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RESUMO

A cavidade oral esta constantemente exposta a traumas fisicos, quimicos e biol6gicos que
fazem com que os tecidos respondam sob vérias formas de manifestacdes clinicas. As lesdes
mais comuns sdo as traumaticas, as flngicas, as virais, as bacterianas e as consideradas de
etiologia multifatorial, como o cancer, as Ulceras aftosas recorrentes, o liquen plano e as
leucoplasias, sendo as duas ultimas classificadas como desordens potencialmente malignas
(DPM). As DPM e o cancer de boca apresentam alta incidéncia na populacdo brasileira, e 0
diagndstico geralmente se da em fase tardia. A anélise de alteragdes citogenéticas, incluindo a
frequiéncia de micronucleo (MN) em células esfoliadas do tecido epitelial, tem sido utilizada
como um “dosimetro endogeno” precoce para sitios que sdo alvos especificos de agentes
genotoxicos e cancerigenos. Assim, 0 presente estudo teve como objetivos avaliar a
frequéncia células basais e diferenciadas, bem como de marcadores de alteraces genéticas
(micronucleos, brotos nucleares), de citotoxidade e desregulacdo no ciclo celular (células
binucleadas, caridlise, cariorréxe e ndcleos com cromatina condensada) em células esfoliadas
da mucosa oral de pacientes com leucoplasia, liquen plano e cancer da cavidade bucal. Foram
avaliados 68 individuos na faixa etaria entre 24 e 82 anos, dos quais 10 portadores de
leucoplasia oral, 16 de liquen plano e 15 de cancer bucal. O grupo controle foi constituido de
27 individuos sem lesGes orais, pareados por sexo e idade. Os resultados mostraram aumento
significativo de alteracdes citogenéticas, ndo restritas a area da lesdo, na mucosa oral dos
portadores de leucoplasia, liquen plano e céncer. Esses achados confirmam a influéncia
genética na etiologia e desenvolvimento dessas doencas, a0 mesmo tempo em que sugerem
que os mecanismos de citotoxicidade e mutagenicidade associados as leucoplasias, liquen
plano e cancer bucal ndo estdo relacionados, apenas, ao processo fisiopatologico da lesao.
Além disso, os resultados sugerem a possibilidade de que essas lesdes partilhem eventos
comuns de génese e desenvolvimento.

Palavras-chave: Cancer bucal, desordens potencialmente malignas, leucoplasia, liquen plano,
micronucleo.



I. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes iniciais

A mucosa oral estd constantemente exposta a traumas fisicos, quimicos e
bioldgicos, que fazem com que o0s tecidos respondam por meio de diferentes
manifestagdes clinicas. As lesdes mais comuns da mucosa oral sdo as de origem
traumaética, fungica, viral, bacteriana e as consideradas de etiologia multifatorial, como,
por exemplo, as Ulceras aftosas recorrentes, as lesdes cancerosas, o liquen plano e a
leucoplasia, sendo as duas Ultimas classificadas como desordens potencialmente
malignas (DPM) (Esmeili et al., 2005; Warnakulasuriya et al. 2007; Figueiral et al.,
2007; Mell, 2008; Scully & Porter, 2008).

A cavidade oral € composta por mucosa jugal, assoalho bucal, gengivas, palato e
lingua. A mucosa que a reveste é constituida por epitélio do tipo escamoso estratificado
formado pelas camadas basal, espinhosa, granular ou intermediaria e superficial, que
pode ou ndo ser queratinizada (Figura 1). O epitélio escamoso se mantém por um
sistema de renovacao celular continuo, no qual as novas células da camada basal
migram para a superficie para substituir aquelas que sdo esfoliadas (Ten Cate et al.,
1998; Celik et al., 2003). O tempo requerido para a divisdo, maturacdo e migracao da
célula para a camada superficial varia de acordo com o tipo de tecido, sendo que as
células da mucosa oral, que se renovam a cada 7-14 dias, levam aproximadamente trés
semanas para atingir a superficie (Tolbert et al., 1992). No entanto, essa dindmica de
renovacdo celular pode ser afetada por irritagdes fisicas, quimicas, ou ainda, por agentes

infecciosos (Rossin, 1992).

Por vezes, a cavidade oral é descrita como um espelho que reflete a saide, uma
vez que as alteracbes observadas podem ser indicativas de doengas sistémicas como
diabetes, deficiéncias vitaminicas, efeitos do consumo crénico de tabaco e/ou alcool, ou,
ainda, de efeitos de medicamentos que limitam a capacidade proliferativa dos epitélios,
tornando a mucosa fina e/ou ulcerada. Indiretamente, as drogas antineoplasicas, por
exemplo, podem afetar as glandulas salivares, reduzindo a producdo de saliva e
prejudicando a eficiéncia da barreira imunoprotetora da mucosa, aumentando, assim, 0

risco de infecgdes locais (Squier & Kremer, 2001).
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Figura 1. Epitélio escamoso estratificado queratinizado (a) e ndo queratinizado (a e b). (i)
Camada superficial; (ii) camada intermediaria; (iii) camada basal; (iv) camada de células

espinhosas; (v) lamina prépria. (a) Esquema adaptado de Squier & Kremer (2001); (b) esquema
adaptado de Holland et al.(2008).



As células da mucosa oral tém capacidade metabolizadora e, por se tratar da
primeira barreira contra substancias toxicas e mutagénicas, ingeridas ou inaladas, séo

consideradas sistemas importantes para a avaliacdo de danos no DNA.

A andlise toxicogenética utilizando células epiteliais esfoliadas da mucosa oral
confere diversas vantagens, pois, além de ser alvo primario de exposicdo, a obtencdo
minimamente invasiva possibilita 0 monitoramento de populacGes expostas a agentes
genotoxicos e permite fazer associacfes entre o estilo de vida e os danos encontrados

nesse epitélio (Holland et al. 2008).

As celulas epiteliais esfoliadas tem sido utilizadas ha mais de duas décadas para
a avaliacdo de danos nas cavidades oral e nasal, bronquios, eséfago, cérvix, bexiga e
trato urinario (Stich & Rossin, 1983), devido a sua eficiéncia para a deteccdo de
alteracdes citogenéticas, diagnosticos de condi¢cdes com potencial de malignizacdo e em
pesquisas genémicas que podem preceder, predispor, ou até promover o

desenvolvimento tumoral.

1.2. Desordens Potencialmente Malignas (DPM)

Desordem Potencialmente Maligna é o termo recomendado para denominar um
grupo de lesdes que apresentam alteragdes morfoldgicas e que podem ter potencial para
a transformacgdo maligna (Warnakulasuriya et al. 2007). S&o consideradas DPM a
leucoplasia, a leucoplasia verrucosa proliferativa, a eritroplasia, a queilite actinica, a
fibrose submucosa, o liquen plano e a atrofia por deficiéncia de ferro (Van Der Vaal,
2009).

A leucoplasia consiste em uma placa branca de risco questionavel e etiologia
desconhecida, mas que esta principalmente relacionada ao tabagismo e ao consumo de
alcool, sendo até seis vezes mais frequente entre fumantes (Dietrich et al., 2004;
Maserejian et al.,, 2006). A leucoplasia oral faz parte de um grupo de lesbes
heterogéneas, das quais 5% a 15% sdo classificadas histopatologicamente como
displasias (Suarez et al., 1998; Pindborg et al., 1997; Subdo & Reith, 2005;
Warnakulasuriya et al (2007). Na literatura, h4 controvérsias em relacdo a incidéncia

das leucoplasias que se convertem em carcinoma espinocelular, para a qual o indice de
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malignizacdo varia de 1,4% a 36%, em um periodo de 1 a 30 anos (Silverman et al.,
1984; Lee et al.,, 2000; Warnakulasuriya, 2000; Saito et al., 2001, Kurokawa et al.,
2002, Carinci et al., 2005).

Em 2003, a OMS classificou a displasia epitelial oral como leve, moderada,
severa e carcinoma in situ, de acordo com a presenca e severidade da atipia celular e da
espessura da camada displésica, quando comparada a espessura total do epitélio normal.
As displasias leves estdo limitadas principalmente as camadas basal e parabasal,
enquanto as moderadas afetam desde a camada basal até a porcdo média da camada
espinhosa e as severas apresentam alteracfes desde a camada basal até um nivel acima
da porcdo média do epitélio (Barnes et al., 2005). O acumulo de evidéncias tem
demonstrado que a displasia epitelial € um provavel marcador biol6égico de
malignidade, uma vez que o risco de malignizacdo das displasias moderadas ou severas
é significativamente maior que o da displasia leve ou hiperplasia (Subdo et al., 2001;
Subdo & Reith, 2005; Carinci et al., 2005).

O marcador tradicional de prognostico da displasia epitelial € o seu tipo e o grau
histolégico (Warnakulasuriya, 2000, 2001). Entretanto, é sabido que lesGes nao
displésicas também podem se transformar em céncer, e que nem todas as displasias
tornam-se malignas, uma vez que sua regressdo espontanea tem sido relacionada a

mudancas de habitos e estilo de vida (Sankaranarayanan, 1997; Reibel, 2003).

O liquen plano, por sua vez, € uma doenca imunoldgica mucocutanea,
caracterizada pela inflamacdo cronica da mucosa, de etiologia desconhecida, mas que
parece estar relacionada a interacGes entre fatores genéticos, ambientais e individuais
(Scully et al, 1998). Histologicamente, o liquen plano é caracterizado por infiltrado
linfocitario na camada epitelial e lise das células da camada basal (Chainani-Wu et al,
2001; Bruno et al, 2002); clinicamente, apresenta-se de forma reticular, atrofica,
bolhosa e erosiva (Edwards & Kelsch, 2002).

Alguns autores consideram as inflamagdes cronicas do epitélio como risco
potencial para a malignizacdo do liquen plano, embora essa capacidade seja ainda muito
discutida (Valente et al, 2001, Kim et al 2001, Mignogna et al, 2001, Bromwich, 2002,
Mignogna et al, 2002). Ha pesquisadores que relatam a probabilidade de 0,2% para a
transformacdo do liquen plano em carcinoma espino-celular (CEC) (Sugerman &

Savage, 2002), enquanto outros acreditam que somente as lesdes liquendides com
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displasia epitelial sdo de alto risco para progressdo em carcinoma oral (Zhang et al,
1997, 2000; Edwards & Kelsch, 2002). Recentemente, Gonzalez-Moles et al. (2008)
concluiram que o potencial maligno do liquen plano permanece indefinido e ressaltaram
a dificuldade em se diferenciar a malignizacéo induzida pelo uso cronico de substancias

cancerigenas daquelas secundarias ao liquen plano.

1.3. Cancer de boca

O céncer de boca é o mais comum dentre os tumores de cabeca e pescogo,
correspondendo a 40% dos casos (Jacobs et al., 1987, Lippman & Hong, 2001,
Canevari & Rogatto, 2004), dentre os quais, o carcinoma espinocelular (CEC)
representa de 90% a 95%, sendo o tipo histoldégico mais frequente (Carvalho, 2001;
Didevitis, 2004). No Brasil, a estimativa de cancer oral para 2011 é de 14.120 casos
novos, sendo 10.330 em homens e 3790 em mulheres (INCA, 2009). Mundialmente,
mais de 300.000 novos casos de carcinoma espinocelular sdo diagnosticados
anualmente (Mork, 1998; Greenlee et al., 2000).

Os CEC apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade, com prognéstico
que ndo se modificou nas Ultimas quatro décadas (Mork, 1998; Greenlee et al., 2000),
devido, entre outros fatores, ao estadio clinico avangado no momento do diagnostico
(Vokes et al., 1993) e, consequentemente, tratamentos cada vez mais agressivos.

Os principais fatores associados ao risco para o desenvolvimento do cancer de
boca sdo o tabagismo e o consumo de bebidas alcodlicas, principalmente aquelas de alto
teor alcodlico (Hahn et al., 2002; Maserejian et al., 2006; INCA 2007), com um efeito
sinérgico entre ambos e uma relacdo diretamente proporcional a quantidade e tempo de

exposicao (Lazarus & Park, 2000).

O éalcool age como solvente que facilita a penetracdo de compostos
cancerigenos ambientais na mucosa, assim como o alcoolismo crénico pode levar a
atrofia do parénquima das glandulas par6tidas e submandibulares, resultando no
comprometimento funcional do fluxo e viscosidade da saliva e, com isso, expondo a

superficie da mucosa a maiores concentragdes de carcindgenos (Maier et al., 1986).
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O tabaco, em suas diversas formas, além de importante fator de risco para o
cancer bucal, é também responsavel pelo surgimento de outras lesdes na mucosa oral
(Winn, 2001). Ja estd bem estabelecido que dentre os muitos carcindgenos presentes na
fumaca do cigarro, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, as aminas aromaticas e

as nitrosaminas sdo 0s mais ativos.

Inclui-se, ainda, entre os fatores de risco para o cancer de boca, dietas pobres em
frutas e vegetais, alguns virus, como o HPV e o da herpes simples, irritacdo mecanica
crénica (acdo de bordas cortantes dos dentes sobre a mucosa bucal e o uso de préteses
mal-adaptadas), radiacdo solar (no caso de cancer labial), heranca genética (Copper et
al., 1995; Foulkes et al., 1996; Brown et al., 2001), fatores ocupacionais (ashesto e
niquel) e ma higiene bucal, que podem, também, propiciar alteracfes epiteliais que
tornam a mucosa bucal mais vulneravel aos processos carcinogénicos (Thuler &
Rebelo, 1999; Lissowska et al., 2003; Kozamara et al., 2005; Rosenquist et al., 2005;
INCA 2007; Taghavi & Yazdi, 2007; Tsantoulis et al., 2007). A distribuicdo dos fatores
de riscos varia consideravelmente entre as populaces (Lazarus & Park, 2000), pois
fatores genéticos desempenham papel importante no desenvolvimento de doencas
bucais, influenciando o metabolismo de carcindgenos e a frequéncia de mutacgdes

responsaveis pela iniciagcdo da carcinogénese (Spitz et al., 1999).

I.4. Micronucleos e outras anormalidades nucleares (Figura 2)

Os microndcleos (MNs) foram considerados marcadores de instabilidade
gendmica pela primeira vez por Boller e Schimid, em 1970. S&o definidos como
corpusculos de cromatina (fragmentos cromossdmicos ou Cromossomos inteiros)
envolvidos por membrana nuclear e que ndo foram incluidos no nacleo principal das
células-filhas durante a divisdo celular. Com isso, os MNs somente s&o visualizados em
células que sofreram danos cromossémicos e que completaram pelo menos um ciclo de
divisdo (Schimid, 1975; Tolbert et al., 1992). Os MNs ficam localizados proximos ao
nacleo principal, sdo morfologicamente indistinguiveis deste, sendo apenas
identificados por seu tamanho menor (Fenech et al., 1997; Fenech et al.,1999), e se
manifestam durante a anafase, por defeitos no aparelho mitético ou devido a presenca

de fragmentos cromossomicas acéntricos originados, por exemplo, pela acdo de
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substancias mutagénicas (Heddle et al., 1991; Fenech et al.,1999). No caso de MNs
formados por cromossomos inteiros, a hipometilagdo em sequéncias repetidas do DNA
pericentromérico e centromérico (Fenech, 2005; Fenech 2006), cromossomos
dicéntricos, defeitos no cinetocéro, defeitos no fuso e erros nos genes de check points na

anéfase, podem ser 0s eventos responsaveis (Fenech et al., 2011).

Outra anormalidade nuclear que também ¢é considerada um marcador de
instabilidade gendmica € o broto nuclear, cujo mecanismo de formacdo ainda ndo foi
completamente elucidado, mas acredita-se que represente amplificacdo génica ou falha
no sistema de reparo de DNA (Shimizu et al.,1998; Fenech et al.,2002). O broto nuclear
é visualizado na periferia do nucleo e se originaria via recombinacdo entre regides
homologas com sequéncias amplificadas, formando miniciclos de DNA acéntricos e
ateloméricos ou, ainda, por excisdo de sequéncias amplificadas ap0s a segregacao para
regides distintas no nucleo (Fenech, 2005). Tais fenémenos sugerem a capacidade
nuclear de detectar excesso de DNA e desencadear processos de reparacdo. De acordo
com alguns autores a formacdo do broto nuclear ocorre durante a fase S, porém a
duracdo do processo e extrusdo desse material continua desconhecido (Thomas et al.,
2003; Fenech, 2006; Utani et al.,2007). De acordo com Lindeberg et al. (2007) a génese
do broto nuclear e do micronucleo seria semelhante, pois qualquer DNA que fique no
citoplasma, na mitose, é encapsulado pela membrana nuclear na fase S durante a
reconstituicdo do envelope nuclear e sintese de DNA, formando um brotamento, o qual

pode se desconectar do ndcleo e formar um micronucleo.

A citotoxicidade tem clara influéncia na cinética de divisdo celular e nos
sistemas controladores do ciclo celular. Alteragdes nucleares avaliadas com vistas a
detectar agentes com potencial citotoxico sdo representadas por picnose, que € um
mecanismo alternativo de desintegracdo nuclear (Chen et al., 2006; Holland et al.,
2008); cariolise, que representa a perda do nucleo; cromatina condensada que esta
relacionada as fases iniciais de apoptose, estando relacionada, também, aos processos de
diferenciacdo e maturacdo de células epiteliais; cariorréx, que é a fragmentacdo do
nucleo e, além de indicar fase final da apoptose, pode ser considerada potencial
biomarcador de doencas sistémicas e de exposicao a agentes genotoxicos (Tolbert et al.,
1992; Thomas et al, 2007); e células binucleadas, que sdo reconhecidas como falha na

mitose.



14

‘ - +Genbmanormal —
Célula basal \
Quebra ou perda Normal
cromossomica
v \
Morte celular apoptoética Amplificaca
(morfogenética ou induzida mgé'ni'g:gao
por dano no DNA) ’ Micronucleada
| \ Defeito na
citocinese < ‘. >
.

Morte celular por
necrose ? Broto nuclear

Cromatina \

condensada @

., ; Cariolise Binucleada
Cariorréxe Picnose

Figura 2. Representacdo esquematica das principais alteraces avaliadas em células esfoliadas
da mucosa bucal nos testes de mutagenicidade e citotoxicidade. Esquema adaptado de Thomas
et al. (2009).
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1.5 - Avaliacdo de alteracdes citogenéticas em esfoliado de células epiteliais

A avaliacdo da frequéncia de MN em diversos tipos celulares tem sido utilizada
para identificar agentes mutagénicos em situacOes de exposicdo acidental ou
ocupacional, para avaliar a influéncia do estilo de vida e para a detec¢do precoce de
doencas relacionadas a desordens genéticas (Holland et al., 2008). Desde 1980, o teste
do microndcleo e outras anormalidades nucleares tem sido utilizado para monitorar
danos genéticos em seres humanos (Fenech, 2011). Nos ultimos anos, o teste do MN em
células esfoliadas da mucosa bucal ganhou especial atencdo pelo fato de serem estas a
primeira barreira contra a inalagdo e ingestdo de substancias nocivas e por serem de

facil obtencéo.

De acordo com Bonassi et al. (2009), a presenca de MNs e outras anormalidades
em células epiteliais esta associada a defeitos genéticos na manutencdo do genoma,
envelhecimento acelerado, risco de cancer e de doencas neurodegenerativas. Ja foram
descritos aumentos na frequéncia de MN no epitélio oral de portadores de doencas
sistémicas como o Diabetes mellitus (Zufiga-Gonzalez, et al, 2007), de Sindrome de
Down (Thomas et al, 2008) e com a Doenca de Alzheimer (Thomas et al, 2007). Ha
estudos mostrando, também, o aumento de MN decorrente de radio (Sarto et al, 1987
Gil et al, 2000; Minicucci et al., 2005) e quimioterapias (Maluf et al., 2000; Baciuchka-
Palmaro et al., 2002; Kopjar et al., 2002; Minicucci et al., 2008) para o cancer.

O teste do microntcleo é considerado um método citogenético simples, rapido, de
baixo custo e que permite a identificacdo de agentes clastogénicos e aneugénicos
(Thierens et al., 1999; Bolognesi et al., 2004). Portanto, a avaliacdo da frequéncia de
MN em células epiteliais esfoliadas vem sendo utilizada como um “dosimetro
enddgeno” da exposigdo a agentes genotdxicos e cancerigenos (Stich et al., 1985; Arlett
et al., 1989), ou da presenca de doencas relacionadas a alteracdes genéticas. Yakushiji et
al (2003) sugeriram que a avaliacdo da presenca de alteracfes genéticas em desordens
orais pode auxiliar na identificacdo precoce de pacientes com risco para 0
desenvolvimento do céancer bucal e, com isso, aumentar a sobrevida e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes.

Nos ultimos anos foi também evidenciada a importancia dos biomarcadores

genéticos no prognostico das desordens epiteliais potencialmente malignas,
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principalmente as leucoplasias e os liquens planos (Scully & Burkhart, 1993; Lippman
& Hong, 2001; Kamboj & Mahajan, 2007, Mihinkar et al., 2010).

Sabemos que a progressdo maligna ocorre por meio de graus crescentes de
displasias, que sdo resultantes do acumulo de diversas alteracbes genéticas e
moleculares (Vogelstein & Kinzler, 1993; Scully et al, 2000 a,b; Kim et al, 2001). Além
disso, h& dados na literatura que mostram a associacdo entre alteracdes genéticas e a
progressdo da displasia epitelial para o carcinoma espinocelular (Zang & Rosin, 2001;
Subdo et al, 2001; Kovesi & Szende, 2002; Subdo et al, 2004; Van Houten et al, 2004;
Brennan et al, 2007; Tsantoulis et al, 2007).

Nesse sentido, alguns pesquisadores tem utilizado o teste do microndcleo em
células esfoliadas da mucosa oral para a identificacdo de individuos com displasia e,
portanto, com risco aumentado para a transformacdo maligna (Casartelli et al.,2000;
Kamboj & Mahajan, 2007; Saran et al, 2008).
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Il. OBJETIVOS

Considerando as controveérsias existentes em relacdo ao comportamento das DPM,
o0 presente estudo foi delineado visando a identificacdo de biomarcadores citogenéticos que
pudessem estar associados a génese e evolucdo dessas enfermidades e que permitam

contribuir para o esclarecimento dos mecanismos da carcinogénese bucal.

Objetivos especificos:

o avaliar a frequéncia células basais e diferenciadas, bem como a frequéncia de
micronucleos, brotos nucleares, células binucleadas, caridlise, cariorréxe e ndcleos
com cromatina condensada em células esfoliadas da mucosa oral de individuos

com leucoplasia, liquen plano e cancer da cavidade bucal,

o correlacionar as frequéncias das alteracGes citogenéticas observadas nas células
esfoliadas do local da lesdo, com as observadas na area adjacente e contra lateral
(sem lesdo) a lesédo, nas trés doencas em estudo.
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I1l. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (Processo n.337/08-CEP). De acordo com
exigéncias da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), antes da coleta das
amostras celulares, os sujeitos da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

As caracteristicas demograficas (idade, sexo e cor da pele), habitos de vida
(tabagismo, consumo de alcool, etc) e historia medica (doencas de base, medicamentos de
uso habitual, situacdo atual de saude) da populagdo do estudo, foram obtidas por meio de

questionario (Anexo 1).

111.1 Casuistica

Foram incluidos no estudo 68 individuos, de ambos os sexos, na faixa etéria
entre 24 e 82 anos, sendo 10 portadores de leucoplasia oral (Figura 3), 16 de liquen
plano (Figura 4) e 15 de cancer bucal. Como grupo controle foram incluidos 27
individuos saudaveis, sem lesdes orais, e pareados por sexo e idade. Os portadores de
leucoplasia e liquen plano oral eram pacientes em acompanhamento no Ambulatério de
Estomatologia do Departamento de Dermatologia e Radioterapia, da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP e da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP; os pacientes com cancer, ainda ndo submetidos a nenhum tipo de tratamento,
estavam sob acompanhamento no Ambulatério de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do
Departamento de Oftalmologia e Otorrinolaringologia, da Faculdade de Medicina de
Botucatu - UNESP. A caracterizacdo da populacdo do estudo esta apresentada na

Tabela 1; as informacgdes individualizadas estdo no Anexo 2.



Tabela 1. Caracteristicas da populacdo do estudo

Tipos de Lesdo

Variaveis Controle Leucoplasia Liquen Plano  Cancer
N" (%) N" (%) N" (%) N" (%)
Sexo
Feminino 14 (51,9%) 5 (50%) 11(68,7%) 1(6,7%)
Masculino 13 (48.1%) 5 (50%) 5(31,3%) 14 (93,3%)
Total 27 10 16 15
Cor da pele
Branco 24 (88,8%) 9 (90%) 14 (87,5%) 15 (100%)
Né&o Branco 3 (11,2%) 1 (10%) 2 (12,5%) 0 (0%)
Tabagismo
Sim 4 (14,8%) 3 (30%) 2 (12,5%) 13 (86,6%)
NZo 23 (85,2%) 7 (70%) 14 (87,5%) 2 (13,4%)
*Ex-tabagista 2 (8,6%) 3 (42,8%) 6 (42,8%) 1 (50%)
Etilismo
Sim 5 (18,6%) 4 (40%) 0 (0%) 6 (40%)
Nao 22 (81,4%) 6 (60%) 16 (100%) 9 (60%)
*Ex-etilista 1 (4,5%) 2 (3,3%) 2(12,5%) 2 (22,2%)
Faixa etéria 24 - 80 25-70 25 - 82 36-71
Médiadeidade+ 5252+149 52,1+123 5563+160 61,8+8,9

Desvio padrao

* Os ex-tabagistas e ex-etilistas também fazem parte do grupo de néo tabagistas

e ndo etilistas, respectivamente.
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111.2 Coleta e processamento das celulas da mucosa oral

De cada individuo foram coletadas amostras de células da mucosa com a leséo
(regido A); da mucosa adjacente a lesdo (regido B), a uma distancia de
aproximadamente 3 ¢cm; e da mucosa saudavel contra lateral (regido C). Do grupo
controle foi coletada apenas uma amostra, fazendo-se um pool de células esfoliadas da
mucosa bucal direita e esquerda. As amostras celulares foram coletadas com espatula de
madeira (abaixador de lingua) umedecida em soro fisioldgico, e a raspagem da mucosa
foi realizada de modo a obter células da camada intermediéaria.

O material coletado foi transferido para tubos de centrifuga devidamente
identificados e contendo 5 ml de soro fisiolégico, e que foram armazenados em
geladeira até 0 momento do processamento das células, de acordo com a técnica descrita
por Sarto et al. (1987) e modificada por Berlién et al. (1995). Primeiramente, os tubos
contendo a amostra celular em solucéo fisioldgica foram centrifugados a 1000 rpm por
cinco minutos e, em seguida, o sobrenadante foi parcialmente descartado, restando,
aproximadamente, duas vezes o volume do sedimento de células. Posteriormente, foi
acrescentada solu¢do fixadora (metanol/acido acético na propor¢do 3:1) até completar 5
ml; a suspensdo foi agitada e novamente centrifugada a 1000 rpm por 5 minutos; o
sobrenadante foi descartado e esta etapa repetida outras duas vezes. A suspensdo
resultante foi gotejada em laminas limpas e deixada secar em temperatura ambiente, por
24 horas. A coloracdo foi feita pelo método de Feulgen/fast green, e as laminas

montadas para analise.

111.3 Anélise citogenética

Todas as laminas foram codificadas e as analises citogenéticas realizadas em
teste cego, em microscopio éptico de luz, sob aumento de 400X. De cada regido da
mucosa oral foi avaliado um maximo de 2.000 células diferenciadas para a verificacao
da presenca de micronucleos e brotos nucleares, e de 1.000 células para a caracterizagdo
dos tipos celulares (basal ou diferenciada) e das anormalidades nucleares (células

binucleadas, cariolise, cariorréxe e nicleos com cromatina condensada).
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As alteraces celulares foram classificadas com base nos critérios estabelecidos
por Tolbert et al. (1991) e Thomas et al. (2009), e consideradas apenas aquelas que
apresentavam pouca ou nenhuma sobreposicdo com células adjacentes, e as que
apresentavam citoplasma e ndcleo bem delimitados, e intactos, e com pouca ou

nenhuma dobra citoplasmatica.

Os tipos e alteracdes celulares estdo detalhados a seguir e documentados na Figura 5.

e Células basais normais: sdo pequenas, com um nucleo grande ovalado e
uniformemente corado, citoplasma pouco angulado e com razdo nucleo-
citoplasma maior que o das células bucais diferenciadas.

e Células diferenciadas normais: nlcleo pequeno, arredondado, uniformemente
corado, citoplasma nitidamente angulado e razdo nucleo-citoplasma menor
comparativamente as células basais.

e Células binucleadas: com morfologia semelhante a das células normais
diferenciadas, contém dois nacleos com 0 mesmo tamanho, forma e coloracéo.
Os nucleos sdo geralmente muito proximos entre si, podendo ou nao se tocar.

e Células picndticas: apresentam ndcleos pequenos com coloragdo intensa e
aparentemente condensados em relacdo a célula normal diferenciada.

e Células micronucleadas: aquelas que apresentam um nucleo principal e uma ou
mais estruturas nucleares menores (micronicleo - MN). Os MNs sdo redondos
ou ovalados, com coloracdo igual a do nucleo principal e com diametro que
varia entre 1/3 ou menos do ndcleo principal.

e Células com cariorréxe: aquelas com o nucleo fragmentado e com aparéncia
pontilhada.

e Células carioliticas: aquelas que ndo possuem nuacleo, sendo também
denominadas Feulgen negativa.

e Células com broto nuclear: aquelas em que o nucleo apresenta um brotamento
que permanece unido por meio de uma fina constri¢cdo; o broto pode ser %2 a %
do tamanho do nucleo principal.

e Células com cromatina condensada: apresentam nucleo com padrdo estriado,

alternando regides de cromatina bem corada e sem coloragéo.



Figura 3. Fotografia de leucoplasia oral: A — &rea da lesdo; B — &rea adjacente a
lesdo; C — area contralateral a lesdo (fotografia gentilmente cedida pela Profé Dr?
Claudia Navarro, Departamento de Diagnodstico e Cirurgia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP).
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Figura 4. Fotografia de liquen Plano oral: A — &rea da lesdo; B — area adjacente a
lesdo; C — &rea contralateral a lesdo (fotografia gentilmente cedida pela Prof? Dr?
Claudia Navarro — Disciplina de Medicina Bucal, Departamento de Diagnoéstico e
Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP).
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Figura 5: Fotomicrografia de células esfoliadas da mucosa oral. A e B - células basais; Ce D —
células binucleadas; E e F - células sobrepostas com citoplasma delimitado; G, H e | — células
com nuacleo picn6tico; J — células com limites ndo identificados; L e M - células
micronucleadas; N — célula com cariorréxe; O — célula com caridlise; P e Q — células com broto
nuclear; R, S e T — células com nucleo com cromatina condensada; U- célula normal. Aumento

de 400 X.
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111.4 Anélise estatistica

De acordo com Thomas et al. (2009), foi utilizada a distribuicdo de Poisson
para as analises dos biomarcadores sem super dispersdo, que no caso deste estudo foram
0s micronucleos, os brotos nucleares e as células binucleadas, e a distribui¢do binomial
negativa para as contagens com super dispersdo dos demais parametros (células basais,
diferenciadas, picnose, cromatina condensada, cariorréxe e cariolise). O teste de Fischer
foi utilizado para testar a associacéo entre as possiveis variaveis de interferéncia (p.ex.

tabagismo e etilismo). Para significancia foi adotado p < 0,05.
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IV. RESULTADOS

As frequéncias de microndcleo e brotos nucleares em células esfoliadas da
mucosa bucal de pacientes com leucoplasia, liquen plano e cancer séo apresentadas na
Tabela 2. Nas trés enfermidades foi observado aumento significativo (p < 0,05) de
células micronucleadas (CMN) na area da lesdo (A) em relagdo ao controle. No cancer,
0 Teste de Fischer mostrou que o aumento de CMN estava associado, também, ao
consumo de alcool (p<0,05). O mesmo aumento significativo (p<0,05) foi observado
para a regido contralateral saudavel (C) das leucoplasias e do cancer oral, quando
comparadas ao controle. Especificamente nas leucoplasias, a area de lesdo (A)
apresentou maior frequéncia de CMNs que a area adjacente (B), e estas maiores
freqUéncias que a area contralateral (C) (p < 0,05). Maior freqiiéncia de CMN foi
também detectada na area contralateral (C) das leucoplasias em relacédo ao liquen plano.
Para os brotos nucleares, a leucoplasia apresentou aumento estatisticamente significativo
(p < 0,05) nas trés areas (A, B e C) e o liquen plano na area da lesdo (A) e area adjacente
(B), em relacdo ao controle. Nas leucoplasias, a area contralateral (C) apresentou maior
frequéncia de brotos nucleares que as areas de lesdao (A) e adjacente (B); no liquen
plano, a area de lesdo (A) apresentou maior frequéncia que as areas B e C (p<0,05). Nos
pacientes com cancer oral, foram observadas maiores frequéncias de brotos nucleares
nas areas da lesdo (A) e contralateral (C), em relacdo a area adjacente a lesdo (p < 0,05).
Entre as doencas, o local da lesdo (A) e a area adjacente (B) nas leucoplasias e liquen
plano apresentaram aumentos significativos de brotos nucleares em relacdo ao cancer.
Além disso, foi detectado aumento na frequéncia de brotos nucleares na area A do
liguen em relacdo a mesma area da leucoplasia, e na area adjacente (B) da leucoplasia

em relacdo & mesma area do liquen plano (p < 0,05).
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Tabela 2. Frequéncia (%.) de células micronucleadas e com brotos nucleares em

pacientes com leucoplasia, liquen plano e cancer bucal

Tipo de leséo N° individuos N° células Células com Brotos
diferenciadas micronucleo nucleares
analisadas %o %0
Controle * 27 54.000 0,11 0,18
Leucoplasia
A 10 20.000 0,70 7+2 0,951 a4+
B 10 19.622 0,15°* 1,38 17a:4%3*
C 10 16.461 0,91 23" 2,197 4"
Liquen Plano
A 16 30.971 0,45 *a 1,32 1mandn 2
B 16 30.508 0,07°* 0,75 T+.P.4~
C 16 30.569 0,20 ° 0,39 °
Cancer
A 15 30.000 0,332 7" 0,27 %°*
B 14 28.000 0,25° 0,07 °*
C 14 28.000 0,462 1" 0,36 °

*Pool de célula da mucosa jugal esquerda e direita; A — regido da lesdo; B - mucosa adjacente &

lesdo; C - mucosa saudavel contra lateral & lesdo; " representa diferenca estatistica em relagdo ao

controle; *° letras diferentes representam diferencas entre as areas na mesma doenca;  representa

diferenca em relacdo a leucoplasia na respectiva area; ® representa diferenca em relacéo ao liquen

plano na respectiva area; * representa diferenca em relagdo ao cancer na respectiva area; + p <

0,05; * p<0,01.
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Na Tabela 3 sdo apresentadas as proporcoes de células basais e diferenciadas,
bem como as frequéncias de células binucleadas (BN), com picnose (Pic), cromatina
condensada (CC), cariorréxe (Crx) e com cariolise (Crl), na mucosa bucal dos
pacientes com leucoplasia, liquen plano e cancer bucal. Com relacéo ao tipo celular, as
mais frequentes nos quatros grupos (incluindo o controle) foram as células
diferenciadas (> 80%). No entanto, nos pacientes com cancer a proporcao de células
basais e diferenciadas (respectivamente, 10,6% e 89,4%) foi estatisticamente diferente
do controle (respectivamente, 55% e 54,5%) e dos pacientes com leucoplasia
(respectivamente, 4,7% e 95,3%) e com liquen plano (respectivamente, 4,2% e 95,8%)
(p <0,05).

Para as anormalidades nucleares, os portadores de leucoplasia e liquen plano
apresentaram, na area adjacente a lesdo (B), frequéncias aumentadas de células BN
(respectivamente, 3,6% e 2,9%) em relacdo ao controle (1,9%). Especificamente nas
leucoplasias, a area contralateral (C; 4%) também apresentou maior frequéncia de
células BN que o controle (p < 0,05). Quanto as células picndticas, os portadores de
leucoplasia apresentaram maiores frequéncias nas éareas adjacente (B; 61,2%) e
contralateral (C; 66,6%) a lesdo em relacdo aos pacientes com cancer. Da mesma forma,
a area contralateral (C) da leucoplasia apresentou maior frequéncia de picnose que a
mesma area (C; 40,9%) nos liquens planos (p<0,05). Para as células com cromatina
condensada, as trés doencas apresentaram aumentos significativos (p<0,05) na area de
lesdo (A) em relacdo ao controle. Além disso, os portadores de carcinoma oral e
leucoplasia também apresentaram aumento significativo desse biomarcador nas areas
adjacente (B) e contralateral (C) a lesdo em relacdo ao controle; maior freqliéncia de
células com CC foi ainda observada na area contralateral (C) da leucoplasia em relagédo
a mesma area do liquen plano (p < 0,05). Com relacdo a cariorréxe, as areas de lesdo
(A) das trés doencas apresentaram aumento significativo em relacdo ao controle (p <
0,05); apenas para o cancer o nivel de significancia foi (p < 0,01). Diferencas
significativas (p<0,05) na frequéncia de cariorréxe foram também observadas entre as
areas avaliadas da mesma doenga, isto é, na regido de lesdo (A) do cancer foi detectada
maior quantidade de células com Crx que a area adjacente (B) e contralateral (C) a
lesdo. Da mesma forma, os portadores de liquen plano apresentaram aumento
significativo de Crx na area de lesdo (A) em relacdo a area contralateral (C) (p < 0,05).

Para caridlise, os pacientes com cancer apresentaram frequéncia aumentada na area da



lesdo em relagdo ao controle, e, também na area adjacente (B) em relagdo & mesma area

no liquen plano (p<0,05).

Tabela 3. Proporcdo de células basais e diferenciadas (%) e frequéncia (%) de células com alteracGes

nucleares na mucosa bucal de pacientes com leucoplasia, liquen plano e cancer oral

29

Individuos  Células Tipo celular (%)
BN Pic CC Crx Crl

Tipos de lesdo N° N° Basal Diferenciado o, %o %o %o %o
Controle * 27 27.000 55 94,5 19 475 11 2,1 48,7
Leucoplasia

A 10 10.000 4,7 95,3 25 61,8 29,4 6,51 70,3

B 10 10.000 71 92,9 36" 612% 263 4,3 58,5

C 10 8.500 5 95 40" 66,6%% 2573 3,7 67,8
Liquen Plano

A 16 16.000 4,2 95,8 25 494 2391 571* 525

B 16 15.566 5,4 94,6 29" 46,9 17,1 5° 51

C 16 15.582 4.6 95,4 22 40,9 15,7 2° 40
Cancer

A 15 15.000 10,67 89,41 21 484 2631 128T2 9147

B 14 14.000 7.7 92,3 24 356 2231 46% 875°

C 14 14.000 6,9 93,1 22 332 2151 28" 731

*Pool de células da mucosa jugal esquerda e direita; A — regi&o da lesdo; B - mucosa adjacente & les&o; C -

mucosa saudével contra lateral & lesdo; " representa diferenca estatistica em relagdo ao controle; *° letras

diferentes representam diferencas entre as areas na mesma doenca; * representa diferenca em relagéo a

leucoplasia na respectiva area; > representa diferenca em relacdo ao liquen plano na respectiva area;

representa diferenca em relacdo ao cancer na respectiva area; * p< 0,05; * p<0,01.

4
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Tabela 4. Resumo dos resultados do estudo.

Tipo de Grupos
lesdo/marcador
Controle Leucoplasia Liquen plano Cancer

Leucoplasia
MN A>B=:C> A=C>B A=:B=;C> A=;B=;,C=
Broto A>B>.C> A=B>C A<;B>;C= A>B>;C>
BN A=:B>:C> A=B=C A=B=;C> A=B=;C=
Pic A=B=;C= A=B=C A=B=;C> A=:B>:.C>
CcC A>:B>:C> A=B=C A=;B=;C> A=;B=;C=
Crx A=;B=;C= A=B=C A=;B=;C= A=;B=;C=
Crl A=B=,C= A=B=C A=;B=;C= A=;B=;C=

Liquen plano
MN A>B=;C= A=B>C A=;B=;C=
Broto A>:B>:C= A>B=C A=;B=,C=
BN A=B>;C= A=B=C A=;B=;C=
Pic A=;B=;C= A=B=C A=;B=;C=
CcC A=;B=;C= A=B=C A=;B=;,C=
Crx A=B=;C= A>B=C A=;B=;C=
Crl A=;B=;C= A=B=C A=:B <;C=

Cancer
MN A>;B=;C> A=B=C
Broto A=B=;C= A>B<C
BN A=;B=;C= A=B=C
Pic A=;B=;C= A=B=C
CC A=;B=;C= A=B>C
Crx A>;B=;C= A=B>C
Crl A>:B=;C= A=B=C

MN — micronucleo; Broto- brotos nucleares; BN- células binucleadas; Pic — picnose; CC —
cromatina condensada; Crx — cariorréxe; Crl - cariolise. A — area da lesdo; B — area adjacente;
C- area contralateral
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V. DISCUSSAO

No Brasil e em vérias partes do mundo a incidéncia de cancer de boca é maior
em individuos do sexo masculino, brancos e na faixa etaria de 50 a 70 anos (Aguiar et
al., 2002; Dedivits et al.,2004; Oliveira et al.,2006; Abdo et al.,2007). Este tipo de
cancer é considerado um problema de saude publica, pois, além da alta incidéncia,
apresenta alta taxa de mortalidade (INCA, 2007), especialmente pelo diagnostico em
estagios avancados, visto que as lesdes iniciais sdo assintomaticas (Lowry & Craven,
1997; Scully & Porter, 2000).

A casuistica do presente estudo confirmou os dados demograficos reportados na
literatura no que diz respeito a média de idade, sexo e cor da pele dos pacientes.
Especificamente para o0s casos do liquen plano, estudos prévios também demonstraram
maior incidéncia em mulheres, predominantemente adultas e acima de 40 anos (Bowers
et al.,, 2000). Antagonicamente, nas leucoplasias a maior incidéncia € no sexo
masculino, a partir dos 30 anos de idade, mas com pico acima dos 50 anos (Van der
Waal et al, 1997; Bagan-Sebastian et al.,1991).

No Brasil, ha mais casos registrados de cancer de boca nas regides sul e sudeste
(Borges et al., 2009), sendo a lingua a regido topografica mais incidente (44%), seguida
pelo assoalho bucal com 16% (Abdo, 2001). Similarmente, no presente estudo as
regides topogréaficas de maior incidéncia das lesdes cancerosas foram a lingua (40%) e o
assoalho bucal (26%) (dados ndo apresentados).

Os mecanismos de malignizacdo das DPM ndo sdo ainda completamente
conhecidos. Até o momento, as informagbes apresentadas na literatura tém por base
estudos epidemioldgicos e de biomarcadores moleculares relacionados, principalmente,
a instabilidade genémica e cinética de divisdo celular. Desse modo, o objetivo desse
estudo foi avaliar a frequéncia de micronucleos e outras alteracdes celulares em

pacientes com liquen plano, leucoplasia e cancer bucal.

A literatura mostra que os parametros que indicam processos relacionados a
morte celular, tais como caridlise, cariorréxe, cromatina condensada e picnose (Thomas

et al., 2007; Thomas et al., 2009), assim como os que indicam alteragdes genéticas e no
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ciclo celular - MN, células binucleadas, brotos nucleares e frequéncia de células basais e
diferenciadas (Thomas et al, 2009), podem ser utilizados para avaliar os riscos de
malignizacdo e/ou desregulacdo da cinética celular dentro de uma doenca (Matsumoto
et al.,2001; Ramirez & Saldanha et al. 2002; Thomas et al.,2007; Mahimkar et al.,2010).

O presente estudo mostrou aumento significativo de CMNs em pacientes com
DPM e céancer. Resultados semelhantes haviam sido descritos por Chaterjee et al.
(2009) avaliando esfoliado bucal de pacientes com doencas pré-malignas e carcinomas
orais. Nesse estudo os autores também observaram frequéncia aumentada (em até 4
vezes) de CMNSs. Saran et al. (2008) além de relatar o aumento de CMNs em pacientes
com eritroplasia, leucoplasia, fibrose submucosa e liquen plano, relacionou esse achado
ao desenvolvimento do cancer. Nossos dados, contudo, ndo permitem afirmar com
certeza, que o aumento de CMNSs nos pacientes com cancer estivesse exclusivamente
relacionado a doenga, uma vez que foi detectada associacdo significativa com o
etilismo, sendo este um fator de confusdo ja descrito na literatura. Reis et al. (2006)
avaliando alteracfes citogenéticas em mucosa oral de individuos usuérios crénicos de
alcool, concluiram que esse habito poderia estar associado ao aumento dos danos
genéticos encontrados. Da mesma forma, Ramirez & Saldanha (2002) encontraram
aumento da frequéncia de microndcleo e outras anormalidades nucleares em pacientes
com carcinomas orais e com alto consumo de alcool. Recentemente, Kamboj &
Mahajan (2007) postularam que a maior frequéncia de microndcleos observada em
portadores de leucoplasia e carcinoma oral estava relacionada ao tabagismo e ao
consumo de &lcool, com possivel sinergismo entre ambos. Em nosso estudo, contudo,
ndo encontramos associacdo entre o tabagismo e o aumento de CMNSs, embora 0s
grupos de portadores de leucoplasia e cancer apresentassem maior nimero de tabagistas
e etilistas. Sabe-se que o alcool por si s6 ndo é mutagénico e que sdo multiplos os
mecanismos envolvidos na carcinogénese associada ao etilismo, dentre 0s quais esta a
acdo do acetaldeido (AA), o primeiro metabdlito da oxidacdo do etanol, que ja se
mostrou toxico, mutagénico e carcinogénico em diversos modelos animais (Feron et. al.,
1982; Woutersen et al.,1986; IARC, 2009).

Os dados ora obtidos para a frequéncia de micronucleos confirmam aqueles
descritos recentemente por Mahimkar et al. (2010), que detectaram aumento de CMN

em portadores de leucoplasia. Em 2000, Bloching et al. ja haviam reportado o0 aumento
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de micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal em pacientes com leucoplasia e
com cancer no trato aerodigestivo superior, embora fossem raras as informacées sobre a
frequéncia de outros marcadores de instabilidade genetica. Nossos resultados mostraram
que os pacientes com leucoplasia apresentaram aumento significativo de brotos
nucleares em relagdo ao grupo controle e aos portadores de cancer, e esta instabilidade
gendmica ndo esteve restrita & area da lesdo. Embora os mecanismos de origem ainda
ndo sejam completamente conhecidos, acredita-se que 0s brotos nucleares estejam

relacionados a amplificacdo génica (Thomas et al. 2009; Fenech, 2011).

Vaérios estudos tém sugerido a possivel evolugdo do liquen plano para o cancer
bucal (Zhang et al, 1997, 2000; Edwards & Kelsch, 2002). Nesse sentido, nossos
resultados mostraram que, igualmente ao cancer, os pacientes com liquen plano
apresentaram aumentos na freqliéncia de alteracfes genéticas (ndo apenas CMN, mas
também brotos nucleares) no local da lesdo. Em 2007, Buajeeb et al. (2007) também
descreveram o aumento de micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal de

pacientes com liquen plano erosivo e atrofico.

Dentre as anormalidades celulares indicativas de citotoxicidade e morte celular,
0s pacientes com leucoplasia apresentaram, nas trés regides orais analisadas, aumentos
significativos de células com cromatina condensada, indicativo de estagios primarios da
apoptose (Thomas et al., 2009). Além do aumento de células picnéticas (também
representativas de apoptose), nossos resultados mostraram, também, que os pacientes
com liquen plano apresentaram maior indice de cariorréxe na area da lesdo,
confirmando os achados de Nippelberg et al. (2001), que evidenciaram 0 processo de

morte celular por apoptose na camada basal e parabasal na lesdo em liquen plano.

A desregulacdo no ciclo celular faz com que a cinética de divisdo seja alterada
nos tumores, sendo esse descontrole um evento importante dentre as multiplas etapas da
tumorigénese (Canevari & Rogatto, 2004), e um dos fatores mais relevantes na
cancinogénese bucal (Ribeiro et al. 2009; Minicucci et al. 2010; Queiroz et al. 2010).
Nos pacientes com cancer de boca, nossos resultados confirmaram a intensa
proliferacédo celular na area de leséo, uma vez que foi observado aumento significativo
de células basais, embora os biomarcadores de morte celular por apoptose e necrose,

respectivamente cariorréxe e cariolise, também estivessem aumentados na area de leséo.
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E importante ressaltar que a apoptose, ou morte celular programada, ocorre em
circunstancias diversas, tais como organogénese normal e patolgica, hematopoiese
normal e patoldgica, selecdo do sistema imune, resposta inflamatoria, eliminacéo celular
apos injurias por agentes genotoxicos etc (Ranganath & Nagasheere, 2001), sendo
também considerada um sistema de defesa inato da manutencdo numérica celular
(Nicholson 2000). Segundo Barcinsk (2004), a malignidade é caracterizada pela
expansdo clonal de uma célula transformada, a qual sinergicamente perdeu o controle da
proliferacdo e a capacidade de morrer por apoptose. Enquanto o tumor maligno
apresenta intensa e rapida proliferacdo celular, no tumor benigno a proliferacdo €
vagarosa (INCA, 2011). Derka et al. (2006) constataram em modelos animais que a
proliferacdo celular e as taxas de apoptose sdo mais altas nos estagios iniciais da

tumorigénese.

Finalizando, pode-se afirmar que pacientes com leucoplasia, liquen plano e
cancer de boca apresentam frequéncias aumentadas de alteracfes citogenéticas, algumas
delas ndo restritas a area da lesdo. Esses achados confirmam a influéncia genética na
etiologia e desenvolvimento dessas doencas, a0 mesmo tempo em que sugerem que 0S
mecanismos de citotoxicidade e mutagenicidade associados as leucoplasias, liquen
plano e céancer bucal ndo estdo relacionados, apenas, ao processo fisiopatolégico da
lesdo. Além disso, os resultados sugerem a possibilidade de que essas lesdes partilhem

eventos comuns de génese e desenvolvimento.
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VI. CONCLUSAO

resultados do presente estudo permitiram as seguintes conclusoes:

pacientes com leucoplasia, liquen plano e cancer de boca apresentam maior
incidéncia de alteracfes cromossémicas (microndcleos) na mucosa bucal, mas

que ndo sdo restritas a area da lesdo;

pacientes com liquen plano apresentam maior amplificacdo génica (aumento de

brotos nucleares) na area da lesao;

pacientes com leucoplasia apresentam aumento da freqiiéncia de marcadores de
citotoxicidade, desregulacdo do ciclo celular e morte celular na mucosa oral

(picnoése, células binucleadas e cromatina condensada)

pacientes com liquen plano apresentam aumento da freqiiéncia do marcador de
marcadores de desregulacdo do ciclo celular (células binucleadas),

citotoxicidade e morte celular (cariorréxe) restrito a area da lesao;

pacientes com cancer de boca apresentam aumento de proliferacdo celular na
area da lesdo e maiores indices de citotoxicidade e morte celular na area de leséo

e adjacente.
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ANEXOS

Anexo 1: Questionario

Registro do paciente NO ESTUAD .......ccviiiiiiecice ettt re st e re e e e
D 1 - R TP UP PP UR PRSPPI I

| - Identificacdo

2- Endereco
3- CEP -

4- Cidade

5- Telefone ( )

B -RGH . o I Y

7 - Sexo [M] masculino [F] feminino ..o |

8 - Raga [B] branco [A]amarelo [M] mulato [N] negro [O] OULrOS ........cceovvvrveiveveininnn. |

9 - Data NASCIMENTO ....ovvevieiiite ittt sttt et se e nennea / /

10 = THAAE ... b bbb |
11- pacientes [1] Cancer CP inicial [2] Cancer CP em tratamento [3] Cancer CP 3anos proserv
[5] leucoplasia  [6] liquen [7] HFI  [8] candidose [9] queilite angular  [10] Queilite Actinica
[11] sjogren  [12] herpes [13] pénfigo [14] lupus [15] penfigoide [16] CEC labio

[17] UAR [18] outros [19] CONTROLE ||

Il - Antecedentes pessoais

12-Fuma  [S]SIM  [N] N80 c.ooiiiiiiiiii e |
13 - HA qUANTO tEMPO (IMESES) .vviireeriitiiteitieste et eteeriesteste e e st e ste e e essestesaeestesbesbeaeesreneesresreeneens |
14 - QUANTOS CIGAMOS/AIA. ... ettt bbbt bbb ||
15 - Tipo [1] cachimbo [2] charuto [3] palha [4] papel c/ filtro [5] OUtrOS ........ccccceerirnenee. |
16 -Jafumou? [S]Sim  [N]NAO .cocoiiiiiiccce e |
17 - H& quanto tempo deixou de fUmMar (IMESES).......ccvviveieieiiie et |
18 - QUANTOS CIGAITOS/TIA .. .eveueieieieeiiiiest et ||
19 - Durante quanto tempo FUMOU (MESES) .....eververrereirierierierieeeiste et |
20-Tipo  [1]  [2] [3] 4] 5] coeeerrrrerereiieinine e ||
21 -Bebe [S] SIM [N] NAO oo s |
22 - H& qUANTO tEMPO (IMESES)...veuerireeririetesesienesiese sttt ettt et bbbt ene b b s ||
23 - Tipo [1] cachaca [2] cerveja [3] whisky [4] vodka [5] vinho [6] outras ............ |

24 - Quantidade/dia - N° COPOS / dIA ...vivvieiiiiiiieiie e |
25 - Jabebeu? [S] SIM [N] NEO oo |
26 - Tipo [1] cachaca [2] cerveja [3] whisky [4] vodka [5] vinho [6] outras ..................... |
27 - Quantidade - N% COPOS / QA ....overueieeeieieieeieee et enea |

28 - H& quanto tempo deIXOU (IMESES) ...e.verererreririeieieriesiesisie ettt seenens |
29 A - Por quanto tempo DEDEU (MESES)........uierieieieirieieieie st ||
30 - Contato com substancias toxicas [S] sim [NTPEO oo |
31 - Quais

32 - POr qUANTO tEMPO (MESES) ...vvvireiiriesiesieieirie sttt sttt sttt sb e ||
33- Periodo sem contato com a(s) SUDStANCIA(S) (MESES) ...ecvevvevreeeciieceieerc e |
34 - Historia de exposi¢do a radiagdo [S] sim [NTDEO oo |

35- Ha casos de cancer na familia [S] sim [INTNEO oo |



46

36- Grau parentesco [1] pai [2] mée [3] irm&o [4] irm& [5] avo paterno [6] avd paterna
[7] avd materno [8] avd materna [9]
37- localizacdo [1] Cabeca e |Pescoco [2] boca [3] labio [4] pele [5] estomago

[6] mama [7] prostata [8] atero [9] pulm&o [10] intestino [11] e

111 - Histéria Médica

38- Portador de doencacronica[1 ]1SIM [2] N80 ...ccoviiireiiieiieneeee e |

39- Qual
40 - Usa habitualmente algum tipo de medicamento [S]sim  [N] N80 ....c.cccecvvvvviieinnnne. ||
41 - Quais [1] antibidtico [2] vitamina [3] antinflamatério [4] antidepressivo

[5] anti hipertensivo [6] colesterol [7]outros ||

e e (=10 (VLT g (o T T o LT RSP ||
43 - J4 usou algum tipo de medicamento  [S]SiIM  [N]NAO ...ccccovvviiiiiiiiiiciceiees |
44- Quais [1] antibi6tico [2] vitamina [3] antinflamatdrio [4] antidepressivo

[5] anti hipertensivo [6] colesterol [7]outros ||

45 - FrEQUENCIA/TIA ...ttt sttt e ere s |
46 - Ha quanto tempo deiXOU (MESES) .....cvevrveririeirieirisieesie sttt |

1V Habitos Alimentares

47- Faz uso habitualmente

[1] frutas [2] verduras [3] legumes [4] carne branca [5] carne vermelha [6] fibras ...| |
48- Bebidas

[1] cha [2] café [3] coca cola [4] refrigerantes [5] o

V - Dados Clinicos

— localizagdo da lesdo
[1] 1abio [2] mucosa labial [3] muc jugal [4] palato [5] lingua [6] assoalho [7] rebordo alveolar
[8] sem lesdo [9] outra ||
50 - Tipo de tumor (AP)
51 - Localizacéo (CID)
52 - Estadiamento
53 - Sequéncia de Tratamento Cirurgia [1]  Qt[2] RXE[3] cooeieiieiee |

VI — Resultados

Data Localizacdo Frequéncia micronudcleo

Lesdo

Contra lateral

Area proxima

Controle




Anexo 2: caracteristicas individuais da populacao

Individuo Grupos Sexo  ldade Cor da pele Doencas cronicas Etilismo Ex- Tabagismo Ex- Ca n a
Local lesdo etilista tabagista  familia
C1l controle Pool F 56 B S Hipertensio, hiperlipdemia N N N S S
320 controle Pool F 56 NB S hipertensdo, diabetes tipo 2 N N N N
C3 controle Pool F 72 B S hipertensio N N N N S
C5M controle Pool F 47 B N - N N N N S
324 controle Pool F 56 B S diabetes tipo 2, hipertenséo N N N N N
CD6 controle Pool F 51 B S deslipdemia N N N N N
323 controle Pool F 69 NB S hipertensdo N N N N N
c11 controle Pool F 59 B S hipertenséo N N N N S
C10 controle Pool F 59 B s hipertensdo N N N N S
317-2 controle Pool F 80 B S - N N N N N
311 controle Pool F 51 B S - N N N N N
308 controle Pool F 44 B N - N N N N S
C7 controle Pool F 58 B S hipertenséo N N N N S
307 controle Pool F 59 B S N N N N S
C20 controle Pool M 53 B N - S N S N S
c21 controle Pool M 62 B S hipertensao S N S N S
c22 controle Pool M 70 B s hipertensdo s N S N N
322 controle Pool M 28 B N - N N N N S
C16 controle Pool M 24 B N - N N N N S
325-2 controle Pool M 51 B S Diabetes tipo 2 N N N N S
305 controle Pool M 45 B N - N N N N S
316 controle Pool M 24 B S hipertensio S N N N S

Ly
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c2
302
319-2
C8

116
109
105
145
103
110
108
212
100
106
101
200
210
216
202
205
248
249
247
204
208
203
213
209
201
207

controle
controle
controle
controle
controle

leucoplasia
leucoplasia
leucoplasia
leucoplasia
leucoplasia
leucoplasia
leucoplasia
leucoplasia
leucoplasia
leucoplasia
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liquen plano
liguen plano
liguen plano
liguen plano

Pool
Pool
Pool
Pool
Pool

Lingua
assoalho
Lingua
mucosa jugal
mucosa jugal
rebordo alv.
muc labial
Lingua
Lingua
Lingua
mucosa jugal

rebordo alveolar

mucosa jugal

assoalho
mucosa jugal

mucosa jugal
mucosa jugal

mucosa labial

mucosa jugal, assoalho

muc julgal
Lingua
mucosa jugal
Palato
mucosa jugal
Lingua
mucosa jugal

£ L

EE -GGl o T o (e B o M o A e o M A o e M o O o B & e B o (e 1

62
60
26
32
64

70
55
64
61
47
49
47
54
49
25
62
79
55
67
67
82
56
44
58
50
48
74
31
25
45
47
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T 0 W o @

o]

U W W 0 @ W 0 W W 0 0 W @

nw Z2 Z2 nu un

Z 0O Z2 Z n on n nZ onZ onoonoonZzZonZ2onoononZzZ2onZz2onoon

hipertenséo
Hiperplasia prostatica

diabetes tipo 2
diabetes tipo 2, hipertenséo,
depresséo

depresséo
diabetes tipo 2

hipertenséo
hipotireoidismo
polineuropatia

depressdo
hipotireoidismo
hipotieoidismo, hipertenséo, artrite
hipertensao, epilepsia, reumatismo
hipertenséo
epilepsia
hipertenséo

222 n 2

2 22 2222222222222 nZ2ZunZ2ZZ22Z2Z2
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402
403
405
410
408
404
406
411
412
418
413
409
407
417
414

cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer
cancer

assoalho
assoalho
Lingua
Palato
palato,lingua
assoalho
Lingua
rebordo alveolar
Lingua
Lingua
rebordo alveolar
Lingua
Lingua
rebordo alveolar
assoalho

LT LT L2 L

71
67
64
66
62
52
64
36
71
62
54
62
61
68
67

0 0 W 0 @ W 0 @ W 0 0 W I ©® @

Z2 Z2 n Z n Z2Z2Z n Z2Z n ounononon

hipertenséo
hipertenséo

Insuficiéncia renal
hipertenséo
hipertenséo

Dor cronica

hipertenséo

w Z n n Z2Z n 22 n 2222 un2

Z2 nNnZ2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Zn2Z2Z2Z2Z2

OOV OHmnmmonnnzZzZZzZomomwow

2222222Z22ZnZ22Z22

Z 0V nZnZ2Z2Z2Zn0nZ22Z2Z2Z2

S- sim; N- ndo; B- branco; NB- ndo branco; F- feminino; M- masculino

Tabagista: aquele que fuma pelo menos um cigarro por dia; Ex-Tabagista: 1 ano sem fumar;

Etilista: aquele que consome pelo menos um copo de bebida (fermentada ou destilada por dia; Ex-etilista: que parou de beber, pelo menos, ha um ano.
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Anexo 3 : Dados individuais brutos da analise

50

Individuos Grupo Local Broto MN Total Basal Dif. BN Pic CC CRX CRL Total
C1 Controle Pool 0 0 2000 32 968 4 48 44 6 16 1000
320 Controle Pool 0 0 2000 61 939 1 19 19 0 74 1000
C3 Controle Pool 2 1 2000 33 9%7 1 33 12 2 21 1000

C5M Controle Pool 2 0 2000 26 974 1 37 21 1 45 1000
324 Controle Pool 0 0 2000 75 925 0 18 6 0 39 1000
CD6 Controle Pool 0 0 2000 32 968 0 61 15 0 56 1000
323 Controle Pool 0 0 2000 40 %60 0 12 21 5 4 1000
C11 Controle Pool 0 0 2000 44 95%6 0 65 15 0 59 1000
C10 Controle Pool 0 0 2000 96 904 5 73 10 3 13 1000
317-2 Controle Pool 0 0 2000 110 890 0 47 12 11 43 1000
311 Controle Pool 0 1 2000 35 9%5 1 70 7 2 12 1000
308 Controle Pool 0 0 2000 82 918 1 50 2 0 3 1000
c7 Controle Pool 0 1 2000 25 975 5 12 0 0 15 1000
307 Controle Pool 0 0 2000 107 893 0 58 4 1 33 1000
C20 Controle Pool 0 1 2000 28 972 9 16 1 0 75 1000
c21 Controle Pool 0 0 2000 19 981 1 24 4 3 9 1000
C22 Controle Pool 0 0 2000 24 976 6 9 3 0 60 1000
322 Controle Pool 0 0 2000 64 936 0 71 15 1 98 1000
C16 Controle Pool 0 0 2000 15 98 0 67 2 1 220 1000
325-2 Controle Pool 0 0 2000 58 942 0 48 1 0 43 1000
305 Controle Pool 5 0 2000 31 %9 2 75 0 96 1000
316 Controle Pool 0 2 2000 96 904 1 51 1 32 1000
318 Controle Pool 0 0 2000 88 912 3 14 19 2 17 1000
Cc2 Controle Pool 0 0 2000 13 987 3 72 25 2 69 1000
302 Controle Pool 0 0 2000 113 887 2 89 17 2 31 1000
319-2 Controle Pool 0 0 2000 52 948 1 66 4 0 19 1000
C8 Controle Pool 1 0 2000 81 919 4 78 10 14 113 1000
116 Leucoplasia A 0 0 2000 87 913 0 54 4 0 2 1000
109 Leucoplasia A 11 1 2000 33 967 0 58 73 14 70 1000
105 Leucoplasia A 0 1 2000 5 995 9 24 1 1 13 1000
145 Leucoplasia A 5 2 2000 2 998 0 127 73 7 126 1000
103 Leucoplasia A 1 1 2000 117 883 1 123 49 1 37 1000
110 Leucoplasia A 0 3 2000 49 951 5 43 16 19 164 1000
108 Leucoplasia A 0 0 2000 76 924 0 82 32 10 158 1000
212 Leucoplasia A 0 0 2000 79 921 1 69 11 1 110 1000
100 Leucoplasia A 1 1 2000 991 1 5 7 1 13 1000
106 Leucoplasia A 1 5 2000 992 8 33 28 11 10 1000
116 Leucoplasia B 0 0 1622 78 922 1 8 4 0 14 1000
109 Leucoplasia B 8 0 2000 47 953 5 155 58 2 22 1000
105 Leucoplasia B 0 0 2000 64 936 1 52 2 0 10 1000
145 Leucoplasia B 4 0 2000 105 8% 1 37 20 4 105 1000
103 Leucoplasia B 0 1 2000 71 929 4 53 15 2 16 1000
110 Leucoplasia B 0 0 2000 54 946 13 23 9 8 93 1000
108 Leucoplasia B 0 0 2000 76 924 4 32 28 4 240 1000
212 Leucoplasia B 0 0 2000 116 884 0 29 4 3 57 1000
100 Leucoplasia B 0 2 2000 96 904 1 69 4 2 10 1000
106 Leucoplasia B 15 0 2000 2 998 6 77 119 18 18 1000
116 Leucoplasia C 0 0 461 39 461 0 17 2 1 17 500
109 Leucoplasia C 30 5 2000 12 988 5 107 101 3 3 1000
105 Leucoplasia C 0 0 2000 64 936 2 38 8 55 1000
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Pool — amostra das mucosas jugais direita e esquerda;

Grupo — controle ou alguma das doengas do
estudo; Local- area de coleta da amostra; Broto — broto nuclear; MN- células micronucleadas;
Basal - células basais; Dif. células diferenciadas; BN- células binucleadas; Pic- picnose; CC- cromatina
condensada;CRX — cariorréxe; CRL- caritlise



