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Introducao

O carcinoma de células escamosas de boca (CCEB) é uma neoplasia maligna que se origina no epitélio de
revestimento, sendo considerada a neoplasia maligna mais comum nesta regido. A localizagdo anatdmica é considerada
um fator de influéncia no prognéstico, considerando-se que os tumores apresentam comportamento clinico diferente,
conforme a sua localizagdo [1].

A displasia epitelial bucal (DEB) esta ocorre mais frequentemente na mucosa jugal e comissuras labiais, seguidas por
mucosa alveolar, lingua, labio, palato duro, palato mole, assoalho de boca e gengiva [2]. Em diversos estudos, a taxa de
transformacdo da displasia epitelial bucal em lesdo maligna varia entre 0,6 a 18% [3]. Estudos tém indicado que se a
lesdo tiver maior grau de displasia, hd 36% de chance de transformagdo maligna [4].

As sirtuinas sdo consideradas genes reguladores, ou seja, capazes de influenciar outros genes, além de responder a
uma variedade de fatores epigenéticos [5]. Sabe-se que a SIRT2 pode se localizar no nicleo durante a transicdo G2/M
do ciclo celular e desacetilar a lisina 16 da histona H4 [6], facilitando assim a condensacdo dos cromossomos durante a
fase mitética [7]. A diminuicdo dos niveis de SIRT2 ou sua inibi¢cdo podem promover o crescimento descontrolado de
células, enquanto uma atividade aumentada pode apresentar efeitos benéficos em certos tipos de cancer. A SIRT2 esta
localizada principalmente no citoplasma [5] podendo enfatizar que o papel dos SIRT2 como um supressor de tumor
devido a sua capacidade para restringir ciclo celular.

O objetivo deste estudo foi caracterizar, quantificar e analisar a expressdo imunochistoquimica da sirtuina 2 em
amostras de displasia epitelial oral e carcinoma de células escamosas de boca.

Material e métodos
A.Pacientes e amostras histopatoldgicas

Este estudo analitico retrospectivo foi realizado utilizando blocos de tecido arquivados de 33 pacientes com DEB e
27 lesBes primarias ressecadas cirurgicamente de pacientes com CCEB, confirmados por analise morfoldgica. Os dados
clinicos e resultados dos pacientes DEB e CCEB foram obtidos dos registros de salde em centros de referéncia para o
diagndstico e tratamento oncoldgico entre 1988 e 2009, em Montes Claros, Minas Gerais, Brasil.

Analise morfoldgica de DEB e CCEB

Os tecidos foram embebidos em parafinas e foram cortados em sec¢Bes espessas de 5 um, desparafinizados e corados
com HE. O grau de displasia epitelial em lesdo oral foi classificado de acordo com critérios da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) [8]. A analise do risco de transformacdo maligna das amostras foi com base nos critérios de Kujan et al

[9]
B. Andlise imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada a partir da confeccéo de cortes histolégicos de 3um, desparafinizadas em xilol e
reidratados em uma série de descendentes concentragdes de etanol. Depois disso, as laminas foram levadas para uma
panela de pressdo com EDTA (pH = 8,0) durante 10 min a 121 ° C. As secc¢des foram submetidas a cinco minutos de
blogueio da peroxidase endégena e com 0,03% de peréxido de hidrogénio em etanol a 100%. Apds a lavagem com
solucédo salina tamponada com 10 mM de fosfato (PBS) (pH = 7,6) durante 5 min, as sec¢des foram incubadas com
anticorpo policlonal de coelho SIRT2 primario (dilui¢do 1: 500; Abcam, Cambridge, EUA) durante a noite a 4 ° C. Em
seguida, foram incubadas com estreptavidina-biotina anticorpo marcado (LSAB-Kit Além Peroxidase, Dako, California,
EUA) durante 30 min. Para a revelacdo da marcacdo os tecidos foram coradas durante 2 min com 3,3 '-
diaminobenzidina recentemente preparado em 10 mM PBS contendo 0,1% de peroxido de hidrogénio e, em seguida,
contrastadas com hematoxilina de Mayer e montadas em Permount. O controlo positivo foi aplicado de acordo com as
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instrucdes do fabricante, e os controlos negativos foram utilizados, substituindo o anticorpo primério com a Universal
Controlo Negativo (Dako, Califérnia, EUA).
O procedimento de contagem foi realizado a partir da analise de fotomicrografias utilizando um microscépio 6ptico
(Olympus® CX31) (0.092 mm?) no aumento de 400X.

A expressdo SIRT2 foi semiquantitativamente avaliada de acordo com a intensidade da coloracdo e a percentagem de
células coradas. A intensidade da coloracdo celular foi classificada de acordo com a seguinte escala: 0, sem coloracéo;
1, coloracdo leve; 2, coloragdo moderada; 3, de coloragdo forte.

A érea de coloracdo foi avaliada utilizando a seguinte escala: <10%, 0; 10-29% de células coradas positivas, 1; 30-
69% das células coradas positivo, 2; e >70% de células coradas positivo, 3. O indice foi obtido somando os escores de
intensidade de coloracdo e percentuais. Se o placar final foi igual ou maior que 4, o tumor foi considerado positivo; caso
contrario, o tumor foi considerado negativo com base nas conclusbes de relatos anteriores [8, 49]. Casos positivos de
SIRT2 foram classificados em duas categorias de acordo com a intensidade da coloracdo citoplasmatica; positivo
nuclear quando as células positivas nucleares mostraram nenhuma ou fraca imunorreatividade citoplasmatica (SIRT2"
nuclear) e citoplasmética positiva quando houve > 30% das células positivas nucleares também mostraram moderada a
forte imunorreatividade citoplasmatica (SIRT2" citoplasmatica).

C.Andlise estatistica

Testes exato de Fisher e qui-quadrado foram aplicados para a analise estatistica dos resultados. Todas as analises
estatisticas foram realizadas com SPSS® v13.0 para Windows ®. Valores de p <0.05 foram considerados significativos.

Resultados e Discussao

A fim de determinar o papel da SIRT2 na cancerizacao oral, examinamos a imunoexpressdo SIRT2 em DEB e CCEB.
Foram observados 25 casos de DEB e 22 casos de CCEB com imunoexpressdo SIRT2 positivo. A coloragdo com
anticorpo anti-SIRT2 foi detectado no ndcleo de DEB, mas em CCEB a coloragdo foi observada principalmente no
citoplasma. N&o houve associacdo significativa entre a coloracdo SIRT?2 e gradac6es morfoldgicas (Tabelal).

Foi avaliada a associagdo entre a imunomarcacdo de SIRT2 e caracteristicas clinicopatolégicas do CCEB. Nenhuma
associacdo significativa de imunomarcacdo da SIRT2 foi observada com os pardmetros clinicos: SIRT2 foi detectada em
quatro casos T1-T2, e em 18 amostras T3-T4 (p = 0.289); Tumores metastaticos locorregionalmente tiveram 10 casos
de SIRT2" e 12 amostras sem focos metastaticos foram negativos para imunomarcagéo de SIRT2 (p = 0.163). Também
ndo houve associagdo estatisticamente significativa entre a imunolocalizagdo de SIRT2 (ndcleo / citoplasma) e tamanhos
de tumor e a presenca de metastases loco-regional (p = 0.221 e p = 0.176, respectivamente).

Comparamos imunoexpressdo de SIRT2 entre DEB e CCEB. A analise mostrou associa¢do significativa quando
comparada a localizacdo da imunoexpressdo SIRT2*. As DEB mostraram aumento dos niveis de proteina nuclear,
enquanto a CCEB apresentou aumento dos niveis de proteina no citoplasma (p = 0.002).

Estudos tem demonstrado que a proteina SIRT2 se localiza principalmente no nicleo durante a fase mitética do ciclo
celular em células normais, ela esta localizada principalmente no citoplasma, durante todas as outras fases do ciclo
celular. Tipicamente, os genes SIRT tém sido implicados na manutencéo da estabilidade gendmico, do reparo de DNA e
no metabolismo, e o prolongamento do tempo de vida, embora muitas das suas intera¢cBes permanecem desconhecidas
[10]. A observagdo de um aumento significativo dos niveis de proteina em SIRT2 nuclear de células epiteliais de DEB e
no citoplasma das células invasivas do CCEB sugere que SIRT2 pode ter um importante papel nas fases iniciais de
cancer bucal. Sugerimos que SIRT2 é translocada do nlcleo para o citoplasma durante a transformacdo celular na
carcinogénese bucal e atua sobre diversos genes alvo, alterando assim o microambiente e colaborando para o
desenvolvimento da displasia epitelial e carcinomas da cavidade bucal.

Concluséo

Em concluséo, nosso estudo demonstrou que os niveis de proteina SIRT2 tinham diferentes padroes topograficos em
lesbes pré-cancerosas e carcinoma da cavidade bucal, onde imunomarcagao citoplasmatica de SIRT2 é maior em CCEB
em relacdo a DEB.
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Tabelal. Analise de SIRT2 expressdes imuno-histoquimica de acordo com sistemas de classificagdo morfoldgica de DEB e CCEB

Positivo

Negativo Nuclear Citoplasmatica

EB

Classificacdo da displasia Epitelial

Ausente/Leve 6 (75.0) 18(72.0) 0.868 9 (69.2) 9 (75.0) 0.748
Moderada/Grave 2(25.0) 7(28.0) 4 (30.8) 3(25.0)
RMT
Baixo Risco 7 (87.5) 20 (80.0) 0.632 10 (76.9) 10 (83.3) 0.689
Alto Risco 1(12.5) 5 (20.0) 3(23.1) 2 (16.7)
CCEB

Classificacdo WHO

[ 2(40.0) 05(227) 0378  0(0.0) 5 (25.0) 0.400
I 2(40.0)  05(22.7) 0(0.0) 5 (25.0)
m 1(20.0) 12 (545) 2 (100.0) 10 (50.0)
IFG
F1 2(40.0) 03(136) 0270  0(0.0) 3(15.0) 0.765
F2 2(40.0) 07 (318) 1(50.0) 6 (30.0)

F3 1(200) 12 (54.5) 1(50.0) 11 (55.0)
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As analises foram realizadas pelo teste do qui-quadrado e teste exato de Fisher. ED = displasia epitelial. RMT = risco de
transformagdo maligna. OMS = Organizagdo Mundial da Salde. IFG = Invasiva Frente classificacéo.



