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RESUMO

Os carcinomas espinocelulares sdo responsaveis por mais de 90% das
neoplasias malignas que ocorrem na mucosa bucal e tém como principal fator de
risco o uso cronico do tabaco sob suas diversas formas. Comprovadamente o
tabaco industrializado contém inumeros carcinégenos capazes de causar dano
cromossOmico. Para detectar o dano inicial na mucosa bucal de fumantes foi
utilizado o ensaio do Micronucleo (MN) em células esfoliadas por ser um teste
simples, rapido, de baixo custo e que utiliza técnica nao invasiva. Com o objetivo de
estabelecer um teste de triagem para monitorar pacientes fumantes sob risco de
desenvolver carcinoma bucal foram avaliadas as freqliéncias dos micronucleos e de
outras alteragdes nucleares em esfregagos de mucosa bucal, utilizando o protocolo
adaptado ao de Tolbert et al. (1991). Foram analisados os micronucleos (MNs), as
binucleagbes e outras alteragbes nucleares indicativas de citotoxicidade e
genotoxicidade como cariorréxis, cariolise, cromatina condensada, picnose, falso
micronucleo, broken-eggs e vacuolos nucleares. Foi realizada uma comparagao
intra-individual da regido periférica ao tumor (L) e da mucosa do lado oposto (LOL)
dos pacientes com carcinoma e uma outra comparacdo caracterizada como
interindividual, pois comparou individuos sadios (controle) e pacientes portadores de
carcinomas bucais. Observou-se que a mucosa do lado oposto a leséo (LOL) possui
alteracdes nucleares que a caracterizam como mucosa ndo sadia e que a alteragao
tipo cariorréxis demonstrou ser melhor biomarcador para o LOL. Através da curva
‘ROC’ foram verificados os valores de predicdo das alteragbes nucleares
estatisticamente significativas resultantes da comparagao entre sadios e portadores
de cancer bucal. A alteragao nuclear cariorréxis foi a que obteve maior sensibilidade
(80%) e especificidade (80%). A associagao entre as alteragdes nucleares preditoras
de lesdao maligna e fatores de risco demonstrou resultados mais fortemente
significativos para o tabagismo (p<0,001). Neste estudo os micronucleos e as
alteragdes nucleares cariorréxis, cariolise, binucleagdes e vacuolos nucleares foram
validas como preditoras para carcinoma bucal.

Palavras-chave: Neoplasias bucais, Teste para Micronucleos, monitoramento,
tabagismo.



ABSTRACT

Squamous cells carcinomas are responsible for more than 90% of all cancer in
the mucosa membranes of the mouth and the principal risk factor responsible is
tobacco use. Certainly industrialized tobacco contains a lot of carcinogens able to
cause chromosome breakage. The Micronucleus Assay in exfoliated cells was used
to detect this initial breakage. It is simple, practical, inexpensive and non invasive
technique. The objective of this study is to establish a trial text to monitoring smokers
with risk to develop oral carcinoma. Epithelial smears was examined following the
criteria described by Tolbert et al. (1991), micronucleus, binucleation and the cells
presenting degenerative phenomena, indicative of cytotoxicity and genotoxicity sush
as karyorrhexis, karyolysis, pycnosis, condensed cromatin, buds, broken-eggs, and
nuclear vacuoles were analyzed. An intra-individual comparison was realized in
patients with cancer (periphery of malign lesion and opposite side of lesion) another
comparison characterized as interidividual compared healthy people (control group)
and patients with oral carcinomas. The study showed that the side opposite of lesion
(LOL) is non health mucosa and karyorrhexis is the best biomarker in this side. The
specificity and sensibility of nuclear alterations was analyzed using ROC curve. The
results show that karyorrhexis is the better specificity (80%) and sensibility (80%) all
of them. The association between the nuclear alterations and risk factors show a
higher significant statistical for tobacco use (p<0,001). In this study micronucleus,
karyorrhexis, karyolysis, binucleation and nuclear vacuoles are valid to predict oral
carcinoma.

Keywords: Oral Cancer, Micronucleus Assay, monitoring, tobacco use.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer

O cancer (CA) é considerado doenga genética que ocorre por um acumulo de
mutacdes responsaveis por alterar pontos especificos do DNA, podendo afetar os genes
supressores tumorais, 0s oncogenes ou 0s genes comprometidos com o reparo do DNA
(CONTRAN et al., 2000).

Na atualidade, o cancer configura-se como um grande problema de saude publica,
tanto nos paises desenvolvidos, como nos paises em desenvolvimento. E a segunda
principal causa de morte por doenca, levando a o6bito 12% da populacdo mundial
(BRASIL. INCA, 2006).

No Brasil, o cancer ocupa o segundo lugar em mortalidade e as estimativas para
2006 sao de que ocorrerao 467.440 casos novos. Para o sexo masculino, sdo esperados

229.610 novos casos, enquanto que para o sexo feminino sdo estimados 237.830.

1.2 Etiologia

Os dois principais fatores que atuam conjuntamente na génese do cancer sdo os
fatores enddgenos e as exposi¢des aos fatores exdégenos. Os enddgenos estao ligados a
fatores genéticos, e dependem da capacidade de cada organismo em reagir as
agressdes externas, por isso apresentam grande variabilidade interindividual. Os
exdgenos correspondem aos habitos ou costumes préprios de uma populagéo, ou seja,
estdo ligados a cultura ou ambiente social. Assim a agdo de ambos os fatores inicia os
processos de mutagénese e carcinogénese (RIBEIRO, et al., 2003).

O quadro 1 mostra alguns agentes mutagénicos aos quais os individuos estao

expostos com maior frequéncia.



Tipo Exemplos

Oxido nitrico

, Radicais livres de oxigénio
ENDOGENOS _ _
Formacéao de nitrosaminas endogenas

Produtos petroquimicos
Ocupacional | Producao de energia nuclear

Producao de ferro e aco

Mutagenos naturais presentes na dieta
Dieta Mutagenos gerados durante o cozimento de alimentos

Mutagenos gerados no processo de preservacao de alimentos

Exposigao médica — Raios X para diagnostico e radioterapia

Radiagdo |Exposigao a lixo nuclear

EXOGENOS

Efluentes industriais

Subprodutos da cloragédo da agua
Poluicdo |Emissdes por motores de veiculos
Pesticidas usados na agricultura

Incineragao de lixo

o Mutagenos originados de infecgao crénica por virus, bactérias
Biologico .
ou parasitas.

Quadro 1. Fontes de exposicdo humana a agentes mutagénicos (adaptado de RIBEIRO et al., 2003).

O dano inicial ao DNA de uma célula, como se observa resumidamente na figura
1, traz como consequéncias alteragdes no processo de divisdo celular favorecendo a
acao dos carcindégenos quimicos que irdo iniciar a formacgao do tumor, passando para os

estagios seguintes de promogdo onde o processo evolui até constituir-se um tumor



observavel. Desse modo, as etapas da carcinogénese foram divididas didaticamente em
iniciagéo, promogao e progressao tumoral (CONTRAN et al., 2000).

Agenies que causam lesdo o CELULANORMAL
adquirida (ambental) do DNA; =i
') Reparo bem-
* Bubslancias quimicas y sucedido do DA
* Radiagio
* yine Lesdo do DNA
Incapacidade Glll.llll;iln hfatmnrd‘d“ (o H
dia reparo * Genes que @ 0 reparg
da BPEI': do D&
i *Genes que afetam o

crescimento ou 8 apopinge
celular

Expansao clonal

Wuagtes adicionais (progresssa)

Heterngeneidads

FIGURA 1. Fluxograma mostrando um esquema simplificado da base molecular do cancer
(adaptado de CONTRAN et al., 2000).



A constante exposicdo aos diferentes tipos de misturas quimicas presentes no
ambiente e que contém tanto agentes iniciadores como promotores talvez explique o
porqué da maioria dos tipos de canceres, de 80% a 90% dos casos, estarem associados
a fatores ambientais (RIBEIRO et al., 2003; HEDDLE et al., 1991).

1.3 O cancer de boca

Mundialmente os canceres de cabega e pescogo correspondem a 10% dos tumores
malignos e aproximadamente 40% ocorrem na cavidade oral ocupando uma posicao de
destaque devido a sua alta incidéncia e comportamento agressivo, resultando em
elevadas taxas de morbidade e mortalidade (DEDIVITIS et al., 2004; COSTA,
MIGLIORATI, 2001;).

As estimativas de incidéncia de cancer para 2006 no Brasil apontam o cancer de
boca como o 7° mais freqliente entre os homens (com 10.060 casos estimados) e o 8°
entre as mulheres (com 3.410 casos estimados) e embora represente menos de 5% dos
canceres é considerada uma das mais prevalentes do mundo juntamente com alguns
paises em desenvolvimento do Sudeste Asiatico. Nos paises desenvolvidos, o cancer de
boca é incomum, exceto em algumas regides da Frangca (BRASIL. INCA, 2006;
JOHNSON, 2001).

No Ceara a estimativa para o cancer de boca € de 220 casos entre os homens e
180 casos entre as mulheres. Na cidade de Fortaleza, a expectativa € que existam 110
novos casos, com taxa bruta entre os homens de 80 casos e 30 casos entre as mulheres
por 100.000 habitantes, colocando esta Capital em quarto lugar em numero de casos
entre as capitais do pais (BRASIL. INCA, 2006).

A denominagao cancer de boca inclui os canceres de labios e da cavidade oral:
mucosa bucal, gengivas, palato duro, lingua, alvéolo e assoalho bucal. Acomete
principalmente individuos tabagistas e os riscos aumentam quando 0os mesmos sao
também usuarios de bebidas alcodlicas (SUHAS et al., 2004; BRASIL. INCA, 2006;
BRASIL, 2002).

A figura 2 aponta as regides topograficas da boca e orofaringe.



Labio superior Ventre li I
Sulco gengivo-labial entre lingua

Palato duro Rebordo alveolar
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=
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Bordo lateral da lingua Mucosa gengival

FIGURA 2. Regides topograficas da boca e orofaringe (adaptado de SUDB@, J., 2004).

Embora a cavidade oral possa ser acometida por diferentes tipos de neoplasias
malignas como os tumores de glandulas salivares (adenocistico, muco-epidermoide,
tumor de células acinares e adenocarcinomas), sarcomas e melanomas, o tipo
histolégico mais freqlente é o carcinoma epidermdide ou espinocelular (CEC),
representando 90% dos tumores malignos dessa regido (SOARES et al., 2002; BRASIL,
2002; FENECH et al., 1999).

Quanto a localizagdo, o sitio de maior ocorréncia € o labio, seguido pela lingua
(bordo lateral) e assoalho bucal (BRASIL. INCA, 2006).

No Brasil o cancer de boca assume maior importancia devido as altas taxas de
acometimento do labio, afetando com maior freqiéncia individuos de pele clara, tendo
como localizacao predileta o labio inferior em relagdo ao superior. Isso € explicado pelo
fato do pais ter o clima tropical e ainda permanecer com uma grande quantidade de
trabalhadores exercendo atividades rurais se expondo de forma continua a luz solar
(BRASIL. INCA, 2006).

O fato das neoplasias se apresentarem indolores, o atraso no reconhecimento da
lesdo pelo dentista ou pelo médico e a falta de acesso da populagdo aos servigos de

saude, dificultam o diagnostico precoce do cancer de boca e de outras lesdes pré-



malignas, como as Leucoplasias, que podem preceder o seu aparecimento na boca e
que por isso sao consideradas precursoras do CEC (SUDBd, 2004; LEE et al., 2000).

Tendo em vista que no Brasil 65% dos casos de cancer de boca sao identificados
em fases avangadas, os pesquisadores Leite e Koifman (1998) verificaram que nos
pacientes acometidos por cancer de boca, atendidos em hospital de referéncia no Rio de
Janeiro, 50% dos casos foram diagnosticados em estagio IV e somente 8,6% em estagio
I. Outro fato que se soma é o atraso na detecg¢ao precoce, a demora do diagnéstico e o
inicio do tratamento. Considerando essa problematica relativa ao cancer de boca Costa e
Migliorati (2001) avaliaram o tempo decorrido entre a detecgéo da leséo e o inicio do
tratamento e observaram que os individuos acometidos por lesdo maligna bucal
aguardavam em média 19,3 dias para receberem o diagnéstico de cancer bucal e que,
do momento do diagnéstico até o inicio da terapia decorriam em média 65,7 dias.

Além dos agravantes acima citados, o progndstico dos tumores de boca também é
influenciado negativamente pelos elevados indices de recidivas locais, metastases
linfonodais e de segunda lesdo primaria (BRAAKHUIS et al., 2003; HA; CALIFANO,
2003; CARVALHO et al., 2002). Esse fato € bem documentado no estudo de Amar,
Franzi e Rapoport (2003) que acompanharam a evolugdo clinica de 943 pacientes
portadores de CEC de boca, faringe e laringe dentre os quais 17% (154) obtiveram
recorréncia, destes 10% (95) tiveram recorréncias isoladas no pescogo, 5% (48) tiveram

metastases a distancia e 8% (76) desenvolveram um segundo tumor primario.

1.3.1 Fatores de risco para o cancer de boca

Consumo do Tabaco

O tabaco industrializado é considerado o principal fator de risco para o cancer bucal
e contém uma grande quantidade de mutagenos e carcindbgenos caracterizando-o como
um agente cancerigeno completo atuando tanto na iniciagdo como na promogao e
progressao tumoral. Outro agravante em relagdo ao uso do cigarro € que a agéo
mecanica produzida pelo atrito com a mucosa somado a agressao térmica devido as
altas temperaturas da fumaca aspirada pela boca e pelas vias aéreas provoca inumeras

alteracbes na mucosa bucal como ressecamento, mudancas no pH, alteragdes das



respostas imunologicas e alteragbes da resisténcia as infecgdes fungicas e virais;
alteracbes do epitélio como as leucoplasias, eritroplasias, hiperqueratoses; doenca
periodontal (aumento de placa e depdsitos de calculos, isquemia e inflamagao gengival,
bolsa periodontal, recessdo gengival e perda Ossea); caries de raiz; alteragdes
gustativas; halitose; manchas nos dentes e nas restauragoes e peri-implantites (SHAM et
al., 2003; MASHERBERG et al., 1993; KAUGARS et al., 1992; FRANCO et al., 1989).

O consumo do tabaco esta relacionado ndo s6 ao aparecimento do cancer da
cavidade bucal, mas também ao cancer de faringe, laringe, es6fago, pulméo e brénquios,
pancreas, parénquima renal, pélvis, ureter e bexiga (ABELOFF, 2000).

Embora o cigarro manufaturado ainda seja a forma mais utilizada do tabaco,
inumeras outras formas séo utilizadas variando de acordo com os habitos culturais de
cada pais (WARNAKULASURIYA et al., 2005). Jonhson (2001) em trabalho de reviséo

sobre o0 uso do tabaco e o cancer bucal cita algumas delas:

¢ Inalado: cigarros com filtro, cigarro de palha, charuto, cachimbo e cigarro utilizado de
forma invertida;

e Aspirado: rapé, que também pode ser usado em contato com a mucosa;

e Mascado (sem fumaca): no Brasil o tabaco usado para mascar € conhecido como
“fumo de rolo”, que é a forma como é vendido. Na Asia, principalmente na india, as
misturas do bétel’ sdo as mais usadas, podendo conter ou ndo o tabaco, ou ainda ser

misturado a diferentes condimentos e ao visgo hidratado®. Essas misturas recebem

! Palmeira (areca catechu) cuja noz é dotada de propriedades ténicas e estimulantes. Encontrada na india
e no Extremo Oriente. A preparagao consiste de uma mistura contendo a noz de bétel, folhas secas dessa
palmeira, visgo hidratado e condimentos, podendo conter o tabaco. E considerada o agente etiolégico da
fibrose submucosa (MAHER et al. 1994 apud JONHSON, 2001).

? Substancia de pH alcalino utilizada nas preparagbes do tabaco sem combustao com a finalidade de reter
a umidade (NEVILLE et al., 1998).



diferentes denominagdes de acordo com cada regido ou pais (WARNAKULASURIYA et
al., 2005; JOHNSON, 2001; SHAM et al., 2003;).

Na india e em alguns paises da Asia onde o CA de boca é a neoplasia maligna
mais comum e tem relagao direta com o tabaco é o responsavel por até 50% de todos os
casos de canceres. Nessas regides as misturas do bétel sdo mantidas no vestibulo bucal
por longos periodos de tempo, apoiando a hipétese de que esses ingredientes
combinados possuem propriedades cancerigenas mais potentes que o tabaco quando
usado isoladamente (REGESI; SCHIUBBA, 1991).

Comprovadamente mais de 300 carcindgenos ja foram identificados no tabaco
industrializado. Os mais estudados s&do os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(presentes no alcatrédo) e as nitrosaminas. Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
sdo formados durante a combustdo incompleta da matéria organica e, dessa forma,
encontram-se presentes na fumaga resultante da combustdo do tabaco. As nitrosaminas,
presentes tanto na combustdo do tabaco como também no tabaco sem fumacga, séo
absorvidas pelas células que vao dar origem aos queratinécitos (stem cells), seguindo
para outros tecidos do organismo. As nitrosaminas mais estudadas sdo as N-
nitrosonornicotine (NNN) e 4-metilnitrosamina-1-3-piridil-1-butanone (NNK) (JONHSON,
2001; KARAHALIL et al., 1999).

A nicotina, outra substancia também muito estudada e que esta presente nas
diversas formas do tabaco, embora ndo tenha propriedade carcinogénica direta, possui
elevada toxicidade e funciona como co-fator no processo de carcinogénese (DU et al.,
2000). A acao carcinogénica da nicotina foi evidenciada em estudo in vitro realizado por
Squier e Johnson (1992), onde demonstraram que a nicotina, mesmo em baixas
concentragbes como a de 2% causa alteragdes no epitélio da mucosa bucal, deixando-a
permeavel as substancias carcinogénicas como as nitrosaminas ja citadas anteriormente.

Considera-se que as exposi¢cdes crdnicas aos carcindégenos contidos no tabaco
promovam efeitos mutagénicos nas células do epitélio da mucosa bucal levando a
instabilidade gendmica. Paralelo a esse efeito mutagénico ocorre também a ativagao de
receptores de proliferagédo celular. Como consequéncia desses dois efeitos, mutagénico

e proliferativo, os usuarios do tabaco poderdo desenvolver na mucosa bucal desde

lesdes pré-malignas até carcinomas invasivos (SUDBJ, 2004).



A figura 03 mostra esquema resumido da carcinogénese oral indicando algumas

alteracdes genéticas relacionadas ao uso do tabaco.
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FIGURA 3. Efeitos do tabaco na carcinogénese oral (adaptado de SUDB@, J., 2004).

Consumo de Bebidas Alcodlicas

O etanol é um dos agentes quimicos relacionados ao desenvolvimento de
neoplasias do trato gastrintestinal superior e o seu uso abusivo esta associado com um
risco aumentado de cancer de boca principalmente em sinergismo com o uso do tabaco
(RUIZ et al., 2004, STURGIS et al., 2001; ABELOFF, 2000). Nao se conhece com
exatidao qual o mecanismo responsavel por esse aumento de risco ja que o etanol por si
s6 ndo demonstra ser um carcindégeno. Entretanto, estudos como os de Ruiz et al. (2004)
e Obe e Anderson (1987) citam o acetaldeido, primeiro metabdlito do etanol, responsavel

pelo seu efeito carcinogénico.



O consumo de bebidas alcodlicas tem repercussdo no sistema nervoso,
cardiovascular, digestorio, no desempenho sexual, na medula 6ssea e principalmente na
mucosa bucal, que por ser a primeira parte do organismo a entrar em contato com as
bebidas alcodlicas, encontra seus componentes em sua maxima concentracdao. Assim o
etanol é capaz de dissolver o conteudo lipidico das membranas das células que
compdem o tecido epitelial causando um aumento na sua permeabilidade permitido a
penetracdo dos carcindgenos quimicos que irdo causar danos ao DNA (RUIZ et al.,
2004).

Outro fator agravante € que o alcool por ser rico em calorias, leva os individuos
alcodlicos crbénicos a apresentarem supressdo do apetite acarretando uma dieta
desequilibrada que, por fim, gera deficiéncias nutricionais e comprometimento das
respostas imunoldgicas, tornando o organismo predisposto a qualquer tipo de doenca.
Nos individuos alcodlicos crénicos as alteragbes bucais mais frequentes sao: maior
indice de caries, calculos, alteracbes nas glandulas salivares, bruxismo, leucoplasia,
eritroplasia e também pode estar implicado no processo de transformacdo maligna do
liquen plano oral (RUIZ et al., 2004; JOHNSON, 2001; ABELOFF, 2000).

O uso abusivo do alcool também esta relacionado a deficiéncia na absorgdo do
folato pelo organismo. O folato participa do processo de sintese e reparo do DNA, dessa
maneira individuos com deficiéncia de folato teriam um risco aumentado para o cancer
bucal (PELUCCHI et al., 2003).

No Brasil o elevado consumo da cachaga (bebida popular fabricada a partir da
cana-de-agucar) é considerado um importante fator de risco para o cancer bucal entre os
brasileiros (WUNSCH-FILHO, 2002).

Agentes bioldgicos relacionados ao cancer de boca

Segundo Heyden et al. 1991, apud Oliveira et al., (2002) os virus que causam
tumores contribuem para o desenvolvimento de 20% das neoplasias em humanos,
apesar dos mecanismos envolvidos ainda nao estarem totalmente esclarecidos.

Um dos virus mais bem estudados é o Papilomavirus Humano (HPV). Quando
associado a outros carcinégenos como fumo e alcool é o principal virus suspeito de estar

relacionado ao aparecimento de lesdées benignas, pré-malignas e malignas da cavidade



bucal. E um virus ubiquo de DNA, pertencente a familia Papovaviridae, epiteliotrépico e
que tem como principais sitios de infec¢ao a pele e as mucosas (OLIVEIRA et al., 2003).

Sao também suspeitos de serem indutores ou promotores do cancer bucal, o virus
do herpes tipo 6 (HSV), virus do Epstein-Barr (EBV), citomegalovirus, virus tipo “C” da
hepatite, virus da imunudeficiéncia adquirida (HIV), virus da leucemia e do linfoma “T”
do ser humano (HTLV) (BRASIL, 2002).

Somado aos virus, as estomatites crénicas causadas por Candida albicans em
areas traumatizadas por proteses mal adaptadas, podem predispor a mucosa ao
aparecimento do cancer bucal. Existe ainda associagcdo entre o Helicobacter pylori e o
linfoma M.A.L.T. (desenvolvido em tecido linféide encontrado em mucosa) na boca
(JOHNSON, 2001).

Estado nutricional e dieta

Estudos recentes tém associado a deficiéncia de alguns micronutrientes da dieta
como os carotendides, vitaminas C, E e B12, folato, ferro, magnésio, niaciana, manganés
e zinco a instabilidade gendmica. A importancia desses micronutrientes se deve ao fato
de serem de fundamental importancia para o metabolismo e reparo do DNA ja que agem
como co-fatores e substratos e sao necessarios também para detoxificacdo de
carcindgenos e apoptose. Quando estdo em baixas concentragcbes produzem desordens
genéticas capazes de alterar o genoma de células somaticas e germinativas, e
consequentemente causarem neoplasias (FENECH, 2005; FENECH et al., 2005;
FENECH, 2002a; FENECH, 2002b).

A importancia dos carotendides foi evidenciada em estudos com individuos que
utilizavam o tabaco sob suas diversas formas e é hoje utilizada como um dos agentes
quimiopreventivos mais eficazes (FENECH, 2002b; KAUGARS et al. 1992).

A figura 04 mostra como as deficiéncias dos micronutrientes da dieta e as
exposi¢coes as genotoxinas podem interferir no reparo do DNA gerando consequéncias

para o organismo.
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FIGURA 4. Possibilidades de interagao entre exposi¢cées as genotoxinas e micronutrientes da dieta
levando ao reparo ou dano do DNA e as conseqiiéncias para a saude (adaptado de FENECH,
2002b).

No Brasil estima-se que 11% dos adultos sofram de deficiéncias nutricionais
cronicas, principalmente nas zonas rurais das regides nordeste, sudeste e centro-oeste.
Esse fato talvez explique o porqué da elevada incidéncia e mortalidade do cancer de
boca nas baixas camadas sociais (MONTEIRO et al., 2000).

Higiene e saude bucal

A associagao entre cancer bucal e higiene oral tem sido relatada em alguns estudos
tipo caso-controle, como os de Moreno-Lopez et al., (2000) realizado na Espanha, e o de
Franco et al., (1989) realizado no Brasil, onde ambos concluiram que a remogao
mecanica da placa bacteriana realizada através da escovacgao dentaria diaria, promove a
reducdo de microorganismos e protege o individuo contra o risco de desenvolvimento do
cancer bucal.

Quanto ao uso de proéteses totais ou préteses parciais removiveis, as ulceracdes

crbnicas, causadas pela ma adaptacdo das mesmas, podem funcionar como fatores de



risco quando associadas a outros fatores de risco como, fumo e alcool (BRASIL. INCA,
2005; VELLY et al. 1998 apud JOHNSON, 2001).

Fatores ambientais e ocupacionais

Muitos estudos investigam o cancer de boca e a exposigcdo a fatores de risco
ambientais e ocupacionais. Como foi visto no quadro 1 é grande a quantidade de
mutagenos ambientais aos quais as populagdes estdo expostas.

Tem sido reportado o risco as exposicdes ambientais as substancias como aminas
aromaticas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, formaldeido, benzeno, cromo,
cobalto e niquel (ALMEIDA SANTOS et al., 2005; CELIK et al., 2003; KARAHALIL et al.,
1999).

A radiagao solar também é comprovadamente considerado importante fator de risco
pela grande capacidade de provocar dano ao DNA. Os individuos que estdo expostos a
radiacdo actinica tém um risco elevado de desenvolver cancer de labio, principalmente
nos paises onde ha grande incidéncia de radiagao ultravioleta (AWDE et al., 1996).

O mercurio, metal altamente toxico, muito utilizado em consultérios odontolégicos
para confecgdo de restauragbes de amalgama e que sao responsaveis pela
contaminagdo ambiental e exposigao profissional foi objeto de estudo de Roth et al.
(2002) que observaram, ao examinar a mucosa bucal de cirurgides-dentistas expostos
aos vapores de mercurios, que o dano inicial ao DNA nas células esfoliadas era trés
vezes mais elevada que nos individuos nao expostos.

Outra forma de exposicdo muito estudada e que também esta relacionada ao
cancer, € a exposicdo as radiagbes ionizantes, por causarem mutagbes génicas e
também aberracbes cromossémicas em células somaticas e germinativas. A despeito
desse tipo de exposicado, foi realizado monitoragdo citogenética, em um grupo de
cirurgides-dentistas brasileiros. O grupo estava exposto a baixos niveis de radiacdo X ha
dez anos. Nao foi detectada diferenca entre a frequéncia de células com aberracao
cromossémica entre o grupo exposto e o grupo controle (MIYAJI; COLUS, 2002).

Atualmente as radiografias panoramicas tém sido muito utilizadas na rotina da
clinica odontolégica como meio auxiliar no diagnostico de lesbes e fraturas faciais, e

também como exame complementar de rotina nos tratamentos ortodonticos. Tendo em



vista esse uso crescente Cerqueira et al., (2004) observaram elevados niveis de
genotoxicidade (apoptose) e citotoxicidade (necrose) nas células esfoliadas da mucosa

bucal de individuos submetidos a esse tipo de exame.
1.4 Deteccao de lesdao do DNA

Os Microntcleos

Os micronucleos (MNs) s&o estruturas visiveis no citoplasma de células
interfasicas, resultantes de fragmentos cromossdémicos ou de cromossomos inteiros
que, por nao se ligarem as fibras do fuso no processo de divisdo celular, ndo sao
incluidas no nucleo das células filhas (HEDDLE et al., 1983).

A figura 5 mostra como se formam os MNs.
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FIGURA 5. Formagao dos microntcleos (cedida por Dra. Eneida M. Marcilio Cerqueira, M.D., Ph.D.,

Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Feira de Santana).



Por volta de 1900, os micronucleos foram observados por Howell no citoplasma de
eritrocitos que os designou “fragmento de material nuclear”. Jolly, outro pesquisador,
usou o termo “corpusculos intraglobulares” para designa-los. Homenageando estes dois
pesquisadores o0s hematologistas que vivenciaram essa época denominaram o0s
micronucleos de Howell-Jolly bodies. Em 1959, Evans e colaboradores utilizaram os
micronucleos como marcadores de dano citogenético quando irradiaram in vitro raizes de
cebola (Vicia faba) para verificar dano mutagénico. Alguns anos depois, por volta de
1970, K. Boller e W. Schimid utilizaram pela primeira vez a designacdo Teste do
Micronucleo. Aplicaram-no in vivo em medula éssea de roedores (KIRSCH-VOLDERS et
al., 2003).

O estudo histérico que desenvolveu o procedimento original foi realizado pelos
pesquisadores Von Ledebur e W. Schmid em 1973 in vivo em medula éssea de
roedores. Eles estudaram os micronucleos em eritrocitos jovens com a finalidade de
avaliar danos citogenéticos (HEDDLE et al., 1983; RABELLO-GAY, 1991).

No mesmo ano P. Countryman e J. Heddle mudaram o procedimento original
proposto por Schmid e colaboradores. Neste novo procedimento os MNs eram
produzidos in vitro em cultura de linfocitos tentando medir a normalidade cromossémica.
Assim estabeleceram que os MNs sdo capazes de indicar dano cromossémico e que por
isso o teste € potencialmente sensiveis para monitoramento biolégico de danos ao DNA
(KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Heddle assinalou diversas vantagens e desvantagens

do teste:

Vantagens:

¢ Os micronucleos podem ser observados em células interfasicas;

e Sao facilmente reconhecidos;

e O tempo de coleta € menos critico, pois os micronucleos formados durante a divisdo
celular persistem pelo menos através da préxima interfase;

¢ A frequéncia espontanea ¢é baixa;

e E um teste claro que mesmo necessitando de interpretacdo é menos laborioso que
outros testes como o de troca de cromatides irmas;

e Detecta a agdo de agentes clastogénicos e aneugénicos.



Desvantagens:

e Os micronucleos s6 aparecem quando a célula alvo se divide e é inteiramente
dependente da divisao celular;

e Nao detecta ndo-disjungdo mitdtica, quando ndo ha perdas de cromossomos na
anafase;

e Aberragcbes que promovem rearranjos cromossémicos sem a ocorréncia de
fragmentos acéntricos, tais como translocag¢des ou inversdes, ndo séo detectadas;

e Somente com a frequéncia de micronucleos, € dificil distinguir os efeitos
clastogénicos daqueles que resultam da perda cromossémica por lesdo do fuso
(HEDDLE et al., 1983).

Em 1985 Michael Fenech e A. Morley, utilizaram pela primeira vez a citocalasina B,
que ao promover o0 bloqueio da citocinese, restringe a contagem dos micronucleos em
células que passaram por apenas um ciclo de divisdo celular. Com essa metodologia os
micronucleos sao contados apenas nas células binucleadas reduzindo a limitacdo do
teste in vitro onde a cultura de linfécitos continha células que passaram por mais de um
ciclo de divisao o que refletia na analise subestimada da freqiiéncia de danos (RIBEIRO
et al., 2003).

Em células esfoliadas o Teste do Micronucleo foi aplicado pela primeira vez por
Stich e colaboradores em 1982. Desde entdo inumeras pesquisas em diversos
laboratérios tém investigado os MNs em epitélios expostos a agentes carcinogénicos
com o intuito de avaliar dano cromossdmico.

A partir da publicagdo de Tolbert, Shy e Allen (1991) o Teste do Micronucleo, em
células esfoliadas de mucosa bucal exposta, foi considerado capaz de detectar quebra
cromossOmica e interferéncias na mitose, fendmenos importantes na carcinogénese e
que, nesses epitélios, seria mais vantajoso a sua aplicagdo em relagdo ao Teste quando
aplicado em linfocitos. Tem as vantagens de ser um teste simples, rapido, econémico,
atraumatico (n&o invasivo) e quando aplicado em células esfoliadas € capaz de detectar
direto no tecido alvo a acdo de agentes clastogénicos e aneugénicos (STICH; ROSIN,
1983; TOLBET et al., 1991). Propuseram um novo protocolo, onde além dos MNs seriam

incluidas outras anomalias nucleares como:



e cariorréxis, cromatina condensada e picnose: associadas a citotoxicidade (necrose e

queratinizacdo) e genotoxicidade (apoptose);

e caridlise: associada a necrose e queratinizacao;

e binucleagdo: provavelmente resultante de interferéncias em estagios tardios da

divisao celular;

e broken-eggs: descrito primeiramente por Sarto et al. (1987), mas de origem e

significado desconhecidos.

A figura 6 mostra o diagrama dessas alteragdes nucleares.
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FIGURA 6 — Vias para produgao de estruturas contendo DNA extra-nuclear (adaptado de TOLBERT

et al., 1992).



Atualmente pesquisas realizadas em diversos laboratorios utilizam esse ensaio.
Michael Fenech (Australia), Stefano Bonassi (Italia), Wushou Chang (Tailandia),
Micheline Kirsch-Volders (Bélgica), Nina Holand e Errol Zeiger (Estados Unidos da
América) desde 1999 uniram-se em torno de um projeto internacional denominado
HUMN (HUman MicroNucleus Project). O HUMN coleta e organiza informagdes sobre
as frequéncias dos MNs em diferentes populacdes, analisa os fatores de variancia e
assim compara as diversas técnicas empregadas de utilizagdo do Teste em linfocitos do
sangue periférico, em células esfoliadas, em eritrécitos e em fibroblasto. O intuito
principal esta sendo a padronizacdo de protocolos e a realizagdo de estudos
prospectivos que permita estudar os MNs como biomarcadores de risco para o cancer e
outras doencgas crénicas. Estdo envolvidos nesse projeto mais de 40 laboratérios da

Asia, Europa e América do Norte.

Hoje se sabe que o ensaio do MN, como também é conhecido, em células
esfoliadas permite observar direto no tecido alvo a agao de diversos agentes
genotdxicos nas mucosas expostas ao tabaco, alcool, aditivos alimentares, pesticidas,

drogas antineoplasicas e radiagdo (FENECH et al., 1999).

A frequéncia aumentada dos MNs em células esfoliadas da mucosa bucal foi
encontrada nos usuarios do Bidi (cigarro muito utilizado na india semelhante ao cigarro
de palha consumido entre os brasileiros da zona rural), do tabaco sem combustao (rapé
e tabaco mascado) e nos que associam tabaco e bebidas alcodlicas (SUHAS et al.,
2004; KAUGARS et al., 1992; GHOSE; PARIDA., 1995).

Outra possivel aplicacdo para o Teste do MN seria na avaliagcdo da
radiossensibilidade de células humanas. Apoiando essa hipétese Battathiri et al., (1996)
e Kolotas et al. (1999) avaliaram a presengca dos MNs e sua relagdo com a
radiossensibilidade de céanceres de boca em pacientes submetidos a radioterapia.
Observaram um aumento na freqiéncia dos MNs nas lesdes sensiveis a radioterapia,
sugerindo a credibilidade da analise dos MNs como teste de radiossensibilidade.

Ha registro na literatura de inumeros trabalhos utilizando também o ensaio do MN
em grupos de individuos sob risco biolégico, ou seja, ocupacionalmente expostos a
substancias quimicas, ja citadas anteriormente, tais como: hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos, benzeno, cromo, cobalto, niquel, pesticidas e outros (ALMEIDA SANTOS et



al., 2005; CELIK er al., 2003; BURGAZ et al., 2002; ROTH et al., 2002; LUCERO et al.,
2000; KARAHALIL et al., 1999).

A relevancia do estudo dos MNs se deve ainda, ao fato de serem produzidos em
eventos iniciais nos processos carcinogénicos humanos, principalmente na regiao bucal
ja que a frequéncia espontanea é baixa em mucosa nao exposta (RAMIREZ;
SALDANHA, 2002; ROBERTS, 1997; DESAI et al., 1996; GHOSE; PARIDA, 1995;
BENNER et al., 1994; STICH; ROSIN, 1983; STICH et al., 1982).

Como consequéncia de todos esses estudos, o Teste do MN é o ensaio in vivo que
mais amplamente se utiliza para deteccdo de agentes clastogénicos e aneugénicos e o
que mais se aplica em Genética Toxicoldgica. E comprovadamente capaz de detectar a
acao de agentes mutagénicos identificando estagios iniciais do processo carcinogénico
(RAMIREZ; SALDANHA, 2002; RIBEIRO et al., 2003; GATTAS et al., 1992).

Sabendo da elevada incidéncia do CA de boca na populacao cearense, da falta de
consolidacdo de parédmetros que avaliem o risco do desenvolvimento desse tipo de
neoplasia bem como da ineficacia de sua identificacdo precoce, constatamos a
necessidade da utilizacdo de um biomarcador de exposi¢cdo. Baseado na eficiéncia e nas
vantagens do Teste do Micronucleo optou-se por utiliza-lo nesse trabalho. O ensaio foi
aplicado em células esfoliadas da mucosa bucal de individuos portadores de carcinomas
bucais, consumidores crénicos do tabaco e do alcool, e de individuos clinicamente sadios
para avaliar dano cromossdmico através das freqlUéncias dos micronucleos e outras

alteragdes nucleares indicativas de genotoxicidade e citotoxicidade.



2 OBJETIVOS

2.1

Objetivo Geral

» Avaliar a freqiéncia dos micronucleos e alteragdes nucleares como cariorréxis,

cariolise, cromatina condensada, broken-eggs, falso-micronucleo, picnose,
binucleagdo e vacuolos nucleares em células esfoliadas da mucosa bucal de

individuos clinicamente sadios e portadores de carcinomas bucais.

2.2 Objetivos Especificos

1.

4.

Comparar a frequiéncia dos micronucleos e alteragdes nucleares como cariorréxis,
caridlise, cromatina condensada, broken-eggs, falso-micronucleo, picnose,
binucleacdo e vacuolos nucleares na mucosa bucal de individuos clinicamente

sadios e portadores de carcinomas bucais;

Verificar se a mucosa do lado oposto a lesdo dos pacientes com carcinomas

bucais encontrava-se alterada;

Revalidar o protocolo padronizado por Tolbert et al. (1991);

Verificar o poder de predicdo das alteragdes nucleares avaliando sensibilidade e

especificidade.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

Selegao dos grupos

A casuistica deste trabalho incluiu de 73 individuos. Trinta e cinco (35) eram
tabagistas portadores de neoplasias malignas da cavidade bucal e trés (03) nao
tabagistas atendidos no ambulatério de Oncologia da Santa Casa de Misericordia de
Fortaleza no periodo entre maio de 2004 e setembro de 2005. Como populagao
controle, trinta e cinco (35) individuos nao tabagistas clinicamente saudaveis. A tabela 1

distribui os grupos de acordo com o uso do tabaco.

Tabela 1 — Numero e percentual de individuos grupo controle (sadios) e com cancer de boca,

segundo o uso do tabaco.

GRUPO Uso do tabaco N° de individuos Percentual
Controle Nao 35 100,0
Pacientes com Nao 3 7,9
cancer de boca Sim 35 92.1
Total 38 100,0

Os dados clinico-epidemiolégicos foram coletados em entrevista semi-
estruturada e acompanhados de exame bucal cujo cadastro encontra-se no anexo V.

Foram considerados tabagistas os individuos que faziam ou fizeram uso de
quaisquer das formas do tabaco por dez anos, independente do fato de ter ou nao
abandonado o habito. Foram considerados etilistas os individuos que consumiam de
350 a 700 mL de bebida alcodlica destilada no minimo duas vezes por semana. Foram
definidos como individuos que bebiam socialmente os que consumiam menos de duas
vezes por semana essa mesma quantidade de quaisquer tipos de bebida.

Os dados referentes a localizagdo e estadiamento das lesdes foram obtidos
através do laudo histopatolégico contido no prontuario. A classificagao utilizada foi de
acordo com os parametros estabelecidos pela Unido Internacional Contra o Cancer
(UICC) (NEVILLE et al., 1998) (anexo V).



Todas as informagdes contidas no cadastro foram tabuladas no banco de dados
do software Microsoft Office Excel 2003.

Critérios de exclusao
Nao participaram deste trabalho os pacientes que se encontravam realizando
tratamento quimioterapico ou radioterapico. Foram excluidos da analise estatistica os

trés (03) pacientes nao tabagistas portadores de neoplasia maligna da cavidade bucal.

3.2 Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa do Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Ceara (COMEPE), vinculado ao CONEP, sob o
nuamero 06/02 de 28 de fevereiro de 2002 (anexo VII). Todos os individuos que
participaram desta pesquisa foram informados e esclarecidos sobre os objetivos do

trabalho quando receberam e assinaram o Termo de Consentimento (anexo VI).

3.3 Coleta das células e confecgcao dos esfregagos

Nos pacientes com cancer de boca foram realizadas coletas de duas regides
distintas da mucosa bucal: regido periférica ao tumor (L), j@ que o centro do tumor
contém grande quantidade de células necréticas, e mucosa jugal clinicamente saudavel
oposta ao tumor (LOL). Nos individuos sadios (controles) a coleta foi feita apenas da
regido de mucosa jugal proxima ao ducto de Stenon por haver maior lubrificacéo.

O material foi colhido com escova citologica de cerdas macias das regides acima
descritas, feito o esfregaco em laminas de vidro previamente limpas e acondicionadas
em borréis de plastico contendo a solugdo fixadora de metanol/acido acético (3:1)
durante 15 (quinze) minutos. Depois de fixadas todas as laminas contendo o esfregaco
foram transportadas ao Laboratério de Genética Molecular (LABGEM) onde foi

realizada a coloragao apds um periodo minimo de 24 horas.



3.4 Coloracao e montagem das laminas

As laminas foram coradas pela técnica de Feulgen-Rossembeck e contra-coradas
com fast green 1%. Os métodos de coloracado e de confeccédo das solugdes e corantes
estdo descritos nos anexos | a IV. Apds a coloragdo as laminas foram montadas com

laminulas e balsamo do Canada.

FIGURA 7 — Confeccgao dos esfregagos e coloragdo das laminas.

3.5 Avaliagao Histopatologica
Com relacao a classificagao histopatoldgica, dos tumores malignos 97,3% (37)
eram carcinomas espinocelulares e apenas um foi classificado como carcinoma

adendide cistico.

3.6 Analise citogenética

A analise foi realizada com microscopia 6ptica com iluminagcédo simples utilizando
as objetivas de 40X e a de imersdo a oleo. Utilizou-se na contagem o protocolo
sugerido por Tolbert et al. (1991) incluindo os vacuolos nucleares. Portanto, além dos
micronucleos foram computadas outras alteragbes nucleares como cariorréxis,
cromatina condensada, caridlise, picnose, falso-micronucleo, broken-eggs, células
binucleadas e vacuolos nucleares.

Foram analisadas 3.000 células de cada regido, computando um total de 333.000
células. A contagem foi feita por um unico individuo e as alteragdes confirmadas por
dois individuos. Foram incluidas na contagem as células cujos citoplasmas estavam

intactos e sem sobreposi¢cdes com outras células.



Foram considerados micronucleos as estruturas arredondadas que apresentavam
1/3 a 1/5 do tamanho do nucleo principal, localizadas proximas ao nucleo principal e

possuissem a mesma intensidade de coloragao e mesmo plano focal deste.

3.7 Analise estatistica
Os testes estatisticos utilizados foram:

e Teste de Shapiro-Wilk para verificar se as variaveis tinham distribuicdo normal;

¢ Correlacédo de Spearman para verificar a correlagao entre os grupos;

¢ Teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon para verificar a existéncia de diferenga entre
grupos dependentes (comparacgao intra-individual dos pacientes com cancer bucal);

e Teste das Somas dos Postos de Wilcoxon para verificar a existéncia de diferenga entre
grupos independentes (grupo controle e LOL);

e Teste de Krustal-Wallis para comparar grupos independentes (grupo controle e L);

¢ Teste Exato de Fisher para verificar associacao entre variaveis;

e Curvas ‘ROC’ para determinar pontos de corte e variaveis com poder de predigao de
doencga;

e Teste de McNemar para comparar sensibilidade e especificidade entre as variaveis.

(AGRESTI, A.,1996; CAMPOS, H. 1983; SIEGEL, S.1975).

3.8 Programas computacionais

Microsoft Word 2003 (Microsoft®, EUA)

Microsoft Excel 2003 (Microsoft®, EUA)

R: A Language and Environment for Statistical Computing, vers&o 2.2.1 2005
(Copyright© Microsoft Corporation, EUA).

Corel Draw 11 (Corel®, EUA).



4 RESULTADOS

4.1 Analise Clinico-Epidemioldgica
Caracterizagao dos grupos

Grupo controle

Constatou-se que a procedéncia dos individuos deste grupo era na sua
totalidade do municipio de Fortaleza.

Em relacao a atividade profissional verificou-se que 34,2% (12) possuiam nivel
superior completo, 17,1% (6) exerciam atividade doméstica, 8,5% (3) eram faxineiro,
22,8% (8) eram técnico com nivel médio, 11,4% (4) eram estudante, 5,7% (2) eram
aposentado e 2,8% (1) era comerciante (anexo Xl).

Quanto a distribuicdo por sexo e idade, mais da metade dos individuos era do
sexo feminino, e embora a faixa etaria tenha variado dos 21 aos 87 anos (média de 42

anos), a maioria tinha idade inferior aos 50 anos (figura 8 e 9).
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FIGURA 8 — Percentual de individuos do grupo controle, distribuidos quanto ao sexo (n=35)
(p=0,03).
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FIGURA 9 — Numero de individuos do grupo controle, distribuidos segundo o sexo e a faixa etaria

agrupados por década (n=35).

Nos individuos do grupo controle apenas em um foi diagnosticado pequena lesédo

tipo erosdo na mucosa jugal pelo habito de mordiscar.

Pacientes com cancer bucal.

Quanto a procedéncia, a maioria dos pacientes deste grupo procedia de

municipios do interior do Estado, destacando-se o municipio de Quixeramobim com

7.9% dos casos (figura 10).
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FIGURA 10 — Percentual de casos de cancer de boca, distribuidos segundo a procedéncia (n=38).

* Regibes definidas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

A respeito da atividade profissional dos pacientes com cancer, verificou-se que
eram constituidos predominantemente por agricultores (25,94%), seguidos de
individuos que n&o exerciam nenhuma atividade ocupacional (18,4%) e a mesma
quantidade para aposentados (7,8%) e domésticas (7,8%). Apenas um unico individuo
possuia nivel superior completo (anexo Xl).

Quanto a distribuicdo por sexo e idade, 63% (24) eram do sexo masculino e 37%
(14) do sexo feminino como mostra a figura 14. A idade variou entre 34 e 87 anos
(média de 61,6 anos). Para o sexo masculino a idade mais atingida foi acima dos 51
anos e para o sexo feminino acima dos 70 anos (figuras 11 e 12).
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FIGURA 11 — Percentual de casos de carcinomas bucais estudados, distribuidos quanto ao sexo
(n=38) (p=0,01).
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FIGURA 12 - Percentual dos casos de carcinomas bucais estudados, distribuidos segundo o sexo

e faixa etaria agrupados por década (n=38).

4.2 Fatores de risco
Apesar de diversos fatores de risco terem sido obtidos através da entrevista, ndo

foi possivel analisa-los devido a baixa ocorréncia dos mesmos. Dessa forma, segue a

analise descritiva dos mais relevantes.

4.2.1 Consumo do tabaco

Grupo controle
Todos os individuos do grupo controle eram n&o tabagistas como pode ser visto na

figura13.
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FIGURA 13 — Percentual de individuos nos grupos estudados, distribuidos quanto a presenga do

fator de risco tabagismo (n=73).

Grupo dos pacientes com cancer bucal
Dos pacientes com cancer de boca, 35 faziam uso do tabaco ha pelo menos 10
anos e trés deles nunca haviam consumido. Dentre os tabagistas, doze deles mesmo
tendo parado ha menos de dois anos foram considerados tabagistas pelo critério pré-
estabelecido, onde se considerou tabagista os que mantiveram o habito durante 10
anos. Mais da metade dos casos (21 pacientes) utilizou o tabaco durante 21 a 40 anos
(figura 14). Quanto as formas de utilizagdo, a maioria utilizava apenas 1 tipo estando
assim distribuidos (figura 15):
e Usavam um unico tipo: vinte e oito pacientes (14 usavam cigarro com filtro, sete
usavam cigarro de palha e 7 usavam o cachimbo);
e Usavam dois tipos: trés pacientes (dois usavam cigarro com filtro e de palha e 1
usava cigarro de palha e cachimbo);
e Usavam trés tipos: dois pacientes (um usava cigarro com filtro, cigarro de palha e
tabaco mascado e o outro cigarro de palha, cachimbo e tabaco mascado);
e Usavam quatro tipos: um paciente (cigarro com filtro, sem filtro, charuto e tabaco
mascado);
e Usavam cinco tipos: um paciente (cigarro com filtro, sem filtro, de palha, charuto e

tabaco mascado).



A figura 16 mostra que neste grupo, 27 pacientes usavam meia a uma carteira de

cigarros (10 a 20 cigarros), sete pacientes consumiam uma a duas carteiras e apenas
um consumia acima de 40 cigarros por dia.
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FIGURA 14 — Percentual de individuos nos grupos estudados, distribuidos quanto ao tempo de
uso do tabaco (tempo em anos).
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FIGURA 15 — Percentual de individuos nos grupos estudados, distribuidos quanto a forma de
utilizagao do tabaco.
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FIGURA 16 — Percentual de individuos nos grupos estudados, distribuidos quanto a quantidade de

carteiras de cigarros consumida por dia (uma carteira=20 cigarros).

4.2.2 Consumo de bebidas alcodlicas
Grupo controle
Dentre os individuos do grupo controle apenas trés informaram beber socialmente

(menos de duas vezes por semana) e por isso foram considerados néo etilistas (figura
17).

Grupo dos pacientes com cancer bucal

Nos pacientes com cancer de boca, como pode ser visto nas figuras 17 e 18, 50%
foram definidos com etilistas, pois todos faziam o uso de bebidas alcodlicas tipo
destilada (cachaga) no minimo ha dez (10) anos. No entanto trés deles informaram
consumir tanto bebida destilada quanto fermentada. Todos estes pacientes eram do

sexo masculino.
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FIGURA 17 — Percentual de individuos nos grupos estudados, distribuidos quanto ao consumo de

bebidas alcodlicas.
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FIGURA 18 — Percentual de individuos dos grupos estudados, distribuidos quanto ao tempo de

consumo de bebidas alcodlicas (tempo em anos). Todos os pacientes com cincer que consumiam

bebidas alcodlicas eram também tabagistas.

4.2.3 Associagao entre tabaco e alcool

Foi observado que metade dos casos dos pacientes com cancer bucal esta

associacao se fez presente (figura 19).
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FIGURA 19 - Percentual de casos de carcinomas bucais estudados, distribuidos quanto a

presenca dos fatores de risco (tabagismo e etilismo) (n=38).

4.2.4 Saude bucal
Escovacao dentaria, carie dentaria, gengivite, doengca periodontal e uso de
proteses dentarias.

No grupo controle mais da metade dos individuos realizava acima de duas
escovagdes semanais. Neste grupo dez individuos apresentaram gengivite, dentre os
quais metade era portador de doenca periodontal. Em relacdo a atividade de carie,
apenas em dois individuos foi diagnosticada a doenga. Neste grupo apenas 20% era
portador de protese dentaria (figuras 20, 21 e 22).

No grupo dos pacientes com cancer de boca, dezesseis pacientes relataram nao
realizar a pratica de escovagao dentaria, dezessete realizavam de 1 a 15 escovacgoes
semanais e cinco realizavam entre 15 a 30 escovacdes semanais. Dos 16 pacientes
desdentados dez relataram higienizar a cavidade bucal com dentifricio, anti-séptico
bucal, casca de aroeira ou outras substancias. Constatou-se, depois de realizado o
exame clinico bucal, que 84,2% (32) apresentava gengivite e 36,8% (14) era portador
de doenga periodontal. Neste grupo 42% (16) apresentava também dentes cariados.
Quanto a auséncia dentaria e o uso de proteses dentarias, dos 38 pacientes com
carcinomas bucais 42,1% (16) eram desdentado, dentre estes 75% (9) portavam
somente protese total superior, 25% (3) eram portadores de prétese parcial em acrilico

e 10,5% (4) ndo usavam nenhum tipo de protese (anexo Xl).
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FIGURA 20 - Percentual de individuos nos grupos estudados, distribuidos quanto a ocorréncia de

gengivite.
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FIGURA 21 - Percentual de individuos nos grupos estudados, distribuidos quanto a ocorréncia de
Doenca Periodontal.
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FIGURA 22 - Percentual de individuos nos grupos estudados, distribuidos quanto a ocorréncia de
carie dentaria.

4.3 Sitio anatomico das lesoes

Nos pacientes com cancer bucal a lingua foi o sitio de maior frequéncia, com 10
casos, seguidos pelo assoalho bucal, palato duro, rebordo alveolar, regiao retromolar e
labio inferior, como pode ser visto na figura 23.
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FIGURA 23 - Percentual de casos de carcinomas bucais estudados, distribuidos quanto a
localizagao anatomica (n=38).



Quando verificada a relagao entre o sitio anatdmico e os fatores de risco
tabagismo e alcoolismo, observou-se que os pacientes que apresentavam tumores se
estendendo por duas regides da boca associavam os dois fatores de risco tabagismo e

etilismo (figura 24).
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FIGURA 24 - Percentual de casos de carcinomas estudados, distribuidos quanto a localizagao

anatémica do tumor e quanto a presenga dos fatores de risco: tabagismo e etilismo (n=38).

4.4 Analise Histopatolégica

Nos canceres bucais, excetuando um, todas foram diagnosticados como

carcinoma espinocelular.



Tabela 2 — Numero e percentual de individuos dos grupos controle e casos de carcinomas bucais,

segundo os tipos de lesdes diagnosticadas.

GRUPO Tipo de leséo N° de Percentual
individuos

Controle Sem leséao 34 97,1
Erosédo de mucosa jugal 1 29
Total 35 100,0

Pacientes com Carcinoma Adenoide Cistico 1 2,6

cancer bucal Carcinoma Espinocelular — CEC 37 97,4
Total 38 100,0

A tabela 3 relaciona os dados referentes a profundidade de invasdo, acometimento
de linfonodos cervicais e metastases dos tumores estudados. Observa-se que quase na
metade dos casos (42,1%) a neoplasia invade estruturas adjacentes. A figura 25 mostra
que os tumores mais invasivos T3 e T4 localizaram-se preferencialmente na lingua e
palato duro, respectivamente. Dos pacientes tabagistas dois eram portadores de
tumores que recidivaram, onde um foi classificado como T3NOMO e o outro como
T4NONO. Um unico paciente era portador de segundo tumor primario T3NOMO. Nos
casos dos pacientes ndo tabagistas todos os trés tumores eram T2NOMO. N&ao houve

nenhum caso de metastase a distancia.

Tabela 3 — Casos de carcinomas bucais estudados, distribuidos segundo a definicao da
profundidade da invasao tumoral (pT), comprometimento de linfonodos cervicais (pN) e presencga

de metastases a distancia (pM) (n=38).

INVASAO (pT) LINFONODOS (pN) METASTASES (pM)
N° de casos % N° de casos % N° de casos %
T1 5 13,2 NO 20 52,6 MO 0
T2 8 21,0 N1 10 26,3 M1 0
T3 9 23,7 N2 2 5,3
T4 16 421 N3 6 15,8

Total 38 100,0 Total 38 100,0 Total 0
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FIGURA 25 - Profundidade de invasdo tumoral (pT) dos carcinomas estudados, distribuidos quanto

a localizagédo anatémica (n=38).

Quanto ao estadiamento tumoral, a amostra era constituida na sua maioria por

tumores estagio IV localizados na lingua e regiédo retromolar (figuras 26 e 27).
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FIGURA 26 — Estadiamento tumoral no grupo dos pacientes com céancer.
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estadiamento (n=38).

4.5 Anadlise das alteragdes nucleares

Foram excluidos da analise estatistica os casos de cancer de boca nao tabagistas
devido a sua reduzida quantidade. Em todos os testes utilizados o nivel de significancia
foi de 5%.

A tabela 4 mostra a analise descritiva: valores, médias e o desvio padrdo dos

micronucleos e das demais alteragdes nucleares estudadas por grupo.



Tabela 4 — Estatisticas descritivas das variaveis por grupo.

Variaveis Grupos Média Desv. Pad
Num Min Max
Binucleadas Controle 35 0 6 1,343 1,349
LOL 35 0 9 2,171 2,584
Leséo 35 0 35 6,765 7,628
Broken eggs Controle 35 0 3 0,429 0,884
LOL 35 0 18 0,686 3,056
Lesao 35 0 6 0,485 1,121
Caridlise Controle 35 0 18 5,6 4,23
LOL 35 0 245 24,257 43,599
Leséo 35 0 426 36,543 74,575
Cariorréxis Controle 35 0 47 4 9,026
LOL 35 0 66 10,657 15,156
Leséo 35 0 65 15,771 15,594
Crom. Condens Controle 35 0 65 13,886 14,55
LOL 35 0 251 25,029 44,315
Leséo 35 0 206 27,143 44,586
Falso MN Controle 35 0 4 0,771 1,031
LOL 35 0 11 1,514 2,369
Leséo 35 0 14 1,794 2,962
MN Controle 35 0 5 0,314 0,932
LOL 35 0 4 0,486 0,951
Leséo 35 0 11 1,364 2,089
Picnose Controle 35 0 20 4.6 5,031
LOL 35 0 17 3,571 4,104
Leséo 35 0 24 4,324 4,797
Vacuolos Controle 35 0 92 11,857 21,106
LOL 35 0 374 48,571 80,06
Leséo 35 0 1449 195,03 292,302

Segue o grafico das médias das alteragdes nucleares distribuidas por grupo (figura
28).
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Figura 28 — Média dos MNs e das alteragdes nucleares distribuida nos grupos estudados.

4.5.1 Comparacgao intra-individual: lesao e lado oposto a lesdo

A comparacgao entre as médias do lado oposto a lesdo (LOL) e da lesdo (L) nos

pacientes com cancer bucal caracterizou-se como um auto-emparelhamento por se

tratar de uma comparacéo intra-individual.

Como pode ser visto pela andlise do quadro 2 o LOL diferiu da lesdo nas

alteracbes cariorréxis, MN, binucleadas e vacuolos nucleares, com destaque para os

vacuolos (p<0,001).




Quadro 2. Comparagdo entre lesdo (L) e lado oposto a lesdo (LOL) nos pacientes com céancer
bucal.

Variaveis Nivel Descritivo
Cariorréxis 0,017

MN 0,044
Binucleadas 0,001
Vacuolos < 0,001

Teste da soma dos postos sinalizados de Wilcoxon.

4.5.2 Comparacao interindividual:
a. Controle e lado oposto a lesdao

O quadro 3 evidencia que nestes grupos somente as variaveis cariorréxis e
caridlise diferiram estatisticamente.

Quadro 3. Comparacéao entre os grupos controle (C) e lado oposto a lesdo (LOL).

Variaveis Nivel Descritivo
Cariorréxis 0,003
Caridlise 0,003

Teste da soma dos postos de Wilcoxon.

b. Controle e lesao

Observou-se que as variaveis cariorréxis, caridlise, MN, binucleadas e vacuolos

diferiram significativamente entre os grupos (quadro 4).

Quadro 4. Comparacéao entre os grupos controle (C) e leséo (L).

Variaveis Nivel Descritivo
Cariorréxis <0,001
Cariolise <0,001
MN <0,001
Binucleadas <0,001
Vacuolos <0,001

Teste de Krustal-Wallis.



A tabela 5 resume as alteragdes nucleares estatisticamente significativas nas
comparagoes entre 0s grupos.

Tabela 5 - Resumo das alteragdes nucleares significativas nos grupos estudados.
CR=cariorréxis, CL=cariolise, MN=micronucleo, BN=binucleagdao, VN=vacuolos nucleares,
C=controle/sadios, LOL=mucosa do lado oposto a lesao, L=lesao/cancer.

Alteracdes

Nucleares/Grupos C XLOL CXL LOL XL
CR X X X
CL X X

MN X X
BN X X
VN X X

4.5.3 Valores preditivos das alteragées nucleares
Seguem na tabela 6 os resultados obtidos para as variaveis significativas

como preditoras de lesdo bucal, os percentuais referentes aos valores de predicdo do
teste (chance de se acertar o diagnédstico de lesdo maligna bucal), aos valores de
predicdo positiva (chance do individuo ter de fato lesdo maligna quando o teste for
positivo) e aos valores de predicdo negativa (chance de quando no teste o resultado for

negativo o individuo néo ter lesdo maligna bucal).

Tabela 6 — Resultados das alteragdes nucleares preditoras de lesdo bucal, valores de predi¢ao dos

testes e valores de predicao positiva e negativa.

Valor de Valores de Valores de
Alteragdes nucleares Implicagbes predi¢do do teste predigdo predicao
positiva negativa
Cariorréxis = 4 Teste positivo 80% 17,39% 98,7%
Caridlise = 11 Teste positivo 90% 27,85% 97,91%
MN = 2 Teste positivo 93,57% 32,80% 96,21%
Binucleadas = 7 Teste positivo 96,62 100% 96,56%

Vacuolos: = 77 Teste positivo 95,01 50,12% 96,60%



4.5.4 Associacao entre alteragées nucleares preditoras de lesdao maligna e fatores
de risco.

O resultado das associagdes entre as variaveis significativas (cariorréxis,
caridlise, MN, binucleadas e vacuolos) e fatores de risco nos grupos controle e

pacientes com cancer obtidas pelo teste exato de Fisher estdo descritas na tabela 7.

Tabela 7- Associagdo entre as variaveis significativas preditoras de lesédo e fatores de risco nos

individuos sadios e com céancer de boca (n=70).

Gengivite p=0,002
Cariorréxis Carie dentaria p=0,017
Consumo do tabaco p<0,001
Consumo de bebidas alcodlicas p=0,07
Caridlise Gengivite p=0,012
Carie dentaria p=0,046
Consumo do tabaco p<0,001
Consumo de bebidas alcodlicas p=0,034
MN Carie dentaria p=0,022
Consumo do tabaco p=0,045
Consumo de bebidas alcodlicas p=0,088
Consumo de alimentos quentes p=0,004
Exposigao ao sol p=0,006
Binucleadas Carie dentaria p=0,008
Consumo do tabaco p<0,001
Consumo de bebidas alcodlicas p=0,088
Exposi¢ao ao sol p=0,005
Exposi¢ao aos inseticidas p=0,002
Vacuolos Gengivite p=0,003
Consumo do tabaco p<0,001
Consumo de bebidas alcodlicas p=0,021

A tabela 7 mostra que o consumo do tabaco e de bebidas alcodlicas possui
associacdo com todas as alteragdes nucleares. No entanto a associacdo mais fraca foi
entre MN e tabagismo (p=0,045). Quanto ao consumo de bebidas alcodlicas a
associacao mais forte foi para os vacuolos nucleares (p=0,021) encontrando-se para as

variaveis binucleadas e MN uma significancia marginal (p=0,088).



Em relagcdo a saude bucal, para carie dentaria e gengivite a associagao mais
forte foi com binucleagdo (p=0,008) e cariorréxis (p<0,002), respectivamente.
Confirmando que cariorréxis seja um forte indicativo de citotoxicidade ja que a gengivite

tem como etiologia o acumulo de microorganismos (biofilme) desencadeando
mediadores inflamatérios.



5. DISCUSSAO

A importéncia do estudo do cancer de boca vem do fato dele ser no Brasil um
problema de saude publica devido as elevadas taxas de morbidade e mortalidade, sendo
responsavel por 6% do total das mortes por canceres (FONTES et al., 2004).

Com relagao a etiologia do cancer de boca as agressées locais desencadeadas por
fatores exogenos tais como consumo crénico do tabaco e do alcool € considerado de
suma importancia. Estes habitos sdo comuns nas populag¢des justificando o aumento na
incidéncia deste tipo de neoplasia e a implantacdo e validacdo de testes que possam
monitorar o seu aparecimento. Na atualidade os pesquisadores empenham-se em
determinar biomarcadores que permitam avaliar quais individuos expostos a esses
fatores de risco, seriam mais ou menos propensos a desenvolver neoplasia oral (SARTO
et al., 1987; STICH et al., 1982; STICH; ROSIN, 1983; TOLBERT et al., 1991;
CASARTELLI et al., 2000; RAMIREZ; SALDANHA, 2002).

Varios testes como o de aberragdes cromossémicas, teste do Cometa e tipagens de
gendtipos tém sido utilizados no estudo das populagdes sob risco de desenvolvimento de
cancer, no entanto sao dispendiosos e de técnicas mais dificultosas quando comparado
ao teste do Micronucleo. Este é de simples execugao, utiliza técnica nao invasiva e de
baixo custo, tornando-o apropriado para o diagndstico precoce de lesdes malignas da
cavidade bucal. Este ensaio pode ser utilizado quando se deseja informacgdes a respeito
do risco aumentado de individuos expostos e utiliza os micronucleos que possuem
comprovada eficacia como biomarcador para avaliagdo de injurias genéticas detectando
danos precocemente (WUNSCH-FILHO; GATTAS, 2001).

Associando a problematica de um rastreamento para detecgdo do cancer de boca e
a comprovada eficacia do teste do Micronucleo este estudo foi realizado visando o
estabelecimento de um teste de triagem para monitorar pacientes fumantes crénicos sob
risco de desenvolver carcinoma bucal. Foram incluidos nas analises além das alteragcdes
nucleares categorizadas por Tolbert et al. (1991) os vacuolos nucleares por serem
frequentemente observados no material estudado.

Com o intuito de se obter um teste com maior sensibilidade diagndstica foram

analisadas 3.000 células de cada regiao, totalizando 333.000, pois segundo Freitas et al.



(2003) quanto maior a quantidade de células analisadas maior a sensibilidade obtida na
citologia esfoliativa quando se deseja diagnosticar precocemente o cancer.

5.1. Analise clinico-epidemiolégica

No presente estudo, em relagdo a procedéncia dos individuos, a maioria dos casos
de CA de boca (76%) residiam do Interior do Estado o que denota a importancia dos
servicos da Santa Casa de Misericérdia como centro de referéncia tanto para a capital
quanto para o interior. Estes pacientes chegavam para realizar o tratamento ja em
estagios avancados da doencga, evidenciando a necessidade da implantacdo de
programas de rastreamento precoce nos espagos sociais de risco bem como a
realizacao de atividades de capacitacao para os profissionais de saude com a finalidade
de identificar, encaminhar e cadastrar as lesdes suspeitas para os Centros de
Referéncia.

No que se refere a atividade profissional, o fato dos casos de cancer de boca
possuir apenas um unico individuo com nivel superior completo, caracteriza o
atendimento do SUS as baixas classes sociais e reforga a sugestdo de Winsch-Filho
(2002) de que nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, os individuos de baixa
renda serem mais acometidos por este tipo de neoplasia maligna.

Quanto ao sexo dos individuos, nos pacientes com cancer mais de 60% eram
homens com idade acima dos 40 anos. O fato destas lesdes serem detectadas em faixas
etarias mais precoces nos homens se equipara ao estudo de Johnson (2001) o qual
afirma que 98% dos tumores malignos da boca afetam individuos do sexo masculino e
acima dos 40 anos. A maior frequéncia dos tumores nas mulheres em idades mais
avangadas é justificado por LLewellyn et al. (2004) e Dedivitis et al. (2004) que atribuem
o fato a menor exposicado aos fatores de risco entre as mulheres.

Considerando a amostra total, a propor¢ao entre os sexos foi de 2:1 igualando estes
achados tanto as previsdes do INCA para o estado do Ceara quanto as encontradas nos
paises desenvolvidos como os Estados Unidos da América e corrobora o fato deste ser o
sétimo tipo de cancer mais prevalente entre os homens e o oitavo entre as mulheres
(COSTA; MIGLIORATI, 2001).



5.2 Fatores de risco

Os principais fatores de risco envolvidos na génese do cancer de boca, tabagismo e
etilismo, ja foram bem estabelecidos em varios estudos (GUERRA et al., 2005;
DEDIVITIS et al., 2004, RUIZ et al., 2004; SHAM et al., 2003, MASHERBERG et al.,
1993).

Na amostra estudada, excetuando trés pacientes, todos os pacientes portadores de
CA de boca eram tabagistas. No entanto ndo houve associagdo estatisticamente
significante entre os tipos de tabaco utilizados, a quantidade consumida e o tempo de
consumo, diferente do estudo de Franco et al. (1989) e Kaugars et al. (1992) onde
constataram existir uma inter-relacdo entre quantidade e tempo de consumo do tabaco e
risco aumentado para lesdes bucais.

Nao foi possivel avaliar o consumo de bebidas alcodlicas como fator de risco
independente, pois na amostra estudada todos os pacientes portadores de cancer que
consumiam o alcool cronicamente eram também consumidores do tabaco.

Quanto a associagao dos fatores de risco tabagismo e etilismo, embora o uso do
tabaco tenha demonstrado maior risco para o desenvolvimento do cancer de boca que o
uso crénico do alcool, o tempo de consumo das bebidas alcodlicas pareceu influenciar o
aparecimento das lesdes malignas bucais, visto que os pacientes que associaram estes
dois fatores (figura 18) apresentaram lesdes ao longo do tempo. Dessa maneira o uso
abusivo do alcool parece ter efeito sinérgico quando associado ao consumo do tabaco.
Estudos como os de Stich (1987) e Ghose e Parida (1995) evidenciaram este sinergismo
quando avaliaram a frequéncia dos MNs e constataram que estava aumentava nos

usuarios que consumiam simultaneamente tabaco e alcool.

5.3 Saude bucal

A ma higiene bucal, devido a baixa frequéncia de escovagdes dentarias,
ocasionando gengivite e periodontite foi verificada neste estudo tanto nos pacientes com
CA de boca. Esta associagao também foi constatada por Moreno-Lopez et al. (2000) e
Franco et al. (1989) que observaram a baixa freqUéncia de escovagéo entre pacientes

acometidos por neoplasias bucais.



Outro fator de risco comumente citado na literatura seria 0 uso de proteses
dentarias mal adaptadas que causam ulceragdes crénicas da mucosa bucal (JONHSON,
2001). Nos pacientes portadores de cancer apenas 31,6% faziam uso de préteses. Sabe-
se que as mesmas sendo confeccionadas por pessoas incapacitadas e nao por
cirurgides-dentistas torna factivel de se considerar esses agravos como co-fatores na

etiologia do CA de boca, no entanto faltam estudos com maiores evidéncias na literatura.

5.4 Sitio anatdmico das lesdes

Quanto a distribuicdo anatdémica nos pacientes com CA de boca, embora a amostra
tenha sido constituida na sua maioria por agricultores e o sitio esperado fosse o labio, a
localizagdo anatémica neste estudo mostrou-se mais frequente na lingua (26%) seguido
pelo assoalho bucal (19%). Essa divergéncia poderia ser explicada pela maioria da
populacdo cearense ser constituida de individuos de cor parda, tendo como protetor
natural a melanina. A lingua como sitio mais frequiente esta de acordo com o estudo de
Lucena (2002) sobre a prevaléncia do cancer de boca realizado em uma instituicdo de
referéncia em cancer no Ceara que encontrou frequéncia de 25,7%. Segundo o National
Cancer Institute’s Surveillance Epidemiology (2006) 30% das neoplasias bucais se
originam na lingua e 14% no assoalho bucal. Na Italia, o estudo de Nicotera et al. (2003)
acharam incidéncia de 88% na lingua e 13,5% no assoalho, no Brasil, os pesquisadores
Leite e Koifman (1998) encontraram incidéncia de 40% na lingua.

Foi também observado que houve grande variagdo quanto a localizagdo anatémica
dos tumores. Como 50% da amostra eram consumidores crénicos do alcool,
principalmente cachacga, estes achados vém reforgcar os de Franco et al. (1989) quando

explicam que essa variagdo se deve ao consumo da cachaga.

5.5 Analise histopatolégica

A frequéncia dos casos de carcinomas demonstrou similaridade com a descrita na
literatura, acima de 90% (COSTA et al., 2002; SOARES et al., 2002). No entanto, durante
a coleta outros tipos de neoplasias bucais foram diagnosticados, tais como sarcomas e

melanomas.



Em relagdo ao estadiamento tumoral, 42% dos carcinomas bucais estudados
acometeram estruturas adjacentes (pT4) denotando o padrao invasivo destes tumores e
sua malignidade. Muitos destes pacientes relataram durante a entrevista que quando
notaram a lesdo usaram primeiramente remédios caseiros, depois procuraram o dentista
e estes prescreveram medicamentos mais de uma vez antes do encaminhamento. Esse
fato evidencia o atraso no diagndstico precoce do CA de boca pelos dentistas e a falta de
conhecimento dos pacientes sobre esta doenca o que também é discutido no estudo
realizado por Costa e Migliorati (2001).

A malignidade dessas neoplasias é também notéria quando se observa que 47,4%
tinha comprometimento dos linfonodos cervicais e 50% dos casos era estagio IV. Relato
similar € encontrado no estudo de Amar et al. (2003) onde 49% da amostra estudada era
também estagio IV. Como em outros canceres estes sdo de dificil tratamento os quais
deverao incluir além das cirurgias sessdes de radioterapia e, em alguns casos, a
quimioterapia (COSTA; MIGLIORATI, 2001).

O estudo da correlagdo entre a classificagdo TNM, gradagdo histolégica e
localizagdo anatdmica de 120 carcinomas epidermoides realizado por Costa et al. (2002)
na cidade de Natal evidenciou como neste estudo que os tumores de labio eram os
menores (T1) enquanto os que acometeram a lingua eram os maiores (T3 e T4)
implicando em um pior prognoéstico. Os tumores de maior tamanho acarretam sequelas
cirurgicas para o paciente como desfiguragbes em partes expostas da face com
comprometimento do sistema estomatognato, afastando-o do convivio social e gerando
também problemas familiares. Deve ser ressaltado o elevado custo destas cirurgias para
0 SUS em virtude também do maior tempo de internagdo hospitalar. Essa problematica
vem reforgar a necessidade de marcadores no biomonitoramento de individuos expostos,
que tenham poderes preditivos para lesdo maligna bucal e que possam ser utilizados

rotineiramente no ambulatério.

5.6 Analise das alteragoes nucleares
Os micronucleos tém sido usados no monitoramento de individuos com risco de
exposigdes ocupacionais, ambientais, nos consumidores cronicos do tabaco e do alcool,

na observagcdo da acdo de substancias quimiopreventivas e na verificagcdo da



radiossensibilidade dos tecidos (SUHAS et al., 2004; MIYAJI; COLUS, 2002; RAMIREZ;
SALDANHA, 2002; BENNER et al., 1994; SARTO et al. 1987; CELIK et al., 2003;
BHATTATHIRI et al., 1996; ROSIN, 1992). Esses estudos demonstraram serem os
micronucleos bons biomarcadores quando aplicados em células esfoliadas da mucosa
bucal e por isto vém sendo largamente utilizado para verificar os efeitos do tabaco sob
suas diversas formas (STICH; ROSIN, 1983; STICH et al., 1982;).

No presente estudo devido a baixa frequéncia de individuos nao tabagistas com
neoplasias, apenas trés, estes foram excluidos, pois néo foi possivel realizar analise
estatistica comparativa.

Foram analisados os micronucleos e oito outras alteragdes nucleares. Como ja foi
dito os micronucleos sdo capazes de identificar agentes clastogénicos e aneugénicos
detectando danos iniciais no processo de carcinogénese em individuos expostos sob
risco de desenvolver neoplasia. Quanto as outras alteragdes nucleares analisadas
algumas sao indicativas de fendmenos celulares degenerativos como células com
picnose, cariolise, cariorréxis e cromatina condensada que quando elevadas séao
indicativas de citotoxicidade (necrose e queratinizagédo) e genotoxicidade (apoptose). As
células binucleadas provavelmente sao resultantes de interferéncias em estagios tardios
da divisdo celular. As alteragdes tipo broken-eggs sao projecdes nucleares descritas
primeiramente por Sarto et al. (1987) de origem e significados desconhecidos (TOLBERT
et al., 1991). Os falsos MNs sdo estruturas semelhantes aos MNs, mas que permanecem
ligados ao nucleo principal.

Segundo Takahash (1982) as células com picnose, cariorréxis e cariolise também
indicam estagios finais de degeneracao, ou seja, morte celular. As células binucleadas
estdo presentes com maior frequéncia em displasias e os vacuolos nucleares (espagos
claros entre a cromatina) sdo sinais de necrobiose, encontrados com maior frequéncia
nos carcinomas. Por serem estas alteracdes nucleares caracteristicas de respostas do
organismo as agressdes externas e considerando que a cavidade bucal pode apresentar
fendmenos inflamatérios os mais variados elas foram incluidas nas analises.

A maioria das pesquisas tanto da literatura mundial como no Brasil analisam apenas
os MNs. Com a finalidade de revalidar o protocolo de Tolbert et al. (1991) foi verificado

neste estudo a sensibilidade e a especificidade das citadas alteragdes nucleares.



5.6.1 Comparacgao intra-individual

Nos pacientes com neoplasia bucal foi comparado dois lados: lesdo (L) e mucosa
clinicamente saudavel oposta a lesdo (LOL), pois segundo a teoria do campo de
cancerizagao de Slaugther, a mucosa bucal estaria alterada, implicando em recidivas e
aparecimento de um segundo tumor primario (BRAAKHUIS et al., 2003).

Das nove alteragbes analisadas quatro (cariorréxis, MN, binucleadas e vacuolos
nucleares) diferiram estatisticamente quando comparado os dois lados da mucosa dos
pacientes com cancer. A semelhanca em ambos os lados para cinco das alteracdes
nucleares (caridlise, picnose, cromatina condensada, falso MN e broken-eggs) denota
um carater de ndo normalidade da mucosa do lado oposto a lesdao dos pacientes
portadores de carcinomas.

Considerando todas as alteragdes nucleares analisadas, embora o LOL tenha se
assemelhado mais ao controle que a lesdo, para a alteragdo nuclear tipo cariorréxis,
indicativo de citotoxicidade e genotoxicidade, este grupo diferiu tanto da lesao (L) quanto
do controle (C) demonstrando ser melhor biomarcador do LOL. Outra evidéncia da nao
normalidade do LOL foi verificada quando se analisou a alteragédo nuclear tipo caridlise,
indicativa de necrose e queratinizagao, que diferiu estatisticamente entre LOL e mucosa
sadia (controle).

Adicionalmente as alteragdes ja citadas acrescentam-se os achados quanto a
presenca dos vacuolos nucleares na mucosa do lado oposto a lesdo (LOL), pois foram
menos freqlentes do que nas lesdes (L), entretanto mais frequentes do que nos sadios
(controle). Estes achados sao relevantes, pois ndo se achou relato na literatura de
comparagao intra-individual em pacientes com CA de boca que analisasse estas
mesmas alteragdes nucleares.

Em relacdo aos micronucleos foram verificadas semelhangas entre o lado oposto a
lesdo (LOL) com a mucosa sadia (controle). No entanto entre LOL e lesdo (L), e entre
controle e lesdo (L) os MNs diferiram estatisticamente, denotando a ocorréncia de

diferentes niveis de genotoxicidade entre estes grupos.



5.6.2 Comparacgoes interindividuais

Quando comparado controle e lesdo foram observadas diferengas estatisticas para
algumas das alteragdes nucleares validando o uso do protocolo utilizado nas analises.

As alteragdes mais freqlentes e que caracterizaram a leséo (L) foram MN, células
binucleadas e vacuolos nucleares, pois diferiram significativamente tanto do lado oposto

a leséo (LOL) como dos controles (C).

5.7 Valores preditivos das alteragdes nucleares e fatores de risco

Foram verificados a sensibilidade e a especificidade das alteragdes nucleares
significativas através da curva ‘ROC’ (Receiver Operating Characteristic Curve) pela
qual foi possivel se escolher pontos de corte limitrofes para sadios e doentes (anexo
1X).

A sensibilidade de um teste poderia ser definida como a chance de um individuo
doente ser identificado como doente, ou seja, a medida de quao exatamente um
método diagndstico é capaz de identificar corretamente individuos com doenca.
Enquanto a especificidade seria a chance de um individuo sadio ser diagnosticado
como sadio ou ainda, a medida de quao exatamente um método diagndstico € capaz de
identificar corretamente individuos sem doenca.

Levando em consideragdes as estatisticas sobre incidéncia e prevaléncia do cancer
de boca, optou-se por testes mais especificos implicando em poucos falsos positivos.

Dentre todas as alteragcbes nucleares cariorréxis demonstrou maior poder como
preditora de lesdo bucal com altas especificidade e sensibilidade e com ponte de corte =
4 células indicando lesdo bucal. Na literatura os MNs sdo os mais frequentemente
encontrados provavelmente devido ao fato de ndo levarem em consideragdo as outras
alteragdes nucleares. Uma excecgao foi o estudo de Bohrer et al. (2005) que encontraram
uma quantidade maior de células com cariorréxis no labio inferior de usuarios do tabaco
quando comparado aos ndo usuarios e o estudo de Celik et al. (2003) que acharam
elevada frequéncia de células com cariorréxis nos trabalhadores de uma estagdo de
petroleo expostos ao benzeno e que eram também tabagistas. Estes estudos somados

ao aqui apresentado reforcam a idéia de acrescentar nas analises esta alteragao.



Quando o tabagismo foi associado com as alteragbes nucleares observou-se que
embora todas as variaveis significativas para lesdo maligna tenham sido também
significativas quando associadas ao consumo do tabaco, a associagao mais forte foi para
cariorréxis, confirmando o que foi dito no paragrafo anterior, que esta alteragdo possui
melhor poder de predi¢gao no diagndstico de carcinomas da cavidade oral (tabela 7).

Apesar de Ramirez e Saldanha (2002) encontrarem a alteragdo nuclear tipo
cariorréxis em grande quantidade em pacientes alcodlatras portadores de carcinomas
bucais, este achado foi caracteristico das areas menos expostas (sulco gengivo-labial) o
contrario deste trabalho em que foi encontrada mais em mucosa bucal exposta e do
esperado ja que a freqiéncia aumentada de células com cariorréxis € indicativo de
exposicao a agentes genotoéxicos e citotéxicos.

Para a alteragéo nuclear tipo caridlise, ponto final da degeneragao (morte celular) e
indicativa de necrose e queratinizagdo estabeleceu-se o ponto de corte = 11 células
implicando em lesdo bucal. Encontrou-se também uma alta especificidade (91,43%) e
uma boa sensibilidade (62,86%) embora ndo tao sensivel quanto cariorréxis. Tolbert et
al. (1992) caracterizam esta alteracdo nuclear junto com cariorréxis como indicativas de
citotoxicidade e relacionadas com a promocao do cancer. O trabalho ja citado de Celik et
al. (2003) também encontraram frequéncia elevada de células com caridlise em
trabalhadores expostos ao benzeno e que usavam o tabaco reforgando a caracterizagao
de que quando aumentadas esta alteracéo resulta da agado de agentes citotoxicos.

Em relagdo aos MNs, obteve-se alta especificidade (97,06%).e baixa sensibilidade
(27,27%) com ponto de corte = 2 implicando em lesao bucal. A maioria dos estudos que
aplica o teste do Micronucleo compara a mucosa bucal de individuos tabagistas e nao
tabagistas (SUHAS et al., 2004; MAJER et al., 2001; KAUGARS et al.,, 1992; STICH,;
ROSIN, 1983), no entanto poucos analisam os MNs nos tumores. Neste estudo os MNs
nao foram evidenciados tdo bons marcadores de lesdo bucal quando comparado com a
alteracdo nuclear cariorréxis, talvez porque sao produzidos nos estagios iniciais da
carcinogénese o que se contrapde a amostra estudada cujos individuos eram portadoras
de lesbes ja avancadas. No entanto o estudo de Carvalho et al. (2002) que tentaram
testar a hipétese de que os MNs pudessem ser empregados como preditivos de recidivas

ou segundo tumor primario demonstraram uma elevada frequéncia dos MNs em tumores



T3 e T4 em relacdo aos tumores T1 e T2. Interessante informar que dentre todas as
alteragbes nucleares analisadas o MN foi a Unica alteragdo significativa (p=0,006)
quando associada ao fator de risco exposicdo ao sol, confirmando serem indicativos de
genotoxicidade (tabela 7).

Os dados que foram encontrados com relagdo aos vacuolos nucleares mostraram
alta especificidade (97,14%) e boa sensibilidade (54,55%) com ponto de corte = 77
implicando em lesdo bucal. Esta alteracdo nuclear foi a que mais se relacionou com o
consumo de bebidas alcodlicas parecendo haver relagéo entre este tipo de alteragao e o
alcool, no entanto estudos mais amplos a este respeito se fazem necessarios, pois nao
se encontrou na literatura nenhum estudo analisando os vacuolos nucleares. A
confirmagao de que o consumo de bebidas alcodlicas é realmente um fator de risco foi
confirmado pela associagao significativa com todas as alteragdes nucleares preditoras de
lesdo maligna (tabela 6).

As células binucleadas frequentemente encontradas em displasias (TAKAHASH,
1982) com ponto de corte = 7 implicando em lesdo bucal, obteve a mais alta
especificidade (100%) e baixa sensibilidade (32,35%) enfatizando a importancia da
inclusdo da contagem de células com essas alteragbes conforme defendido por alguns
autores (TOLBERT et al, 1992; SARTO et al., 1987). Celik et al. (2003) também
encontraram frequéncia aumentada de células binucleadas nos tabagistas expostos ao
benzeno.

Outros fatores de risco além do tabagismo foram relacionados com as alteragdes
nucleares. A carie dentaria foi estatisticamente significativa quando associada a quatro
(cariorréxis, cariolise, MN e binucleadas) das alteragdes nucleares preditoras de lesao
maligna. Quanto a gengivite houve resultados estatisticamente significantes com relagédo
a trés das alteragdes nucleares (cariorréxis, cariolise e vacuolos nucleares). Estes
achados evidenciam a importancia da higiene bucal como co-fator na etiologia destas
lesbes. Diante dessas analises verifica-se a aplicabilidade do estudo ndao sé dos
micronucleos como também das demais alteragdes nucleares aqui analisadas como
ferramentas para a identificacdo precoce de lesdes bucais de pacientes expostos a

fatores de risco.



Alguns problemas foram enfrentados durante a realizag&o deste trabalho, tais como
falta de informagdes nos prontuarios, ndo acompanhamento dos pacientes apds cirurgia
e/ou radioterapia para que fossem observados recidivas e segundo tumor primario e falta
de ambulatério especializado para detecgao precoce de lesdes bucais. Dessa maneira foi
possivel chegar a algumas conclusdes relevantes que poderdo ser utilizadas na triagem

de pacientes com risco para o cancer de boca.



6. CONCLUSOES

e As alteragdes nucleares cariorréxis, cariolise, micronucleos, binucleadas e
vacuolos nucleares possuem sensibilidade e especificidade capazes de serem
utilizadas como preditoras de carcinomas da cavidade bucal.

e A mucosa do lado oposto a lesdo dos pacientes com carcinomas bucais possui
alteracdes nucleares que a caracterizam como mucosa nao sadia.

e O teste do Micronucleo deve incluir além das alteracdes nucleares categorizadas
por Tolbert et. al. (1991) os vacuolos nucleares e pode ser usado no
monitoramento de individuos sob risco de desenvolvimento de carcinomas

bucais.
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ANEXOS



ANEXO |

Protocolo de coloragao de esfregago bucal para detecgdao do micronucleo
(FEULGEN-ROSSEMBECK)
1. Hidrdlise das laminas com o esfregaco pelo HCI 1N.

e 8,7 mL de HCI concentrado e 91,3 mL de agua destilada, ou seja, 100 mL;

e Pré-aqueca os 100 mL de HCI 1N em potencia média no microondas por 40

segundos até atingir 60°C.

2. Mergulhe as laminas dentro de um borrel contendo o HCI 1N a 60°C e deixe na
estufa pré-aquecida também a 60°C por 4 minutos.

3. Lave as laminas em agua destilada. Utilize uma piseta.

4. Seque as laminas.

5. Pingue o reativo de Schiff sobre as laminas com uma pipeta de vidro de maneira a formar
um filme sobre a lamina. Tenha o cuidado para nao tornar a colocar a pipeta novamente no

frasco do corante para nao contamina-lo (90 minutos).

6. Mergulhe as laminas no metabissulfito (trés imersdes de 2 minutos cada) para retirar o

excesso do reativo. Utilize um borrel.

7. Lave as laminas com agua destilada. Utilize uma piseta.

8. Contracore com “fast-green” (30 segundos). Utilize um borrel.

Lave as laminas conforme item 3 para retirar o excesso.

9. Mergulhe as laminas em trés banhos de alcool e trés de xilol.

10. Monte a lamina pingando o balsamo do Canada e coloque a laminula

+ O corante fast-green podera ser reutilizado se filtrado.



ANEXO Il

Protocolo de preparagao do metabissulfito de sédio

® Pese 5g de metabissulfito de sddio e coloque em 500 mL de agua destilada.

Guarde de preferéncia na geladeira.

+ Guarde de preferéncia na geladeira.



ANEXO il

Protocolo de confecgao do Reativo de Schiff

+ Separar e conferir material: agua destilada, béquer, termémetro, pipeta de 5 mL,

HCI concentrado, papel de filtro, funil, papel aluminio, baqueta, vidro escuro.

4+ Pesar os materiais: fucsina basica (1g), metabissulfito de sddio (2g) e carvao
ativado (0,59)

1. Aquecer 200 mL de agua destilada até entrar em ebulicdo

2. Junte a 4gua em ebulicdo com a fucsina e deixe esfriar até 50°C. Nessa etapa a

solugéo é vinho escuro e opaco.

3. Adicione 1mL de HCI concentrado a solugéo de agua destilada + fucsina e deixe

agitando por 10 minutos.

4. Adicione agora 2g do metabissulfito e deixe agitando por mais 10 minutos. Agora a

solucao fica mais clara.

5. Deixe em repouso em vidro escuro por 24h.

6. Coloque o carvao ativado (0,59) e deixe agitando por 10 minutos.

7. Filtre a solugdo que estara incolor ou de cor alaranjada e guarde em vidro escuro na

geladeira.



ANEXO IV

Protocolo de confecgao do “fast-green”

1. Separe 30 mL de agua destilada, use uma proveta.

2. Junte os 30 mL de agua destilada a 70 mL de etanol absoluto e adicione 1g de “fast-

green”.

+ Guarde em frasco envolto em papel aluminio.



ANEXO V

Cadastro Para Dados Epidemiolégicos do Projeto: Danos Genéticos em Esfregaco de Mucosas Bucal: Correlagdo com o Habito
de Fumar na Progressao a Transformagao Maligna.

Prontuario Numero: Data: / /
Nome:
Sexo: 1.( )M 2( )F Data do Nascimento: / /
Procedéncia: ( ) 1.Fortaleza ( ) 2.Interior do Ceara ( )3. Outros
Ocupacao:
Enderego:
Telefone:

Estado Civil: 1. ( ) casado(a) 2. ( ) solteiro(a) 3. ( )Outros

1. DADOS SOCIO-ECONOMICOS:

Renda familiar:

2. CONDIGAO BUCAL:
21. Usa prétese dentaria?

1.( )sim Tipo: 1. ( ) protese total 2. ( ) protese parcial removivel 3. ( ) prétese parcial

2.( )nao
2.2. Gengiva: 1. ( ) clinicamente saudavel 2. ( )inflamada
2.3. Periodontite: 1.( )sim 2.( )néo
2.4. Dentes cariados: 1.( ) presentes 2.( )ausentes 3. desdentados

2.5. Lesdodemucosa: 1.( )sim 2.( )ndo Tipo:

Localizagao: Estadiamento:

2.6. Escovacao dentaria (Quantas vezes por semana?)

1. ndo escova 2. 01-15 escovagdes 3. 15-30 escovagbes 4. acima de 30 escovagdes

27. Faz uso de anti-séptico bucal: 1.( )sim 2.( )ndo

Tipo: ( )1.Cepacol ( )2.Listherine ( )3.Aroeira ( )4.Outros

3. HABITO DE FUMAR
3.1. Fumante?
1.( )sim 2.( )nao (Sejafumou ha quanto tempo parou? )
3.2.  Qual tipo de fumo?

1. ( ) cigarro com filtro 2. ( )cigarro semfiltro 3. ( ) cigarro de palha

4. ( )charuto 5. ( )cachimbo 6. ( ) fumo mascado
Outros
1—-( )De 01-02 tipos de fumo

2- ( )Acima de 02 tipos de fumo
3.3. Ha quanto tempo?
1.( )20anos 2.( )20-40anos 3.( )40-60anos 4.( )Acimade 60 anos

3.4. Quantos cigarros por dia?
1.( )menosouiguala’carteira 2. ( )'%a01carteira 3.( )01a02carteiras 4.( )mais que 02 carteiras

3.5. Fumante passivo? 1.( )sim 2.( )nao



4. USO DE DROGAS
41. Estafazendo uso de alguma medicagao?
1.( )sim 2.( )nao
Qual:

1. Vitamina (s) 2. Antiacido 3. Antihipertensivo 4. Hormonios (s) 5. Outros

4.3. Uso de drogas:
1.( )sim 2.( )ndo Qual:

5. HABITOS ALIMENTARES
5.1. Café:
a.( )sim Quantas xicaras (pequena) por dia?

b. ( )néo

5.2. Alimentos quentes: 1.( )sim 2.( )ndo
5.3. Alimentos picantes: 1.( )sim 2.( )néo
5.4. Ingestao de bebidas alcodlicas: 1.( )sim 2.( )nao
5.4.1. Ha quanto tempo bebe?
1.( )01-15anos 2.( )15-30anos  3.( )30-45anos 4. ( )Acima de 45 anos

5.4.2. Frequéncia (semanal):
1.( ) De 01a02vezes porsemana 2.( )De 03 a 05 vezes porsemana 3. ( ) Todos os dias
5.4.3. Quantidade (semanal):
1.( )350-700mL 2.( )1L 3.( )Acimade 1L
5.4.3. Qualtipo de bebida? 1.( ) fermentada 2.( )destilada 3. ambos

Outros:
6. EXPOSIGAO A AGENTES FiSICOS
6.1. Sol: 1.( )sim 2.( )nao

6.2. Radiagao/radiografia: 1.( )sim 2.( )nao

6.3. Inseticida: 1. ( )sim 2. ( )nao



ANEXO VI

TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Instituicdo: Departamento de Patologia e Medicina Legal — Laboratério de Genética Molecular

Endereco: Faculdade de Medicina, Rua Monsenhor Furtado S/N. Bairro: Rodolfo Tedfilo

Investigador responsavel: Maria Adriana Skeff de Paula Miranda

Titulo: “Danos genéticos em esfregacos de mucosa bucal: correlacdo com o habito de fumar na

progressao a transformacio maligna”.

Eu, por este meio, fui informado (a),

em detalhes, sobre o estudo intitulado: “Danos genéticos em esfregacos de mucosa

bucal: correlacdo com o habito de fumar na progressio a transformacdo maligna”. Eu

serei um (a) dos (as) participantes deste estudo. A pesquisa em questédo pretende fazer
um estudo dos fatores de risco para o desenvolvimento de transformag¢des malignas na
mucosa bucal, de modo a efetuar medidas preventivas, para obter o maximo de
beneficios para o paciente. Eu compreendo que minha participacdo € inteiramente
voluntaria. Todos os dados da minha participacdo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de saude e
profissionais envolvidos nesse estudo, os quais, quando necessario, terao acesso ao
meu prontuario. Como minha participagao € voluntaria, posso abandonar o estudo a
qualquer momento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus
direitos onde recebo atendimento médico. Se eu tiver qualquer duvida ou perguntas
relativas a este estudo ou aos meus direitos no que diz respeito a minha participacgao,

posso contactar no telefone

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Endereco: Telefone:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Assinatura do investigador:
Data:




ANEXO VI

Commitd de Bticn em Pesgpuins

OF. N" 5902 Fortaleza, (17 de margo de 2002
Protocolo n® 06/02

Pesquisador responsivel: Maria Adrinna Skeff de Pauls Miranda
Dept®./8ervign: Departamenio de Patologia e Medicina Legal/LIFC

Titulo do Projeto: “Danos pendticos em esfregagos de mucosa bucal: correlagio
com o hdbito de fumar na progressio & transformagdo maligna”

Levamos ao conhecimento de V.5% que o Comité de Etica em Pesguisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceard — COMEPE, dentro
doz normas que regulsmentsm 8 pesquisa em zercs humanos, do Conselho
Macional de Satde — Ministério da Saide, Resolugio 0196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugho n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Didrio Oficial,
em 16 de outubro de 1996 ¢ 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado ne reunido do dia 28 de fevereiro de 2002,

Alenciosaments,

. : e
e o
:?fj?‘:g': T PNCRIFE



ANEXO Vil

Tabela das Comparagdes Multiplas para as variaveis significativas no teste de Kruskal-Wallis

Variaveis Controle vs. Lesao maligna
Cariorréxis Dif 31.429 *
dms 5% 14,95
Cariolise Dif 26,014 *
dms 5% 14,95
Falso MN Dif 8.163
dms 5% 14,894
MN Dif 20,470 *
dms 5% 14,840
Binucleadas Dif 29.550 *
dms 5% 14,894
Vacuolos Dif 25,174 *
dms 5% 14,840

Dif: Valor absoluto da diferenca entre as médias dos postos (ranks) dos grupos em questao.
dms (Diferenga minima significativa): Valor a partir do qual se considera-se os grupos estatisticamente

diferentes entre si, ao nivel de significancia de 5%.

Pelo quadro acima, observa-se que as variaveis cariorréxis, caridlise, MN,
binucleadas e vacuolos nucleares, o grupo dos pacientes com carcinomas difere
significativamente dos demais. Todas as comparacdes multiplas foram feitas ao nivel de

5% de significancia.



ANEXO IX

Curvas de ‘ROC’ para Cariorréxis, Cariolise, Micronucleos, Binucleadas e Vacuolos.

=
_

Curva ROC

I
_
[\
=
o
o
0]
Cariorrexis
Cariolise
Fll
Binucleadas
Wacuolos
Referéncia
o
o 71 | | | | |
oo 0.2 04 06 0a 1.0
1- Especificidade
Estatisticas descritivas e testes relativos as curvas de ROC.
Intervalo de Confianca
Variaveis Area EP N,Desc Inf Sup
Binucleadas 0,843 0,048 < 0,001 0,749 0,938
Cariorrexis 0,838 0,050 < 0,001 0,741 0,935
Vacuolos 0,797 0,055 < 0,001 0,689 0,905
Cariolise 0,797 0,055 < 0,001 0,689 0,904
MN 0,758 0,060 < 0,001 0,639 0,876

Observa-se na tabela acima que todas as variaveis sao significativas como

preditoras da doenca, sendo a variavel binucleadas a que obteve maior area sob a

curva ROC, seguida de forma bastante aproximada por Cariorréxis.



Tomando como ponto de corte para diagnostico os valores abaixo:

Cariorrexis: 2 4 implicando em teste positivo (com lesdo maligna)

Caridlise: 2 11 implicando em teste positivo (com lesdo maligna)

MN: 2 2 implicando em teste positivo (com lesdo maligna)

Binucleadas: 2 7 implicando em teste positivo (com lesdo maligna)

Vacuolos: 2 77 implicando em teste positivo (com lesdo maligna)

obtém-se a tabela a seguir:

Variaveis Sensib  Especif  VPT =~ VPP  FP (%) VPN  FN (%) RVP RVN
) o) (B (%) (o)

Cariorrexis 80,00 80,00 80,00 17,39 82,61 98,70 1,30 4,00 0,25

Cariolise 62,86 91,43 90,00 27,85 72,15 9791 2,09 7,33 0,41

MN 27,27 97,06 93,57 32,80 67,20 96,21 3,79 9,27 0,75

Binucleadas 32,35 100,00 96,62 100,00 0,00 96,56 3,44 -ee- 0,68

Vacuolos 54,55 97,14 95,01 50,12 49,88 97,60 2,40 19,09 0,47

VPT: Valor de predigio do teste. VPP: Valor de predigdo positiva. FP: Falsos positivos.

VPN: Valor de predi¢do negativa.

RVN: Razdo de verossimilhanga negativa.

FN: Falsos negativos. RVP: Razdo de verossimilhanga positiva.




ANEXO X

Distribuicdo das alteragdes nucleares nos grupos estudados.

Qtde individuos

Qtde individuos

Distribuicao de alteragao do tipo Caridlise

8
6
4
2
0
de0adfdesad ) "y 19 24 29 34 39 44 49 54 59 64 426
controle 15 15 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
—&— oposto a lesdo 1 7 6 2 2 4 1 0 0 0 1 0 1 3
—8—leso 7 7 3 5 4 2 2 2 0 0 1 0 0 5
Distribuicao de alteragao do tipo Picnose
de 15a17
controle 13 12 0 0
—&— oposto & lesdo 24 6 1 0

|—#— lesdo

1




Qtde Individuos

Qtde Individuos

Distribuicao de alteragao tipo Cromatina Condensada

de0a9 de 10a 19 de 20 a 29 de 30 a 39 de40a49 de 50 a 59 de 60 a 69 de 70 a 251
controle 18 8 6 1 0 0
—e—oposto a lesdo 17 10 4 2 1 3
—#—lesdo 19 6 3 1 3 4

Distribuigao de alteragéo do tipo Micronucleo

8

6

4

2

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1"
controle 29 4 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
—&— oposto a lesdo 25 8 3 1 1 0 0 0 0 0 0 0
—8— lesao 15 12 5 3 1 1 0 0 0 0 0 1




Qtde individuos

Qtde de individuos

Distribuicao de alteragao tipo "Broken-eggs"
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Qtde de individuos

Distribui¢do de alteracao tipo Binucleagdo

controle
—&— oposto a leséo 27 6 4 0 0 0 0 0 0 0 0
—8— lesao 12 13 3 3 0 1 1 1 0 0 1

Distribuicao de alteragao do tipo Vactiolos Nucleares

de0a20 dedla de 101 a |de 121 a | de 11 a|de 161 a|de 181 a|de 201 a|de 221a|de 241 a|de 261a acia de
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 281
controle 29 2 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
—e— oposto a lesdo 23 2 3 2 2 3 0 1 0 0 0 0 1 0 1
—®—lesdo 18 1 1 0 2 2 0 2 0 0 0 3 0 1 8
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ANEXO Xl Apresentagao em congresso
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Pranchas

a- Picnose b- Caridlise c- Cromatina condensada d- falso MN e- Vacuolos necleares f-

e

Nucleo de célula neoplasica



a- Binucleagcao b- Broken-eggs c- Cariorréxis d- Micronucleo e, f, g, h- Broken-eggs



i- Alteracdo nuclear desconhecida j- Nucleos interligados



