdo utilizados
materiais descartaveis e esterilizados, portanto, sem riscos adicionais. O
beneficio relacionado a participacdo neste estudo é o acesso ao
monitoramento e diagnéstico de qualquer condi¢cdo bucal. Além disso, o
conhecimento adquirido com este estudo podera contribuir para melhor
entender e prevenir as doengas da boca. Fica assegurado o direito ao sigilo

de todas as informacdes coletadas

Seu tratamento néo sera afetado independentemente da sua escolha em

participar ou ndo desta pesquisa. Caso decida participar e depois mude de
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idéia, basta entrar em contato com o Professor responsavel pela pesquisa e
solicitar seu desligamento do grupo estudado, continuando assegurada a

continuidade de seu tratamento. Eu,

(participante), declaro que fui informado dos objetivos e procedimentos que
serdo realizados nesta pesquisa, bem como sei dos meus direitos e dos
deveres dos pesquisadores. Declaro, ainda, que recebi uma copia deste

Termo. Porto  Alegre, de de 201._.

Telefone:

O pesquisador responsavel por este estudo é Prof. Dr. Pantelis Varvaki
Rados e a aluna reponsavel: Alessandra Dutra da Silva, telefone para
contato: (51)33083629 do professor responsavel. Observacdo: o presente
documento, baseado no item IV das Diretrizes e Normas Regulamentares
para Pesquisa em Saude do Conselho Nacional de Saude (resolucdo
196/96), sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma em poder do

paciente e a outra da equipe de pesquisadores deste estudo.

Esta pesquisa sera aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, telefone: 51.3308362.
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Anexo 2

FICHA DE COLETA

1. Dados Pessoais

1.1 Numero identificacéo

1.2. Nome

1.3.Endereco

1.4.Telefone

1.4.1 Profissao

1.5. Sexo: 1 masc () 2 fem ()

1.6. Qual sua data de nascimento: Qual sua idade

1.7. A suaraga ou cor € 1 () branca 2( ) negra 3( ) parda 4( ) amarela 5( )
indigena

1.8. Vocé esta: 1 () casado 2 () solteiro 3() divorciado 4 () vilvo

1.9: Vocé é alfabetizado 1 () sim 2() néao

1.10. Vocé estudou até:

1( ) nunca estudou 2( ) 1-4 série 3( ) 5-8 série 4( ) 2 grau incompleto 5( ) 2

grau completo 6( ) superior incompleto 7( ) superior completo

2. Habitos de Higiene Bucal

2.1. Com que frequéncia vocé escova seus dentes
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1() uma vez por semana 2( ) 2-5 vezes por semana 3( ) uma vez por dia 4()

mais de uma vez por dia 5 () nunca escova

2.2. Vocé divide a sua escova com outras pessoas 1() sim 2 () nédo

2.3. O que vocé usa para limpar seus dentes
1 () nada 2 () palito 3 () fio dental 4( ) outro
2.4. Vocé usa algum produto para bochecho

1() ndo 2() sim. Qual? Ha quanto tempo?

2.5. Com que frequéncia

1 () uma vez por semana 2 () 2-5 vezes por semana 3( ) uma vez por dia 4 (
) mais de uma vez por dia 5 () nunca usa

2.6. Quando iniciou o0 uso?

1 () antes 2()) depois do diagnéstico de cancer ou de lesdo cancerizavel

2.7. Quando foi a ultima vez que vocé foi ao dentista

1( ) muitos anos atras 2 () 1-3 anos atras 3() menos de 1 ano atrds 4 () nédo

lembra 5 (') nunca visitou

3. Fatores comportamentais

3.1. Vocé fuma atualmente 1() sim 2() ndo 3.2 Tipo

3.2 Quantos cigarros por dia

3.3 Ha quantos anos

3.4 Vocé fumou anteriormente 1 () sim 2( ) ndo
3.5 Quantos cigarros por dia

3.6 Por quantos anos
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3.7 Quanto tempo faz que vocé parou de fumar

3.8 Vocé toma chimarrdo 1( ) frequentemente 2( ) algumas vezes 3( )
raramente 4( ) nunca

3.9 Vocé ingere bebidas alcéolicas:

3.10 Qual tipo de bebida 1() nenhum 2( ) cerveja 3( ) cachaca 4( ) vinho

5() outros

3.11 Quantas doses/copos vVocé ingere por semana

3.12- Quanto tempo bebe ou parou de beber

4. Historia Médica

Vocé tem: Sim Nao Nao sei
4.1 Diabetes O 0O ()
4.2 Asma, alergia a alimentos, medicamentos () () ()
4.3 Doenca cardiaca ou renal () () ()
4.4. Artrite O O )

4.5 Outro problema de saude (HIV,hepatite) () () ()
4.6. Vocé estd usando alguma medicacédo 1 () sim 2 () ndo

4.7. Qual ?
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Exame bucal:
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