LEONORA MACIEL DE SOUZA VIANNA

APLICABILIDADE DO SISTEMA DE BETHESDA NO DIAGNOSTICO DAS
LESOES ESCAMOSAS ORAIS E IMPORTANCIA DO PAPILOMAVIRUS NA

GENESE DESSAS LESOES

BRASILIA

2008



LEONORA MACIEL DE SOUZA VIANNA

APLICABILIDADE DE SISTEMA DE BETHESDA NO DIAGNOSTICO DAS
LESOES ESCAMOSAS ORAIS E IMPORTANCIA DO PAPILOMAVIRUS NA

GENESE DESSAS LESOES

Dissertacdao de Mestrado apresentada ao Programa
de pos-graduacao em Ciéncias da Salde da
Universidade de Brasilia, como requisito para
obtengéao do Titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientador : Prof. Dr. Mario Augusto Pinto de Morais
Co-orientadora: Prof. Dra. Nilce Santos de Melo

BRASILIA

2008



Dedicatoria

Para meu pai, in memoriam, José Maciel por ter acreditado sempre em mim.
Para minha mae, Ana por sua dedicagéao.
Para Jodo Nildo e nossos filhos Nahima, Leonardo e Gabriel pela compreenséo e

carinho.



Agradecimentos

Ao Prof. Mario Augusto Pinto de Morais por ter aceito orientar esse trabalho e pelos
ensinamentos éticos e profissionais que nos tem passado nesses anos de trabalho.

A Profa. Nilce Santos de Melo pela co-orientacdo, dedicacdo, competéncia,
disponibilidade e palavras de incentivo demonstrados em todos os momentos.

Aos colegas do centro de Anatomia Patolégica pelo carinho e compreensao, em
particular & Dra Fabiana Pirani Cardoso e ao Dr Alexandre Cavalca Tavares, sempre

solicitos no momento de discutir as conclusées diagndsticas mais complicadas.

Aos técnicos do Centro de Anatomia Patoldgica, em particular a técnica de citologia
Tércia Maria Mendes L. de Castro que executou a maioria das coloracdes das

laminas desse trabalho.

Aos professores, colegas e funcionarios do Ambulatério de Estomatologia, em
particular a professora Eliete Neves da Silva, por todo o auxilio que nos deram

durante a realizacdo desse trabalho.

Aos pacientes que permitiram a realizagdo desse trabalho, pela com paciéncia, e

confianga em nés depositada.

Ao Hospital Universitario de Brasilia, em particular ao Centro de Anatomia Patoldgica
e a Divisdo de Odontologia, locais onde foi realizado esse trabalho

Ao Laboratério TECNOGENE, diagndsticos moleculares Ltda, em particular ao Dr.

Nivaldo Pereira Alves que executou a analise molecular desse trabalho.

A Fundacao de Auxilio a Pesquisa do Distrito Federal pelo apoio financeiro a essa

pesquisa.



“Sou escravo de quem nao imaginar, a cada estagio, que
sua viagem terminou.

O viajante precisa deixar muitos caravancaras para tras, até
chegar a seu destino”.

(Masnavi, Jalaluddin Rumi)



Resumo

A citologia esfoliativa € uma ferramenta diagnostica importante, que pode
ser de grande auxilio no diagnéstico das lesées neoplasicas, infecciosas e bolhosas
que acometem a cavidade bucal. O sistema de Bethesda é um sistema de
classificagdo que permite uma excelente interacao entre o clinico e o patologista na
analise dos esfregacos citopatoldgicos cérvicovaginais, decorrentes de lesdes
neoplasicas e virais causadas pelo papilomavirus. O objetivo desse trabalho foi o de
utiizar o sistema de Bethesda na caracterizagdo morfolégica dos esfregacos
citolégicos de lesbes escamosas que ocorrem na cavidade bucal avaliando a
possibilidade de participagdo do papilomavirus na etiologia das mesmas. A amostra
foi proveniente de 41 pacientes atendidos no Servico de Estomatologia do HUB, que
foram selecionados por apresentarem lesdes clinicamente suspeitas de malignidade,
lesGes benignas de provavel etiologia viral e por estarem em acompanhamento apds
tratamento de cancer oral. A bidpsia cirdrgica com finalidade diagnéstica comparativa
foi realizada em 28 pacientes. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
pesquisar papilomavirus (HPV) foi feita em 26 pacientes. A analise comparativa entre
o diagnastico citologico utilizando os critérios de Bethesda e o histolégico mostrou que
houve concordancia entre os mesmos. Quando foi feita a comparagcao entre os
achados morfologicos resultantes do efeito citopatico decorrente da acao viral nas
células e o resultado da reacdo em cadeia da polimerase, ndo houve correlacao entre
os mesmos. A citologia esfoliativa foi considerada uma ferramenta util no diagnéstico
das lesGes escamosas orais, porém a biopsia serd sempre necessaria para confirmar
o diagndstico em casos suspeitos de malignidade. As alteragdes citoarquiteturais
causadas pelo papilomavirus nas células escamosas da cavidade bucal ndo sao
exuberantes o suficiente para permitir o diagnéstico etiolégico, sendo necessaria a
reacdo em cadeia da polimerase para detectar a presencga do virus nas células.



Abstract

The exfoliative cytology is a important diagnostic tool, that can give a great
aid in the diagnosis of neoplasics, infectious and blisted’s lesions that attack the
buccal cavity. The system of Bethesda is a classification’s system that allows an
excellent interaction between the doctor and the pathologist in the analysis of
cytopathologics cervicovaginals’ smears, resulting from neoplasics and viral lesions,
caused by the papilomavirus. The objective of this work was to verify the applicability
of the Bethesda’s System in the morphologic characterization of the cytological
smears of scamous lesions that can happen in the oral cavity, evaluating the
possibility of participation of the papilomavirus in the aetiology in the same ones. The
sample was originated from 41 patients assisted in the stomatologic’s service of HUB
that were selected for present the lesions clinically malignity suspicious, benign
lesions of probable viral’s aetiology or because they were in attendance after
treatment of oral cancer. The chain reaction of the polimerase (PCR) to research
papilomavirus (HPV) was made in 26 patient. The comparative analysis among the
cytological diagnosis using the Bethesda’s criterions and the histological showed that
there was agreement among the same ones. When it was made the comparison
among the morphologic discoveries resultants of the citopatic effect due the viral
action in the cells and the result of the chain reaction of the polimerase, there was not
correlation among the same ones. The exfoliative cytology was considered an usual
tool in the diagnosis of the oral scamous lesions , however, the biopsy was utility
always necessary to confirm the diagnosis in malignity suspicious cases. The
alterations cytoarchiteturals caused by the papilomavirus in the scamous cells of the
oral cavity are not exuberant enough to allow the etiological diagnosis, being
necessary the chain reaction of the polimerase to detect the presence of the virus in
the cells.
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1. INTRODUCAO

A cavidade bucal é sede freqiiente de lesdes infecciosas, inflamatorias,
tumorais ou pseudotumorais originarias da mucosa de revestimento, das partes
moles, das glandulas salivares ou do tecido 6sseo, as quais necessitam de uma
exploracdo especial por parte do estomatologista. O método diagndstico
convencional dessas lesbes € o0 exame clinico, e quando necessério,
complementado pelo estudo histopatolégico do material obtido por biépsia cirdrgica.
As desvantagens da bidpsia cirurgica sdo que a coleta do fragmento implica em
atuacao cruenta, na qual se necessita anestesiar o paciente para retirada do tecido,
associados ao fato de que a coleta é feita em uma determinada area da lesao, o que
limita a amostra, podendo o fragmento ndo ser representativo. Portanto, a bidpsia
cirirgica € um exame agressivo, oneroso € que ocasionalmente pode nao ser
preciso. Outro método que pode permitir o diagnostico das lesées bucais é a
citologia esfoliativa, na qual vao ser examinadas as células esfoliadas da lesdo. A
vantagem do exame citologico é ser ele menos agressivo, menos oneroso e permitir
uma amostragem mais ampla da les&o. A citologia esfoliativa ndo substitui a bidpsia,
porém pode auxiliar no diagnostico de lesbes orais superficiais, sejam elas
decorrentes de neoplasias, doencgas virais, doencas vesiculo-bolhosas, infeccoes
fungicas ou alérgicas (Rickles, 1972).

As lesbes malignas bucais representam um desafio para o0s
profissionais de saude por ndo apresentarem um aumento das taxas de sobrevida,
apesar dos avangos tecnoldgicos. Esse aumento da sobrevida estd diretamente

ligado ao diagndstico precoce, que nem sempre € feito. O diagnostico continua a ser
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tardio, o tratamento mutilador, ha alta recorréncia loco-regional e, em alguns casos,
uma tendéncia maior ao aparecimento de um segundo tumor primario.
Adicionalmente, um outro desafio que se apresenta é o de compreender porque ha o
aparecimento de tumores de boca em pacientes ndo expostos aos fatores de risco
tradicionalmente reconhecidos. Nesses casos pode-se caracterizar um subgrupo
para o qual ha sugestiva evidéncia de que a carcinogénese é possivelmente
diferente e que outro fator tumorigénico pode ser relevante, como o papilomavirus
(HPV). Nesse grupo o tumor parece ter um comportamento agressivo, mais
metastisante que os tumores ligados etiologicamente ao uso do tabaco e do alcool.
Além disso, parece ser um grupo diferente, composto por individuos mais velhos, do
género feminino e que apresentam um maior indice de recidiva (Farshadpour, 2007).

Embora diferentes no comportamento, clinicamente sao lesdes
semelhantes, motivo pelo qual o diagnéstico da presenca ou ndo do HPV nessas
lesbes de boca se faz necesséario, da mesma forma como € feito no exame
preventivo de cancer de colo de utero.

Uma forma simples de detectar ndo somente a lesédo neoplasica como
também de pesquisar uma possivel causa ligada ao HPV é utilizar a citologia
esfoliativa como meio de prevencdo. Da mesma forma como é utilizado na area
ginecolégica, o exame citoldgico das lesdes bucais podera detectar as alteracées do
revestimento epitelial escamoso visando (Umiker, 1960):

» Diagnosticar precocemente lesdes pré-malignas ou malignas
= Diagnosticar de rotina as lesdes suspeitas

= Manter em acompanhamento paciente com lesdes suspeitas
= Avaliar a radiossensibilidade de lesées em tratamento

= Diagnosticar tumores residuais ou recidivantes
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= Levantar a hipétese de uma etiologia viral, ligada ao HPV.

Ainda estabelecendo um parametro comparativo com os exames citologicos
cérvicovaginas, os esfregacos citolégicos da cavidade oral poderdo ser analisados
utilizando-se o sistema de Bethesda para classifica-los. Considerando-se que os
critérios para caracterizar as lesbes escamosas permitem maior interacao entre o
clinico e o patologista, a utilizacdo dos mesmos na analise das lesdes escamosas da

cavidade oral permitira um tratamento e acompanhamento adequado dessas lesdes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Incidéncia do cancer bucal

Anualmente sdo diagnosticados cerca de 6,4 milhdes de tumores
malignos no mundo. O céancer bucal é responsavel por 10% desses casos

(www.inca.gov.br). As taxas de incidéncia do carcinoma escamoso oral variam de

um pais para outro, podendo ocorrer variagdes nas diferentes regides de um mesmo
pais. As variagdes se devem ndo somente as diferengas existentes nos habitos
populacionais como também as agbes de prevencéo e controle do cancer, as formas
de tratamento e a assisténcia terapéutica. O carcinoma escamoso oral representa
mais de 90% das lesdes neoplasicas da cavidade oral, sendo o tipo histoldégico de
cancer mais comum de cabega e pesco¢co no mundo, a sexta causa de malignidade
geral e uma das maiores causas de morbidade e mortalidade, com cerca de 300000
novos casos aparecendo a cada ano (Epstein, Zhang, Rosin, 2002; Diniz, 2004).

Os paises de alto risco para essas neoplasias sdo a Franga, na regiao
do baixo Reno, a Hungria, a india, o Brasil e a China, principalmente em Hong Kong

(Syrjanen, 2005; www.dep.iarc.fr). Na Tailandia, aproximadamente 30% dos casos

aparecem na orofaringe. A india tem quase 56.000 novos casos por ano, sendo
provavelmente uma das incidéncias mais altas do mundo (Castro, 2006). Estudos
tém mostrado que na Inglaterra e no Pais de Gales houve um aumento da incidéncia
em pacientes jovens nas ultimas trés décadas do século passado (Hindle, Dower,
Speight, 1996). Em S&o Paulo parece haver um aumento da proporcao de casos de
cancer em mulheres idosas, quando comparadas aquelas na primeira e segunda

idades (Perussi, 2002).
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No Brasil, as neoplasias sdo consideradas a segunda causa de morte
por doenca, sobrepujadas somente pelas doencas cardiovasculares, que

correspondem a 32,6% (www.inca.gov.br). Dentre as neoplasias, segundo

estimativas de incidéncia feitas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano
de 2008, o cancer oral é considerado o sétimo mais freqlente (Figura 1). Para os
proximos anos de 2008/2009 sao esperados 466.730 novos casos de cancer em
nosso pais, dos quais 14.160 acometerdo a cavidade oral, 10.380 atingindo o

género masculino e 3.780 o feminino (www.inca.gov.br). Ainda considerando as

estimativas do INCA para Unidades da Federacao, o Rio de Janeiro € o estado com
a maior incidéncia, com 19,72 novos casos em homens e 6,26 em mulheres por
100.000 habitantes. Em ordem decrescente as maiores taxas entre os homens estdo
no sul do Brasil:
» Sao Paulo: 16,4/100.000
= Parana: 15,41/100.000
= Rio Grande do Sul: 14,97/100.000
Em ordem decrescente as maiores taxas entre as mulheres estdo na
regiao Nordeste:
. Rio Grande do Norte: 5,44/100.000
. Ceara: 4.88/100.000
A taxa de incidéncia de novos casos prevista para o Distrito Federal
para 2008/2009 é:
. Em homens: 9,07/100.000 habitantes

] Em mulheres: 2,76/100.000 habitantes.
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N° de Casos
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Fonte: MS/Instituto Nacional de Cincer - INCA

Figura 1 - Estimativa para 2008 dos tipos de cancer com maior incidéncia na populagao brasileira de
acordo com o género.

2.2. Etiologia

A etiologia do cancer oral esta fortemente ligada ao consumo do élcool,
do tabaco e do bétel, planta originaria da india, usada para mascar, que entra na
mistura do tabaco (Nair, Pillai, 2005). O tabaco é atualmente considerado o mais
importante fator de risco para o cancer oral, principalmente o cancer da orofaringe,
havendo uma clara relagdo entre 0 aumento do risco de cancer, 0 numero de
cigarros fumados por dia e o0 tempo de exposicao (Syrjanen, 2005).

O Aalcool €& considerado o segundo fator de risco, sendo de
aproximadamente 90% a contribuicdo sinérgica entre o tabaco e o alcool na
etiopatogenia do cancer (Herrero, 2003). Também com relagcdo ao uso do alcool, o

aumento do risco de cancer esta fortemente relacionado com o aumento do nimero
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de doses e da frequéncia (Herrero, 2003; Syrjanen, 2005). Ha trés alvos moleculares
que podem sofrer com o efeito do alcool: as proteinas, os lipideos e o DNA. As
substancias resultantes da acao do alcool sobre as proteinas e os lipideos vao lesar
o DNA das células. O DNA também pode ser danificado pelo efeito direto do alcool
sobre 0 mesmo, resultando em mutagcbes que podem levar a proliferagao
desordenada das células (Brooks, 1997). Na célula o alcool parece induzir
alteracdes inflamatoérias e bioquimicas que atuam de forma sinérgica para lesa-la
(Molina, 2002).

Os raios solares tém uma correlagdo significativa com as lesdes
malignas do vermelhdo dos labios, as quais apresentam comportamento clinico
semelhante aos carcinomas de pele e por isso tem um menor indice de metastase
(Brener, 2007).

O liquen plano oral também pode ser considerado como fator de risco
para o cancer. O liqguen plano bucal é uma lesdo mucocutanea de etiologia
desconhecida, para a qual sao atribuidos multiplos fatores na patogénese, tais como
mecanismos imunoldgicos, uso de drogas, caracteristicas genéticas e infecgdo por
microrganismos como o virus da hepatite C (Tizeira, Aguas, Sano, 2003; Mattsson,
Jontell, Holmstrup, 2002; Mignogna, 2001).

A evolucdo clinica do liqguen plano pode ser na forma subaguda ou
crénica, acometendo pele, mucosas, foliculos pilosos e unhas. Na pele caracteriza-
se clinicamente pela presenca de papulas poligonais, purpuras, pruriginosas, em
cuja superficie observam-se linhas brancas finas, semelhantes a um rendilhado, as
estrias de Wickham. Na boca o liquen plano pode acometer qualquer local da
mucosa oral, porém as lesdes mais freqlientes sdo na mucosa jugal, bilateralmente,

nas gengivas e na lingua. O assoalho da boca é a area menos afetada (Epstein,
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2003). O comprometimento da mucosa oral € muito comum, podendo acompanhar
ou preceder a lesdo cutadnea, ou ser a uUnica manifestacdo da doenca, o que
acontece habitualmente. A manifestacdo oral se apresenta em pelo menos seis
formas: reticular, papular, em placa, atréfica, erosiva e bolhosa, ocorrendo
freqientemente a forma mista, que resulta da combinagcdo de duas das formas
acima (Mignogna, 2001). Tizeira, Aguas, Sano, 2003, classificam as lesdes da
mucosa oral em forma tipica, na qual estaria incluido o liquen reticular, que adota a
forma dendritica, papular ou anular e a forma atipica que compreenderia o liquen
ampolar, erosivo, atrofico ou ulcerado. As formas tipicas acometeriam
preferencialmente a regido posterior da mucosa jugal, enquanto que as atipicas,
principalmente o liquen atréfico, se localizariam na lingua. A forma reticular
geralmente é assintomatica, e se caracteriza clinicamente pela presenga de linhas
brancas, as estrias de Wickham, que se entrelacam, ou papulas que comprometem
a regido posterior da mucosa da bochecha, bilateralmente, afetando também as
bordas laterais e o dorso da lingua, gengiva, palato e vermelh&do do labio. A forma
erosiva € sintomatica, aparecendo como areas eritematosas, atréficas, com graus
variaveis de ulceracao.

O liquen plano bucal pode sofrer transformagdo maligna, em uma
média de 2% dos casos, enquanto que nas formas atipicas essa transformacao é de
6,51%, sendo as formas ceratéticas, atroficas e erosivas as que mais se malignizam
(Epstein, 2003, Tizeira, Aguas, Sano, 2003; Mattsson, Jontell, Holmstrup, 2002). A
lingua e a mucosa jugal séo os locais onde a malignizagéao € mais frequente (Tizeira,
Aguas, Sano, 2003). O liquen é potencialmente maligno, seja em sua forma pura ou

associado ao HPV (Campisi, 2004).
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Hoje em dia considera-se haver uma forte associagédo entre o
papilomavirus (HPV) e as lesdes escamosas orais malignas ou nao, principalmente
aquelas que acometem a orofaringe, particularmente as tonsilas palatinas e base da
lingua e as que aparecem em pacientes que nao fumam e nao bebem (Miller, White,
1996; Herrero, 2003; Gillison, Shah, 2003). Esses tumores relacionados ao HPV
apresentam freqlentemente uma morfologia basaldide, sendo a mutagdo do p53
menos frequente entre eles (Gillison, Shah, 2003).

Dentre os primeiros trabalhos relacionando o HPV com o cancer oral
ha o de Syrjanen, que em 1983, analisando pelo método de imunoistoquimica 40
biopsias de pacientes com carcinoma escamoso oral, detectou a presenca do
antigeno viral em 40% delas. A partir dai, varios outros trabalhos tém sido
publicados, mostrando uma intima associagdo entre o HPV e o céncer oral e da
orofaringe (Terai, 1999; Herrero, 2003; Syrjanen, 2005). Tumores com estadio clinico
Il e IV tém maior carga viral do que aqueles nos estadios entre zero e um (Herrero,
2003). Admite-se que a transmissdo do virus para a cavidade oral pode ocorrer das
seguintes formas: contacto sexual, a partir de verrugas de pele em uma mesma
pessoa ou por via materno-fetal. A via materno-fetal pode ser através da placenta,
por contaminacdo do liquido amnidtico ou pelas secre¢des vaginais no canal do
parto (Okada, Gongalves, Giraldo, 2000; Tenti, 1999; Puranem, 1996; Smith, 1991;
Sedlacek, 1989).

O virus pode penetrar na mucosa do hospedeiro através de
microlesdes, sendo o periodo de incubacdo varidvel (Rosenblatt, 2006; Okada,
Gongalves, Giraldo, 2000; Jacintho, Almeida, Maldonado, 1994). A expressao ativa
do mesmo depende de trés fatores: a permeabilidade celular, o tipo de virus e o

estado de imunidade do hospedeiro (Okada, Gongalves, Giraldo,2000).



Revisao da Literatura 22

Utilizando técnicas de imunoistoquimica, hibridizacdo e reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), tem sido demonstrada uma alta prevaléncia do HPV
nao somente na mucosa oral normal como também em lesdes benignas
relacionadas ao virus, como o papiloma escamoso, o condiloma, a verruga comum,
a hiperplasia epitelial e o carcinoma oral (Terai, 1999; Castro, Filho, 2006). Com
relagcdo ao cancer oral, a prevaléncia do DNA do HPV na cavidade oral pode variar
de 0 a 100%; admite-se que essa variagdo se deve a grande diversidade da
populacao estudada, associada a uma variagao na topografia, ao tipo do espécime e
ao metodo utilizado para detectar o HPV (Herrero, 2003).

Na cavidade bucal, as tonsilas palatinas sdo consideradas o principal
local para a infecgéo pelo HPV, onde o intimo contato do epitélio das criptas com o
tecido linféide na profundidade das mesmas facilita a penetracao do virus (Herrero,
20083; Sirjanen, 2005).

O papel do HPV no cancer de boca € controverso, porém uma vez que
ele é visto como o principal agente etiolégico do cancer do colo uterino e
considerando-se que o revestimento das vias digestivas superiores é semelhante
aquele da vagina e do ectocérvice, é perfeitamente explicavel que haja uma
associacao entre o cancer cervical e o oral no que diz respeito a patogénese ligada
ao HPV. A fragilidade que ocorre nestas duas mucosas, seja causada pela agressao
do alcool, tabaco ou bétel, considerando-se a mucosa oral ou por gestacoes
repetidas ou transformacdes metaplasicas, como na mucosa vaginal e na da juncao
escamo-colunar do colo uterino, facilita a penetragéo do virus ai existente no estado
latente, para atingir as células basais do revestimento e desencadear o processo de
proliferagdo celular (Nair, Pillai, 2005; Molina, 2002; Brooks, 1997). Estudos tém

mostrado alta prevaléncia do HPV 16 tanto no céncer oral quanto no céancer
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anogenital (Gillison, Shah, 2003; Smith, 2004; Herrero, 2003). As cepas 16 e 18 do
HPV também estdo fortemente correlacionadas com o carcinoma epidermoide de
colo uterino. Estudo realizado com a técnica de PCR, a partir de material colhido de
mucosa oral normal de 37 pacientes com e sem verruga de pele revela a presenca
de infeccao latente por HPV em 81,1% dos espécimes, sendo o HPV 18 encontrado
em 86,7% dos casos, o HPV 61 em 60%, o HPV 59 em 23,3%, o HPV 16 em 6,7% e
o HPV 6 em 3,3%. Esse estudo mostra que a infecgédo latente pelo HPV na mucosa
oral é freqUente (Terai, 1999).

Os papilomavirus humanos pertencem a familia dos papovavirus, tém
de 52 a 55nm de didametro, sdo epiteliotropicos, infectando pele e mucosa, sendo
seu genoma feito de 7.200-8.000 pares de bases, com peso molecular de 5,2 x 106
Dalton. Sao virus pequenos, icosaédricos, constituidos por uma Unica molécula de
DNA de dupla hélice de aproximadamente 8kb, contida numa proteina esférica, o
capsideo, que é composto por 72 capsémeros. O capsideo € formado por duas
proteinas estruturais, L1 e L2, sendo a L2 responsavel pela encapsidacdo do DNA
do virus em capsideos virais, provocando o aumento da infectividade dos virides do
papilomavirus (Rosenblatt, 2006).

Existem identificadas mais de 120 cepas de HPV, e esse niumero vem
aumentando com o passar do tempo. De acordo com a probabilidade de
desenvolver lesbes malignas, essas cepas podem ser divididas de acordo com o
risco em (Scully, 2005):

= De alto risco: 16 e 18
= De baixo risco: 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 62, 66

= De risco intermediario: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68.
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Dentre essas cepas, pelo menos 25 tipos sdo relacionados com as
lesbes orais, sao as cepas 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 40, 45,
52, 55, 57, 58, 59, 69, 72, 73b (Syrjanen, 2003).

Os HPVs 16 e 18 sao considerados os que mais afetam as mucosas,
sendo os tipos com maior prevaléncia no carcinoma oral (Miller, White, 1996;
Gillison, Shah, 2003). As tonsilas palatinas sao os érgaos da cabecga e pescogo com
maior carga viral (Syrjanen, 2005). O DNA do HPV16 tem maior prevaléncia nos
tumores de tonsila palatina, estando em segundo lugar os carcinomas de orofaringe,
variando a incidéncia de 20 a 90% entre os trabalhos publicados (Syrjanen, 2005). O
HPV 18 é o tipo dominante nas infec¢des latentes ou subclinicas, freqlentes na
mucosa oral (Terai, 1999). Essa grande variagdo pode ser atribuida as técnicas
utilizadas para exploragdao da amostra. (Herrero, 2003; Syrjanen, 2005).

O ciclo de vida produtivo do HPV esta diretamente relacionado a
diferenciacédo celular epitelial. Inicialmente o virus penetra nas células da camada
basal do epitélio escamoso, porém essas ndao permitem a replicagdo do mesmo,
sendo consideradas como nao permissivas. Nessas células o genoma do HPV se
estabelece como epissomo, aproximadamente 50 cépias por célula, que por sua vez
também se replica com o DNA da célula hospedeira. Ao atingirem a camada
suprabasal, as células comecam a se diferenciar e quando entram na fase S do ciclo
celular, ou seja, quando ainda estdo logo acima da camada basal, s&o infectadas
pelo virus. Nesta fase S os virus amplificam seus genomas em mil cépias por
células, permitindo uma reserva de células infectadas, histologicamente
indistinguiveis das n&o infectadas. A medida que se processa a maturacdo do
epitélio, essas células migram para as camadas mais superficiais e vao se tornando

permissivas, possibilitando a replicacdo independente do DNA viral. O efeito
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morfolégico resultante da atuagdo do virus nas células da camada superficial do
epitélio é a coilocitose, lesdo na qual as células passam a apresentar um halo claro
perinuclear bem delimitado por um citoplasma denso, oranginofilico e nulcleos
densos, com a cromatina grosseira (Rosenblatt, 2006; Alvarenga, 2000).

O mecanismo de acgado através do qual o HPV contribui para a
progressao do tumor se da principalmente através da acdo do E6 e E7,
oncoproteinas virais dos HPVs de alto risco, que interagem e inibem a atividade dos
componentes criticos do sistema regulador do ciclo celular, promovendo a inativagao
do gene supressor e a instabilidade gendémica. O E7 interage com o pRb e inativa
sua proteina celular; em consequéncia, o fator de transcricdo E2F é liberado do
complexo pRB-E2F, levando a ativagdo de varios genes envolvidos na proliferagdo
celular (Rosenblatt, 2006; Dyson, 1989). A proteina E6 vai se ligar ao p53 levando a
degradacao do mesmo. Assim sendo, o produto dos genes E6 e E7 sao essenciais
para a imortalizacdo da célula epitelial, sendo a inativagdo do pBR e do p53,
consequente a expressdao dos oncogenes E6 e E7, o pardmetro molecular critico
que explica a acdo do HPV na progressao das lesdes intra-epiteliais escamosas e no
desenvolvimento do céncer invasivo (Rosenblatt, 2006; Bouda, 2000; Munger,
1989). A presenca de anticorpos contra E6 e E7 no soro de pacientes com
carcinoma oral de células escamosas € considerado por alguns como indicativo de
que houve exposi¢do das células tumorais ao leito vascular gerado pelo tumor ou
que houve necrose tumoral, indicando que ja se trata de um tumor invasivo (Herrero,

2003; Scully, 2005).
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2.3. Metodos de exploracao diagnostica de lesdes escamosas suspeitas

2.3.1. Exame Clinico

O exame clinico e os exames complementares sdo usados com a
finalidade de diagnosticar as diversas doencas que afetam a boca, desde aquelas
que sao proprias dos tecidos bucais e odontogénicos até as manifestagées bucais
de doengas sistémicas.

O exame clinico, classicamente dividido em anamnese e exame fisico,
se bem conduzido, favorecerd sobremaneira o estabelecimento do diagndstico.
Durante a anamnese o cirurgido-dentista € o responsavel pela avaliagdo dos
sintomas do paciente, a partir da sua queixa principal. Todas as informacdes
relativas ao aparecimento e a evolugao da doenca deverao ser correlacionados com
os demais sistemas, para avaliar o paciente holisticamente. Assim, a queixa
principal, a historia da doencga atual e a histéria familiar sdo informacdes essenciais,
obtidas nessa etapa inicial do exame clinico.

O exame fisico identifica os sinais apresentados pelo paciente. A
oroscopia avalia as caracteristicas da boca por meio do exame fisico local,
comparando o0 que é normal com as possiveis alteragdes encontradas e associadas
a queixa do paciente. Deve-se realizar a palpagao das estruturas fisicas anatémicas
ou patoldgicas, auscultar os sons emitidos ou percebidos e os odores exalados. O
conjunto dessas informagées, aliadas ao raciocinio l6gico, conduzird a uma hipétese

diagndstica e permitira a solicitacdo dos exames complementares, se necessarios.
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2.3.2. Localizacao da lesao

Enquanto na cérvice uterina a detecgdo das lesdes suspeitas € mais
facil, uma vez elas localizam-se freqlUentemente na jungcdo escamo-colunar, na
cavidade oral a situacado é paradoxalmente bem mais complexa. Se levarmos em
consideracdo que o carcinoma epidermdbide pode se originar em qualquer local do
epitélio escamoso que reveste a cavidade oral, a area passivel de desenvolver a
neoplasia € bem maior, tornando-se mais dificil a deteccdo da mesma (Sandler,
1962). Outro fato que deve ser levado em consideragdo é que as lesdes malignas
iniciais podem se assemelhar a lesdes traumaticas ou outras anormalidades
benignas, passando assim despercebidas.

Devido a extensa distribuicdo do epitélio escamoso na cavidade oral,
as técnicas de exploragédo para detectar a lesdo serdo diferentes daquelas utilizadas
no colo uterino. Deve-se iniciar pelo exame ectoscépico detalhado, o qual pode
revelar a presenca de areas leucoplasicas, eritroplasicas ou leucoeritroplasicas,
lesbes nodulares ou ulceradas. Como a visualizacao dessas lesbes nem sempre €
evidente, pode-se recorrer a técnicas que permitam detecta-las de forma mais
precisa. Isso pode ser feito, seja através da colheita oral total, seja pela exploracao
com o azul de toluidina, da mesma forma como ele é empregado para o colo uterino.

A colheita oral total € um método de exploragdo mais amplo, porém
menos preciso, no qual inicialmente faz-se uma lavagem da cavidade com agua
pura, visando a limpeza; posteriormente executa-se uma segunda lavagem em que o
paciente faz 15 a 20 segundos de gargarejo com 20ml de solugédo salina a 20%,
executando vigorosos bochechos (5 a 6 para cada lado), movendo a lingua, os

labios e a bochecha contra a superficie interna da cavidade oral e contra os dentes.
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Recolhe-se a solugdo e encaminha-se ao laboratério onde vai ser centrifugada ou
passada em microfiltros, e com o sedimento sdo preparadas as laminas para exame
citologico.

Caso nao existam células malignas o exame deve ser repetido com a
mesma técnica dentro de cinco dias. Caso sejam observadas células malignas,
deve-se sempre executar rigorosa inspecao com lupa da cavidade bucal, fazendo
colheita direta de todas as areas suspeitas. Ha ligeiras divergéncias quanto a técnica
de lavagem. Enquanto Scheman, 1963, preconiza o uso de 50ml de solugéo salina a
0.85%, sendo a lavagem feita em duas etapas com 25ml cada, sem a limpeza inicial,
Helsper, Sharp, 1964, propbde a lavagem da boca durante 60 segundos com uma
onga (28,359) de solucao balanceada de Gey, a qual preserva melhor as células,
dando menor distorcdo do que a solucao salina.

O azul de toluidina € um corante vital basico metacromatico que tem
afinidade pelo DNA da célula, tendo sido usado desde 1960 para detectar lesdes
malignas orais (Epstein, 1997). Quando em contato com o epitélio oral, o azul de
toluidina colore as células normais do epitélio de revestimento e o acido acético a
1% retira esse corante. Nas células malignas, que tem maior concentracdao de DNA,
nao ocorre descoloracao adequada pelo acido acético, indicando que a area corada
€ suspeita. Esta técnica tem sido usada ndo sé para selecionar o sitio de bidpsia
como também para delinear as margens da lesdo, para que o cirurgido possa fazer a
resseccao adequada de toda ela. Epstein, Zhang, Rosin, 2002 e Silverman, 1987,
descrevem uma acuracidade maior do que 95% com o uso dessa técnica, enquanto
Epstein,1997, revela ser uma técnica com alta sensibilidade, nenhum resultado falso

negativo e bom valor preditivo positivo.
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Para as lesdes leucoplasicas, onde a camada de ceratina € muito
espessa, nao permitindo 0 acesso as células mais profundas, aconselha-se embeber
a mesma com uma gaze molhada em soro fisiolégico durante 15 minutos, antes de
realizar a colheita (Sandler, 1964). Tal procedimento visa amolecer a camada de
ceratina, faciltando a remocdo da mesma e permitindo a coleta das células
neoplasicas. Hammond, Sequeira, 1971, preconizam a remocado dessa camada
cérnea com uma lamina, cureta ou com uma pedra de diamante, antes da colheita
citologica. Wescott, Bruckner, 1965, acha que esse procedimento provoca distor¢coes
nas células da camada profunda, prejudicando a andlise citoldgica, dai porque

preconiza que lesdes ceratéticas devem ser logo biopsiadas.

2.3.3. Modos de Coleta

Uma vez localizada a lesdo, devera ser coletada uma amostra da
mesma visando o exame citoldgico ou histoldégico. A exploragédo citolégica podera
ser efetuada por meio das seguintes técnicas (Grimaldi, 2002):

= Imprint, na qual se faz uma compressédo com a lamina sobre a lesao;

» Rasprint, na qual se efetua um raspado sobre a leséo;

» Puncao com agulha fina (PAAF), utilizada mais freqlientemente para lesdes
nodulares superficiais ou profundas; aqui se introduz na lesdo uma agulha
com bitola de 23 a 25mm ligada a uma seringa de 20ml, fazendo-se

movimentos leves e com ligeira sucgao.
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O estudo histoldgico seré feito de acordo com os seguintes métodos:
= core biopsy
» bidpsia incisional - retirada de um fragmento da lesao para exame histolégico

* bidpsia excisional — retirada da lesdo como um todo

2.4. Aspectos anatomopatolégicos das lesoes escamosas orais

2.4.1. LesoGes Benignas

As lesGes benignas causadas pelo HPV na cavidade oral sdo o
papiloma de células escamosas, o condiloma acuminado, a verruga comum e a
hiperplasia epitelial focal (Herrero, 2003).

O papiloma de células escamosas, associado aos HPVs 6 e 11,
acomete principalmente individuos entre 30 e 50 anos, embora possa ocorrer abaixo
dos 10 anos, representando 7,5% dos tumores em criangcas (Herrero, 20083;
Syrjanen, 2003). Freqlentemente envolve palato mole, freio da lingua e labio
inferior. Na maioria dos casos é unico, pequeno, menor que 1cm. Cresce como uma
lesdo exofitica, séssil ou pediculada, de superficie verrucosa, cuja cor varia do
branco ao réseo, dependendo dos niveis de vascularizagdo e ceratinizacao
(Syrjanen, 2003).

O condiloma acuminado é considerado como doenga sexualmente
transmissivel, poréem admite-se que seja também adquirida por transmissao materna
(Syrjanen, 2003). A similaridade entre o condiloma acuminado, o papiloma de

células escamosas e a verruga oral é grande, tanto do ponto de vista clinico, como



Revisao da Literatura 3]

anatomopatologico. Na boca o condiloma acuminado se apresenta como um
pequeno nddulo réseo ou esbranquicado, séssil ou pediculado, Unico ou multiplo,
com a superficie papilomatosa, freqlientemente localizado na lingua, labio, palato ou
assoalho da boca. As técnicas de imunoistoquimica e hibridizacdo revelam a
presenca de HPVs 6 e 11 em aproximadamente 75% dos casos (Syrjanen, 2003).

A verruga comum aparece como lesdo papilomatosa, séssil, de
superficie brancacenta ou avermelhada, localizada no labio, palato duro e gengiva,
que sado areas da mucosa onde o epitélio se assemelha ao da pele. O HPV foi
detectado em 43 a 100% das verrugas orais, sendo a prevaléncia de HPVs 2 e 57
(Syrjanen, 2003).

A hiperplasia epitelial oral focal, também chamada de doenca de
Heck, é uma lesao benigna, associada aos HPVs 13 e 32 que acomete os esquimds
do Alaska, os indios da América do Norte e do Sul, tendo sido também observada
em Israel, na Africa do Sul e na Suécia (Herrero, 2003; Syrjanen, 2003). Caracteriza-
se pela presenga de multiplas papulas moles, pouco dolorosas, com a cor variando
do réseo a cor da mucosa normal, localizada freqlentemente na lingua e labios,
principalmente no labio inferior. Apesar de uma forte histéria familiar ter sido
proposta por muitos autores, a etiologia viral tem sido mostrada pela
imunoistoquimica e pela hibridizacédo, que revelam a presenga dos HPVs 13 e 32 em
75 a 100% dos casos (Syrjanen, 2003). Os HPVs 13 e 32 sdo considerados
especificos da hiperplasia epitelial oral focal, embora o HPV 32 tenha sido
encontrado em outras lesdes orais, porém nunca fora da cavidade oral (Castro,

Filho, 2006).
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2.4.2. Leso6es Malignas

As lesbes malignas do epitélio escamoso oral podem ser precedidas de
alteracdes intramucosas, as neoplasias intra-epiteliais, ou podem ser decorrentes de
alteracdes no complexo genético da célula, ocorrendo “de novo”, sem qualquer
alteracdo intramucosa pré-existente e clinicamente detectavel (Syrjanen, 2005). As
lesbes intra-epiteliais, sejam elas causadas pelo HPV ou por um dos outros fatores,
sao de dificil deteccdo ao exame ectoscédpico da cavidade oral enquanto que as
lesbes avancadas sao facilmente visiveis. Quando as lesbes malignas do epitélio
escamoso oral estdo associadas ao HPV, geralmente se trata de HPVs 16 e 18
(Herrero, 2003).

Em lesbes ligeiramente elevadas, ulceradas, fissuradas, granulares,
rugosas ou lisas, de coloracdo branca (leucoplasica) ou vermelha (eritroplasica),
cinza ou rosea, deve-se pensar em lesoes intra-epiteliais, sempre que a
consisténcia for endurecida a palpagao (Gardner, 1964).

O carcinoma verrucoso, também chamado tumor de Ackerman, é
uma variedade do carcinoma de células escamosas de baixo grau de malignidade,
localmente invasivo e nao metastatisante, que pode ocorrer na cavidade oral, labio e
laringe, assim como no trato genital. Predomina em pacientes acima de 60 anos,
sendo mais frequente em homens do que em mulheres e tem uma aparéncia
macroscopica caracteristica, apresentando-se como um ndédulo exofitico, de
superficie verrucosa (Neville, 2004). Ao contrario do que se observa na maioria dos
carcinomas de células escamosas da cavidade oral, em que h& prevaléncia dos

HPVs 16 e 18, no carcinoma verrucoso, estudos revelam que os HPVs 6 e 11 tem
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maior prevaléncia (47%), estando os HPVs 16 e 18 em segundo lugar (35,3%) e o
HPV 2 em terceiro (17,7%) (Syrjanen, 2005).

O carcinoma de células escamosas de cavidade oral pode se
apresentar de forma exofitica, sob a forma de massa fungiforme, verrucosa ou
papilar, ou de forma endofitica, como uma lesao invasiva, crateriforme ou ulcerada
(Neville, 2004).

A localizagdo mais comum do carcinoma escamoso intra-oral € na
lingua, geralmente nas superficies ventral e lateral superior, vindo posteriormente o
assoalho da boca (Gardner 1965, Dizner, Carraro, Alonson, 1967, Perussi, 2002,
Neville, 2004, Brener, 2007). Os outros locais s&o, em ordem decrescente de
freqliéncia, palato mole, gengiva, mucosa jugal, mucosa labial e palato duro (Neville,

2004).

2.4.3. Citologia Esfoliativa

O exame citologico € uma pratica utilizada na Clinica Ginecolégica
desde o inicio do século XX, quando Schauenstein (1908) e Rubin (1910) relataram
as lesbGes pré-cancerosas do colo uterino; em 1928 Papanicolaou e Babés
descreveram as células cancerosas no esfregaco de colo uterino e admitiram a
possibilidade do método citolégico vir a ser diagndstico no cancer do colo uterino
(apud Gompel, 1997). Em 1940, j4 com a técnica perfeitamente desenvolvida, o
exame do esfregaco citoldégico ginecoldgico, corado pelo método de Papanicolaou
foi posto em pratica no New York Hospital (Papanicolaou, 1941). A partir dai, com a

aceitagao crescente do método, comecaram os questionamentos se ele nao poderia
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ser util para o estudo de liquidos cavitarios ou de células descamadas em outras
localizacoes.

Os primeiros estudos das células epiteliais da cavidade oral datam de
1890, quando Miller analisou as células esfoliadas na saliva. Porém, somente duas
décadas depois foi que Weinmann, usando a técnica de Ernst-Gram e Wright, e
outros investigadores, usando o método de Papanicolaou para corar as laminas,
detectaram que a cornificagdo das células epiteliais normais varia de acordo com a
localizacdo anatbmica na cavidade oral (Montgomery, Von Haan, 1951).
Montgomery e Von Haan, em 1951, a partir do estudo detalhado de esfregagos
citologicos de 15 pacientes com cancer bucal e de 10 pacientes com leucoplacas,
fizeram a primeira descricdo das caracteristicas morfolégicas das células malignas e
das células ceratinizadas na cavidade oral. Os critérios por ele definidos levam em
consideracao as alteragdes nucleares e citoplasmaticas, onde os nucleos mostram
“alteracdo da relacdo nucleo/citoplasma, hipercromasia, espessamento da
membrana, nucléolos grandes, por vezes multiplos, inclusbes nucleares acidofilicas
ou basofilicas e auséncia de figuras de mitoses; a alteracdo da relagédo
nucleo/citoplasma foi considerada a caracteristica de malignidade mais encontrada”.
As alteragbes citoplasmaticas sao representadas por “eosinofilia proeminente,
vacuolizagéo intracitoplasmatica e corpos de inclusado fagocitica”. Em 1956 o Dental
Service at the Veterans Administration Hospital do Brooklyn fez um estudo piloto e
concluiu que a citologia esfoliativa oral tinha algum valor na pratica clinica (Sandler,
1963; Sandler, 1964).

A citologia esfoliativa é realizada a partir de um simples esfregaco,
de material colhida com uma escova ou com uma espatula de madeira ou metélica,

que, quando friccionados sobre a superficie da lesdo, podem recolher as células. O
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objetivo do exame € detectar células alteradas, obtidas a partir de uma éarea lesada.
Essas células podem fornecer informagdes importantes sobre a natureza da lesao,
permitindo ndo s6 o diagnéstico, como também o acompanhamento de pacientes
previamente tratados, no sentido de afastar possiveis recidivas (Acha, 2005). Se
levarmos em consideracdo que a colheita citolégica é de facil execugcdo, nao
agressiva, de baixo custo operacional e que seu resultado pode ser liberado
rapidamente, permitindo um diagndstico rapido das lesdes bucais, sua préatica
deveria ser rotineira na Clinica Odontolégica, da mesma forma como se da na
Clinica Ginecolégica. A citologia esfoliativa, no entanto, é pouco utilizada atualmente
na Clinica Odontoldgica, principalmente pela falta de critérios morfolégicos para
definicdo diagnéstica das lesdes orais, como também pelos questionamentos que
existem quanto a sensibilidade da técnica, somados a falta de interacdo do clinico
com o patologista. Considerando-se a semelhanga que existe entre a mucosa oral e
a vaginal, os critérios usados para a mucosa vaginal poderiam ser transpostos para
a cavidade bucal.

Uma vez que o0s maiores problemas do carcinoma epidermdéide na
cavidade oral sdo ligados ao diagnéstico tardio da lesdo e a alta incidéncia de
recorréncia, o exame citoldgico talvez seja a melhor forma de fazer uma abordagem
inicial, tendo em vista que, caso seja confirmada a malignidade ou permaneca a
divida quanto a mesma, a bidpsia podera ser indicada, permitindo entdo uma
conclusdo mais precisa. Assim sendo, o exame citolégico da cavidade bucal deve
sempre ser indicado nas seguintes situagdes clinicas (Sugerman, Savage, 1996):

» Revisdo de pacientes de alto risco;
» Revisdo periddica das lesdes orais pré-malignas;

= Determinagédo do melhor local para a biopsia;
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= (Casos nos quais a bidpsia é contra-indicada, sendo a citologia o0 Unico meio
para diagnosticar a leséo;

» Revisdo periodica de pacientes em tratamento ou que ja foram portadores de
cancer oral;

= Exploragéo de lesdes clinicamente suspeitas;

» Deteccao de novos membros afetados em uma familia com histéria de cancer

bucal.

2.4.3.1. As Classificacoes Citologicas

A primeira tentativa de classificar os exames citoldgicos data de 1943,
quando Papanicolaou diferengcou os esfregacos vaginais em cinco classes distintas:
= Classe | (auséncia de células atipicas ou anormais);
= Classe Il (presenca de células atipica sem evidéncia de malignidade);
= Classe lll (sugestivo de malignidade);
= Classe IV (muito suspeito de malignidade);
» Classe V (maligno).
Em 1963, Sandler propbs uma classificacao semelhante para as lesdes
neoplasica orais, colocando-as também em cinco classes:
= Classe | (esfregaco normal),
= Classe Il (esfregaco atipico),
= Classe lll (indeterminado),
= Classe IV (sugestivo de cancer),

= Classe V (positivo para cancer).
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Posteriormente outros autores (Tabela 1) utilizaram a mesma
classificagdo ou propuseram ligeiras modificagdes, como Chomette, que em 1980
classificou os esfregacos em quatro itens:

= | (normal);

= |l (regenerativo e geralmente inflamatério);
= |l (displasia grave);

= |V (maligno).

Tabela 1 - Primeiras classificagées citolégicas Eroeostas para as lesdes escamosas orais

Autor Ano Classificacao

Sandler 1963 Classe I, I, I, IVe V
Sandler 1964 Classe I, I, I, IVe V
Gardner 1964 Classe I, I, I, IVe V
Bhaskar 1965 Classe I, I, I, IVe V
Dizner 1967 Classe I, I, 1l , IVeV
Hammond 1971 Classe I, I, lIl, IVe V
Folsom 1972 Classe O,LILIILIV e V
Chomette 1980 Esfregaco I, II, Ill, IV

Embora com wuma alta acuracidade, esses sistemas nado se
generalizaram como pratica diagnéstica, talvez porque (Gompel, 1997):
= Nem sempre estabelecam uma boa correlagdo entre os resultados citolégicos
e histoldgicos;
» A classe Il englobe todas as alteracdes inflamatdrias, sem distinguir as lesdes
especificas, principalmente as lesdes virais;
= As lesGes de classe Ill e IV precisem ser mais detalhadas, uma vez que elas

deixam grandes incertezas quanto a malignidade.
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Em 1953, Reagan propbs os termos displasia e carcinoma in situ,
para descrever as atipias celulares restritas ao epitélio malpighiano do colo uterino.
As displasias foram distinguidas em trés graus de intensidade: leve, moderada e
severa conforme acometessem os tercos: inferior, médio e superior do revestimento
epitelial. O carcinoma in situ seria a lesao maligna que nao ultrapassou a membrana
basal do revestimento epitelial.

Em 1967, Richart questiona as classificagbes anteriores justificando
que elas ndao permitem prever a evolugédo clinica e propde a denominagdo de
neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) de grau |, Il e Ill, conforme acometessem
os tercos inferior, médio e superior do revestimento epitelial, respectivamente.

Posteriormente  ainda  ocorreram algumas modificagbes na
classificacdo de Richart e em 1988, um grupo de especialistas reunidos em
Bethesda, nos Estados Unidos, assumiu as criticas enderecadas as outras
classificagbes e propéem o Sistema de Bethesda que reflete trés principios
fundamentais:

= A terminologia deve comunicar informagdes clinicamente relevantes a partir
do laboratério para o médico responsavel pelo atendimento do paciente;

= A terminologia deve ser uniforme e razoavelmente reprodutivel entre
diferentes patologistas e laboratérios, devendo ser suficientemente flexivel
para se adaptar a uma grande variedade de situagdes laboratoriais e
localizacOes geograficas;

= A terminologia deve refletir a compreensdo mais atual das lesées.

O objetivo desses principios sempre foi promover uma correlagao
eficaz entre os achados relevantes da citologia, os achados clinicos e os

laboratoriais, permitindo assim uma simplificacdo da andlise tanto para o clinico
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como para o patologista. A ultima revisdo do sistema de Bethesda data de 2001 e foi
elaborada pelo Seminario de Trabalho do Sistema de Bethesda de 2001, do qual
participaram quarenta e quatro organizacdes internacionais com interesse na
citologia cervical (Solomon, Nayar, 2004).

Considerando-se que as tentativas anteriores de classificar as lesdes
orais nao levaram em consideracao as classificacbes mais atuais e que o sistema de
Bethesda (Solomon, Nayar, 2004) estabelece uma boa correlagdo entre os achados
clinicos e citologicos, este trabalho se propde a utilizar o dito sistema para classificar
as lesbGes neoplasicas bucais, numa tentativa de correlacionar com as lesdes
ginecologicas.

Entre os achados que o Sistema de Bethesda de 2001 analisa, serao
levados em consideracdo neste trabalho somente aqueles referentes a
adequacidade da amostra e as anormalidades nas células epiteliais escamosas,
devido a semelhangca que existe entre as células escamosas do epitélio de
revestimento da mucosa oral e aquelas da mucosa ectocervical. Considerando-se
que a cavidade bucal é toda revestida por epitélio escamoso, nao tendo células
glandulares semelhantes aquelas do epitélio endocervical e que o presente trabalho
visa analisar somente as lesdes relacionadas a esse epitélio escamoso, ndo serao
consideradas as alteracdes das células glandulares.

Conforme mostra a tabela 2, as amostras sem alteracdes neoplasicas
serdo consideradas, segundo os critérios de Bethesda (2001), como “Negativas
para lesao epitelial e malignidade: NIML” (Solomon, Nayar, 2004).

Para as lesdes neoplasicas foi usada a designacao de Bethesda 2001,
gue considera como lesao intra-epitelial escamosa (SIL) as lesdes nao invasivas,

ou seja, aquelas restritas ao epitélio de revestimento, que ainda néo ultrapassaram a
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membrana basal epitelial e carcinoma de células escamosas as lesdes invasoras.
As lesoGes intra-epiteliais escamosas encontram-se divididas em lesoes intra-
epiteliais escamosas de baixo grau (LSIL) e de alto grau (HSIL). As lesGes de
baixo grau (LSIL) sdo as alteracdes que histologicamente se restringem ao terco
inferior do epitélio, e abrangem o efeito citopatico do HPV (coilocitose),
correspondendo as antigas denominagdes de displasia leve e neoplasia intra-
epitelial de baixo grau (NIC I). As les6es de alto grau (HSIL) sdo aquelas que na
histologia comprometem os tercos médio e superior do epitélio, correspondendo as
displasias moderada e avangada, as neoplasias intra-epiteliais de médio e alto grau
(NIC Il e lll) e o carcinoma in situ (Tabela 2).

Ainda segundo os critérios de Bethesda (2001), a designacéo de
células escamosas atipicas (ASC) é utilizada todas as vezes que sao encontradas
células escamosas com alteragdes da relacao nucleo/citoplasma, sendo os ndcleos
hipercromaticos, irregulares, podendo apresentar multinucleagdo. Utilizando-se essa
designacao subentende-se que o processo € indefinido, podendo estar incluidas
alteracbes nao somente relacionadas ao papilomavirus humano (HPV), como
também inflamacdes outras, dessecamento, degeneracdao ou outros artefatos. As
células escamosas atipicas (ASC) podem ser subdivididas entre aquelas de
significado indeterminado (ASC-US) e aquelas em que nao é possivel excluir
uma lesao de alto grau (ASC-H). As células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US) sdo aquelas que apresentam aumento da relacdo
nucleo/citoplasma, com um volume nuclear 2 a 3 vezes maior do que 0 nucleo de
uma célula escamosa intermediaria normal, nucleos discretamente hipercromaticos,
com a cromatina distribuida de forma um pouco irregular e o citoplasma densamente

orangeofilico (Solomon, Nayar, 2004). As células escamosas atipicas em que nao
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é possivel excluir lesao de alto grau (ASC-H) sao alteragdes nas quais as células

alteradas tém o tamanho das células metaplasicas, aparecendo de forma isolada ou

em pequenos fragmentos com menos de dez células. Essas células apresentam

nucleos hipercromaticos, irregulares, com alteragdo da forma, 1 a 2 vezes maiores

do que o nucleo de uma célula normal (Solomon, Nayar, 2004). (Tabela 2)

Tabela 2 - Sistema de Bethesda

Sigla Sistema de Bethesda 2001 Achados patoldgicos
NIML Negativas para lesdo epitelial Sem alteraces neoplasicas
e malignidade
SIL Lesédo intra-epitelial escamosa Lesbes nao invasivas
LSIL Leséo intra-epitelial escamosa Lesbdes no terco inferior do epitélio de
de baixo grau revestimento
Efeito citopatico por HPV
HSIL Leséo intra-epitelial escamosa Lesbes no terco médio e superior do
de alto grau epitélio de revestimento
CEC Carcinoma de células Lesbes invasivas
escamosas
ASC Células escamosas atipicas Presenca de células com alteracdo da
relagao nucleo/citoplasma
ASC-US Células escamosas atipicas Volume nuclear 2 a 3 vezes maior do
de significado indeterminado gue o nucleo das células intermediarias,
nucleo com a cromatina densa, irregular
e citoplasma eosinofilico
ASC-H Células escamosas atipicas Volume nuclear 1 a 2 vezes maior que 0

em que nao é possivel excluir

lesdo de alto grau

nicleo de uma célula normal, nudcleos

hipercromaticos, irregulares e com

alteracao de forma
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Os carcinomas de células escamosas sao tumores malignos
invasivos, mostrando diferenciacao para células escamosas.

Os critérios minimos de celularidade escamosa definidos para que uma
amostra de um esfregaco convencional seja considerado adequado sao a presenca
de 8000 a 12000 células epiteliais escamosas bem preservadas e bem visualizadas.
Se o esfregaco for em meio liquido, ele deve conter no minimo 5000 células

escamosas bem individualizadas e bem preservadas (Studeman, 2003).

2.4.4. Técnicas de exploracao diagnéstica

Uma vez obtido o esfregaco, o proximo passo sera a interpretacdao do
material colhido. O exame das células esfoliadas da mucosa oral podera nao
somente detectar a presenca de alteragdes morfoldgicas que permitam definir
malignidade como também, através das técnicas de biologia molecular e de
imunoistoquimica, predizer a possibilidade de malignizacdo ou de progressao de
lesdo maligna. Usando marcadores moleculares de carcinogénese inicial, sera
possivel detectar outros fatores capazes de contribuir para a transformagao maligna
da lesao, tais como: presenca do HPV, alteracbes no padrdo do gene supressor,
transformacdes no perfil de expressdo do gene, marcadores microssatélites que
permitem predizer o cancer em estagio inicial (Smith, 2004).

A primeira analise do esfregacgo citoldgico é feita com a coloragdo de
Papanicolaou, a qual vai permitir ndo somente a analise morfoldégica do material

como também, caso seja necessério, orientar para uma exploragdo detalhada no
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sentido de chegar-se a uma conclusdo diagndstica mais precisa, utilizando-se as
diferentes técnicas disponiveis.

As técnicas histoquimicas sdo especificas para uma determinada
substancia ou grupo quimico e visam detectar os principais componentes das células
(ions, lipidios, polissacaridios, proteinas, acidos nucléicos, etc.) ou parasitas,
permitindo assim ajudar no diagnéstico diferencial entre lesdes neoplasicas e ou
infecciosas, ou mesmo para diferengar determinados tipos de neoplasias (Brasileiro
2004).

As coloragbes imunoistoquimicas tém como principio basico
desencadear uma reagao antigeno-anticorpo, utilizando anticorpos como reagentes
especificos para detectar antigenos presentes na célula. A imunoistoquimica é
utilizada para detectar ndo somente antigenos presentes na célula em condi¢cdes
normais ou patolégicas, como também para microorganismos de dificil
reconhecimento nas coloragdes de rotina, tais como virus, fungos, bactérias, etc
(Brasileiro, 2004).

A citometria € uma técnica que visa detectar a quantidade de
componentes celulares. Existem dois principios basicos: a citofotometria e a
citometria de fluxo. A citofotometria permite detectar a quantidade dos constituintes
celulares em células normais e alteradas em esfregagos ou cortes histologicos, por
meio da coloragdo histoquimica desse componente. A citometria de fluxo utiliza
células em suspensado, as quais sao tratadas pelo fluorocrémio, que posteriormente
€ detectado por um sensor; é muito usada para analisar o crescimento tumoral,

atraves da determinacdo do conteudo de DNA existente na célula (Brasileiro, 2004).
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Finalmente temos as técnicas de biologia molecular tais como a
hibridacao molecular, a reacao em cadeia da polimerase (PCR) e as técnicas
para analise do genoma, o biochip ou microarray.

A hibridizacao molecular tem como principio basico a utilizagdo de
uma sonda, a qual é constituida por uma seqiéncia conhecida de DNA ou RNA,
obtidos por clonagem ou sintese quimica e que contém uma marca que permite a
visualizacdo seletiva; a sonda vai se ligar a seqiéncia de interesse (sequéncia alvo),
sendo a visualizagdo feita a partir da marca. Esta é uma técnica utilizada para
detectar genoma viral (Brasileiro, 2004).

A técnica da reacao em cadeia da polimerase (PCR) baseia-se em
uma reacao de amplificacdo de sequiéncias especificas de DNA, que ocorre em um
termociclador, com controle automatico de variacao de temperatura em funcédo do
tempo. Ao final uma uUnica molécula de DNA da origem a 10 bilhdes de cépias,
permitindo a visualizacdo e manipulagdo das mesmas. Para analisar a seqUéncia de
RNA, este deve sempre ser convertido em DNA complementar. A PCR ¢ utilizada
para detectar genomas de virus, bactérias ou outros parasitas; pode-se também
detectar alteracbes genéticas, doencas geneticamente transmissiveis através da
presenca do RNA mensageiro (Brasileiro, 2004). A PCR é a técnica mais precisa
para detectar genomas virais, embora haja a possibilidade de dar resultados falsos
positivos, decorrentes da contaminagdo no momento da amplificacao (Castro, 2006)

A técnica de microarrays ou biochip associa as técnicas para analise
do genoma com as de informatica, revelando semelhancgas e diferengas através de
uma comparagdo qualitativa e quantitativa da expressdo genética dos tecidos,
baseada na intensidade da reacdo para cada fragmento examinado. Ela utiliza um

DNA com uma sequéncia de oligonucleotideos conhecida, denominado de cDNA,
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um RNA isolado do tecido da amostra teste (ex:tumor) e um RNA da amostra
referéncia (tecido normal). Os RNA das amostras teste e referéncia sao transcritos
separadamente para o cDNA, marcados respectivamente com fluorosceina de cores
diferentes (uma cor para cada conjunto RNA/cDNA) e posteriormente hibridizados
para que se ordenem. A fluorescéncia resultante revela respectivamente os niveis
relativos de cada RNA transcrito, permitindo uma comparagdo qualitativa e
quantitativa entre a amostra teste e a amostra referéncia. Desta forma ela permite
determinar a instabilidade ou perda da heterozigose (LOH) na seqUéncia genética de
um cromossoma especifico (Sunil, Ashworth, 2001).

Com a técnica de microarray alteragbes cromossdmicas tais como
delecbes ou amplificagdes podem ser investigadas, possibilitando estudar as
alteracdes genéticas responsaveis pela maior incidéncia de um determinado tipo de
cancer em uma familia. Ela também pode permitir progressos no diagnéstico
precoce e no progndstico do cancer, na identificagdo de doengas genéticas antes e
depois do nascimento e pode ajudar no diagnéstico de doencas infecciosas
(Brasileiro, 2004).

Estudando o perfil genético de lesdes do epitélio escamoso oral com as
técnicas de microarray, tem sido possivel avaliar o risco de transformag@o maligna.
Esses estudos avaliam a curta sequéncia repetida de DNA no genoma para detectar
a instabilidade ou perda da heterozigose (LOH) na sequiéncia genética do
cromossoma especifico no tecido. Trabalhos usando marcadores microssatélites em
sete regides cromossomiais (3p,4q,8p,9r,119,13q e 17p) analisando a progressao de
lesbes intra-epiteliais de alto e baixo grau e de lesdes hiperplasicas, mostraram que

pacientes com LOH em 3p e 9p tem ligeiro aumento da progressdo. Quando as
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alteracdes em 3p e 9p vem associadas a perda em 4p, 8p, 11q e 17p a progressao é

mais rapida (Rosin, 2007).

2.5. Dificuldades na analise do esfregaco em pacientes em acompanhamento

poés-cirurgico

A citologia esfoliativa tem um papel importante no acompanhamento
dos pacientes uma vez que ela pode detectar possiveis recidivas precocemente. O
grande problema é que esses pacientes sédo de dificil manejo, uma vez que tanto a
cirurgia como a irradiagéo, utilizados no tratamento dessas neoplasias, podem levar
a intensas alteragdes nos tecidos circunvizinhos. Tais alteragées, representadas por
fibrose, ceratose ou mesmo supuracao poés-cirdrgica, podem inicialmente levar a
suspeita da presenca de tumor residual (Hammond, Sequeira, 1971). Além do mais,
a fibrose e ceratose do revestimento epitelial, decorrentes da cirurgia, podem
dificultar o acesso a coleta, levando a resultados falsos negativos, enquanto que a
irradiacdo provoca alteracées na estrutura das células, podendo levar a falsos
positivos (Hammond, Sequeira, 1971). Sabe-se que apds a primeira semana de
tratamento radioterapico (raios-X ou cobalto), as células comecam a apresentar
alteracdes poés-irradiacao, representadas por aumento do volume das mesmas, com
a presenca granulos citoplasmaticos, halo claro peri-nuclear, binucleagéo,
alargamento nuclear e nucleolar e multinucleacao (Umiker, 1961, Silverman, 1969).
Tais alteragdes nem sempre sdo evidentes, sendo freqliientemente muito dificil
estabelecer uma diferenga precisa entre a célula maligna e a célula irradiada
(Umiker, 1961, Silverman, 1969). E importante notar que algumas células nio

revelam qualquer transformagé@o morfologica (Umiker, 1961).
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A presenca de células malignas em um esfregaco logo apds o
tratamento ndo significa faléncia do mesmo, devendo o paciente continuar com a
irradiacao, uma vez que algumas lesdes podem se converter para o estado negativo;
por outro lado, a auséncia de células malignas nesta fase nao exclui a presenca de

tumor residual (Umiker, 1960).
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3. PROPOSICAO

3.1.0bjetivo geral

Este trabalho se propde a utilizar a classificacdo de Bethesda para
avaliar as caracteristicas morfologicas celulares em esfregacos obtidos da cavidade
oral de pacientes portadores de lesbes clinicamente suspeitas de malignidade,
lesbes benignas de provavel etiologia viral ou de pacientes submetidos a
acompanhamento apds tratamento de céancer oral, analisando as possiveis
influéncias da conclusdo citolégica na futura conduta clinica. Visa também
estabelecer os critérios morfoldgicos necesséarios para definir a presenca do HPV
nessas lesdes, fazendo uma comparagcao com aqueles utilizados para os exames
cervicais, além de confirmar a presencga do virus pela andlise molecular, usando a

reacdao em cadeia da polimerase (PCR).

3.2. Objetivos especificos

» Realizar citologia esfoliativa em pacientes portadores de lesdes bucais
atendidos no Servico de Estomatologia do Hospital Universitario de
Brasilia, apresentando uma das seguintes situagbes: lesdes
clinicamente suspeitas de malignidade, lesdes benignas de provavel
etiologia viral ou mucosa oral, alterada ou n&o, de pacientes em

acompanhamento apds tratamento de cancer bucal;
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= Caracterizar morfologicamente os achados citoldégicos de acordo com
os critérios de Bethesda;

» |dentificar morfologicamente alteracdes citopaticas causadas pelo HPV
nos esfregacos citolégicos corados pelo Papanicolaou;

» |dentificar a presenca de HPV por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR);

= Estabelecer uma andlise comparativa entre:

e Os diagnésticos citoldégicos (citologia esfoliativa) e
histolégicos (bidpsia);

e As alteragdes citopaticas caracteristicas de HPV no
exame citolégico e a presenga do virus na reagdao em
cadeia pela polimerase (PCR)

= Avaliar a importancia da citologia esfoliativa como ferramenta

diagnoéstica nas lesées escamosas orais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Pacientes

Dentre os mais de dois mil pacientes atendidos no Servico de
Estomatologia do Hospital Universitario de Brasilia no periodo de dois anos (2006 e
2007), quarenta e um foram selecionados por apresentarem lesdes clinicamente
suspeitas de malignidade, les6es benignas de provavel etiologia viral ou por estarem
em acompanhamento apos tratamento de cancer oral. Todos os pacientes aceitaram
participar da presente pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo 1). O projeto de pesquisa com o numero de 137/2006 foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS conforme documento anexo

(Anexo 1).

4.2, Critérios de inclusao

Pacientes portadores de lesGes consideradas suspeitas, com as
seguintes caracteristicas:

» Nodulos tumorais endurecidos, fixos, ulcerados;

» Lesdes leucoplasicas ou eritroplasicas de longa evolugdo com aumento
de volume;

= Lesdes eritroplasicas ou leucoplasicas na mucosa bucal, observadas
no periodo pds-operatério do tratamento do cancer oral;

» Pacientes portadores de lesdes papilomatosas de provavel origem

viral;
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= Concordancia do paciente com o termo de consentimento livre e

esclarecido.

4.3 Critérios de exclusao

Pacientes portadores de lesbes que nao sejam clinicamente suspeitas
de:
= malignidade;
= etiologia viral;
= que ndo estejam em acompanhamento apds tratamento de céancer

bucal.

4.4. Citologia esfoliativa

Para o exame citolégico foi realizada uma coleta triplice, raspando-se
vigorosamente a superficie da lesdo com uma escova do tipo endocervical de marca
Kolplast Comercial Industrial do Brasil Ltda, uma espatula de metal de nimero sete e
uma espatula de madeira. O material recolhido foi espalhado sobre laminas de vidro
limpas e secas, identificadas com as iniciais do nome do paciente e especificadas
quanto ao tipo de esfregaco realizado, sendo chamada de escovado a coleta
realizada com a escova, de raspado a coleta realizada com a espatula de metal e
espatula a feita com a espatula de madeira (Fig 2A). Os esfregagos foram feitos no
sentido longitudinal da l1amina (Fig 2B). Realizados os esfregacos, as trés laminas
obtidas foram imediatamente fixadas com o polietilenoglicol (Fig 2C). Foram
preparadas laminas de reserva, colhidas com a escova, para realizar a reagdo em

cadeia da polimerase (PCR), no sentido de pesquisar o papilomavirus.
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Apl6s a coleta as laminas foram acondicionadas em frascos porta-
laminas e enviadas ao Centro de Anatomia Patolégica, juntamente com a ficha de
solicitacao de exame citolégico, informando a histdria clinica sucinta do paciente (Fig
2D). No Centro de Anatomia Patolégica foram coradas pelo método de Papanicolaou
e examinadas no microscépio de luz. Todos os casos sem diagndstico histolégico
foram biopsiados, sendo a bidpsia considerada o padrdo ouro. Os fragmentos
retirados da lesdo foram fixados em solucdo de formol a 10% e posteriormente
processados para inclusdo em blocos de parafina. O exame histologico foi realizado
em cortes com 4um de espessura e corados pela hematoxilina-eosina.

Uma das laminas colhidas com a escova do tipo endocervical de marca
Kolplast Comercial Industrial do Brasil Ltda e fixada pelo polietilenoglicol foi enviada
para estudo molecular pela a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), a fim de

pesquisar o HPV18.

4.5. Analise citologica

Todas as alteragbes citologicas observadas nos esfregagos foram
analisadas de acordo com os critérios de Bethesda (2001), tendo sido consideradas
as seguintes situagoes:

" Alteragdes reativas;

Alteragbes reativas associadas a inflamacao;

. Alteragbes reativas associadas a radiagao.

" Lesbes de carater neoplasico;

" Leséo intra-epitelial de alto grau (HSIL) e de baixo grau (LSIL);
. Carcinoma escamoso;

" Atipias de células escamosas de significado indeterminado (ASC-US);
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. Atipias de células escamosas onde ndo € possivel excluir lesdo de alto

grau (ASC-H).

4.5.1. Lesoes de carater reativo

As lesdes leucoplasicas, eritroplasicas ou papilomatosas, com
alteragOes reativas relacionadas a um processo inflamatério, foram consideradas
como alteragbes celulares reativas relacionadas a inflamag&o, levando-se em
consideracéo os seguintes achados:

= Aumento de volume nuclear (nucleo 1 a 2 vezes maior do que 0 nucleo de
uma célula escamosa intermediaria normal);

= Binucleagao ou multinucleagao;

= Nucleo com hipercromasia moderada, porém com distribuicao da cromatina
regular e com granulagoes finas;

= Nucléolos unicos ou multiplos;

= Citoplasma com policromasia, vacuolizagdo ou halos perinucleares, porém
sem espessamento periférico.

Nos pacientes pos-cirirgicos, em acompanhamento para afastar
possivel recidiva, que apresentavam alteracdes inflamatérias decorrentes de
tratamento radioterapico, foram considerados como critérios morfolégicos das
alteracdes reativas associadas a radiacao:
= (Células com o volume acentuadamente aumentado sem alteracédo da relacao

nucleo/citoplasma, as vezes com formato bizarro;
= Nucleos aumentados, porém com alteracbes degenerativas: palidez,
condensacéo da cromatina e vacuolizagao;

= Hipercromasia nuclear moderada;



Material e métodos 54

= Variagdo no tamanho do nucleo, observando-se nucleos de tamanho normal
ao lado de outros aumentados de volume;

» Binucleagao ou multinucleacgéao;

= Hipercromasia nuclear moderada;

» Nucléolos unicos ou multiplos caso haja reagéo reparadora simultanea;

» Vacuolizagédo ou policromazia citoplasmatica.

Nas lesdes leucoplasicas ou papilomatosas, as alteragdes ceratéticas
foram divididas em paraceratose tipica e hiperceratose. Foi considerado como
paraceratose tipica a presenca de células escamosas superficiais arredondadas,
ovais, poligonais ou fusiformes, com citoplasma denso, alaranjado ou eosinofilico e
nucleos pequenos e densos (picnoticos). Tais células poderiam se apresentar de
forma isolada, em camadas ou em circunvolucées. Quando os nucleos se
apresentaram aumentados de volume, hipercromaticos ou de contornos irregulares,
ou quando as células se arranjaram em agrupamentos tridimensionais, usou-se a
designacao de paraceratose atipica.

Como hiperceratose foram consideradas as lesdes constituidas por
células escamosas poligonais, maduras, anucleadas, apresentando freqlientemente

granulos de cerato-hialina.

4.5.2. LesoGes de carater neoplasico

As lesdes intra-epiteliais foram consideradas de alto e baixo grau e as
invasivas como carcinoma de células escamosas. Os critérios utilizados para
considerar uma lesdo intra-epitelial de baixo grau foram:

= Alteragbes citolégicas restritas as células com citoplasma “maduro” ou

superficiais;
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Alteracdo da relacdo nucleo/citoplasma (nucleos aumentados de volume
correspondendo a trés vezes o volume do nucleo de uma célula intermediaria
normal), com graus variaveis de hipercromasia, sendo a cromatina de
distribuicdo regular, porém grosseiramente granular e com o contorno
ligeiramente irregular;

Nucléolos ausentes ou diminutos;

Presenca de coilocitose (cavitagdo citoplasmatica perinuclear nitidamente
delineada por borda citoplasmatica densa e alteragdes displasicas nucleares
sendo o citoplasma denso, orangeofilico). Essa alteragdo foi interpretada
como decorrente das alteragdes citopaticas causadas pelo papilomavirus
humano.

As lesbes intra-epiteliais de alto grau foram caracterizadas utilizando-

se 0s seguintes critérios:

Alteracoes restritas as células imaturas (basais e parabasais);

Células se arranjando de forma isolada ou em grupamentos;

Nucleos aumentados de volume, com variagcao de forma (anisocariose);
Nucleos hipercromaticos (cromatina podendo ser fina ou grosseiramente
granular, ou com distribuicao regular) e de bordas irregulares;

Nucléolos ocasionais;

Area citoplasmética reduzida, o que leva a um aumento da relagdo
nucleo/citoplasma, podendo o citoplasma ser ceratinizado (orangeofilico).

Os carcinomas de células escamosas foram divididos em

ceratinizantes e nao ceratinizantes. Os carcinomas de células escamosas

ceratinizantes foram caracterizados de acordo com 0s seguintes critérios:

Intensa variagdo no tamanho e forma celular;
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» Citoplasma denso, freqiientemente orangeofilico;
» (Células arranjadas em agregados ou de forma isolada;
= Nducleos com intensa variacdao de forma e tamanho, de bordas irregulares,
com a cromatina grosseiramente granular e de distribuicéo irregular;
» Macronucléolos podem estar presentes.
Os carcinomas de células escamosas nao ceratinizantes seguiram o0s
seguintes critérios:
= Células isoladas ou em agregados sinciciais com limites mal definidos;
»= Nucleos de forma irregular e com a cromatina grosseiramente agrupada;
= Macronucléolos proeminentes;

= Citoplasma basofilico.

4.5.3. Atipias de células escamosas

Como atipias de células escamosas foram consideradas as alteracdes
em que nao foi possivel definir com seguranca, nem a presenca de papilomavirus,
nem de neoplasia intra-epitelial, sendo os carcinomas raramente aqui considerados.
Os critérios observados para designar as células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US) foram aqueles em que as células apresentavam ligeira
alteragao da relagdo nucleo/citoplasma, com o volume nuclear 2 a 3 vezes maior do
que o0 nucleo de uma célula escamosa intermediaria normal, sendo os nucleos
discretamente hipercromaticos, com a cromatina distribuida de forma um pouco
irregular e o citoplasma quase sempre densamente orangeofilico.

Para a designacao de células escamosas atipicas onde néo é possivel
excluir lesdo de alto grau (ASC-H) utilizou-se como critério a presenca de células

parabasais com nucleos hipercromaticos, irregulares, aumentados de volume (1 a 2
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vezes 0 tamanho do nucleo de uma célula normal), dispostas de forma isolada ou

em grupos com menos de dez células.

4.6. Analise histologica

As lesbes de carater inflamatério foram designadas como processo
inflamatério agudo ou crénico inespecifico e especificadas as alteracdes
inflamatdrias observadas. As lesdes papilomatosas recobertas por um epitélio
escamoso estratificado acantotico ou hiperplasico foram designadas como papiloma
escamoso oral. As lesbes neoplasicas, quando intra-epiteliais, foram classificadas
como neoplasia intra-epitelial oral (NIO) de grau I, Il ou Ill conforme acometessem
um terco, dois tercos ou todo o epitélio de revestimento, respectivamente.

As lesbes neoplasicas invasivas foram classificadas como carcinomas
bem, moderadamente e pouco diferenciadas, sendo considerados bem
diferenciados aqueles em que a neoplasia era constituida por células escamosas
maduras, com produg¢do de ceratina. Os tumores moderadamente diferenciados
seriam aqueles com maior grau de anaplasia, nos quais quase nao se observa
produgao de ceratina; os pouco diferenciados seriam os francamente anaplasicos

(Neville, 2004).

4.7. Analise molecular

4.7.1. Amostras clinicas

Foram enviadas para pesquisa de HPV18 pelo método da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) 26 amostras obtidas a partir de esfregagos citoldgicos

colhidos com a escova do tipo endocervical de marca Kolplast e fixados pelo
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polietilenoglicol. O material clinico coletado foi acondicionado em laminas

previamente identificadas e mantido em geladeira.

4.7.2. Extracao de DNA

O método utilizado foi o de digestdo enzimatica com proteinase K,
conforme descrito por Mahony et al. (1993). O material coletado foi inicialmente
centrifugado a 10000 RPM por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o
sedimento ressuspenso em 500 pL de T.E. gelado. Para a extracdo do DNA das
células escamosas orais, foram adicionados 5 pL de proteinase K (10 mg/mL) e 10
UL de tween 80 (10%) ao sedimento e incubados durante trés horas a 37 °C. Em
seguida, a proteinase K foi inativada no banho-maria a 100°C durante 10 minutos,
sendo a solugdo obtida, que contém o DNA extraido, estocada a 20°C, até ser

utilizada na reacao de amplificacao.

4.7.3. Amplificagcao do DNA através da técnica de PCR

Neste trabalho, a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada
com os iniciadores MY09 / MY11. Os iniciadores de consenso, o MY09:
5CGTCCMAARGGAWACTGATC 3 e o MY11: 5 GCMCAGGGWCATAAYAATGG
3’, descritos por Manos 1989, amplificam especificamente uma parte do gene L1,
que é a regidao mais conservada no genoma dos diferentes tipos de HPV,
codificando uma proteina do capsideo viral. Esses iniciadores sdo capazes de
amplificar um fragmento de aproximadamente 450 pares de bases (pb) do gene L1,
tornando possivel a deteccdo da maioria dos tipos de HPV (Gross, 1999;

Lancellotti,2000). A reagcdo de amplificagdo foi realizada em um volume final de 25
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UL, sendo o tampéo utilizado constituido por 500mM KCI, 100mM Tris-HCI (pH8,4),
15 mM de MgCI2, 1% Triton X-100 (10 X concentrado), 200uM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (dNTP), 12,5 pmoles de cada iniciador e 3 U de Taq
DNA polimerase (Taq pht). Para cada reacao de amplificacdo, foram utilizados 5 pL
da solugdo, contendo o DNA extraido anteriormente. Em cada bateria de
amplificagéo pela PCR sempre foi utilizado um controle negativo, constituido pelas
mesmas concentracées e pelos mesmos reagentes da reagcdo de amplificagéo,
exceto o DNA. O sistema de amplificacdo do DNA foi realizado em tubos de 500 pL,
que foram transferidos para o termociclador (MJ Research - PTC 100). O programa
de PCR consistiu das seguintes etapas: 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de
amplificagéo (95 °C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto) e 72°C por

5 minutos, conforme descrito por Bauer (1993).

4.74. Consideracoes Finais

A técnica de PCR foi aplicada duas vezes em cada amostra, para
avaliar a reprodutibilidade dos resultados. Além desse procedimento, também foi
avaliado o controle negativo que nao apresentou nenhum tipo de fragmento de DNA
ou primer-dimer, demonstrando, assim, que ndo havia a presenca de contaminacdes
ou excesso de iniciadores (Kwok, 1989 ). Para avaliar a reprodutibilidade do método,
as reacdes de amplificacao foram repetidas duas vezes. Nos casos em que nao
houve reprodutibilidade do resultado, o ensaio foi repetido vérias vezes, até a

obtencéo de um resultado reprodutivel.
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4.8. Testes aplicados para avaliar o diagnostico

A analise da amostra foi realizada com o auxilio do programa SPSS
para Windows 15.0 (Statsoft Inc, Tulsa-Ok) e com o calculo dos testes de validade
diagnostica.

A analise descritiva foi feita através dos calculos da média e da
mediana.

Utilizou-se o teste de Fisher para analisar as correlagbes entre os
diagndsticos citoldgicos e os histologicos.

As associagcdoes entre os resultados da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e os achados morfologicos de alteragdes citopaticas causadas
pelo papilomavirus nos esfregacos citolégicos foram analisadas pelo qui-quadrado
de Pearson.

A validade diagnéstica foi estabelecida inicialmente correlacionando-se
os diagnosticos citoldgicos com os histolégicos, onde o diagnédstico histologico foi
considerado como padrdo ouro; posteriormente foram correlacionados o resultado
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com a presenca de alteragdes citopaticas
causadas pelo papilomavirus nos esfregacos citolégicos, onde a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) foi considerado o padrao-ouro. A analise da validade mostrou
se o resultado final pode ser aceito como verdade ou 0 quanto ele se afasta da
verdade.

Considerando-se o padrao-ouro como valido, foram encontradas quatro
situagdes possiveis para a interpretagdo dos resultados do teste:

= Duas em que o ele foi considerado correto (verdadeiro-positivo e verdadeiro-
negativo)

= Duas em ele foi considerado incorreto (falso-positivo e falso-negativo).
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O teste foi correto quando positivo na presencga da doenga (verdadeiro-
positivo) e negativo na auséncia da doenca (verdadeiro-negativo). O teste foi
incorreto quando positivo na auséncia da doenca (falso-positivo) ou negativo na
presenca da doenca (falso-negativo) (Pereira, 2001; Rouquayrol, 2003).

Esse conceito de correcdo/incorrecdo pode ser expresso por duas
propriedades diagnésticas basicas, indicativas da validade do teste: a sensibilidade
e a especificidade. Essas propriedades serdo utilizadas nesse trabalho para avaliar:

= A validade do exame citolégico no diagnoéstico das lesbes escamosas da
cavidade bucal, onde a analise citoldgica é considerada o teste a ser julgado
e a biopsia o padrao-ouro;

= A validade da presenca de alteragcdes citopaticas causadas pelo
papilomavirus nas células escamosas para o diagnéstico de HPV nos
esfregacos citolégicos, onde as alteracdes citopaticas sao consideradas como
o teste a ser julgado e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) o padréo-
ouro.

A Sensibilidade (S) foi definida como sendo a capacidade que o teste

apresenta de detectar os individuos verdadeiramente positivos

nsibili _ verdadeiros positivos(a)
Sensibilidade verdadeiros positivos(a)+falso-negativos(c)

x 100

No presente trabalho seriam os casos em que:
= O exame citolégico e a bidpsia diagnosticaram o carcinoma de células
escamosas da cavidade bucal (Tabela 3);
= O exame citolégico mostrou alteragdes citopaticas causadas pelo
papilomavirus e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) confirmou a

presencga do virus (Tabela 3).
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A Especificidade (E) foi definida como capacidade que o teste tem de

detectar os verdadeiros negativos.

verdadeiros negativos(d) 100
falso positivos(b)+verdadeiros negativos(d)

Especificidade =

No presente trabalho seriam os casos em que:
= O exame citolégico e a bidpsia se apresentaram negativos (Tabela 3);
= Na&o foram encontradas alteragbes citopaticas causadas pelo papilomavirus
no exame citologico e a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) nao detectou
HPV (Tabela 3).

A avaliagdo da probabilidade de que o teste venha a ser correto ou
incorreto pode ser feita através do valor preditivo, ou seja, a probabilidade de que o
teste venha a ser correto ou incorreto, dados os resultados do padrao-ouro.

O Valor Preditivo Positivo é a proporcdao de doentes considerados
positivos no teste. Ou seja, seria 0 nimero de casos em que a citologia e a bidpsia
diagnosticaram carcinoma de células escamosas em relagdo ao total de citologias
positivas e 0 numero de casos em que a citologia e a reagdo em cadeia da
polimerase diagnosticaram HPV em relacdo ao total de citologias positivas (Tabela
3).

verdadeiros positivos(a) x 100
verdadeiros positivos(a) + falso positivos(b)

Valor Preditivo Positivo =

O Valor Preditivo Negativo € a propor¢cdo de doentes considerados
sadios no teste. Seria 0 numero de casos em que a citologia e a bidpsia foram

negativas em relagdo ao total de citologias negativas e nimero de casos em que a
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citologia e a reagdo em cadeia da polimerase foram negativas para HPV em relagédo
ao total de citologias negativas.

verdadeiros negativos(d) x 100

Valor Preditivo Negativo =
9 falso negativos(c) +verdadeiros negativos(d)

Os laudos gerados a partir dos diagnésticos citologicos e histolégicos
serdo comparados e os resultados apresentados sob a forma de graficos e de tabela

(Tabela 3).

Tabela 3 — Tabela de contingéncia correlacionando os diagndsticos citoldgicos e histolégicos

Resultado da Biopsia

(padrdo-ouro)

Presente Ausente
Resultado Positivo A B
da Negativo C D
Citologia
(teste)

As alteragbes citopaticas causadas pelo HPV nas células, presentes
nos esfregacdes citoldgicos, serdo correlacionadas com os resultados da reacao em
cadeia da polimerase e apresentados na forma de tabela (Tabela 4).

Tabela 4 - Tabela de contingéncia correlacionando os achados morfolégicos causados pelo HPV com
a PCR.

Resultado da PCR

(padréo-ouro)

Presente Ausente
Alteracoes Citopaticas de Positivo A B
HPV na Citologia Negativo C D

(teste)
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Figura 2 — Coleta do material para exame citologico. A - Material necessario para realizar a coleta
citolégica: escova e espatulas de metal e madeira, cinco laminas (irés para as coloragdes de rotina e
duas para o PCR), fixador e frasco para acondicionar. B - Esfregago sendo realizado no sentido
longitudinal da lamina. C - Fixagdo imediata com polietilenoglicol. D - Material acondicionado em 2
frascos sendo um para a rotina e outro para fazer o PCR.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao da amostra

No total foram avaliados 41 pacientes com lesdes neoplasicas ou
suspeitas de neoplasia bucal ou de alteracées associadas ao HPV ou por estarem
em acompanhamento apos tratamento de cancer oral.

A maior incidéncia foi no género masculino sendo 33 (80,5%) homens

acometidos e 8 (19,5%) mulheres (Figura 3)

GENERO

[] Masculino
[J Feminino

&]
W

Figura 3 — Distribuicdo das lesées em relagdo ao género

A média de idade dos pacientes estudados foi de 54,41 anos € a
mediana de 54 anos, sendo 0 paciente mais novo da amostra com 26 anos (género

feminino) e o mais velho com 94 anos (género masculino) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Distribui¢cao das lesdes em relagao a freqiiéncia do intervalo de idades

Intervalo de Idade Freqgiiéncia %
20a29 3 7,3
30a39 2 4.9
40a49 8 19,5
50a59 16 39,0
60a69 6 14,6
70a79 5 12,2
90a99 1 2,4
Total 41 100

Na analise da incidéncia quanto a localizacdo das lesdes, vé-se que

elas foram mais frequientes na lingua e no assoalho da boca (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuigcao das lesdes em relagao a localizagao na cavidade bucal

Localizacao Freqliéncia %

Mucosa jugal 1 2,4
Assoalho boca 10 24 .4
Palato 8 19,5
Gengiva 6 14,6
Lingua 15 36,6
Orofaringe 1 2,4
Total 41 100,0

A tabela 7 mostra todos os dados coletados dos pacientes (genéro,
idade, diagndsticos citologicos e histoldgicos, local da leséo, etilismo, tabagismo,
citologia e bidpsia de controle e reacdo em cadeia da polimerase). Os dados
designados como citologia e bidpsia controle correspondem as diagnésticos dos

pacientes em acompanhamento ou em tratamento.
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Tabela 7 Todos os dados coletados durante a Eesguisa

N G ID
DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO LOCAL ETI TAB CITOLOGIA BIOPSIA PCR
BIOPSIA CITOLOGIA CONTROLE CONTROLE
1 CEC bem Mucosa
M 45 diferenciado CEC ceratinizante jugal SIM  SIM
2 CEC bem Assoalho
M 46 diferenciado CEC néo ceratinizante da boca SIM  SIM
3 CEC bem
M 58 diferenciado CEC ceratinizante Palato SIM
4 Carcinoma Carcinoma B B
F 26 mucoepiderméide = mucoepidermdide Palato NAO NAO
5 CEC bem
M 68 diferenciado CEC ceratinizante Gengiva SIM  SIM
6 Assoalho
M 66 Inconclusivo ASC-H da boca SIM  SIM
7 CEC moder Auséncia
M 61 diferenciado Cito controle Palato SIM  SIM  CEC ceratinizante  neoplasia
8 Papiloma Negativo
escamoso oral+
M 36 HPV Inflamagao Palato
9 Neoplasia maligna Assoalho Positivo
45  epitelial CEC néo ceratinizante da boca SIM  SIM
10 CEC bem Positivo
62 diferenciado CEC ceratinizante Lingua SIM  SIM
11 Alteracdes reativas Positivo
Assoalho associadas a
M 69 NIOII Positivo para malignidade da boca SIM  SIM  radiagéo
12 CEC pouco Positivo
48 diferenciado CEC néo ceratinizante Palato SIM  SIM
13 CEC moder Assoalho
51 diferenciado ASC-H da boca SIM  SIM
14 Infl+hiper e Positivo
. paraceratose+
M 50 NIOdegraul Inflamagao+hiperceratose Gengiva NAO SIM  ativagdo nuclear
15 CEC bem Negativo
57 diferenciado ASC-H Lingua SIM  SIM
16 CEC moder B . Positivo
F 50 diferenciado LIAG Gengiva NAO NAO ASC-H
17 Assoalho Positivo
F 48 NIOdegrau lll ASC-H da boca SIM  SIM
18 CEC bem
M 42 diferenciado CEC ceratinizante Orofaringe SIM
19 CEC bem ~ B Positivo
F 50 diferenciado Inflamatério Lingua NAO NAO
20 CEC bem
M 59 diferenciado CEC ceratinizante Lingua SIM  SIM
21 Papiloma Inflamatério+ reagéo B B Positivo
F 25 escamoso oral nuclear Gengiva NAO NAO
22 CEC bem B Positivo
M 59 diferenciado CEC ceratinizante Lingua NAO
23 CEC bem Positivo
M 50 diferenciado CEC ceratinizante Lingua
24 Papiloma Positivo
M 36 escamoso oral Inflamatério+paraceratose Gengiva SIM  SIM
25 F 45 NIOdegraul+HPV ASC-H Palato SIM  SIM Positivo
26 CEC bem ~ Positivo
M 71 diferenciado CEC ceratinizante Lingua NAO SIM
27 Alteragdes reativas . Positivo
M 75 epiteliais Inflamatério Lingual NAO SIM
28 M 55 CEC microinvasor CEC ceratinizante Lingua SIM  SIM Positivo
29 CEC moder CEC néo Positivo
M 51 diferenciado ceratinizante+HPV Palato SIM  SIM
30 CEC bem B B Auséncia Positivo
F 24 diferenciado Cito controle Lingua NAO NAO malignidade
31 CEC moder ~ B Positivo
F 73 diferenciado Cito controle Lingua NAO NAO ASCUS
32 Auséncia de Positivo
M 65 CEC Cito controle Palato SIM  SIM  malignidade
33 CEC moder Auséncia de
M 54 diferenciado Cito controle Gengiva SIM  SIM  malignidade
34 M 94 CEC pouco Cito controle Lingua SIM  SIM  Auséncia de Positivo
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diferenciado malignidade
35 CEC moder Assoalho Auséncia de
M 44 diferenciado Cito controle da boca SIM  SIM  malignidade
36 CEC pouco Auséncia de Positivo
M 73 diferenciado Cito controle Lingua SIM  SIM  malignidade
37 CEC pouco Assoalho Auséncia de
M 59 diferenciado Cito controle da boca SIM  SIM  malignidade
38 CEC bem Assoalho Auséncia de
M 75 diferenciado Cito controle da boca malignidade
39- CEC bem Assoalho B Inflamatério Positivo
M 54 diferenciado Cito controle da boca NAO SIM leve+hiperceratose
40 Inflamatério Positivo
CEC bem acentuado+Reagao
M 59 diferenciado Cito controle Lingua SIM  SIM  nuclear
41 CEC bem B
53 diferenciado Cito controle Lingua NAO SIM  CEC ceratinizante
N —n? amostra G — género ID — idade ETI — etiologia TAB — tabagismo

PCR - reagédo em cadeia da polimerase

Na tabela 8, que mostra a relacdo entre o tabagismo, o etilismo e o

género dos pacientes, observa-se um menor niumero de pacientes porque nao foi

obtida a informagéo referente ao consumo de alcool em seis pacientes. A maioria

(24 pacientes) fez uso do é&lcool e do tabaco concomitantemente, sendo que a

incidéncia predomina no género masculino (22 pacientes do género masculino e

dois do género feminino).

Tabela 8 - Correlag@o entre o tabagismo, etilismo e género.

ETILISMO

SIM

NAO

TOTAL

GENERO FUMO Total

SIM NAO SIM
Masculino 22 22
Feminino 2 2
Total 24 24
Masculino 0 5
Feminino 6 6
Total 6 11
29 6 35
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5.2. Analise dos resultados

Para realizar o estudo anatomopatologico dos 41 pacientes, a amostra
foi dividida em dois grupos:
= Grupo das lesdes primarias;
= Grupo das lesdes secundarias.
Como primarias foram consideradas as lesGes neoplasicas ou
suspeitas de neoplasia, sem estabelecimento do diagndstico anatomopatoldgico.
Como secundarias as lesdes leucoplasicas, eritroplasicas ou tumorais,
que surgiram na area de cicatrizacao cirdrgica de pacientes em acompanhamento
pds-tratamento operatorio e radioterapico por neoplasia bucal. Foram analisadas 28
lesbes primarias e 13 secundarias.
A citologia esfoliativa foi realizada em todos os pacientes, conforme a
técnica descrita anteriormente. Nos 28 pacientes com lesdes primarias, nos quais o
objetivo era o diagndstico anatomopatolégico para iniciar o tratamento, foi feita uma
abordagem mono-cega, onde o patologista ndo tinha conhecimento do resultado da
bidpsia ao realizar o exame citoldgico. A biépsia foi considerada como padrdo ouro.
Nos pacientes com lesdes secundarias, a citologia esfoliativa tinha como intuito

detectar uma possivel recidiva.
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5.2.1. Diagnésticos citologicos e histologicos

5.2.1.1. Diagnésticos citolégicos

Os diagnosticos citologicos realizados em todas as 41 lesoes,
estabelecidos de acordo com os critérios de Bethesda, sdo apresentados na tabela
9.

A incidéncia de carcinoma escamoso ceratinizante foi maior em relacao
as outras neoplasias. Atipias em células escamosas foram identificadas em seis
casos, sendo um de significado indeterminado (ASC-US) e cinco possiveis lesdes
intra-epiteliais de alto grau (ASC-H). Retornando-se a Tabela 7, onde sao
apresentados todos os dados colhidos durante o trabalho, verifica-se que na
realidade o diagnostico de ASC-H foi feito seis vezes, sendo que em um deles o
paciente tinha lesao intra-epitelial de alto grau, foi tratado e apresentou ASC-H
posteriormente, na citologia de controle. O caso diagnosticado como ASC-US nao foi
biopsiado, por tratar-se de paciente em acompanhamento péds-tratamento operatério
e radioterapico por neoplasia bucal (lesdo secundaria), tendo sido encaminhado
para estudo molecular onde foi detectado HPV18, continuando em
acompanhamento. Oito lesdes foram classificadas como inflamatérias no esfregaco
citologico. Os casos diagnosticados como auséncia de malignidade corresponderam
a esfregacos de pacientes em acompanhamento poés-tratamento operatério e
radioterapico por neoplasia bucal (lesdo secundaria) que ndo apresentavam sinais
de recidiva, embora tivessem freqlentemente alguns sinais de inflamagéo. O caso
em que nao foi possivel definir a histogénese das células malignas examinadas foi

diagnosticado como positivo para malignidade.
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Tabela 9 - Diagnésticos citolégicos das lesodes, realizados em todos os Eacientes

Diagnoésticos Frequiéncia %
CEC ceratinizante 12 29,3
CEC néo ceratinizante 3 7,3
CEC néo ceratinizante + HPV 1 2,4
Ca mucoepiderméide 1 2,4
ASC-H 5 12,2
ASC-US 1 2,4
HSIL 1 2,4
Positivo malignidade 1 2,4
Inflamacgéo 3 7,3
Inflamagéao + hiperceratose 2 4,9
Inflamagéo + reacao nuclear 2 4,9
Inflamagéao + paraceratose 1 2,4
Auséncia de malignidade 8 19,5
Total 41 100,0

5.2.1.2. Diagnésticos histolégico

Os diagnosticos histolégicos realizados em todo o material,
apresentados na tabela 10, mostram que o carcinoma de células escamosas,
diagnosticado em 29 casos, foi a lesdo preponderante dentre as 41 amostras
examinadas, sendo que os bem diferenciados, diagnosticados em 17 casos, foram
mais frequentes do que os pouco diferenciados, diagnosticados em quatro casos.
Em um caso nao foi estabelecido o grau de diferenciacdo da neoplasia, devido a
exiguidade do material. S6 foi observado um caso de alteragdes reativas epiteliais,
provavelmente de origem inflamatéria. As alteragbes citoarquiteturais por
papilomavirus foram observadas ao exame histolégico em somente um caso de

papiloma escamoso oral e um de neoplasia intra-epitelial de grau |. Os outros dois
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casos de papilomas escamosos orais ndo apresentaram alteragbes morfoldgicos
caracteristicas da presenca do HPV.

As lesbes intra-epiteliais foram em numero de quatro, sendo duas
representadas por NIO I, nas quais as alteracdes se restringiam ao terco inferior do
epitélio escamoso oral e duas ja sendo lesdo de grau lll, comprometendo todo o

epitélio. Todos os diagnésticos foram realizados em fragmentos de bidpsia incisional.

Tabela 10 - Diagnésticos histolc’)gicos das lesoes, realizados em todos os Eacientes

Diagnosticos Freqiéncia %
CEC bem diferenciado 17 41,5
CEC moderadamente diferenciado 7 174
CEC pouco diferenciado 4 9,8
Carcinoma mucoepidermoide 1 2,4
Neoplasia maligna epitelial 1 2,4
NIO | 1 2,4
NIO | + HPV 1 2,4
NIO 1lI 2 4,9
Carcinoma microinvasor 1 2,4
Papiloma escamoso oral 2 4,9
Papiloma escamoso oral+HPV 1 2,4
Alteracdes reativas epiteliais 1 2,4
CEC 1 2,4
Inconclusivo 1 2,4
Total 41 100,0

5.2.2. LesoOes primarias

5.2.2.1. Analise dos resultados

Analisando separadamente os diagnésticos citolégicos das lesdes

primarias vé-se que os resultados se assemelham aos da amostra como um todo,



Resultados 73

sempre com predominancia das lesées bem diferenciadas, o carcinoma de células

escamosas ceratinizante (Tabela 11).

Tabela 11 - Diagnésticos citolc’)gicos das lesbes Erimérias

Diagnoésticos Freqiiéncia %

CEC ceratinizante 10 35,7
CEC nao ceratinizante 3 10,7
Carcinoma mucoepidermoéide 1 3,6
ASC-H 5 17,9
Positivo malignidade 1 3,6
HSIL 1 3,6
CEC ceratinizante+HPV 1 3,6
Inflamatério 3 10,7
Inflamatorio+hiperceratose 1 3,6
Inflamatério+reagéo nuclear 1 3,6
Inflamatério+paraceratose 1 3,6
Total 28 100,0

Os resultados histologicos das lesdes primarias se assemelham aos
da amostra como um todo, com predominio de lesGes bem diferenciadas (Tabela
12).

Tabela 12 - Diagnésticos histologicos das lesdes primarias

Diagnésticos Freqliiéncia %

CEC bem diferenciado 12 42,9
CEC moderadamente diferenciado 3 10,7
CEC pouco diferenciado 1 3,6
Carcinoma mucoepidermoéide 1 3,6
Inconclusivo 1 3,6
Papiloma escamosos oral+HPV 1 3,6
Papiloma escamoso oral 2 7,1
NIO 1l 2 7,1
NIO | 1 3,6
NIO I+HPV 1 3,6
Neoplasia maligna epitelial 1 3,6
Alteracdes reativas epiteliais 1 3,6

Carcinoma microinvasor 1 3,6
Total 28 100,0
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5.2.2.2. Correlacao entre a citologia e a bidpsia

A analise comparativa entre os diagnosticos observados nos exames
citologicos e nos cortes histolégicos foi feita somente para os 28 pacientes com
lesbes primarias, onde o estudo foi mono-cego, uma vez que ao realizar o exame
citologico o patologista ndo tinha conhecimento do resultado da bidpsia.

Na analise dos dados da tabela 13 observa-se que houve somente um
caso de falso negativo, em que o diagndstico citoldgico foi de leséo inflamatéria e a
bidpsia mostrou tratar-se de um carcinoma de células escamosas bem diferenciado

Dentre os cinco casos em que ao exame citoldégico foram observadas
células atipicas com possivel lesdo de alto grau (ASC-H) houve a seguinte
correlagao:

= Um foi interpretado como inconclusivo ao diagnéstico histologico, por
possiveis problemas no processamento;

= Dois foram carcinomas de células escamosas;

= Qutro foi uma neoplasia intra-epitelial de grau Ill;

» Finalmente o quinto foi uma neoplasia intra-epitelial de grau | associada a
alteracdes citoarquiteturais causadas pelo papilomavirus.

Somente um carcinoma de células escamosas bem diferenciado foi
diagnosticado como nao ceratinizante ao exame citoldgico. O caso classificado como
lesdo intra-epitelial de alto grau ao exame citolégico mostrou ja se tratar de um
carcinoma invasor ao exame histolégico. Os dois casos de recidiva de carcinoma de
células escamosas ocorreram seis meses e dois anos apds o diagnéstico na lesdo
primaria, respectivamente. Todos os trés casos de papiloma escamoso oral foram

diagnosticados como lesdes inflamatorias ao exame citolégico.
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Tabela 13 — Correlagdo entre os diagnc’)sticos histolégicos (BIOPSIAS) e citolégicos

BIOPSIA
P
E
(0]
Ca + NIO
mucoe HiP | Ca
CEC | CEC | CEC | piderm P i E | NIO ! NIO + Micro
BD MD PC oide | VIO 11l | HPV i NME ARE invasor : TOTAL
CEC
C ceratinizante 9 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 1 10
CEC néo
| ceratinizante 1 0 1 0 0 0 O 0 0 0 1 0 0 3
T Ca
mucoepider 0 0 0 1 0 0 O 0 0 0 0 0 0 1
maoide
Q ASCH 1 1 0 01 0 0 1 0 1 0 0 0 5
Positivo
L malignidade o 0 0 o000 1 0 0 0 0 0 1
Q LUAG 0 1 0 0000 O 0 O 0 0 0 1
G CEC néo
ceratinizante 0 1 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 1
+HPV
| [Inflamatorio 1 0 0 001 0 0 0 0 0 1 0 3
A Inflamatério+
hiperceratos 0 0 0 0 0 0 O 0 1 0 0 0 0 1
e
Inflamatério+
reagao 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
nuclear
Inflamatorio+
paraceratose 0 0 0 0 0 o0 1 0 0 0 0 0 0 1
TOTAL 12 3 1 11 1 2 2 1 1 1 1 1 28
| —inconclusivo ARE - alterages reativas epiteliais
NIO | — neoplasia intra-epitelial de grau | NIOIIl — neoplasia intra-epitelial de grau llI
NME — negativo para malignidade PEO — papiloma escamoso oral

CEC BD — carcinoma epiderrmoéide bem diferenciado
CEC MD - carcinoma epiderrméide moderadamente diferenciado
CEC PD — carcinoma epiderrméide pouco diferenciado

5.2.3. Lesoes secundarias

5.2.3.1. Analise dos resultados

Os diagnosticos citolégicos das lesdes secundarias mostram que
houve uma elevacdo no numero total de citologias secundarias, passando de 13
para 16. Isto se deve ao acréscimo de mais trés pacientes tratados inicialmente das

lesbes primarias e que ja se encontravam em acompanhamento (Tabela 14).
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A andlise mostra que houve dois casos de recidiva de carcinoma de
células escamosas e que apareceram células escamosas atipicas em dois casos,
sendo um de significado indeterminado (ASC-US) e o outro de possivel lesao intra-
epitelial de alto grau (ASC-H). Um dos pacientes se encontrava em tratamento
radioterapico, dai porque o exame citolégico mostrou alteracdes reativas associadas
a radiacdo. Os demais nao apresentaram células neoplasicas no exame citolégico

ou tiveram alteragdes inflamatérias.

Tabela 14. Diagnésticos citolégicos das lesdes secundarias.

Diagnésticos Freqliiéncia %

CEC ceratinizante 2 12,5
Auséncia malignidade 8 50,0
Alteracoes reativas da radiagao 1 6,3
ASC-H 1 6,3
ASC-US 1 6,3
Inflamagéao+hiperceratose+ativagao nuclear 2 125
Inflamacéao+hiperceratose 1 6,3
Total 16 100,0

5.3. Achados morfoldgicos

As caracteristicas morfolégicas que permitiram o diagnéstico de

malignidade basearam-se principalmente nas alteracées celulares, uma vez que a
diatese tumoral nao foi observada no material examinado.

Foram consideradas como malignas as células com tamanho e forma

aumentada, com alteragdo da relagdo nucleo citoplasma, sendo 0s nlcleos

aumentados de volume, de bordas irregulares, com a cromatina grosseiramente
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irregular e com macronucléolos frequentes. Essas células se dispunham de forma
isolada ou mais freqlientemente em agregados (Fig. 4 A, B, C e D).

As alteragdes ceratéticas observadas nas neoplasias ceratinizantes,
caracterizadas por hiperceratose e paraceratose atipica (Fig. 5 A e B), s6 foram
consideradas suficientes para a definicdo de carcinoma quando associadas as
alteracdes nucleares e citoplasmaticas descritas acima.

A orangenofilia citoplasmatica, consequente a ceratinizagéo celular, foi
um achado freqlente nas neoplasias ceratinizantes (Fig. 6 A e B). Nas neoplasias
nao ceratinizantes as células tinham menor volume, com citoplasma basofilico e
menos proeminente, porém com caracteristicas nucleares semelhantes as
anteriormente descritas (Fig. 7 A e B).

Células com diferenciacdo escamosa, apresentando aumento do
volume nuclear em relacdo ao citoplasmatico, com nudcleos hipercromaticos,
ligeiramente irregulares ou multiplos, foram consideradas como células escamosas
atipicas (Fig 8 A).

Nos seis casos de ASC-H (Casos 6, 13, 15, 16, 17, 25,) foram
observadas células parabasais com importante alteragdo da relagao/nucleo
citoplasma, sendo os nucleos ligeiramente irregulares e com alteracao da cromatina
(Fig8 AeB;9AeB).

O caso diagnosticado como lesao intra-epitelial escamosa de alto grau
(Caso 16) foi constituido predominantemente por células imaturas, arredondadas,
dispostas isoladamente ou em agregados. Apresentavam intensa alteragdo da
relagdo nucleo/citoplasma, com o citoplasma escasso € o nucleo hipercromatico, de
bordas irregulares, sendo a cromatina fina ou grosseiramente granular (Fig.10 A e

B).
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No Unico caso de alteragdes reativas associadas a radiagédo (Caso 11)
as ceélulas eram aumentadas de volume, algumas com forma bizarra, porém sem
grande alteracdo da relacdo nucleo/citoplasma. Os nucleos foram ligeiramente
aumentados de volume, pdlidos, sem nucléolos proeminentes. O citoplasma
apresentava certo grau de policromasia e vacuolizacao (Fig. 11 A e B).

As alteragdes inflamatorias observadas no exame citolégico de lesdes
primarias corresponderam predominantemente aos casos de lesfes clinicamente
suspeitas, onde o diagnéstico histoldgico foi de papiloma escamoso oral (trés casos)
(Casos 8, 21, 24), neoplasia intra-epitelial de grau | (um caso) (Caso14) e altera¢des
reativas epiteliais (um caso) (Caso 27). Os demais foram observados em &reas
eritroplasicas ou leucoplasicas da mucosa oral de pacientes em controle pés-
tratamento, os quais nao foram biopsiados. Essas alteracées foram representadas
principalmente por halo claro péri-nuclear, policromasia e vacuolizagéo
citoplasmatica e ligeira variagdo no tamanho dos nucleos. Essas altera¢cdes podem
ou nao estar associadas a hiperceratose e paraceratose tipica. Tais les6es foram

incluidas na amostra por serem clinicamente suspeitas.

5.4. Correlacao entre as alteracoes morfoldgicas e a presenca de HPV

As alteragcbes celulares associadas ao papilomavirus, halo claro
perinuclear bem definido, com o citoplasma condensado na periferia, comportando
um ou multiplos nucleos aumentados de volume, de contornos ligeiramente
irregulares, com a cromatina grosseira, borrada ou degenerada, chamadas de

coilocitose, foram observadas em um caso de carcinoma de células escamosas e
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no caso diagnosticado como ASC-US, onde a presenca do coilécito foi um dado
relevante para o diagnéstico (Fig 12 A e B).

Dentre todos os casos examinados, nove apresentaram alteracdes
arquiteturais mal definidas que sugeriam papilomavirus, tais como multinucleagéo,
halo claro citoplasmatico mal definido e sem alteracdo da cromatina nuclear. Como
essas células ndo preenchiam todos os critérios morfolégicos para caracterizar o
coilécito, ndo foram contabilizadas (Fig. 13 e 14 A e B).

A andlise molecular para pesquisa de papilomavirus foi realizada em
26 das 41 citologias examinadas. Nesses 26 casos estdo incluidas lesdes primarias
e secundarias. Foi utilizado o método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para a pesquisa de HPV18, tendo sido encontrados resultados positivos em 92,3%,
dos casos, representando 24 das 26 citologias examinadas Na Fig. 13 pode ser
observado o perfil eletroforético do DNA de HPV, amplificado com os iniciadores
MY09/MY11. Nos dois casos em que a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
negativa a biopsia revelou tratar-se de um papiloma escamoso oral com HPV e de
um carcinoma de células escamosas. Nos outros dois casos em que a citologia e a
bidpsia revelaram HPV, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também foi

positiva.
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Figura 4 — Células com alteracbes de malignidade. A - Células com alteracdo da relacdo
nucleo/citoplasma e com nucleos hipercrométicos, de bordos irregulares. Papanicolaou 400x. B -
Células com alteragdo da relagdo nucleo/citoplasma, com citoplasma eosinofilico e nucléolos
proeminentes. Papanicolaou 1000x. C - Célula com a forma alterada, sendo o nicleo aumentado de
volume, com nucléolo proeminente e citoplasma eosinofilico, ceratinizado. Papanicolaou 1000x. D -
Células com alteragdo da relagdo nucleo/citoplasma e com nucleo aumentado de volume, nucléolo
proeminente e citoplasma basofilico. Papanicolaou 1000x.
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Figura 5 - Paraceratose atipica. A - Placas de células com citoplasma denso, orangeofilico com
nucleos hipercromaticos e irregulares. Papanicolaou 200x. B - Placa de células mostrando os
detalhes das alteragdes nucleares: nucles hipercromaticos, de bordas irregulares e com alteragdes de
forma. Papanicolaou 400x.

Figura 6 — Carcinoma de células escamosas ceratinizante. A - Células profundas ceratinizadas,
com alteragdo da relagdo nucleo/citoplasma, nucleos hipercrométicos e de bordas irregulares e
citoplasma densamente eosinofilico. Papanicolaou 1000x . B - Células profundas ceratinizadas, com
citoplasma orangeofilico, nucleos aumentados de volume e com nucléolos proeminentes.
Papanicolaou 1000x.
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Figura 7 - Carcinoma de células escamosas nao ceratinizante. A - Células com intensa alteracio
da relagdo nucleo/citoplasma, sendo o citoplasma escasso e o nucleo muito aumentado de volume,
hipercromatico, de bordas irregulares. Papanicolaou 400X . B — Células com alteragdo da relagao
nucleo/citoplasma, sendo os nlcleos hipercromaticos e nucleolados. Papanicolaou1000x .

Figura 8 (A e B). Células escamosas atipicas onde nao é possivel excluir lesao de alto grau. A -
Células intermediarias com nucleos aumentados de volume, hipercromaticos, irregulares e com o
citoplasma ceratinizado. Papanicolaou 1000x. B - Células parabasais com nucleos aumentados de
volume, com nucléolos proeminentes. Papanicolaou 1000x.
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Figura 9 - (A e B). Células escamosas atipicas onde nao é possivel excluir lesdo de alto grau.

A - Células escamosas com nucleos aumentados de volume, hipercromaticos e citoplasma
ceratinizado. Papanicolaou 1000x. B - Células parabasais com o formato alterado, nicleos
aumentados de volume e nucléolos proeminentes. Papanicolaou 1000x.

.

Figura 10 - Lesao intra-epitelial de alto grau. A - Células imaturas com alteragdes tipicas de
malignidade: alteracdo da relagdo nuceo/citoplasma, com nlcleos hipercromaticos e nucléolos
proeminentes. Papanicolaou 1000x. B - Células imaturas malignas: nucleos aumentados de volume,
de bordas irregulares e cromatina grosseira. Papanicolaou 1000x.
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Figura 11 - AlteracGes reativas associadas a radiacdo. A - Células com nucleos ligeiramente
aumentados de volume, sem nucléolos proeminentes e citoplasma palido, vacuolizado. Papanicolaou
1000x. B - Células com forma bizarra. Papanicolaou 100x.

A B

Figura 12 — Coildcito. A - Halo claro perinuclear bem definido, com bordos densos citoplasmaticos e
ndcleo aumentado de volume, de contornos irregulares, com a cromatina grosseira. Papanicolaou
1000x. B - Halo claro perinuclear bem definido, mais proeminente, com bordas densas
citoplasmaticos e nucleo aumentado de volume, de contornos irregulares, com a cromatina grosseira.
Papanicolaou 1000x.
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A B

Figura 13 - Esboco de coilocitose. A - Células multinucleadas, porém com halo claro perinuclear
mal definido e sem alteragbes nucleares bem significativas. Papanicolaou 1000x . B - Células
multinucleadas, com halo claro perinuclear mal definido. sem alteragdes nucleares significativas e

com o citoplasma ceratinizado. Papanicolaou 1000x.

A B

Figura 14 - Esboco de coilocitose. A - Células multinucleadas, porém com halo claro perinuclear

mal definido e sem alteragbes nucleares bem significativas. Papanicolaou 1000x. B - Célula

binucleada com halo péri-nuclear claro mal definido e pequeno. Papanicolaou 1000x.
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Pacientes:
Caso 1
Caso 2
Caso 3
Caso 4
Caso 5
Caso 6
Caso 7
Caso 8 LLsiy

Caso 9 HPFw 18

Caso 10

Caso 11 mm ocP ocHo 10 14 42 43 14 15 16 17 1%
Caso 12
Caso 13
Caso 14
Caso 15
Caso 16
Caso 17
Caso 18
Caso 19
Caso 20 HFV 18

Caso 21
Caso 22 mm CPR OCH 19 20 21 22 23 294 25 26
Caso 23
Caso 24
Caso 25
Caso 26

MM CP CH 1 2 3 i S & T 3 49

8833 g 84

£48 4

HF 18

Legenda:
MM = Marcador Molecular
CP = Controle Positivo
CN = Controle Negativo
Figura 15 - Perfil eletroforético do DNA de HPV 18, amplificado com os iniciadores
MYO09/MY11.
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5.5. Estimativa de validade

Na estimativa da validade foi feita inicialmente a correlacao entre os
diagnosticos citologicos e histolégicos colhidos através da citologia esfoliativa e da
bidpsia respectivamente. Posteriormente correlacionaram-se o resultado da analise
molecular, feito pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), com os diagnosticos

citologicos.

5.5.1. Correlacao entre os diagnosticos histologicos e citoldgicos

Os testes de validade, com o objetivo de avaliar a acuracidade do
exame citologico no diagnostico das lesbes escamosas orais, foram aplicados para
0s 28 casos considerados como lesdes primarias (Tabela 15), onde o diagndstico
anatomopatolégico das lesGes neopldsicas ou suspeitas de neoplasia foi
estabelecido para iniciar o tratamento do paciente. Nesses casos a citologia
esfoliativa foi colhida antes de realizar-se a bidpsia, sendo portanto uma abordagem
mono-cega, em que o diagnoéstico citoldégico fez-se sem o conhecimento prévio do
diagnostico histolégico. Os 13 casos de lesdes secundarias nao foram levados em
consideracdo nessa analise, uma vez que se ftratavam de pacientes em
acompanhamento, cuja biopsia inicial para diagnéstico da lesdao foi feita
anteriormente.

Foram considerados como padrdo ouro os diagnosticos realizados
através dos cortes histolégicos obtidos pela biopsia, sendo o resultado do exame
citologico o dado a ser testado. Para a andlise da validade levou-se em
consideracdo os dados apresentados na tabela 15, que correlaciona o exame

citolégico com o histolégico, onde foram considerados:
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= Positivos nos exames citolégicos os casos diagnosticados como carcinomas,
lesdes intra-epiteliais de alto grau (LIAG), atipias de células escamosas onde
nao é possivel excluir lesdo de alto grau (ASC-H) e positivo para malignidade
nos exames citolégicos;
= Negativos nos exames citologicos 0s casos diagnosticados como
inflamatadrios, hiperceratose, paraceratose e reagao nuclear;
= Positivos nos exames histoldgicos os casos diagnosticados como carcinomas,
neoplasia intra-epitelial oral de grau Il (NIO Ill) e neoplasia maligna epitelial;
= Negativos nos exames histologicos o0s casos diagnosticados como
inconclusivo, neoplasia intra-epitelial oral de grau | (NIO 1), papiloma
escamoso oral, HPV e alteragdes reativas epiteliais.
Uma vez definidos esses parametros foi possivel observar que, dentre
os 28 casos de lesdes primarias examinados, em 25 houve concordancia entre o
exame citolégico e o histologico, sendo que em 20 a citologia confirmou o
diagnostico de malignidade e em seis tanto a citologia como a biépsia foram
negativos. Houve um falso negativo em que a citologia foi diagnosticado como
lesdo inflamatéria e a bidpsia mostrou tratar-se de um carcinoma epiderméide bem
diferenciado, e dois falsos positivos, em que a citologia diagnosticou atipias de
células escamosas onde nao é possivel excluir lesdo de alto grau (ASC-H) sendo
que em um a biépsia mostrou tratar-se de uma neoplasia intra-epitelial de grau |,
portanto uma lesdo de baixo grau com alteracbes arquiteturais causadas pelo

papilomavirus e o outro foi inconclusivo (Tabela 15).
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Tabela 15 - Analise da acuidade entre o diagndstico citoldgico e de bidpsia

BIOPSIA TOTAL
Positivo Negativo
CITOLOGIA Positivo 20 2 22
Negativo 1 5 6
TOTAL 21 7 28

Efetuando-se os célculos baseados na tabela 15 vé-se que a
sensibilidade da amostra representada pelas 28 lesdes primarias foi de 95% e a
especificidade foi de 71% enquanto que o valor preditivo positivo foi de 90% e o

valor preditivo negativo foi de 83%. O célculo do teste de Fisher foi de 0,0011.

5.5.2. Correlacao entre os resultados da reacao em cadeia da polimerase (PCR)
e os achados de alteracoes citopaticas causadas pelo HPV no exame

citologico

Os testes de validade das lesdes escamosas orais, com 0 objetivo de
comparar as alteracoes citopaticas causadas pelo papilomavirus com os resultados
da analise molecular feita pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), mostram que
nao houve correlagdo entre os exames citologicos corados pelo método de
Papanicolaou e os resultados da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A reacao
em cadeia da polimerase (PCR) mostrou HPV18 em 24 das 26 amostras, enquanto
que no exame citolégico em somente duas amostras foram evidenciadas alteracées
citopéticas de lesdo viral.

A partir desse achado foi feita uma revisdo nos esfregacos citologicos

dos 26 casos examinados pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), numa
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tentativa de reconsiderar os critérios morfologicos utilizados para diagnosticar HPV.
Nessa nova andlise foram considerados 0s seguintes critérios para diagnosticar
HPV:
= Critério maior - presenca do coildcito tipico (células com halo claro
perinuclear bem delimitado por um citoplasma denso, oranginofilico e nlcleos
densos, com alteragdes da cromatina) (Fig. 12 A e B).
» Critérios menores - células com binucleagdo, halo claro perinuclear mal
definido e altera¢cdes nucleares menos exuberantes (Fig13 e 14 A e B).

Para fazer a correlagdo o padrédo ouro foi o diagnéstico da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e os exames citologicos os dados a serem testados.
Foram considerados como positivos todos os casos que preenchessem os critérios
maiores, como inconclusivos, aqueles apresentando os critérios menores e como

negativos, os sem nenhuma das alteracées acima mencionadas (Tabela 16).

Tabela 16 - Correlagdo entre o diagnc’)stico citolégico de HPV e a reacdo em cadeia da Eolimerase

PCR Total
Negativ
Positivo 0 Positivo
HPV Positivo 2 0 2
Negativo 13 1 14
Inconclusivo 9 1 10
Total 24 2 26

Considerando-se todos 0s casos positivos e inconclusivos no exame
citolégico como indicativos de HPV poderemos calcular uma sensibilidade de 45%,

uma especificidade de 50% e um qui-quadrado de Pearson de 0,884.
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6. DISCUSSAO

6.1. Consideracoes gerais

O exame citolégico da cavidade oral é uma ferramenta diagnostica
importante que, quando bem orientada, permite ndo somente concluir o diagnostico
preciso das lesdes, como também auxiliar no estabelecimento da terapéutica. Em
lesbes inflamatérias de origem autoimune como o pénfigo vulgar e o pénfigo
vegetante, um esfregaco citoldégico realizado no teto ou na base de uma bolha
fresca, recém aberta, revela a presenca das células de Tzanck, que sédo células
acantoliticas, com citoplasma denso e nucleos aumentados de volume, redondos,
hipercromaticos, com a cromatina condensada na periferia e um volumoso nucléolo,
que permitem concluir o diagndéstico por serem patognoménicas do pénfigo (De May,
1996).

Em lesbes infecciosas, de origem parasitaria ou viral, o exame
citologico freqlientemente permite uma conclusao diagnéstica precisa. Um exemplo
tipico é o caso do herpes simples e do herpes zoster, em que o esfregaco obtido do
liquido contido na bolha ou do material colhido com a espatula, no fundo da lesao
ulcerada, permite visualizar as inclusdes eosinofilicas (corpos de Lipschitz) no
nucleo das células (Brian, 1963). Nas lesdes parasitarias a visualizagao do parasita
permite o diagnostico preciso da lesdo. Dentre as lesGes parasitdrias € importante
lembrar aquelas que se apresentam clinicamente com um aspecto pseudo tumoral,
como acontece freqlentemente com a paracoccidioidomicose, em que o esfregago
citolégico permite o diagndstico, podendo o clinico iniciar o tratamento, sem

necessidade da bidpsia (Arantes, 2004; Araujo, Souza, Correia, 2003).
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Nas lesbes neoplasicas, embora o exame citolégico possa
freqlientemente orientar o diagnostico, a bidpsia é sempre necessaria, para
confirmacao do mesmo e estabelecimento da terapia. No acompanhamento das
lesbes pré-malignas do epitélio escamoso oral, sejam elas de baixo ou alto grau, a
citologia esfoliativa € uma ferramenta importante. Enquanto as lesées de baixo grau
nem sempre necessitam de biépsia, as de alto grau devem sempre ser biopsiadas,
seja para exploragdo mais detalhada no sentido de afastar possivel invasdo ou para
definir se o tratamento cirargico sera mais ou menos agressivo.

No entanto, mesmo diante dessas possibilidades, a citologia esfoliativa
nao tem, na pratica odontolégica, 0 mesmo impacto que na rotina do atendimento
ginecolégico. Para justificar essa diferenga sao apresentados alguns motivos, dentre
eles a pequena especificidade da mesma para identificar o tipo de lesdo presente na
boca e a facilidade de acesso para bidpsia cirurgica. Porém diante da analise da
literatura, parece mais pertinente inferir que essa diferenca se da por:

» Falta de critérios claros para o diagnostico citolégico, como existe na
rotina ginecoldégica;
» Falta de interacao entre o citologista e o clinico cirurgiao-dentista.
Por essa razao esse trabalho se propbe a usar os critérios de Bethesda
no diagnoéstico citologico das lesdes bucais, de maneira a minimizar a diferenca

entre a pratica de prevencao ginecologica e do cancer de boca.
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6.2. O diagndstico citolégico oral - critérios de Bethesda

Como ocorre com as lesdes de colo uterino, o exame citolégico das
lesbes escamosas orais visa, sobretudo, confirmar ou afastar a possibilidade de
neoplasia, a fim de que o clinico possa definir uma conduta adequada no tratamento
do paciente. A terminologia utilizada na definicao dessas lesdes deve ser clara e
precisa, nao permitindo interpretacées duvidosas, as quais poderdo ser nocivas ao
paciente. As classificacdes das lesdes intra-epiteliais em alto, baixo e médio grau,
sejam elas cognominadas displasias (displasia de baixo, médio e alto grau) ou
neoplasias (neoplasia intra-epitelial de grau I, 1l e Ill) podem dar margem a dubia
interpretagdo, uma vez que o limite morfolégico é, por vezes, ténue entre elas
(Solomon, Nayar, 2004).

Um problema adicional seria a escolha do tratamento frente a uma
lesdo de grau intermediario (displasia de médio grau e neoplasia intra-epitelial de
grau Il), tendo em vista as dificuldades em prever a evolugdo das mesmas (Solomon,
Nayar, 2004).

A classificagcdo das lesdes intra-epiteliais em baixo e alto grau pelo
sistema de Bethesda veio ndo somente solucionar o problema do patologista, como
deu ao clinico um limite mais preciso para definir sua conduta. O patologista ficou
com critérios morfolégicos mais definidos, uma vez que as lesdes de baixo grau
seriam aquelas sem grandes atipias citologicas, que acometem as células mais
superficiais do epitélio escamoso, enquanto que as de alto grau comprometeriam as
células escamosas mais profundas e teriam atipias mais definidas, como foi visto
anteriormente. Os casos apresentando atipias que levassem a duvidas quanto a

interpretacéo por parte do patologista entrariam no grupo das células atipicas de
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significado indeterminado (ASC-US) ou onde ndo € possivel excluir lesao de alto
grau (ASC-H). Essa classificacdo deu maior tranquilidade ao clinico para tracar sua
conduta, uma vez que nas lesdes intra-epiteliais de baixo grau o simples
acompanhamento seria suficiente enquanto que as de alto grau necessitariam ser
biopsiadas. Outra vantagem do sistema de Bethesda é que o patologista tem a
possibilidade de dividir com o clinico a responsabilidade dos casos duvidosos, que
seriam aqueles com a presencga de células escamosas atipicas (Solomon, Nayar,
2004).

Nos esfregacos citoldgicos da cavidade bucal a diatese tumoral
(esfregaco sanguinolento, com material necrético e detritos granulares proteinaceos
no fundo) ndo pode ser tdo valorizada quanto nos ginecolégicos, onde ela € um
indicativo de malignidade. Na cavidade bucal a presenca de diatese tumoral ndo é
tdo evidente quanto nos esfregacos endocervicais; isso talvez se deva ao fato de
que ai a saliva escorre freqientemente sobre a lesdo, limpando o material necrotico
e sanguinolento que possa existir.

Outro dado importante a considerar € que na cavidade bucal ocorrem,
com certa freqléncia, traumas e lesdes inflamatérias sem alteragbes malignas
associadas, as quais podem causar sangramento e necrose dos tecidos.

Tanto na cavidade bucal como no colo uterino, as alteragdes epiteliais
de carater reativo que ocorrem no epitélio de revestimento podem se localizar na
camada basal, com espessamento da mesma, como também nas camadas mais
superficiais, com hiperceratose e paracerarose. A valorizacdo das areas de
paraceratose e hiperceratose num esfregaco citoldgico da cavidade bucal ndo pode
ser a mesma que aquela dada para as mesmas lesdes no colo uterino. Isto se deve

ao fato de que na cavidade bucal as lesdes inflamatorias causadas por qualquer
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fator irritativo tais como as préteses, traumas, mordeduras, doencas hereditarias,
etc. freqientemente causam espessamento do revestimento epitelial ou da camada
de ceratina do mesmo, levando ao aparecimento de lesdes brancas, que podem ser
confundidas com lesdes leucoplasicas. E importante observar que essas lesdes
brancacentas sao de carater inflamatério ou hereditario, ndo representando,
portanto, um risco de neoplasia.

Considerando-se que essas alteragbes ceratdticas podem impedir a
colheita de células mais profundas do epitélio, permitindo que uma lesdo maligna
passe despercebida, deve-se sempre ter uma atencdo muito especial com as
discretas alteragées nucleares que possam ocorrer nas mesmas. Talvez fosse
interessante quantificar essas alteragbes em leve, moderada e intensa, uma vez
que as intensas poderiam ser interpretadas como um epitélio apresentando uma
espessa camada de ceratina, a qual dificultaria mais ainda a colheita de células
profundas, alertando o clinico para a possibilidade de um resultado falso negativo.

Na cavidade bucal atipias podem ser observadas em células das
camadas basais e parabasais, que aparecem freqlentemente nas lesdes ulceradas
do epitélio escamoso oral. A designacdo de atipias escamosas em que nao é
possivel excluir uma lesdo de alto grau (ASC-H) pode ser utilizada nos esfregacos
citologicos dessas lesdes que apresentem células basais e parabasais com nudcleos
aumentados de volume, hipercromaticos, de bordas irregulares, com alteracdo de
forma e irregularidades na cromatina. Deve-se, entretanto, ter muito cuidado em
utilizar essa designacao de atipias escamosas em que nao é possivel excluir uma
lesdo de alto grau (ASC-H) nas lesdes de cavidade bucal, uma vez que dentre dos

critérios de Bethesda essa nomenclatura se aplica principalmente as células
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metaplasicas das lesées do colo uterino e na cavidade bucal elas séo aplicadas as
células basais e parabasais.

As atipicas de significado indeterminado (ASC-US) observadas nas
células escamosas da cavidade bucal também necessitam de muito cuidado na
interpretacao. Isto talvez se deva ao fato de que na cavidade oral:

» As lesdes nem sempre estdo associadas ao HPV, sendo o alcool e 0
tabaco considerados os principais agentes etiolégicos;

» As alteragbes citopaticas causadas pelo HPV nem sempre sao
exuberantes.

Como nao se tem ainda bem definida a incidéncia da participacdo do
HPV nas lesbes escamosas malignas orais e como as alteragdes citopaticas
causadas pelo HPV nessa localizacdo nem sempre sao exuberantes, foi aqui
considerado que as alteragdes abaixo relacionadas tém um papel muito importante
para definir as lesbes intra-epiteliais de baixo grau na cavidade oral:

= Aumento da relagédo nucleo/citoplasma

» Graus varidveis de hipercromasia nuclear, sendo a cromatina de
distribuicao regular embora grosseiramente granular

» Membrana nuclear de contorno ligeiramente irregular

= Binucleagéo e multinucleagao

» Nucléolos ausentes ou diminutos

» Bordas citoplasmaticas distintas

Aplicando os critérios de Bethesda 2001 aos laudos dos exames
citolégicos orais, esses deveriam ter acrescentadas informagbes referentes a
adequacidade da amostra e quanto a interpretacao do esfregaco examinado. No

item referente a adequacidade da amostra seriam levados em consideracdo os
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criterios minimos de celularidade escamosa anteriormente citados. Ja na
interpretacao de esfregaco, o primeiro item a ser considerado seria a presenga ou
ndao de malignidade, informando-se posteriormente as alteracbes reativas
observadas. O laudo proposto teria mais ou menos a seguinte conformacgio:
Esfregaco satisfatorio ou insatisfatorio para avaliacdo, negativo ou positivo para
malignidade, com ou sem alteragcbes reativas associadas a inflamacéo,
especificando finalmente a presenga ou ndo de alteragdes ceratdticas. As alteracbes

inflamatdrias poderiam ser graduadas em leves, moderadas e intensas.

6.3. O HPV e o cancer oral

Ao analisar os resultados da pesquisa do HPV pelo método do PCR,
vemos que os dados se assemelham aos estudos de Terai (1999), que encontrou
HPV18 em 86,7% de amostras colhidas da mucosa normal de pacientes com e sem
verruga de pele. No presente trabalho o HPV18 foi encontrado em 92,3%, ou seja,
em 24 dos 26 casos examinados. Os indices talvez sejam um pouco mais altos na
presente amostra devido ao fato de que se trata de pacientes com lesdes evidentes
na mucosa oral e ndo com infeccéao latente.

No presente estudo, nos dois casos em que o PCR nao revelou a
presenca de HPV, um tratava-se de um papiloma escamoso oral (Caso 8), lesdo
benigna, provavelmente de etiologia viral, porém causada por outra cepa viral que
ndo o HPV18. O outro (Caso15) nao apresentou alteragbes morfolégicas
caracteristicas de HPV, uma vez que nem o exame citolégico nem o histolégico
revelaram a presenca de alteragOes citopéticas de leséo viral.

Ao se tentar estabelecer uma correlagdo entre as alteragbes

citopaticas causadas pelo papilomavirus nas células dos esfregacos citoldgicos



Discussaol13

corados pelo método de Papanicolaou e os resultados da analise molecular pelo
PCR, vemos que as caracteristicas morfolégicas levadas em consideracao para
diagnosticar HPV no esfregaco citolégico ndo foram satisfatérias, pois o HPV foi
detectado em somente um esfregaco citolégico (Caso 29) enquanto em 24 casos 0
resultado foi falso negativo, uma vez que o PCR mostrou a presenca do virus nos
mesmos.

Considerando-se o0 exposto acima, foi feita uma reavaliagdo
morfolégica das 26 amostras, numa tentativa de definir as alteragdes citopaticas que
0 papilomavirus causava nas células escamosas descamadas da cavidade oral. O
objetivo desse estudo foi aproximar o maximo possivel os parametros morfoldgicos
com a analise molecular. Inicialmente constatou-se que a presenca de células
anucleadas, ceratinizadas e disceratoticas, que no colo uterino podem alertar para a
presenca do HPV (Gompel,Koss, 1997), aqui elas ndo devem ser levadas em grande
consideracdo, uma vez que, como vimos anteriormente, elas podem ser
freqlientemente observadas em lesGes decorrentes de outras causas. Outro dado a
considerar foi que o coildcito tipico (Fig. 12 A e B) foi o unico dado morfoldgico que
deu maior segurangca ao patologista para pensar em alteracdo citopatica causada
pelo HPV, uma vez que as outras alteragées, tais como presenca de células com
binucleacédo, halo claro perinuclear mal definido e alteragbes nucleares menos
exuberantes (Fig13 e 14 A e B) também podem ser observadas em outros processos
inflamatorios (Gompel, Koss, 1997). Pelo exposto resolveu-se considerar, da mesma
forma que Castro, Filho, 2006, como critério maior para indicacdo de HPV a
presenga do coilécito tipico (Fig 12 A e B) e como critério menor, ou seja,

sugestivos da presenga de papilomavirus, porém ndo conclusivos, a presenca de
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células com binucleacao, halo claro perinuclear mal definido e alteragbes nucleares
menos exuberantes (Fig13 e 14 A e B).

Ainda para tentar estabelecer uma correlagdo mais proxima entre os
dados morfoldgicos e a analise molecular, considerou-se como positivos todos os
casos que preenchessem os critérios maiores, como inconclusivos aqueles
apresentando os critérios menores e como negativos os sem nenhuma das
alteragdes acima mencionadas (Tabela 16). O estudo molecular realizado pela PCR
foi considerado o padrdo-ouro. Mesmo utilizando-se esses artificios vemos que a
correlagéo entre os dados morfolégicos e o resultado do PCR n&o é satisfatéria uma
vez que:

= Em somente dois casos, dados como positivos, foi observada a
presenca do coilécito tipico;
» Mesmo se considerarmos todos 0s casos positivos e inconclusivos

como indicativos de HPV vemos que a sensibilidade de 45% e a

especificidade de 50% sé&o baixas.

= Ainda considerando todos os casos positivos e inconclusivos como

indicativos de HPV, o qui-quadrado de Pearson com um valor de 0,884

mostra que nao ha correlagao entre os dois resultados.

Nos casos em que além das alteracOes citopaticas observadas pelo
HPV observam-se as atipias nas células epiteliais escamosas a designacao de lesao
intraepitelial de baixo grau é mais aconselhavel.

Pelo exposto acima vemos que os critérios de Bethesda podem
perfeitamente ser aplicados aos esfregagos citologicos colhidos das lesdes

escamosas orais, desde que sejam observados os seguintes critérios:
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= A presenca de didtese tumoral ndo pode ser considerada um dado
relevante como acontece nos esfregacos endocervicais;

» A valorizacdo das é&reas de paraceratose e hiperceratose num
esfregaco citologico da cavidade bucal ndo pode ser a mesma que
aquela dada para as mesmas lesdes no colo uterino;

» A designacao de atipias escamosas em que nao é possivel excluir uma
lesdo de alto grau (ASC-H) deve se basear principalmente em
alteracdes das células das camadas basal e parabasal, uma vez que
as células metaplasicas ndo sao freqlentes na cavidade oral;

= A designacdo de atipias escamosas de significado indeterminado
(ASC-US) deve obedecer aos critérios acima relacionados

» Somente a presenca do coilécito tipico pode permitir o diagndstico

morfolégico de HPV.

6.4. Acuidade do estudo citologico na avaliacao das lesoes escamosas orais

A maioria dos trabalhos mostrando a utilidade da analise morfolégica
do exame citol6gico no diagnéstico das lesbes da cavidade oral data da sexta,
sétima e oitava década do século passado (Tabela 17). A preocupacdo com a
precisdo do exame citolégico da cavidade oral comegou em 1950 com 0s primeiros
trabalhos de Montgomery avaliando o esfregaco citolégico de 15 pacientes com
carcinoma de células escamosas oral, onde foram encontrados 13 casos positivos e
2 falsos negativos, assim considerados por apresentarem escassa celularidade.
Posteriormente vieram os trabalhos de Sandler, Gardner, Dizner, Béanoczy,
Silverman, Chomette, Rick e Perez (Tabela 17) mostrando que, apesar dos

resultados falso positivos e falso negativos a técnica € sempre uma boa opgao para
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iniciar a investigagcdo porque, além permitir detectar uma lesdo possivelmente
maligna ela é pouco invasiva, freqlientemente pouco dolorosa e de baixo custo. Os
dados encontrados por Arantes (2004) mostram uma sensibilidade da técnica da
citologia esfoliativa de 100%, especificamente quando utilizada para descartar
malignidade em lesdes bucais.

Atualmente, com a possibilidade aplicacdo das modernas técnicas de
imunoistoquimica e biologia molecular nos esfregacos citoldgicos, o interesse pelo
exame citoldégico da cavidade oral tem aumentado (Mehrotra, 2006; Castro, Filho,

2006; Diniz, 2004;Smith ,2004; Herrero, 2003; Terai, 1999).

Tabela 17 - Relagao de casos da literatura em que o diagnostico do cancer foi feito pelo exame
citologico

AUTOR ANO N2 CASOS CEC CEC - FALSO+ FALSO -

+(cito)  (cito)

Montgomery 1950 15 13 2 0

Sandler 1964 592 315 277

Gardner 1964 177 18 159

Dizner* 1967 100 41 59 1

Bano6czy 1969 195 10 185 1

Folsom** 1972 1192 148 1041 6 64
Silverman 1977 27841 51 27790 4 10
Chomette 1980 140 117 23 15 11
Perez 2002 41 30 11 1 0
Rick*** 2004 100 94 4 84 1

*O falso positivo foi um caso de pénfigo. Os 5 falsos negativos foram CEC intensamente
ceratinizados. Quatro casos foram inconclusivos
**3inconclusivos  *** Dois casos foram inconclusivos
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O questionamento maior que se faz com relagdo ao método sdo os
resultados falsos positivos e falsos negativos, principalmente os falsos negativos,
que podem dar ao clinico a seguranga de que o paciente esta bem, motivo pelo qual
a repeticdo do exame ou mesmo a bidpsia sdo necessarios caso a suspeita clinica
persista (Hammond, Sequeira,1971).

Quanto aos resultados falsos positivos, quando se analisa a tabela 17,
onde todos os diagnésticos citoldégicos foram comprovados por biépsia, observa-se
que eles sao mais freqlentes do que os falsos negativos, ou seja, € mais freqlente
confundir um processo nao neoplasico com uma neoplasia maligna, o que reforca a
proposta de que a indicacdo da bidpsia para confirmar o diagnéstico citologico é
sempre uma conduta necessaria. Dentre os processos ndo neoplasicos facilmente
confundiveis com as neoplasias malignas deve-se ter especial atencdo com a
disceratose intra-epitelial benigna hereditaria, a doenca de Darier, 0 nevus
esponjoso de Canon, algumas infecgdes virais como o herpes, o pénfigo com a
presenca das células de Tzanck e a hiperceratose oral difusa (Cahn, 1963). Em
todas essas condi¢coes a historia clinica do paciente podera auxiliar na analise
diagnostica.

Ao realizar a andlise da validade dos dados apresentados nesse
trabalho evidencia-se que dentre os 28 casos das lesdes consideradas primarias, ou
seja, aquelas que nao tinham diagnéstico no momento em que foi feito o exame
citologico, em 26 houve concordancia entre o diagnéstico citolégico e o histoldgico,
observando-se somente 2 falsos positivos e 1 falso negativo (Tabela 15).

O falso negativo talvez possa ser atribuido ao fato de tratar-se de um
carcinoma bem diferenciado e, portanto com espessa camada de ceratina superficial

(Figura 16A), a qual pode ter impedido a descamacgao de células profundas que
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permitiiam o diagnostico de malignidade. O esfregaco citoldégico ndo apresentou
sinais de malignidade, mostrando-se constituido predominantemente por células da
camada superficial sem alteracdes atipicas, notando-se somente a presenca de uma
Unica célula multinucleada com vacuolo perinuclear (Figura 16B) a qual, por nao
apresentar todas as alteragdes tipicas de um coilécito, ndo foi considerada como
alteracdo citopatica por papilomavirus, embora a PCR mostrasse a presenca de
HPV18.

Quanto aos falsos positivos na realidade um trata-se de um caso em
que o diagnéstico citolégico mostrou células escamosas com nucleos aumentados
de volume, ligeiramente irregulares, com a cromatina mais densa e o citoplasma
orangeofilico (Figura 17 A e B). Foi feito o diagnéstico de atipias de células
escamosas onde nao é possivel afastar lesdo de alto grau e a o corte histolégico
mostrou um espessamento da camada basal restrito ao terco inferior do epitélio
escamoso, tendo sido classificada como neoplasia intra-epitelial de grau | com
alteracdes citoarquiteturais de HPV. (Figura 18 A e B). O outro falso positivo foi um
caso em que houve problema no processamento histolégico, sendo a bidpsia
inconcusiva.

Embora o uso da citologia esfoliativa em lesbes ceratbticas seja
questionado, considerando-se mesmo que ela seria Util somente para lesdes iniciais
ulceradas ou leucoplacas erosivas, quando observamos a tabela 17 vemos que
existe uma variacdo razoavel no indice de falsos positivos e falso negativos
(Silverman, Bahl, 1977; Banoczy,1976; Folsom, 1972; Dalbelsteen, 1971). Uma
analise mais geral dos resultados da tabela 17 mostra que os falsos positivos variam
de 0% a 84% com enquanto que os falsos negativos variam de 0% a 64%. O calculo

da média dentre todos os falsos positivos e falsos negativos evidenciados na tabela
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17 mostra que ela varia em torno de 10 casos tanto para os falso positivos como
para os falsos negativos, o que é um valor razoavel, considerando-se o total da
amostra. A andlise detalhada dos trabalhos individualmente mostra que os maiores
indices de falsos negativos foram encontrados por Folsom, em 1972, os quais ele
atribui as lesbes ceratinizadas do vermelhdo do labio e da gengiva, onde a
descamacao se torna mais dificil.

Ainda analisando comparativamente os dados da tabela 17 com os
resultados obtidos no presente trabalho, evidencia-se que a sensibilidade de 95% e
a especificidade de 85% aqui observados sdo semelhantes aos valores descritos na
literatura (Perez, 2002; Rick, 2003). Isso talvez se deva ao fato de que a maioria dos
casos se tratava de lesbes em estado avangado, ulceradas, em que as células
facilmente esfoliavam, ndo havendo problemas para serem detectadas no esfregaco
citologico.

As figuras abaixo séo representativas das situagbes descritas como

falsos negativos e falsos positivos.
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A B

Figura 16- Falso negativo. A - Corte histolégico da neoplasia com espessa camada de ceratina que
nao permite a descamagédo das células neoplasicas. HXE 100x. B - Esfregago citolégico contendo
célula multinucleada com alteragées que ndo preenchem todos os critérios para diagnosticar HPV.

1000xPapanicolaou.

A B

Figura - 17 Falso positivo. A - Células escamosas com alteragdes atipicas com nlcleos volumosos,
nucleolados e escasso citoplasma. 1000x Papanicolaou. B - Células escamosas com alteragdes
atipicas com nudcleos de forma irregular, ligeiramente aumentados de volume e citoplasma

orangeofilico. Papanicolaou1000x.
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Figura 18 - Falso positivo. A - Corte histolégico mostrando espessamento da camada basal.
100xHE. B - Corte histolégico detalhando o espessamento da camada basal, o qual se estende por
todo o tergo inferior do revestimento epitelial. 200xHE
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6.5. Relacao HPV/cancer oral

Em contraste com o cancer cervical, os estudos epidemiolégicos
investigando a relagdo entre o HPV e o céncer oral sdo limitados e controversos,
(D’Souza,2007; Smith,2004; Boy, 2006; Terai, 1999; Koch,1997; Syrjanen,1983).
Enquanto alguns estudos mostram uma alta prevaléncia outros ndo confirmam tal
achado (D’Souza,2007; Smith, 2004; Syrjanen, 1983; Boy,2006; Koch,1997).

O alcool e o tabaco sao considerados os principais fatores de risco na
génese do cancer oral, sendo considerados por alguns autores como responsaveis
por 75% dos casos observados (Sirjanen,2003; Herrero,2003). A maioria dos
estudos admite haver um efeito sinergético na acado do tabaco e do alcool, porém
nao consideram o mesmo com relagdo ao HPV, muito embora admitam a
participacdo do HPV na etiologia do cancer oral (Sirjanen, 2003). Alguns desses
trabalhos mostram ndo haver sinergia entre a presenca do HPV e o uso do tabaco e
do alcool, dai porque propdem dois padrdes distintos para o desenvolvimento do
cancer oral, sendo um resultante do efeito do tabaco e do alcool e o outro da
instabilidade gendmica induzida pelo HPV (D’Souza 2007; Smith, 1998).

Alguns desses estudos, como os realizados na Africa por Boy (2006),
admitem que a baixa prevaléncia encontrada talvez se deva ao fato de que as cepas
virais correlacionadas com o cancer oral naquela regido possam ser outras que nao
os 16 e 18, que foram os pesquisados. Outros mostram que a cavidade oral pode
ser considerada um reservatério de HPV, uma vez que é bem comprovada a
presenca de infecgéo subclinica e latente pelo HPV na mucosa oral normal, tanto por
HPV de baixo como de alto risco, sendo o HPV18 o tipo dominante nestas infec¢oes.

(D’Souza,2007;Terai,1999; Syrjanen,1983). Por ser o HPV18 considerado um dos
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tipos mais prevalente nas mucosas oral e anogenital, optou-se por pesquisar 0
mesmo no presente trabalho.

Nair, Pillai, 2005, relatam haver uma forte associacdo entre o
carcinoma escamoso cervical e o oral e o alto risco de infec¢ao pelos HPV16 e 18,
enfatizando a importancia do virus na patogénese dessas lesdes. No presente
trabalho observou-se uma forte associacdo entre as lesées escamosas orais € 0
papilomavirus, uma vez que o HPV18 foi encontrado em vinte e quatro das vinte e
seis amostras examinadas pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Em cinco
desses pacientes, que sdo do sexo feminino, o alcool e o tabaco podem ser
excluidos como fator etiolégico, uma vez que eles ndo fumavam e nem bebiam,
levando-se a pensar que o HPV se encontre fortemente envolvido na etiologia
dessas neoplasias. Ainda em cinco outros pacientes o alcool pode ser excluido
como fator etiolégico, embora ndo se possa fazer o mesmo com relagdao ao tabaco,
uma vez que eram pacientes que nao bebiam, porém fumavam.

Contrariamente ao que ocorre na mucosa do colo uterino, aqui as
alteracdes morfoldgicas causadas pelo HPV18 na célula escamosa foram pouco
evidentes, notando-se a presenca de coildcito tipico em somente dois dos vinte e
seis casos examinados (Solomon, Nayar, 2004; Gompel, Koss, 1997). Isso talvez se
deva ao fato de que a saliva proteja as células escamosas orais dos efeitos
carcinogénicos causados pelo HPV.

Considerando-se que o HPV18 €& um dos tipos de HPV mais
freqiientemente envolvido no céncer cervical e que no presente trabalho ele foi
encontrado na maioria das amostras examinadas, a possibilidade de que a
transmissdo possa ter ocorrido por meio de sexo oral ndo pode ser totalmente

afastada nestes pacientes (Gillison, Shah, 2003).
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Concordando com o trabalho de Farshadpour (2007) foi encontrada
neoplasia maligna de origem epitelial em seis pacientes do sexo feminino que nao
fumavam e nao bebiam, sendo cinco com carcinoma de células escamosas € um
com carcinoma mucoepidermaéide.

A morfologia basal6ide descrita por Gillison, Shah, 2003, nos tumores
de vulva e regidao anal relacionados ao HPV ndo foi aqui observada nos cinco
pacientes que ndao consumiam alcool e tabaco, nos quais o HPV18 foi considerado
como possivel agente etioldégico da neoplasia.

Sabe-se que 0 uso de técnicas com variavel sensibilidade e
sensitividade para detectar o DNA viral € um dos grandes responsaveis pelos
diferentes valores (0 a 100%) encontrados na prevaléncia de HPV na mucosa oral
(Boy, 2006; Campisi, 2004;.Miller, White, 1996). Utilizando o método da PCR Boy,
2006, detectou HPV18 em 7 de 59 casos examinados. Campisi, 2004, num estudo
de caso controle analisando pacientes com leucoplaca e liquen plano oral encontrou
o DNA do HPV em 17,6% das leucoplacas, 19,7% dos liquens planos orais e em
5,6% dos controles e Schwartz, 1998, também num estudo de caso controle de 725
pacientes, encontrou 0 DNA do HPV em 26% dos tumores. No presente trabalho foi
encontrado o DNA do HPV18 em 92,3% da amostra, representando 24 casos
positivos dentre os 26 examinados; esse alto indice de positividade talvez se deva a
fixacdo imediata do material associada ao fato de que a coleta realizada com a
escova do tipo endocervical de marca Kolplast retira uma quantidade maior de

células esfoliadas.
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6.6. Liquen plano e o cancer oral

O liquen plano oral é uma patologia que merece cuidados especiais
por ser uma doenca crbnica, de longa evolugdo, com discutivel potencial maligno,
alguns estudos mostrando um indice de transformacao maligna variando de 0 e
5,6% (Rajentheran 1999; Lo Muzzio,1998; Zhang,1997; Silverman, 1997; Gorsky
1996; Barnard 1993; Moncarz, Ulmansky, Luastmann, 1993; Vodte, 1992; Holmstrup,
1988; Murti,1986; Silverman,1985). Designacdes como doencga de alto risco ou pré-
maligna tem sido usadas para esta patologia. O termo pré-maligno tem sido
desencorajado, uma vez que nele estaria implicito que todos os casos de liquen
plano oral evoluiriam para um carcinoma escamoso, 0 que ndo € verdadeiro.
(Silverman,2000). Estudos da carcinogénese dessas lesbes mostram que existem
diferengas no perfil molecular do liquen plano oral displasico e néo displasico. As
lesbes com alteragdes displasicas apresentam perda de alelos (LOH) nos
cromossomas 3p, 9p e 17p numa freqiéncia maior do que aquelas sem displasia
(Zang 1997)

Discute-se que no liquen plano oral ocorra um aumento na
movimentacao das células basais do revestimento epitelial, 0 que, na presenca de
iniciadores ou promotores da malignidade, predispée ao desenvolvimento de clones
malignos (Zang 1997). O mesmo fator, atuando num epitélio adelga¢ado ou ausente,
como aquele observado no liquen plano atréfico ou erosivo, pode ser um fator
determinante do inicio da transformagdo maligna. Corroborando esses achados,
estudos mostram que nas células da camada basal do liquen plano oral pode ser

observada ndo somente a expressao das proteinas p53, MDL2 e Bcl-2 reguladoras
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da apoptose, assim como um alto indice de mutagéo do gen supressor p53 (Tanda,
2000, Ogmundsdéttir, 2002). Sabe-se que a proteina p53, produzida pelo gen p53,
tem a funcdo de manter a integridade do genoma, uma vez que, quando ocorre
lesdo no DNA da célula, ela atua de forma a impedir a reproducdo da mesma,
parando a divisdo em fase S do ciclo celular e atrasando na fase Gy, induzindo
assim os genes de reparo do DNA e restaurando o genoma. Quando essa reparagao
nao € possivel, a p53 normal induz a ativagdo dos genes que levam a apoptose. A
proteina p53 localiza-se no nucleo da célula, tem meia-vida curta, 20 minutos, e,
quando ocorre agressao ao material genético da célula, ha um aumento rapido nos
niveis da p53. O gen p53 é um gen supressor, homozigoto, localizado no
cromossoma 17p13, que quando sofre mutacdo ha lesdo em ambos os alelos do
mesmo, levando a producao de uma proteina anormal, que perde a capacidade de
regular o ciclo celular, fazendo com que as células danificadas passem a se
propagar de forma desordenada, levando a transformagcdo maligna do tecido
(Cotran,Kumar, Collins, 2005). A mutacdo no gen p53 acomete mais do que 50%
das lesGes neoplasicas humanas e sua presencga nas células basais do liquen plano
oral leva a pensar que essas células tenham uma capacidade proliferativa maior, o
que possibilita o desenvolvimento de neoplasias malignas oriundas das mesmas,
corroborando assim a hipo6tese de transformagao maligna do liquen plano oral.
Quando se analisa a tabela 18, observa-se que os grandes estudos
publicados, nos quais foram usados critérios anatomopatolégicos e clinicos bem
precisos para o diagnéstico de liquen plano, mostram que num total de 5598 casos
analisados a malignizagéo ocorreu em somente 104. Dentre os 41 casos analisados
no presente trabalho, observa-se um paciente portador de liquen plano oral e

hepatite C, que posteriormente apresentou um carcinoma epidermbide bem



Discussaol13

diferenciado em face dorsal da lingua (Caso 22). A andlise pela PCR mostrou a
presenca de HPV18 na amostra colhida desse paciente, o que possibilita levantar a
hipdtese de haver ou ndo um efeito sinergético entre a acdo do HPV, o virus da

hepatite C e o processo inflamatério decorrente do liquen plano.

Tabela 18 — Associagéo entre Iiguen Elano oral e carcinoma escamoso oral

Autor Ano NC Pais AC Tipo LPO CasosCEC

Shklar 1972 600 USA 15a 4

Fulling 1973 225 Dinamarca 3,6a Atréfico/erosivo 3

Kovesi 1973 274 Hungria 9a erosivo 1

Silverman 1985 570 USA 5,6a >erosivo 7

Murti 1986 702 india 5,1a  Atrofico 3

Holmstrup 1988 611 Dinamarca 7,5 Reticular e/ou atréfico 9

Salem 1989 72  Arabia 3,2a 4
Saudita

Volte 1992 113 Holanda 7,8a Erosivo/reticular 3

Barnard 1993 241 Reino 10a  Atrofico e/ou erosivo 9
Unido

Moncarz 1993 280 Israel 6a

Gorsky 1996 157 lIsrael 1,5a Erosivo

Siverman 1997 95 USA 6,1  Atrdfico/erosivo 3

Lo Muzio 1998 263 ltalia 10a Placa/reticular 14

Rajentheran 1999 883 Reino 11a  Erosivo/atrofico/placa 7
Unido

Tanda 2000 10  Japao 4 a 0

8a
Mignogna 2001 502 Italia 4m a 24 mistos® 27
12a

NC — N@ casos AC — Acompanhamento
*Componente em placa foi o0 mais freqliente na associagcio
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Embora o potencial maligno do liquen plano seja um fato discutivel, o
acompanhamento regular dos pacientes € um cuidado necessario, como preconizam
alguns autores (Mattsson, Jontel, Holmstruo, 2002). Este acompanhamento podera
ajudar no sentido de detectar a transformagdo neoplasica em fase inicial, com
consequente diminuicdo da morbidade e da mortalidade. A citologia exfoliativa pode
ser uma ferramenta importante no acompanhamento desses pacientes com liquen
plano oral, uma vez que ndo somente as alteragbes displasicas como também as
transformagdes genéticas e moleculares podem ser detectadas nas células

esfoliadas.
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CONCLUSAO

A classificacdo de Bethesda é aplicavel aos esfregacos citolégicos
provenientes da cavidade oral de pacientes portadores de lesbes
clinicamente suspeitas de malignidade, lesdes benignas de provavel
etiologia viral e em acompanhamento apdés o tratamento do céncer

oral, desde que sejam observados os seguintes critérios:

A diatese tumoral ndo pode ser considerada um achado

relevante;

= As areas de paraceratose e hiperceratose nao podem ser
muito valorizadas;

= O diagnéstico de atipias escamosas em que nao € possivel
excluir lesdo de alto grau (ASC-H) deve se basear nas
alteracdes das células das camadas basal e parabasal;

» O diagnéstico de atipias escamosas de significado

indeterminado (ASC-US) nem sempre pode se basear nas

alteragcdes morfolégicas causadas pelo efeito citopatico do

HPV.

As alteracbes morfolégicas causadas pelo HPV nas células do
revestimento escamoso oral ndo sdo tao exuberantes quanto aquelas
observados na mucosa cervical, dai porque, na mucosa oral, o
diagndstico do efeito citopatico causado pelo HPV nao pode se basear

na presenca do coildcito, sendo necessaria a analise molecular.
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A reacao em cadeia da polimerase identificou HPV18 em 24 das 26

amostras examinadas.

A citologia esfoliativa mostrou-se um exame o suficientemente sensivel
para detectar lesbes malignas do epitélio escamoso oral, uma vez que

foi observada uma sensibilidade de 95% na amostra examinada.

A citologia esfoliativa € um boa forma de afastar malignidade na
avaliacao das lesbes escamosas orais, uma vez que a especificidade
foi de 71% nessa amostra.

A citologia esfoliativa ndo € um bom exame para avaliar a presencga ou
auséncia de HPV nas células escamosa da cavidade bucal, uma vez
que sensibilidade e a especificidade na presente amostra foi de 45% e
50% respectivamente.

A citologia esfoliativa € uma importante ferramenta que auxilia no
exame da cavidade oral principalmente no estudo das lesdes bolhosas,
neoplasicas e infecciosas.

Em paciente com liquen plano oral que apresentem perda da
homogeneidade da lesdo ao exame clinico, deve-se sempre fazer uma
colheita citolégica, uma vez que este pode ser o primeiro sinal de
malignizagao.

Nem sempre 0s casos clinicamente suspeitos devem ser biopsiados
imediatamente, uma vez que existem lesdes pseudotumorais, como é o
caso da paracoccidioidomicose, em que o0 exame citolégico permite o

diagnéstico, sem necessitar de bidpsia.
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