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RESUMO

O cancer é considerado doenca genética, vez que resulta do acimulo de mutaces em genes
comprometidos com o controle da proliferagdo e da diferenciacdo celular ou de mutagdes em
genes envolvidos com os mecanismos de reparo do DNA. O céancer oral é precedido por lesdes
precursoras que induzem mudancas no epitélio oral, podendo ser identificadas antes que a
transformacdo maligna ocorra. Diante do exposto, a utilizacdo de biomarcadores é de grande
relevancia para 0 monitoramento de lesdes pré-malignas. Estudos epidemioldgicos revelam que o
cancer bucal e as lesdes pré-malignas, estdo associados a varios fatores, destancando-se o habito
de fumar e a ingestdo de bebidas alcdolicas, principalmente quando concomitantes. O objetivo
deste estudo foi avaliar, através de protocolo diferenciado do Teste de Micronucleo, a ocorréncia
de alteragcdes citoldgicas, indicativas de danos cromossdmicos e de apoptose em células
esfoliadas do epitélio oral de individuos com lesbes pré-malignas e malignas deste epitélio e a
possivel interagdo com o habito de fumar. A amostra analisada incluiu 20 individuos com lesdes
malignas, 11 individuos com lesdes pré-malignas e 72 individuos que ndo possuem lesdes bucais.
O material para analise foi coletado por raspagem da mucosa bucal, das regiées com lesdo e com
aspecto normal, utilizando escova cytobrush. Com o material coletado foi feito esfregaco
posteriormente fixado em solucdo de metanol/acido acético (3:1). As preparacOes coradas pelo
Fellgen/Fast Green, foram analisadas em teste cego sob microscopia éptica em um minimo de
1000 células. A ocorréncia de microntcleos entre os individuos com les6es bucais (area de leséo)
foi significativamente maior do que o observado tanto nos individuos sem lesdes bucais quanto
quando feita comparacdo com a mucosa normal dos individuos com lesdes bucais (p<0,00001).
N&o foram observadas diferencas significantes na freqliéncia dessas estruturas quando
comparadas células coletadas do epitélio oral sem alteracdo dos portadores de lesdes e células
obtidas dos individuos sem les6es. O numero de microntcleos foi significativamente maior entre
as mulheres, entre fumantes e entre os individuos que faziam uso de antisséptico. Considerando a
ocorréncia de micronucleos entre os grupos em funcdo do diagndstico (material obtido das areas
de lesdo), observa-se que a ocorréncia de micronucleos entre os portadores de cancer foi
significativamente maior do que a observada para os individuos com lesdes pre-malignas e
individuos sem lesdes orais (p<0,01). Nao ha diferenca significante na ocorréncia de
micronucleos quando comparadas celulas coletadas da area normal dos portadores de lesbes
malignas, pré-malignas e dos individuos sem lesdes (p=0,1618). A ocorréncia de apoptose foi
significativamente menor nas células coletadas tanto das areas de lesdes malignas e pré-malignas,
quanto das areas de mucosa normal dos individuos portadores de lesbes quando comparados as
células dos individuos sem lesdes (p< 0,0001). Os resultados obtidos mostram que: 1) 0 processo
de transformacdo maligna no epitélio oral envolve um aumento na freqiiéncia de células com
danos cromossdmicos e se faz acompanhar por perda da capacidade celular em evoluir para a
morte frente aos danos ao DNA e; 2) componentes do cigarro sdo efetivos na inducdo de
microndcleos.

Palavras-Chave: Micronucleos, Apoptose, Lesbes pré-malignas do epitélio oral, Cancer oral



ABSTRACT

The cancer is considered a genetic disease once it results from alterations in genes involved with
DNA repair or in genes controlling the cellular proliferation and differentiation. The oral cancer
is preceded by precursor stages that induce some changes in cells of oral epithelium. The
biomarkers uses are essential for monitoring of premalignant lesions. Epidemiological studies
have shown that oral cancer and premalignant lesions are associated with many factors,
emphasizing tobacco smoking and alcohol drinking, mainly when in concomitance. The aim of
this study was to evaluate through a differentiated protocol of the Micronucleus Test, the
frequencies of micronuclei and degenerative nuclear alterations indicative of apoptosis, in
exfoliated cells from oral epithelium of individuals presenting premalignant and malignant
lesions of this epithelium and possible interaction with smoking habits. The analysed sample
consisted of 20 individuals with oral cancer; 11 individuals with premalignant lesions and 72
individuals without oral lesions. Cells were obtained from normal and lesion areas of the cheek
by scrapping with a cervical brush. Smears were stained according to Feulgen/ Fast Green.
Analysis was performed under light microscopy in a blind fashion in a minimum of 1,000 cells.
The frequency of micronucleus was significantly higher in individuals with oral lesions (cells
obtained from lesions area), as compared with the frequency observed in individuals without oral
lesions and in normal area cells of individuals with lesions (p<0.00001). The frequency of
micronucleus was significantly higher between women; between smokers and mouthwashes use.
A significant stepwise increase in the frequency of micronuclei was observed in buccal
epithelium exfoliated cells, from individuals without lesions to individuals with cancer.
Considering the obtained in normal area cells of individuals with lesions e without lesions were
not detected differences significant. The frequency of apoptosis was significantly lower in the
individuals with oral lesions (as considering lesions exfoliated cells or normal exfoliated cells
mucosa) than observed individuals without lesions (P<0.0001). These results show that: 1) the
process of malignant transformation involves an increase in the frequency of chromosomal
damage and the loss of cell ability in evolving to apoptosis; 2) the components of tobacco are
effective to induce micronucleus.

Keywords: Micronucleus; Apoptosis; Premalignant Oral Lesion; Oral Cancer.
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1 INTRODUCAO

A industrializacéo, a urbanizagdo, 0 aumento da expectativa de vida e adocdo de novos
habitos e estilo de vida refletiram diretamente em mudancas no perfil de morbi-mortalidade da
populacdo mundial. Esse processo de mudanca, conhecido como Transicdo Epidemioldgica,
representa uma substituicdo das doencas infecto-parasitérias pelas doencas cronico-degenerativas,
merecendo destaque entre estas as doencas cardiovasculares e o cancer (SILVA JR, 2003).

O cancer constitui importante problema de Salde Publica tanto em paises desenvolvidos
quanto em paises em desenvolvimento. Em 2000, representou 12,6% dos Obitos ocorridos em
todo o mundo; 21,6% e 9,8% nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, respectivamente.
Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas a nivel mundial, o céncer foi
responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Do total de Obitos
ocorridos no referido ano, mais de 70% ocorreram em paises de média ou baixa renda.
Estimativas apontam para o ano de 2020 que pelo menos 15 milhGes de pessoas poderdo ser
consideradas de alto risco para o desenvolvimento desta doenca, estimando-se 60% de casos
novos apenas para 0s paises em desenvolvimento (BRASIL, 1996; OLIVEIRA; FARIA, 1997;
WHO, 2002; BIAZEVIC et al., 2006; WHO, 2007).

No Brasil, o cancer constitui-se na segunda causa de morte por doenca (BRASIL, 2005).
As estimativas sobre sua incidéncia neste pais, publicadas bienalmente pelo Instituto Nacional do
Cancer (INCA) do Ministério da Saude, indicam que em 2008, ocorrerdo 466.730 casos novos de
cancer (231.860 homens e 234.870 mulheres serdo acometidos por essa doenca), sendo previsto
78.960 casos novos para a regido Nordeste (BRASIL, 2007). Na ultima publicacdo realizada pelo
INCA, as estimativas para o ano de 2006 foram de 472.050 pessoas acometidas pelo cancer
(74.790 casos para a regido Nordeste) (BRASIL, 2005). Estes dados revelam que no pais como
um todo havera uma reducdo na incidéncia de cancer, mas quando se considera isoladamente a
regido nordeste as estimativas apontam para 0 aumento de 4.170 casos.

Os canceres de cabeca e pescoco correspondem a 10% dos tumores malignos em todo o
mundo e aproximadamente 40% deles tém localizacdo na cavidade oral (SUNILA; ANITA,
2003).

O cancer de boca figura entre os dez tumores mais incidentes em todos os Registros de

Cancer de Base Populacional (RCBP) brasileiros, segundo dados do INCA. Dados estimados
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para 0 ano de 2008 apontam que, a excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, o cancer da
cavidade oral sera o quinto tipo mais incidente entre os homens e o sétimo em incidéncia entre as
mulheres (BRASIL, 2007).

Os agravos na cavidade oral, principalmente o cancer bucal, e conseqiientemente suas
seqlelas, persistem no pais, com graves implicacfes sociais e econdmicas (FERNANDES;
PERES, 2005). Além dos elevados custos para 0s servicos de salde e de suas caracteristicas
mutiladoras, o cancer bucal apresenta alta letalidade, de modo que necessario se faz um maior
conhecimento sobre a intrincada rede de mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessa
neoplasia de modo a subsidiar politicas de saide voltadas para sua prevencao.

Syrjanen (2005) refere que os canceres de cabega e pescoco tendem a ser diagnosticados
tardiamente em razdo de sO provocarem dor em seus estagios avancados. Em conseqiiéncia, a
taxa de sobrevida é de apenas 40% a 50%. Em relagdo ao cancer de boca, avaliagdo preliminar
dos dados do Registro Hospitalar de Cancer (RHC), do Hospital do Cancer/INCA mostrou que
60% dos individuos chegam aos servi¢os com a doenca ja em fase avancada, sem possibilidade,
portanto, de tratamento o0 que ressalta a necessidade de adocédo de efetivas acGes preventivas e de
diagndstico precoce.

Os fatores de risco mais importantes no desenvolvimento do cancer oral incluem o habito
de fumar e o uso de bebidas alcodlicas, principalmente quando associados. Mais recentemente, a
infeccdo pelos tipos oncogénicos do Virus do Papiloma Humano (HPV) tem sido relatada em
associacdo com essa neoplasia (ZAVRAS et al., 2001; WUNSCH-FILHO, 2002; LA VECCHIA
et al., 2004; IARC, 2004; SYRJANEN, 2005; WARNAKULASURIYA et al., 2005). Uso de
antissepticos bucais e higiene bucal precaria, dieta pobre em vegetais e frutas e rica em gorduras,
condicao dental precéria e proteses mal adaptadas, com consequente traumatismo da mucosa oral,
tém também sido associados a essa neoplasia, embora de modo menos consistente (VELLY et al.,
1998; MACKENZIE et al., 2000; MORENO-LOPEZ et al., 2000; HOMANN et al., 2001;
TOPORCOQV et al., 2004).

Sabendo-se, hoje, que o cancer é doenca genética, resultante de alteraces em genes
envolvidos com o reparo do DNA ou comprometidos com o controle da proliferacdo e da
diferenciacdo celular, é possivel supor que esses fatores atuem induzindo a ocorréncia de
mutacbes génicas e aberragdes cromossdémicas que comprometam o funcionamento de alguns
desses genes (WUNSCH-FILHO; GATTAS, 2001; Mc CABE; DAMINI, 2005; DUENSING;
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DUENSING, 2005). E provavel que alguns desses fatores atuem como co-fatores de outros ou
que interajam de modo aditivo ou sinergisticamente (FRANCESCHI et al., 2000; MORENO-
LOPEZ, 2000; HOMANN et al., 2001).

A identificacdo de marcadores que apontem para o potencial das lesdes precursoras em
evoluir para o processo de transformacao maligna, se constitui em valiosa ferramenta na pratica
médica/odontoldgica, norteando a conduta terapéutica a ser adotada. Microndcleos, estruturas que
revelam a ocorréncia de danos cromossdémicos podem se constituir em excelentes marcadores de
progressdo maligna, apontando, com base na freqiiéncia com que ocorrem para o acimulo de
danos genéticos que caracteriza o processo maligno, processo associado, também, a perda da
capacidade celular em evoluir para a morte (apoptose). O baixo custo da utilizagdo do Teste de
Micronucleo e a facilidade de analise dessas estruturas permitem utilizacéo ao nivel populacional.
Nesta perspectiva, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia de alteragdes citologicas,
indicativas de danos cromossémicos e de apoptose em celulas esfoliadas do epitélio oral de
individuos com lesfes pré-malignas e malignas deste epitélio e a possivel interacdo com o habito

de fumar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer Oral e suas Les0es precursoras

O carcinoma escamocelular da cavidade oral, a exemplo de outros canceres que acometem
os tecidos epiteliais, é precedido por lesGes precursoras que induzem mudancas morfoldgicas no
epitélio oral, as quais sdo detectadas clinicamente (SARAN et al., 2007).

As lesbes pré-malignas da cavidade oral tém sido classificadas sob diversos aspectos por
diferentes autores. Existe, no entanto, consenso no reconhecimento de que a leucoplasia,
eritroplasia, leucoeritroplasia e, consideradas mais recente, a displasia liquendide séo lesdes com
potencial em evoluir para a transformacdo maligna (RODRIGUES et al., 2000; KUFFER;
LOMBARDI, 2002; MELJ et al., 2006; FREITAS et al., 2006).

A leucoplasia é a lesdo pré-maligna mais frequente da cavidade bucal, definida, segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1978) como lesdo ou placa predominantemente branca
que se desenvolve no epitelio oral, ndo removivel a raspagem, que ndo pode ser caracterizada
clinicamente como outra enfermidade. Sua superficie pode apresentar-se lisa, rugosa ou
verrucosa (FREITAS et al., 2006). Histopatologicamente apresenta uma variedade de
caracteristicas, sendo a hiperceratose e a displasia epitelial em varios graus, os achados mais
importantes, em funcdo do potencial para transformacdo maligna (SCULLY; CAWSON, 1996;
SCHEPMAN et al, 1998; SCULLY; SUDBO; SPEIGHT, 2003). As leucoplasias se
desenvolvem preferencialmente nas bordas e face ventral da lingua, no assoalho da boca e na
mucosa jugal (SHIU; CHEN, 2004; LEE et al., 2006).

A eritroplasia é definida como uma placa vermelha que ndo pode ser caracterizada clinica
ou anatomopatologicamente como outra lesdo. Apesar de ser menos comum que a leucoplasia, a
eritroplasia possui um potencial mais elevado de transformacao maligna, em funcdo dos achados
histopatologicos mostrarem com freqiiéncia a presenca de carcinoma in situ, displasia epitelial
severa e carcinoma microinvasivo (NEVILLE et al., 2004; REICHART; PHILIPSEN, 2005). O
assoalho de boca, mucosa bucal e o palato mole correspondem aos sitios mais comuns para seu
desenvolvimento. As eritroplasias podem se apresentar em associacdo com leucoplasias ou em

areas adjacentes a estas, representando uma combinagdo de lesGes brancas (leucoplasia) com
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lesbes vermelhas (eritroplasia), originando o termo eritroleucoplasia (REICHART; PHILIPSEN,
2005).

As lesdes liquendides, ou displasia liquendide, como o préprio nome indica, referem-se a
lesbes com aspecto e caracteristicas de liquen plano, ao exame histopatoldgico, contudo séo
evidenciadas alteracdes displasicas (EISENBERG; KRUTCHKOFF, 1992).

Além dessas lesbes, o liquen plano oral tem sido alvo de expressivo niUmero de estudos
objetivando avaliar seu potencial em evoluir para o cancer, mas os resultados desses estudos séo
controversos ndao havendo, portanto, consenso na classificagdo deste tipo de lesdéo como pré-
maligna (HIETANEN et al., 1999; MOLLAOGLU, 2000; MIGNOGNA et al., 2002; MELJ et al.,
2003; LODI et al., 2005; GONZALEZ-MOLES et al., 2006; MEJ et al., 2006).

2.2 Fatores de risco associados as lesdes pre-malignas e malignas do epitélio oral

O processo de transformacao maligna, maioria das vezes, é iniciado pela acdo genotoxica
de agentes presentes no meio ambiente, 0s denominados agentes mutagénicos, que sdo de
natureza quimica, fisica ou bioldgica.

Na avaliacdo dos fatores que levam ao desenvolvimento desse processo € importante
destacar as diferencas individuais relativas a capacidade de metabolizar mutagenos/ carcindgenos
e de reparar danos ao DNA, mecanismos estes que modulam a estabilidade genémica e,
conseqlientemente, a ativagdo de protooncogenes a oncogenes e a inativacao de genes supressores
de tumor (SCHANTZ et al., 1997; RYDZANICZ et al., 2005; DRUMMOND et al., 2005).

Em relacdo ao cancer bucal, como ja comentado, alguns fatores tém sido de modo muito
consistente apontados como de risco para o seu desenvolver, enquanto outros sdao menos

consistentemente mostrados em associa¢do com esta neoplasia.

2.2.1 Habito de fumar e outras formas de contato com o tabaco

O habito de fumar é o fator de risco mais consistentemente associado ao desenvolvimento

de lesbes pré-malignas e malignas do epitélio oral, particularmente quando em concomitancia
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com a ingestdo de bebidas alcodlicas (FRANCO et al.,, 1989; FRANCESCHI et al., 1990;
JOHNSON et al., 1996; ZAVRAS et al., 2001; LLEWELLYN et al., 2003).

No tabaco do cigarro industrializado e na fumacga que dele se desprende, podem ser
identificadas mais de 4.000 substancias toxicas (HUSGAFVEL-PURSIAINEN, 2004). Dentre
estas, 200 sdo tdxicas para 0 homem e 50 apresentam acdo carcinogénica conhecida, destacando-
se 0s hidrocarbonetos policiclicos e as nitrosaminas especificas do tabaco encontradas no alcatréo
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2004). Outras substancias
carcinogénicas como o niquel e o cadmio, elementos radioativos como o carbono 14 e poldnio
210, e ate residuos de agrotdxicos utilizados na lavoura do tabaco, como o DDT, podem também
ser encontrados no tabaco e na fumacga dele desprendida.

Certas enzimas podem metabolizar os hidrocarbonetos do tabaco transformando-os em
carcindgenos mais potentes, a exemplo da Aril Hidrocarbono Hidroxilase (AHH) que é efetiva
em incrementar o potencial carcinogénico do benzopireno, aumentando o0s riscos de
desenvolvimento de tumores nos fumantes que a produzem em niveis aumentados.
Adicionalmente a acdo dos carcindgenos do tabaco, o calor desprendido por sua combustdo
potencializa as agressdes sobre a mucosa da cavidade bucal (DEMARINI, 2004).

Diversos estudos epidemioldgicos apontam para a associacdo entre habito de fumar e
carcinogénese oral, destacando, em sua maioria, os efeitos da intensidade e da duracdo do habito
(BLOT et al., 1996; MORENO-LOPEZ et al., 2000).

Entre os estudos em que foram avaliadas amostras populacionais brasileiras, cujos
resultados apontam para a associacdo entre habito de fumar e céncer oral, destacam-se 0s
realizados em Salvador-Bahia por Reis et al. (1997); o de Leite et al. (1998), desenvolvido em
hospital de referéncia de cancer na cidade do Rio de Janeiro e um estudo do tipo caso-controle
abrangendo as cidades de Sao Paulo, Curitiba e Goiania (FRANCO et al., 1989).

Avaliando amostras populacionais do sul da Grécia, Zavras et al. (2001) descreveram o0s
efeitos independentes do habito de fumar no incremento dos riscos de desenvolvimento de
cancer, particularmente entre os homens.

Efeitos da intensidade do habito de fumar foram observados por Moreno-Lopez et al.
(2000) em individuos residentes em Madrid (Espanha). As Odds Ratio calculadas para fumantes
de menos de 20 cigarros/dia e fumantes de mais de 20 cigarros/dia, foram, respectivamente de 3,1
e 7,96.
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E também reconhecido que o uso, ndo apenas do cigarro, mas, também, do cachimbo e
charuto multiplica o risco de cancer de labio, boca, lingua e faringe, dependendo do tipo e da
quantidade utilizada de tabaco (SILVERMAN; SHILLITOE, 1990).

Shanks; Burns (1998) avaliaram diversos estudos realizados com popula¢@es européias e
dos Estados Unidos e observaram que os riscos de cancer oral e de faringe sdo similares entre os
fumantes de cigarro e de cachimbo.

Os habitos de mascar tabaco, areca-nut e betel quid sdo também considerados fatores de
risco para o desenvolvimento tanto de lesdes pré-malignas quanto de lesdes malignas do epitélio
oral (JOHNSON et al., 1996; MOORE et al., 2000; IARC, 2003; LEE et al., 2003; WU et al.,
2004).

Relatorios da India revelam uma alta prevaléncia de cincer oral (15% a 65%) em
individuos que fazem uso do tabaco em diferentes combinagGes, destacando a alta incidéncia
destes tumores entre os usuarios de betel nut (SILVERMAN; SHILLITOE, 1990).

O uso do rapé também estd relacionado ao desenvolvimento do céancer bucal,
principalmente quando mascado. Este modo de consumo do tabaco propicia contato mais
prolongado com a mucosa oral, favorecendo a acdo de substancias cancerigenas. Estudo clinico,
do tipo caso-controle, realizado na Carolina do Norte (sul dos Estados Unidos), incluindo 225
mulheres com cancer oral e da faringe e 502 sem lesdes (controles), revelou mortalidade
excepcionalmente alta entre as usuarias do rapé, estando as lesGes orais localizadas nas regides

bucogengivais onde o rapé fica retido (WINN et al., 1981).

2.2.2 Ingestdo de bebidas alcodlicas

Alguns estudos apontam o excesso de ingestdo de bebidas alcodlicas como fator de risco
para o desenvolvimento do carcinoma de boca, faringe, laringe, eséfago, figado e pulméo (BLOT
et al., 1988; IARC, 1988; SILVERMAN; SHILLITOE, 1990; LONGNECKER, 1995; SEITZ et
al., 1998; SALASPURO, 2003).

Estudo realizado por Trieger e Taylor, ainda em 1958, mostrou que 44% de 108
individuos com carcinoma de lingua e 59% de 68 individuos com cancer de assoalho de boca,

palato e fossa tonsilar exibiam também cirrose hepética. Aproximadamente 75% dos individuos
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que integraram os grupos analisados relataram excessivo consumo de &lcool. Dois outros estudos
confirmaram a associacgao entre cirrose hepatica, excessivo consumo de alcool, fumo excessivo e
carcinoma de assoalho de boca e faringe (KELLER, 1963, 1967). Wynder et al. (1957) relataram
que 33% das mulheres que sofriam de cancer oral bebiam mais que sete doses de uisque por dia.

Reis et al. (1997) mostraram que o risco relativo de céncer da cavidade oral e da
orofaringe difere com o tipo de bebida alcodlica consumida, sendo maior nos bebedores de
cachaca. Os autores observaram ainda que o uso de tabaco associado a ingestdo de bebidas
alcodlicas constitui um agravante na génese dessas neoplasias.

Em estudo do tipo caso-controle, realizado em trés capitais brasileiras, foi também
relatado que a cachaca representa importante fator de risco para o desenvolvimento de cancer da
cavidade oral (FRANCO et al., 1989).

Tem sido sugerido que o &lcool provavelmente age como um co-fator, incrementando o
potencial carcinogénico dos componentes do tabaco em induzir o cancer (ROTHMAN;
KELLER, 1972; GRANVIL et al., 1995; LA VECCHIA et al., 1997; DU et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais a ingestdo de bebidas alcodlicas resulta na elevacgéo do risco
de desenvolvimento do céncer oral permanecem, contudo, obscuros. La Vecchia et al. (1997)
sugerem que o alcool pode atuar como um solvente, facilitando a passagem de carcin0genos,
especialmente daqueles presentes no tabaco, através da membrana celular. Além disso, segundo
estes autores, o alcool estaria relacionado a carcinogénese através do aumento da atividade
metabolica do figado, o que poderia ativar substancias carcinogénicas, ou através de alteracfes

induzidas diretamente no metabolismo do tecido epitelial alvo.

2.2.3 Habitos alimentares

A World Health Organization (WHO, 2003) reconhece que mais de 30% dos canceres
humanos estdo provavelmente relacionados com a dieta. Em relacdo ao cancer oral, alguns
estudos sugerem que a dieta rica em alimentos com alto valor cal6rico, e pobre em frutas e
vegetais esta relacionada com o aumento do risco de desenvolvimento deste cancer (FRANCO et
al., 1989; ZHENG et al., 1993; KEY et al., 2002, TOPORCOQV et al., 2004).
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Por outro lado, estudos conduzidos nas ultimas duas décadas tém evidenciado o possivel
efeito protetor de alguns alimentos e micronutrientes, destacando-se entre estes as vitaminas A,
C, E, os carotenoides (principalmente o beta-caroteno) e o selénio, tanto para o desenvolvimento
das lesGes pré-malignas quanto do cancer oral (ENWONWU; MEEKS, 1995; GAREWAL, 1995;
GUPTA et al.,, 1999; DU et al., 2000).

O efeito protetor de alguns desses micronutrientes, tem sido atribuido a sua atividade
antioxidante, a modulacdo do metabolismo de carcindgenos e inibicdo da proliferacdo e da
expressdo de oncogenes (ZAIN, 2001).

A contribuicdo de uma dieta rica em gorduras para o desenvolvimento do cancer nao esta,
contudo, totalmente elucidada. Archer (1997) sugere que o efeito carcinogénico de uma dieta rica
em gordura animal estd associado com a ingestdo de nitrosaminas (presentes em alimentos
defumados e nos conservantes de alimentos), e de aminas heterociclicas (carcindgenos formados
quando o alimento é processado em elevadas temperaturas). E geralmente reconhecido que esse
grupo de alimentos é um importante modulador da carcinogénese (WOUTERSEN et al., 1999;
GREENWALD; CLIFFORD; MILNER, 2001).

2.2.4 Uso de antisséptico bucal

Os antissepticos bucais, em sua maioria, solucdes alcodlicas, tém sido apontados, por
alguns autores, entre os fatores que podem contribuir para o aumento do risco de
desenvolvimento do céncer oral.

Risco aumentado para o desenvolvimento desse cancer, associado ao uso regular de
bochechos com antissépticos de alto teor alcodlico (superior a 25%) foi descrito por Winn et al.
(1991), em amostra constituida por 886 individuos com cancer bucal e faringeano e 1.249
controles. Resultados semelhantes foram obtidos por Reis et al. (1997) em estudo do tipo caso-
controle. Associacdo entre uso de antissépticos bucais e o desenvolvimento de cancer bucal e da
orofaringe foi, também, observada Winder et al. (1983) e em mulheres da Carolina do Norte por
Blot et al. (1988).
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Em alguns estudos, no entanto, ndo foram obtidas evidéncias epidemioldgicas
consistentes que suportem a associacdo entre o uso de antissépticos e cancer oral (KABAT et al.,
1989; ELMORE; HORWITZ, 1995; WINN et al., 2001).

2.2.5. Condicdo dental e irritagdo traumatica

IrritacBes cronicas causadas por dentes irregulares, restauracGes dentais inacabadas e
préteses mal adaptadas foram em estudos menos recentes apontadas como fatores de risco para o
cancer oral (BUNDGAARD et al., 1995; REIS et al., 1997; SCHILDT et al., 1998; VELLY et al.,
1998). Resultados de estudos mais recentes, contudo, sdo inconsistentes para o estabelecimento
de tal associacdo (TOPORCOQV et al., 2004).

Reis et al. (1997) observaram em estudo do tipo caso-controle, realizado em Salvador,
Bahia, que o uso de proteses mal adaptadas representa um fator de risco fortemente associado ao
desenvolvimento de cancer da mucosa oral. Os autores relataram também que a presenca de
dentes fraturados se constitui em fator que esta associado ao desenvolvimento desta neoplasia.

Alguns estudos epidemiolégicos mostram que uma inadequada higiene oral, condigéo
dental precéria e edentulismo constituem fatores de risco para o desenvolvimento de cancer na
cavidade oral (BUNDGAARD et al., 1995; SCHILDT et al.,, 1998; VELLY et al.,, 1998;
MORENO-LOPEZ et al., 2000).

Homann et al. (2001) observaram efeito sinergistico entre 0 uso de bebidas alcodlicas e
péssima condicdo dental. Individuos que ingeriam quantidades excessivas de 4alcool e
apresentavam dentes em condicdes precarias produziram duas vezes mais acetaldeido (primeiro
metabolito carcinogénico do alcool) na saliva, quando comparados a individuos com habitos
etilicos, porém com boa higiene oral e, consequentemente, melhor estado dental. Em relacdo aos
beneficios introduzidos pela higiene bucal de boa qualidade, estudo do tipo caso-controle
conduzido em Madri (Espanha) apontou para o efeito protetor desta pratica em relacdo ao cancer
bucal, minimizando os efeitos dos habitos de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas (MORENO-
LOPEZ et al., 2000).
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2.2.6 Infeccéo pelo HPV

As infecgBes virais estdo relacionadas ao desenvolvimento de tumores através de uma
série de mecanismos que incluem o estimulo da proliferacdo, a inativacdo de genes supressores
de tumor e a imunossupressdao. Segundo Zur Hausen (1991), cerca de 15% dos canceres sdo
associados a infecgdes virais. A relacdo entre a infeccdo pelos Virus da Hepatite B (HBV); do
Epstein-Barr (EBV); Papilomavirus (HPV) e da Leucemia das células T (HTVL — 1) com o
desenvolvimento de tumores é fato ja estabelecido.

A infeccdo pelo HPV é o fator de natureza bioldgica mais consistentemente associado ao
cancer oral (MINETA , OGINO, AMANO, 1998; MORK, LIE, GLATTRE, 2001; SYRJANEN,
2005).

Ja foram isolados 16 diferentes tipos de HPV (1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 31, 32,
33, 35 e 57) em lesdes orais (MILLER; WHITE, 1996). Alguns dos tipos de HPV s&o de baixo
risco para o desenvolvimento do céancer oral (6, 11,13,32) e estdo associados a lesbes
papilomatosas benignas (Papiloma, Condiloma Acuminado, Verruga Vulgar e Hiperplasia
Epitelial Focal). Tais lesbes apresentam baixo potencial para a progressao maligna. Os HPV's que
tém potencial para a malignizacdo sdo, principalmente, os 16, 18, 31, 33 e 35. A infeccdo por
estes tipos de HPVs esta frequentemente associada a displasias epiteliais e carcinomas de celulas
escamosas da cavidade oral e do cérvice uterino (DURST et al.,, 1983; MILLER; ZEUSS;
WHITE, 1994; ROMAN; SEDANO, 1994; MAO; SEATTLE, 1995; WARD et al., 1995;
FORNATORA et al., 1996; MILLER; WHITE, 1996; MINETA, OGINO, AMANO, 1998;
MORK, LIE, GLATTRE, 2001; SCULLY, 2002; SYRJANEN, 2005).

E importante destacar que embora os HPVs 6 e 11 sejam considerados de baixo risco
para o desenvolvimento do cancer oral, sua presenca foi observada em 68% de uma amostra de
19 portadores desta neoplasia, o que sugere seu envolvimento na patogénese dos carcinomas
orais (WARD et al., 1995).

A presenca do papilomavirus na mucosa oral normal, nas lesdes pré-malignas e lesdes
malignas foi investigada por Miller; White (1996) em estudo retrospectivo. Os dados obtidos
revelaram a presenca do HPV tanto na mucosa normal (13,5%) quanto nas lesGes pré-malignas
(14,8% das leucoplasias) e malignas (26,2% dos carcinomas escamocelulares e 27% dos

carcinomas verrucosos). Os tipos de HPV encontrados em 81,4% da amostra foramo 2, 16 e 18.
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Estudo objetivando identificar a prevaléncia do HPV16 em células da mucosa oral de 26
individuos com céancer oral evidenciou associacdo entre a infeccdo por este tipo de virus e a
neoplasia sob estudo (MAO; SEATTLE, 1995).

No México, Ibieta et al. (2005) realizaram estudo que incluiu 51 individuos com céancer
oral. Os autores observaram que 42% destes individuos apresentaram infeccdo por HPV,
destacando-se o do tipo 16, presente em 66,6% dos casos. A avaliacdo da associacdo entre HPV,
habito de fumar e ingestdo de bebidas alcodlicas revelou que estes fatores sdo independentes,
uma vez que foi observada igual distribuicdo desses habitos entre os individuos HPV positivos e
HPV negativos: 81% e 79%, respectivamente.

O papel de outros virus na carcinogénese oral tem também sido investigado, havendo
registro na literatura que aponta para efeito sinergistico entre a infeccdo pelo Virus do Herpes
Simples Tipo 1 e o habito de fumar (MURRAH; GILCHRIST; MOYER, 1996).

2.3 Danos cromossdmicos, apoptose e carcinogénese oral

Muitos canceres humanos sdo de origem epitelial, sendo que 92% deles séo derivados do
epitélio de revestimento, incluindo o epitélio da mucosa bucal (SALAMA; SERRANA; AU,
1999). Tal como ocorre com outros tipos de cancer, o processo de transformacdo maligna no
epitélio oral estd associado a ocorréncia de alteracGes genéticas (mutacdes génicas e aberracdes
cromossdmicas) que inativam genes supressores de tumor ou de reparo do DNA, ou gue ativam
protooncogenes a oncogenes. Em conseqiiéncia, ocorre a perda do controle do crescimento
celular organizado o qual depende da atuacdo harmdnica de uma intrincada rede de sinais
internos e externos, que determinam o momento em que uma célula normal devera crescer,

diferenciar, entrar no processo de diviséo celular ou morrer (Figura 1).
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Figura 01: llustracdo esquematica do crescimento celular em células normais e em ceélulas
cancerosas. (Adaptado de Griffiths et al., 2006).

A perda da capacidade celular em evoluir, frente a ocorréncia de danos genéticos, para a
morte, processo denominado apoptose, € uma das caracteristicas mais marcantes do processo
maligno. Apoptose é um processo geneticamente controlado de morte celular, que ocorre em
condicBes normais para eliminar células que ndo sdo mais necessarias ao organismo ou, como ja
comentado, em resposta a injuria genotdxica. A compreensdo dos eventos moleculares
envolvidos no processo apoptético tem avancado consideravelmente nos Gltimos anos, sendo o

nacleo considerado importante alvo de remodelacdo durante esse processo, do qual participam
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muitas proteinas sob a regéncia da p53 (SCHULTE-HERMANN; GRASL-KRAUPP; BURSCH,
2000; MILLER et al., 2002). Numerosos sdo os trabalhos evidenciando a relagdo entre p53
normal e apoptose, ou correlacionado mutagdes no gene da p53 e inibicdo deste processo
(YONISH-ROUACH et al., 1991; SHAW et al., 1992; CLARKE et al., 1993; LOWE et al., 1993,
HEMEKING ; EICK, 1994; WAGNER; KOKONTIS; HAY, 1994). A investigacdo da
associacdo de danos cromossdmicos, traduzidos por micronucleos, e inibicdo de apoptose tem

sido, contudo, pouco explorada.

2.3.1 Observagdo da ocorréncia de danos cromossdmicos no epitélio oral:

O Teste de Micronucleo

A avaliacdo da ocorréncia de danos cromossdmicos no epitélio oral e sua relacdo com a
carcinogénese oral pode ser feita utilizando o Teste de Micronucleo em células esfoliadas, como
sugerido desde 1982 por Stich; Curtis; Parida.

Micronucleos sdo formados por cromossomos inteiros ou por fragmentos cromossémicos
que durante a divisdo celular falham em sua ligacdo ao fuso ndo sendo, portanto, incluidos nos
nucleos das celulas filhas, permanecendo no citoplasma como estruturas semelhantes ao ndcleo
embora de menor tamanho (HEDDLE et al.,, 1983). Revelam, portanto, a acdo de agentes
clastogénicos e aneugénicos (Figura 2). Sua freqiiéncia representa um indice composto de
aberracdes cromossdmicas em uma determinada populacdo celular e informa a ocorréncia do

dano genético diretamente no tecido sob exposicao.
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Figura 2: Formacé&o de micronucleo por eventos aneugénico e clastogénico.
(Hustracao cedida pela Profa. Dra. Eneida Moraes de Marcilio Cerqueira).

7

O Teste de Microndcleo em células esfoliadas é considerado valiosa ferramenta na
avaliacdo de danos citogenéticos uma vez que:

- Permite uma estimativa da frequéncia com que alteragdes cromossomicas sdo produzidas
nas células;

- A técnica de obtencédo e preparo do material a ser utilizado é simples e de baixo custo
uma vez que os micronucleos sdo observados em células interfasicas;

- Os micronucleos sdo vistos em preparagdes citologicas realizadas rotineiramente e
nestas sdo facilmente observados, o que diminui o risco de erros de interpretagéo;

- Fornece evidéncia da ocorréncia de danos genéticos diretamente no tecido sob
exposicdo a um agente mutagénico, e se esse agente € carcinogénico, informa precisamente onde

um tumor podera se desenvolver.
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Em preparacfes destinadas a observagdo de micronicleos em células esfoliadas, é
possivel identificar outras alteracGes nucleares, proprias de um epitélio que se renova, mas que
em niveis excessivos sdo indicativas de injaria celular: picnose, cromatina condensada,
cariorréxis e caridlise (Figura 3). Segundo Tolbert; Shy; Allen (1991, 1992) estas alteracGes
refletem efeitos genotoxicos e citotdxicos de uma dada exposicdo e sdo per se associadas a
iniciacdo e promogdo do processo carcinogénico. De acordo com esses autores, 0 computo dessas
alteracbes deve ser feito separadamente, permitindo assim otimizar a sensibilidade e
especificidade do Teste de Micronucleo.

A picnose, cromatina condensada e caridlise acompanham a queratinizacdo, que acontece
como resposta adaptativa a um dano celular em epitélios que normalmente ndo sdo queratinizados
(PINDBORG et al., 1980). A ocorréncia de cariorréxis, adicionalmente a essas alteragdes, ocorre
em celulas sofrendo necrose, ou seja, morte celular conseqiiente a acdo de agentes exdgenos ao
ambiente celular (WYLLIE, 1981). A ocorréncia de queratinizagdo e necrose sdo indicativas de
citotoxicidade podendo estar associadas a promocao de cancer via estimulacdo da proliferacao
celular (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992).

A picnose, cromatina condensada e cariorrexis acompanham estagios precoces da
apoptose (processo geneticamente controlado de morte celular). A presenca dessas alteracdes em
frequiéncias elevadas € indicativa de genotoxicidade e esta relacionada a iniciacdo do processo de
transformacéo maligna (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1991).

L

Micronucleo "Broken-€ggs” Falso Cariorréxis
Micronucleo

-

Picnose Caridlise Cromatina Célula
Condensada Binucleada

Figura 3: Diagrama de alteragdes nucleares degenerativas e célula micronucleada
(Modificado de Tolbert etal., 1991. llustracdo cedida por Viviane Costa Junqueira).
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2.3.2. Efeitos genotoxicos do consumo de tabaco

A relacdo entre cancer e habito de fumar, observada nos epitélios em contato com
componentes do cigarro, se deve ao potencial mutagénico e carcinogénico de varios destes
componentes. Alteragcdes cromossdmicas em células do epitélio oral associadas ao uso do tabaco
tém registro na literatura (OZKUL et al., 1997; BLOCHING et al., 2000; WU et al., 2004) e
foram também evidenciadas na bexiga (BURGAZ et al., 1995; ZHANG et al., 1997) e cérvice
uterino (CERQUEIRA et al., 1998).

Utilizando o Teste de Micronicleo em celulas esfoliadas da mucosa bucal, Sarto et al.
(1987) detectaram diferencas significantes nas frequéncias de micronucleos conseqlientes a
quebras cromossomicas. Utilizando a mesma metodologia, Stich e Rosin (1983) nédo detectaram,
contudo, diferencas significantes nas freqiiéncias de micronucleos entre fumantes e ndo fumantes,
mas observaram efeito sinergistico do cigarro e do alcool sobre estas frequéncias.

Em estudo realizado em Orissa (india), Stich, Parida e Brunnemann (1992) analisaram a
ocorréncia de microndcleos em pescadores que fumavam com a extremidade do cigarro que
contém a brasa voltada para o interior da boca. Nesta condicédo e dada a forma com que a fumaca
é expelida, lingua e palato sdo mais expostos do que a bochecha. As freqliéncias de micronicleos
observadas na lingua e palato ndo diferiram (_X: 2,1% e X= 2,5%, respectivamente), mas foram
significativamente mais elevadas do que as descritas para bochecha (X; 0,6%).

Maior frequéncia de danos genéticos em células da mucosa bucal de individuos fumantes
do tabaco industrializado (3(2 1,99) do que a observada em ndo-fumantes (3(2 0,84) foi descrita
por Ozkul et al. (1997) em estudo que incluiu 14 individuos do sexo masculino que eram
fumantes e 15 individuos, do mesmo sexo, ndo-fumantes.

Maior incidéncia de danos cromossémicos e de lesdes pré-malignas e malignas no epitélio
oral tem sido registrada ndo apenas em fumantes do cigarro industrializado, mas, também, entre
usuarios de outras formas de tabaco.

Tolbert; Shy; Allen (1991) compararam a freqiéncia de microndcleos, em células
esfoliadas da mucosa oral, entre 38 mulheres que faziam uso intra-oral de rapé e 15 mulheres nao
usuarias do tabaco. A media registrada para usuarias foi duas vezes maior do que a observada
para 0 grupo controle: X= 3,8/1000 células e X= 1,6 para igual namero de células,

respectivamente, quando computados micronucleos de alta e baixa certeza.
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Entre os indianos é comum o uso do tabaco ("Khaini-tobacco") colocado na fenda inferior
da gengiva e 14 deixado por longo periodo de tempo. Avaliando a ocorréncia de microntcleos em
células gengivais e da bochecha de usuarios deste tabaco, Stich; Parida; Brunnemann (1992)
encontraram uma frequéncia significativamente maior dessas estruturas nas células esfoliadas da
gengiva ()_(: 2,1/100 células) quando comparadas as células obtidas da bochecha (3<: 0,5/100
células). Resultados similares foram anteriormente descritos por estes autores (STICH; CURTIS;
PARIDA, 1982) entre usuérios da cidade de Bihar (india). Efeitos do uso de uma pasta de dente
contendo tabaco “Gudakhu” na inducdo de microndcleos foram avaliados também por Stich;
Parida; Brunnemann no estudo de 1992. Nao foram detectadas diferencas entre usuarios e
controles.

Dave (1992) avaliou os efeitos citogenéticos induzidos pelo consumo de areca nut em
usuarios sem lesdes bucais e usuarios apresentando fibrose da submucosa oral ou cancer oral. A
analise comparativa com um grupo controle (ndo-usuarios apresentando mucosa oral normal)
mostrou aumento significativo na freqiéncia de Trocas entre Cromatides Irmas e aberracOes
cromossdmicas em linfocitos periféricos nos trés grupos de usuérios. Resultado semelhante foi
descrito pelo autor quando feita, nesses individuos, a avaliagdo da ocorréncia de microndcleos em
celulas esfoliadas da mucosa oral.

Ozkul et al. (1997) em estudo feito na Turquia incluindo 25 homens que faziam uso intra-
oral de um po obtido a partir do tabaco desidratado, oriundo de folhas da Nicotiana rustica,
relataram uma frequiéncia significativamente maior de microndcleos em células da mucosa bucal
(Y: 1,86%) quando comparado ao grupo controle (X;O,84%).

Wu et al. (2004) avaliaram os efeitos clastogénicos conseqlientes ao uso de cigarro
industrializado e ao habito de mascar areca quid. A comparagdo entre 0s grupos revelou uma
frequéncia de micronucleos significativamente maior em fumantes ndo-mascadores do que em
individuos ndo-fumantes mascadores (p= 0,01). Efeito dose-resposta foi observado entre os
usuarios do cigarro industrializado. A anélise da interacdo entre o habito de fumar e o0 de mascar
areca quid mostrou que ndo ha efeito sinergistico entre eles.

Efeitos sistémicos do tabaco revelados por testes em linfocitos tém sido mostrados por
diversos pesquisadores. Fazendo uso do Teste de Micronucleo, Tomanin et al. (1991) e Xue et al.
(1992) detectaram, em linfocitos, maior ocorréncia de alteracdes cromossémicas nos individuos

fumantes quando comparados com nao-fumantes. Maior ocorréncia de danos cromossémicos em
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linfocitos de fumantes foi também observada com a utilizagdo de outros testes citogenéticos
como a Andlise de Metéafases (HUSGAFVEL - PURSIAINEN et al., 1980) e a Troca entre
Cromatides Irmas (LAMBERT et al., 1983).

A ocorréncia de fendmenos nucleares degenerativos indicativos de apoptose (cariorréxis e
cromatina condensada), em células esfoliadas da mucosa bucal, foi descrita por Freita et al.
(2005) em estudo que avaliou a associacdo entre estas alteracGes e os habitos de fumar e de
ingerir bebidas alcodlicas. Fumantes e/ou usuarios de bebidas apresentaram uma frequéncia
significativamente maior destas alteragdes quando comparados com o grupo controle.

Maior ocorréncia de alteragdes indicativas de apoptose e necrose, mas nao de
microndcleos, em funcdo do habito de fumar e da exposi¢cdo ocupacional a agrotéxicos foi
descrita por Santos (2003) em células do epitélio oral.

Utilizando metodologia similar, Meireles et al. (2006) avaliando os efeitos da exposi¢édo
ocupacional e dos habitos de beber e de ingerir bebidas alcoolicas em individuos que trabalham
em laboratorios de pesquisa descreveram freqiiéncia significativamente maior de alteracdes
nucleares indicativas de apoptose (picnose, cromatina condensada e cariorréxis) entre 0sS
individuos expostos quando feita a comparagdo com o grupo controle. Apoptose foi tambem
significativamente maior entre os individuos expostos que informaram ndo ingerir bebidas
alcoolicas e/ou fumar quando comparados com controles abstémios (p<0,0001). Nos individuos
que faziam uso do cigarro e/ou de bebida alcoolica, em ambos os grupos amostrais, a ocorréncia

de apoptose foi maior entre os que fumavam e/ou bebiam (p< 0,0001).

2.3.3 Efeitos sinergisticos dos habitos de fumar e ingerir bebidas alcodlicas na

inducéo de danos cromossémicos

A maioria dos estudos em que foi avaliada a inducdo de danos cromossémicos em células
esfoliadas da mucosa oral conseqlientes aos habitos de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas,
revela que o alcool presente nestas bebidas ndo induz, isoladamente, & maior ocorréncia desses
danos. Em combina¢do com o habito de fumar, no entanto, efeitos aditivos e/ou sinergisticos tém

sido descritos.
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Em células esfoliadas da mucosa oral, Stich; Rosin (1983) avaliaram os efeitos desses
habitos na inducdo de micronlcleos em quatro grupos de individuos: Grupo I: ndo-fumantes e
ndo usuarios de bebidas alcodlicas; Grupo Il: fumantes e ndo bebedores; Grupo Ill: nédo-
fumantes, mas bebedores e, Grupo IV: fumantes e bebedores. Os autores ndo detectaram
diferenca significante na ocorréncia de microndcleos entre os individuos dos grupos I, Il e 1ll,
mas a freqliéncia de microndcleos nos individuos do Grupo IV foi significativamente maior do
que a observada para os trés outros grupos, revelando os efeitos sinergisticos dos habitos de
fumar e de ingerir bebidas alcodlicas na inducéo de micronucleos.

Resultados semelhantes a esses foram obtidos por Castelli et al. (1999) analisando a
ocorréncia de micronucleos e de aberracBes cromossémicas em linfocitos de trés grupos de
individuos: Grupo I: constituido por individuos desnutridos que fumavam e bebiam; Grupo II:
formado por ex-alcodlicos ndo-fumantes e, Grupo Il constituido por fumantes crénicos. A
frequiéncia dos endpoints avaliados foi significativamente maior no grupo de alcoolicos fumantes.

Efeito sinergistico dos habitos de mascar folhas de Catha edulis, de fumar (cigarro
industrializado) e de ingerir bebidas alcodlicas, na inducdo de micronucleos em ceélulas do
epitélio oral, foi investigado por Kassie et al. (2001). A amostra analisada foi dividida em trés
grupos: Grupo I: constituido por 25 individuos mascadores de Catha edulis, fumantes e
bebedores; Grupo II: formado por igual nimero de individuos fumantes e bebedores e, Grupo IlI:
constituido por 25 individuos ndo-mascadores e que nem fumavam e nem bebiam. Os autores
observaram que: 1) o nimero de micronucleos entre os individuos do Grupo | foi duas vezes
maior do que o observado entre os individuos do Grupo II; 2) microndcleos entre os individuos
do Grupo | ocorreram em freqliéncia nove vezes maior do que entre os individuos do Grupo 11l e,
3) a ocorréncia de micronucleos entre os individuos do Grupo Il foi significativamente maior do
que a observada entre os participantes do Grupo I11, revelando efeito aditivo dos habitos de fumar

e ingerir bebidas alcodlicas na inducdo de danos cromossémicos.
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2.3.4 Danos cromossdmicos associados ao uso de antissépticos bucais e a condicéo

dental

Frequéncia significativamente maior de microndcleos entre individuos que fazem uso de
antissépticos bucais foi observada por Freita et al. (2005), o que segundo os autores pode ser
atribuido as altas concentracdes de alcool etilico em sua composicdo e/ou também a freqliéncia
elevada de uso. Além disso, o contato prolongado do alcool com a mucosa através de bochechos,
poderia ser suficiente para a expressao dos efeitos genotoxicos desta substancia, diferentemente
do contato estabelecido na ingestdo de bebidas alcodlicas que se faz, habitualmente, de modo
fugaz. O ndmero de individuos analisados por Freita et al. foi de apenas cinco individuos de
modo que os resultados obtidos devem ser vistos com reserva.

Em relagdo a indugdo de microndcleos por irritagéo traumatica da mucosa oral, Freita et
al. (2005) descreveram frequiéncia significativamente maior dessas estruturas nas células obtidas
das areas afetadas, o0 que possivelmente se deve a uma maior proliferacdo celular, induzida pelo
estimulo traumatico, propiciando oportunidade para a ocorréncia de falhas cromossdmicas

durante a divisdo celular.

2.3.5 Danos genéticos e progressao a transformacao neoplasica

O Teste de Micronucleo tem sido proposto para 0 monitoramento biologico de lesdes preé-
malignas tanto do cérvice uterino quanto da cavidade oral (CERQUEIRA et al.,, 1998;
CASARTELLI et al., 2000; LEAL-GARZA et al., 2002; SARAN et al., 2007).

Cerqueira et al. (1998) avaliaram com o uso deste teste a ocorréncia de microndcleos na
progressdo das neoplasias cervicais intraepiteliais (NICs 1,11 e Ill), tendo observado diferenca
significativamente maior destas estruturas nas mulheres ndo-fumantes com NICs Il e I1l quando
comparadas as mulheres com NIC I. A ocorréncia de micronucleos entre as mulheres fumantes
com NIC I, ndo diferiu da observada entre mulheres com NICs 1l e IlI.

Leal-Garza et al. (2002) investigaram em células esfoliadas do cérvice uterino e em
linfocitos periféricos a ocorréncia de micronucleos em mulheres sem lesdes cervicais, mulheres
com diferentes graus de lesdes pré-malignas e mulheres com cancer invasivo. A comparacao

entre 0s grupos mostrou que a freqiiéncia de micronucleos: 1) foi significativamente maior nas
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mulheres com cancer, quando comparadas as mulheres sem les6es ou com lesdes pré-malignas;
2) ndo diferiu entre as mulheres com diferentes graus de lesdes pré-malignas e, 3) foi maior entre
as mulheres com lesbes pré-malignas quando comparadas com mulheres sem lesdes. Diante
destes resultados 0s autores sugerem que a progressdo para a transformacdo maligna esta
associada a maior ocorréncia de danos cromossdémicos e que micronicleos podem ser
considerados como marcadores Uteis do risco de desenvolvimento de cancer.

Em células do epitélio oral, Casartelli et al. (2000) analisaram a freqiiéncia de
micronlcleos em células esfoliadas da mucosa oral normal, de éareas de leucoplasia e de
carcinoma in situ. As freqliéncias de micronucleos foram significantemente maiores nas lesées
pré-malignas e nas malignas, quando comparadas a freqliéncia observada nas células da mucosa
normal.

Halder et al. (2004) avaliaram a ocorréncia de micronucleos em 50 individuos sem lesdes
orais; 32 apresentando lesdes pré-malignas, 10 com diagndstico de cancer oral ainda néo
submetidos a tratamento e oito individuos com igual diagnostico pos-cirurgia para tratamento da
lesdo. As frequéncias médias de micronucleos registradas para esses grupos foram,
respectivamente, 0,35%, 0,63%, 1,36% e 0,44%. Estes resultados, segundo o0s autores,
corroboram de modo evidente aqueles descritos por Casartelli et al. (2000) e sugerem que 0
micronucleo pode ser um marcador da carcinogénese oral, embora outros estudos se facam
necessarios.

Estudo recente, com o objetivo de identificar individuos com lesGes ou condicdes
cancerizaveis de alto risco para o desenvolvimento do cancer oral foi realizado por Saran et al.
(2007), com uso de trés biomarcadores: Teste de Micronucleo, Teste Cometa em celulas
esfoliadas do epitélio bucal e Teste Cometa em leucocitos. A amostra estudada por esses autores
foi constituida por: 1) 129 individuos com cancer oral; 2) 138 portadores de lesdes pré-malignas
(leucoplasia e eritroplasia) e condicdes cancerizaveis (fibrose da submucosa e liquen plano oral)
e; 3) 176 individuos controles. Os resultados obtidos apontam para um gradiente (do epitélio
normal para o cancer) na ocorréncia de todos os endpoints analisados.

Ramirez; Saldanha (2002) compararam a frequéncia de micronucleos entre individuos
com carcinomas orais e orofaringeos e individuos apresentando mucosa oral sem alteracoes.
Foram analisadas células esfoliadas de trés regides distintas da cavidade oral: regido ao redor da

lesdo (B), na regido contra-lateral a lesdo (A) e regido de fundo de saco gengivo-labial superior
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(C). Os resultados referentes & comparagdo intra-individual dos pacientes mostram diferengas
significantes: a freqliéncia de micronucleos foi maior na regido B, seguida das regides A e C. Os
autores destacam a possibilidade de existir um gradiente no desenvolvimento carcinogénico (C—
A — B). A comparacdo inter individual (pacientes e controles) aponta um aumento significante
na freqiiéncia de microndcleos nas células da regido de lesdo quando comparado a frequéncia
destas estruturas nas células dos individuos do grupo controle.

Objetivando avaliar se 0 Teste de Microntcleo em células esfoliadas pode ser utilizado
como um biomarcador indicativo de maior risco de desenvolvimento de cancer do trato digestivo
superior, Bloching et al. (2000) analisaram células de regifes da mucosa oral sem alterac6es de
55 individuos com carcinomas do trato digestivo superior e 16 individuos com leucoplasia,
comparando os resultados obtidos com 99 individuos sem lesdes. A freqiiéncia de micronucleos
foi duas vezes mais elevada nos individuos com lesfes. Os autores consideram que os resultados
obtidos apontam para a efetividade do uso de microndcleos como biomarcadores de risco de
desenvolvimento de cancer, podendo auxiliar no estabelecimento de medidas preventivas visando
reduzir os riscos de desenvolvimento dessa doenca, embora ndo possam informar quando ou se a

transformacdo maligna acontecera.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

R

% Awvaliar a ocorréncia de alteracGes citoldgicas, indicativas de danos cromossdmicos e de
apoptose em células esfoliadas do epitélio oral de individuos com lesdes pré-malignas e
malignas deste epitélio e a possivel interagdo com o habito de fumar.

Objetivos Especificos

%+ Descrever o perfil de uma amostra de pacientes atendidos nas clinicas odontologicas da
UEFS;

% Auvaliar a ocorréncia de danos cromossémicos e apoptose no evolver do processo de

transformacéo maligna;

% Auvaliar os efeitos do habito de fumar na inducdo de danos cromossémicos e sua

associacdo com a progressdo maligna;

%+ Verificar se a ocorréncia de micronucleos esta associada a outros fatores (que ndo o0s
habitos de fumar e de beber) que tém sido apontados como de risco para o

desenvolvimento do cancer bucal.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de Estudo

Foi realizado estudo epidemiolégico analitico do tipo caso-controle com obtencdo de
dados quantitativos. Os estudos analiticos visam investigar a associacdo entre dois eventos, no
intuito de explicar uma possivel relacdo causal entre eles (PEREIRA, 1995).

Rouquayrol e Almeida Filho (1992; 2003) afirmam que o estudo de caso-controle é
destinado a investigacdo de associacBes etioldgicas de doencas com periodo de laténcia
prolongado, onde seria inviavel a utilizacdo de estudos de seguimento, ou seja, prospectivo.

Caracteriza-se pelo levantamento de um grupo de casos com a doenga e um grupo de
controles (sujeitos comprovadamente sem a doenga) comparaveis. Estabelecidos os casos e 0s
controles, parte-se do diagndéstico da doenga, retroagindo em sua historia em busca dos fatores de
risco, passados ou presentes, suspeitos para o desenvolvimento da doenca. Portanto, nesse
desenho de estudo, parte-se do efeito para elucidar as causas (PEREIRA, 1995). O delineamento

do presente estudo encontra-se esquematizado na Figura 4.

Controles

Portadores de lesbes pré-
malignas da cavidade oral Individuos sem lesdes na

- cavidade oral
Portadores de lesoes

malignas da cavidade oral

Figura 4: Delineamento do desenho de estudo caso-controle para avaliar associagdo entre
héabito de fumar e lesdes pré-malignas e malignas do epitélio oral, através do
Teste de Micronucleo.
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4.2 Campo de Estudo

O estudo foi realizado no Centro de Referéncia de LesGes Bucais da Universidade
Estadual de Feira de Santana e nas Clinicas Odontolégicas desta Universidade, onde foram
coletados os dados e o material para estudo dos casos e controles.

As Clinicas Odontoldgicas da UEFS vém funcionando regularmente desde a implantacdo
do Curso de Odontologia e, em particular o Centro de Referéncia de Lesdes Bucais tem sido
considerado um modelo de exceléncia no atendimento a populacdo de Feira de Santana e das
regides circunvizinhas.

O processamento do material para analise citogenética, assim como a analise dos dados e
a analise citogenética foram realizadas no Laboratorio de Genética Toxicologica na Universidade
Estadual de Feira de Santana, que conta com recursos humanos qualificados, desenvolvendo

linha de pesquisa com a utilizagdo da mesma metodologia do presente estudo.

4.3 Populacéo do estudo

A populacdo sob estudo foi constituida por um total 103 individuos atendidos
rotineiramente no Centro de Referéncia de Lesdes Bucais da Universidade Estadual de Feira de
Santana e nas clinicas odontologicas, distribuidos em dois Grupos:

%+ Grupo Caso, constituido por uma amostra de trinta e um individuos portadores de

lesGes pré-malignas e malignas da mucosa bucal;

R

% Grupo Controle, constituido por uma amostra de setenta e dois individuos sem

lesBes bucais.

Para avaliacdo da ocorréncia de micronlcleos e de apoptose na progressdo a

transformacdo maligna, a amostra foi subdividida em trés novos grupos:

%+ Grupo I, formado pelos setenta e dois individuos sem alterac6es na mucosa oral;
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% Grupo I, integrado por onze individuos que apresentavam lesdes pré-malignas;

% Grupo I, constituido por vinte portadores de cancer oral.

Em fung&o dos estudos de caso-controle ndo gerarem diretamente taxas de incidéncia e de
prevaléncia, Pereira (1995) aponta para o fato de que nesse tipo de estudo, geralmente, a amostra
é de conveniéncia. Nesse sentido, a populagdo do estudo foi constituida, como j& exposto, por
uma amostra de trinta e um casos e setenta e dois controles. Estudos dessa natureza na literatura
consideram que a amostra deve ser constituida por um minimo de 20 individuos para cada grupo
(TOLBERT et al., 1991; RAMIREZ, 2000; SANTOS, 2003). No presente estudo foram avaliados
individuos em ndmero superior ao sugerido por esses autores de forma a obter uma maior

abrangéncia.

4.3.1 Critérios de incluséo:

Participaram do estudo homens e mulheres com idade igual ou superior a 18 anos, que
foram submetidos a exame odontologico clinico e os individuos com lesdes pré-malignas
(leucoplasia, eritroplasia e displasia liquenoide) e malignas (carcinoma escamocelular) da
cavidade oral, que apds leitura do Termo de Consentimento concordaram em participar do
estudo.

4.3.2 Critérios de exclusio:

Foram excluidos os individuos:

- Em tratamento radio e/ou quimioterapico, ou que tinham sido submetidos a estas

terapias ha pelo menos seis meses;

-> Submetidos a Bidpsia hd menos de trés semanas;
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-> Relataram exposicao recente (periodo menor do que seis meses) a genotoxicos

conhecidos;

-> Individuos que ndo se enquadraram nos critérios, quer para fumantes quer para ndo-

fumantes;
- Apresentando lesdes outras que ndo as estabelecidas nos critérios de incluséo.
4.4 Variaveis do Estudo
As seguintes variaveis foram estabelecidas para a avaliagdo do objeto de estudo:
% Variavel dependente: lesdes pré-malignas e malignas do epitélio oral
% Variavel independente: habito de fumar
Foram analisados também, as caracteristicas socio-demograficas (relacionadas a idade,
sexo e grau de instrucdo), antecedentes pessoais (uso de protese, higiene bucal e uso de
antissepticos bucais) e habitos de vida (ingestao de bebidas alcoolicas) como co-variaveis.
4.5 Técnicas e instrumentos de coleta de dados
4.5.1 Dados pertinentes a caracterizacdo da amostra
Formulario contendo indagacOes a respeito de idade, habitos de higiene bucal, habito de
fumar, ingestao de bebidas alcoolicas, uso de medicamentos, uso de proteses, exposicao a agentes
genotoxicos conhecidos e ocorréncia de cancer na familia foi aplicado individualmente a
totalidade da amostra (APENDICE A).

O formulario é um valioso instrumento de coleta de dados, vez que permite a obtencao de

informacdes diretamente do entrevistado, sendo preenchido pelo pesquisador & medida que as
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informacdes sdo obtidas. Em consequiéncia, o formulario pode ser aplicado a todo segmento da
populacdo e, as possiveis dividas do pesquisado podem ser esclarecidas pelo pesquisador,
facilitando o seu entendimento (FACHIN, 2003; MARCONI; LAKATO, 2005)

Os individuos com lesBes bucais (casos) foram submetidos a exame clinico,
anatomopatoldgico e anélise citogenética (Teste de Micronucleo) e os individuos sem lesdes

bucais (controles), a exame clinico e analise citogenética.

4.5.2 Parametros considerados ao exame clinico

Ao exame clinico foi pesquisada, além da presenca de alteracdes pré-malignas e malignas
em lingua (bordo lateral) e epitélio da mucosa oral, a existéncia de proteses, dentes fraturados
(com conseqiente irritacdo traumatica) e de placas bacterianas para inferir sobre a higiene bucal.

4.5.3 Obtencéo do material para estudo histopatologico

O material para analise histopatoldgica, quando indicada, a biopsia foi realizado por
cirurgido dentista e enviado para o Laboratério de Patologia Bucal do Departamento de Salde da

Universidade Estadual de Feira de Santana.

4.5.4 Obtencéo do material para estudo citologico

O material para anélise citoldgica foi obtido mediante raspagem gentil da mucosa bucal,
das regides com lesdo (Grupo Caso) e regiGes com aspecto normal (Grupos Caso e Controle),
utilizando escova para coleta de células cervicais, sendo uma escova para cada esfregaco (Figura
5). Com o material coletado, foi feito esfregaco em lamina de vidro, com uma gota de solucéo de

soro fisiolégico (NaCl a 0,09%) que foi deixado ao ar livre para secar (Figura 6).



Figura 5: Material coletado da mucosa bucal, utilizando
escova cytobrush.

Figura 6: Esfregagco do material coletado
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4.5.5 Preparac0es citolégicas

O material foi fixado em solucdo de metanol/ &cido acético (3:1). Apds 24h as
preparagdes foram coradas de acordo com o método de Felilgen e Rossenbeck (1924) e contra-
coradas com Fast Green a 1% em &lcool absoluto por 1 minuto. (Figuras7,8¢e9).

/
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Figura 8: Preparacdes coradas pelo método de Feulgen & Rossenbeck.
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Figura 9: Preparacdes contra coradas com Fast green a 1%.

4.5.6 Andlise de micronucleos e alteracGes nucleares indicativas de apoptose

A andlise citogenética foi feita sob microscopia Optica e em teste cego com relacdo aos
dados da entrevista e resultado do exame anatomopatolégico. Foram consideradas até um minimo
de 1.000 células por individuo. Micronucleos foram identificados de acordo com os critérios
descritos por Sarto et al. (1987) e Tolbert; Shy; Allen (1991): foram considerados micronucleos
as estruturas distintamente separadas do nucleo, com contorno bem definido, apresentando em
relacdo a ele coloracdo e distribuicdo cromatinica similar, além de visualizagdo em um mesmo
plano. Além de micronucleos, foi feito o computo separadamente das alteracbes nucleares

degenerativas indicativas de apoptose: cariorréxis, cromatina condensada e picnose.

4.6 Elaboracéo do Banco de Dados e Andlise Estatistica

Um banco de dados foi montado com as informacdes obtidas na entrevista e nas analises

de microndcleos e de alteracGes nucleares indicativas de apoptose. Posteriormente estes dados
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foram processados e analisados estatisticamente através do software de analise estatistica SPSS
10.0 for Windows e pelo Programa Estatistico R version 2.4.0.

A avaliacdo das diferencas entre 0s Grupos relativa aos diversos parametros considerados
foi feita com o uso de varios testes estatisticos:

1) Para andlise de diferengas das médias, foi utilizado o Teste T Student

2) Para analise das tabelas de associacdo foi empregado o Teste de Qui-quadrado e Teste Exato
de Fisher;

3) A analise das variaveis quantitativas foi realizada através do Teste T de Student;

4) Toda a analise relativa a ocorréncia de micronucleos e de alteragdes nucleares degenerativas
foi feita com o uso do teste condicional para comparacéo de proporcdes em situacdes de eventos
raros (BRAGANCA-PEREIRA, 1991), que € um teste de significancia alternativo ao Teste de
Qui-quadrado na linha Exata do Teste de Fisher (KALBFLEISCH, 1979) e adequado a avaliacao
de eventos citogenéticos quando uma grande amostra de células é necessaria para deteccdo da
ocorréncia de determinada aberracdo cromossémica. Em todas as andlises o nivel de significancia
foi de 5%.

4.7 Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Feira de Santana, vinculado ao CONEP, sob processo n° 059/2006.

A pesquisa, atendendo a Resolucdo do Conselho Nacional de Saude n° 196/96 (BRASIL,
1996), foi realizada mediante a observacdo dos principios éticos estabelecidos por esta
Resolucdo, estando de acordo com o esclarecimento dos sujeitos quanto a justificativa, o0s
objetivos do estudo e os procedimentos que foram utilizados, incluindo a aplicacdo do formulario

e a coleta de material da mucosa bucal.
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5 RESULTADOS

5.1 Material Analisado

Cento e treze individuos, de ambos 0s sexos, concordaram em participar desse estudo.
Destes, quarenta apresentavam lesdes pré-malignas e malignas do epitélio oral (Grupo Caso) e
setenta e trés apresentavam mucosa oral sem alteragdes (Grupo Controle). Dentre os quarenta
individuos portadores de lesdes pré-malignas e malignas do epitélio bucal, nove foram excluidos
da amostra: um por ter sido submetido a radioterapia e oito porque as preparacdes destinadas ao
estudo de micronlcleos se apresentaram improprias para analise: quatro, devido ao grau
avancado da lesdo, evidenciando necrose; e, quatro, em funcdo da quantidade insuficiente de
células, em uma (dois individuos) ou em ambas as areas coletadas (dois individuos). No Grupo
Controle, um individuo foi excluido da amostra, devido ao numero insuficiente de celulas. A
amostra final foi, entdo, assim distribuida: Grupo Caso: 31 individuos; e, Grupo Controle: 72

individuos, perfazendo um total de 103 individuos.

Grafico 1: Proporcao entre material coletado e analisado.

Material Coletado Material Analisado

Caso

30,1%

Controle
Controle

69,9%
64,6% >
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5.2 Caracteristicas da Amostra

5.2.1 Idade

A média de idade da amostra total foi de Xie= 48,95 + 18,63; e, as obtidas nos Grupos
Caso e Controle foram, respectivamente;(id: 61,74 + 16,89 e Xi¢= 43,44 + 16,60. A avaliacao
das diferencas entre os grupos, feita com o uso do Teste T de Student revelou diferencas
significantes: t= 5,104; G.L.= 101; p = 0,000001. O grafico Il, apresenta a distribuicdo por idade
nos Grupos Caso e Controle.

Gréfico 2: Distribuicdo da Idade nos Grupos Caso e Controle

6

Grupo

[ controle
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5.2.2 Sexo

O Grupo Caso foi constituido por 14 homens (45,2%) e 17 mulheres (54,8%); o Grupo
Controle por 21 homens (29,2%) e 51 mulheres (70,8%). A avaliacdo da diferenca na proporcao
de homens e mulheres entre os grupos, feita com o uso do Teste de Qui-quadrado, ndo revelou

diferenca significante (y* = 2,4710, G.L. = 1, p = 0,1160), assim como a avaliacdo da diferenca

da variavel sexo dentro do Grupo Caso, também, ndo revelou diferencas significantes (2

o

0,2903; G.L. =1; p =0,5900). Contudo, considerando o Grupo Controle, foi observado que

nimero de mulheres é significativamente maior que o niimero de homens: y%= 12,5000; G.L.

1, p = 0,0004. O Grafico Il mostra a distribui¢do por sexo entre 0s grupos.

Gréfico 3: Distribuicdo por sexo entre 0s grupos
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Sexo

- Masculino
- Feminino

Caso Controle

5.2.3 Escolaridade

A variavel Escolaridade foi categorizada levando em consideragdo apenas a oportunidade

de acesso, ou ndo, a educacdo, em fungdo do pequeno nimero de individuos que cursaram o 2° e
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3° Graus no Grupo Caso (trés e um individuos, respectivamente). Na amostra total, 17 individuos
informaram serem analfabetos (16,7%); e 85 individuos tiveram a oportunidade de estudar
(83,3%). Os dados referentes a distribuicdo entre os grupos relativa a escolaridade encontram-se
na Tabela 1. A avaliacdo das diferencas entre os grupos relativa a esta variavel, feita com o
emprego do Teste de Qui-Quadrado, revelou que o nimero de individuos sem acesso a educacao
é significativamente maior no Grupo Caso do que no Grupo Controle: = 15,5804; G.L. = 1; p<

0,0007.

Tabela 1: Dados referentes a Escolaridade nos Grupos Caso e Controle

Grupo Total
F Caso Controle
Escolaridade % 0 % 0 % P
2_ .
Semescolaridade 12 387 5 7.0 17 167 X~ 159804
GL.=1,
Com escolaridade 19 61,3 66 930 85 833
p< 0,0007

Total 31 100,0 71 100,0 102 100,0

P
1 informac&o perdida

5.2.4 Higiene Bucal

Dos 31 individuos do Grupo Caso em que foi clinicamente avaliada a higiene bucal esta
foi considerada insatisfatoria em 28 deles e em apenas trés, como satisfatoria. No Grupo
Controle, 51 individuos se enquadraram dentro da classificacdo insatisfatoria e 20 como higiene
satisfatoria. Os resultados, da avaliacdo da diferenca entre os grupos, feita com o emprego do
Teste do Qui-Quadrado, revelou que o nimero de individuos com higiene bucal insatisfatoria é
significativamente maior no Grupo Caso do que o observado no Grupo Controle: y°=4,225;

G.L.=1, p= 0,040.

Tabela 2: Dados referentes a higiene bucal entre os Grupos

Higiene Grupo Total p
Caso Controle

n % n* % n %

Insatisfatéria 28 90,3 51 71,8 79 77,5 ¥?=4,225

Bucal

Satisfatoria 3 9,7 20 282 23 225 GL=1
p= 0,040

Total 31 100,0 71 100,0 102 100,0

P
1 informacdo perdida
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5.2.5 Uso de Protese Dentéaria

Dentre os 103 individuos da amostra, seis no Grupo Caso e 28 no Grupo Controle usavam
prétese dentaria. A avaliacdo da diferenca na proporcéo de uso de prétese, com o emprego do
Teste do Qui-Quadrado, revelou que a diferenga entre 0s grupos apresenta significancia
estatistica marginal (3°= 3,739, G.L. = 1, p = 0,053).

Tabela 3: Dados referentes ao uso de prétese dentaria entre os Grupos

Grupo
2 Caso Controle Total
Uso de Protese % n % n % P
2
Sim 6 194 28 389 34 330 X=3,739
GL =1
Néo 25 80,6 44 61,1 69 67,0
p = 0,053
Total 31 100,0 72 100,0 103 100,0

5.2.6 Habito de Fumar

Foram considerados fumantes, os individuos que fumavam diaria e regularmente, trés ou
mais cigarros industrializados, ou ndo, por um periodo igual ou superior a um ano, assim como 0s
individuos que deixaram de fumar ha, no maximo, seis meses atras. Os individuos que faziam uso
atual e regular do cachimbo, ou que o fizeram até seis meses atras foram também considerados
como fumantes. Como nao-fumantes foram considerados, os individuos que deixaram de fumar
ou de usar cachimbo hd um tempo igual ou superior a cinco anos, além, evidentemente, dos
individuos que nunca fumaram (CERQUEIRA et al., 1998).

Dentro desses critérios a amostra total foi composta por quarenta e um individuos
fumantes (39,8%) e sessenta e dois ndo-fumantes (60,2%). Dos trinta e um individuos que

constituiram o Grupo Caso, 12 ndo fumavam e, 19 eram fumantes (oito consumiam cigarro
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industrializado, seis usavam cigarro de palha e cinco eram usuarios de cachimbo). No Grupo
Controle, 50 individuos foram classificados como ndo-fumantes e 22 como fumantes (vinte e um
usuarios de cigarro industrializado e um de cigarro de palha). A anélise da diferenca na propor¢édo
de fumantes e ndo-fumantes entre 0s grupos, com o emprego do Teste de Qui-Quadrado, mostrou
que o nimero de fumantes no Grupo Caso é significativamente maior do que no Grupo Controle:
v°=8,5430; G.L.=1; p=0,0030.

O consumo de tabaco foi avaliado pelo nimero méximo de cigarros consumidos por dia
(cig./dia) ou pela freqliéncia diaria do uso de cachimbo (cach./dia). Considerando o valor da
mediana do consumo de tabaco (Mconstav= 10), esta variavel foi dicotomizada em: menor ou igual
a 10 unidades/dia e maior que 10 unidades/dia. A duracdo do habito de fumar foi levada em
consideracdo tomando também como base o valor da mediana (Mgurmap= 20), sendo dicotomizada
em: menor ou igual ha 20 anos e maior que 20 anos. A avaliacdo das diferencas entre 0s grupos
em funcdo da exposicdo dos fumantes, feita com o emprego do Teste de Qui-Quadrado mostrou
que: 1) ndo ha diferenga estatistica entre os grupos em relagdo a quantidade do consumo de
tabaco (°=0,006; G.L.= 1; p = 0,938); 2) a duracéo do héabito de fumar é significativamente
maior entre os individuos do Grupo Caso quando comparada aos individuos do Grupo Controle
(x?= 23,468; G.L. = 1, p< 0,00001). Os dados referentes ao habito de fumar na amostra estudada

encontram-se sumarizados na Tabela 4.

5.2.7 Consumo de Bebidas Alcodlicas

Foram considerados bebedores, os individuos que ingeriam bebidas alcoolicas duas ou
mais vezes por semana (KEHDY et al., 2007). Com base neste critério, onze individuos foram
classificados como etilistas (oito casos e trés controles); e noventa e dois como ndo bebedores (23
casos e 69 controles). Dentre os bebedores, sete individuos informaram o consumo do alcool com
frequéncia diaria (cinco casos e dois controles) e; quatro, bebiam de duas a trés vezes por semana
(trés casos e um controle). A distribuicdo nos Grupos, Caso e Controle, em fungcdo do consumo
de bebidas alcodlicas é apresentada na Tabela 4. A avaliacdo da diferenca na proporcdo de

bebedores e ndo-bebedores entre 0s grupos, realizada através do Teste de Qui-Quadrado, revelou
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que o nimero de bebedores no Grupo Caso é significativamente maior que no Grupo Controle: ¥
=10,6379; G.L. = 1, p = 0,001.

Os dados relacionados a freqiiéncia do consumo de bebidas alcodlicas e a quantidade
encontram-se sumarizados na Tabela 4. A avaliacdo da diferenca entre 0s grupos relativa a essas
variaveis, feita com o uso do Teste Exato de Fisher, mostra que ndo ha diferencga significante em
relacdo a frequiéncia do consumo de bebidas alcodlicas (p= 0,7879), e nem quanto a quantidade

de élcool consumida (p= 0,4242).

5.2.8 Habitos de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas

Considerando os quarenta e um individuos classificados como fumantes nesse estudo, 11
faziam uso concomitante de bebidas alcodlicas: oito casos e trés controles. A avaliacdo das
diferencas entre os grupos, relativa ao uso concomitante do tabaco e alcool, feita com emprego do
teste de Qui-Quadrado, revelou que o numero de individuos fumantes e bebedores é
significativamente maior no Grupo Caso do que no Grupo Controle: y? =4,2091; G.L. = 1; p =

0,040. Dados apresentados na Tabela 4.



Tabela 4: Dados relacionados aos habitos de fumar e/ou de beber nos Grupos Caso e Controle.

Caso Controle p-valor*
N=31 N=72
N % n %

Fuma
Sim 19 61,3 22 30,6 0,003°
Nao 12 38,7 50 69,4
Qtdade (cig. ou cach/dia)
<10 unidades 11 57,9 13 59,1 0,938"
>10 unidades 8 42,1 9 40,9
Durac&o do habito (anos)*?
<20 anos 2 10,5 19 86,4 0,000001°
>20 anos 17 89,5 3 13,6
Bebe®
Sim 8 25,8 3 4,2 0,001°
Nao 23 74,2 69 95,8
Frequiéncia alcool’
Diariamente 5 62,5 2 66,7 0,7879"
02-03 vezes/semana 3 37,5 1 33,3
Qdade de Bebida (copos) *
<3 copos 5 62,5 1 33,3 0,4242°
>3 copos 3 37,5 2 66,7
Habito de fumar e de
Ingerir Bebidas Alcodlicas*
Sim 8 42,1 3 13,6 0,040°
Nao 11 57,9 19 86,4

Y Excluidos 62 ndo fumantes; * Mconstab = 10; ° Maurma = 20; * Excluidos 92 n&o bebedores; * p-valor<0,05; 2 diferenca

estatisticamente significante; ® ndo significante
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5.2.9 Uso de Antissépticos Bucais

Dentre os 103 individuos que constituem a amostra estudada, dezesseis informaram uso
regular de antisséptico bucal. Os dados referentes ao uso dessas substancias pelos individuos dos
Grupos Caso e Controle encontram-se detalhados na Tabela 5. A avaliagdo das diferencas entre
0s grupos, relativa ao uso de antisséptico bucal no revelou significancia estatistica: y* = 1,678;
G.L.=1; p=0,195.

Tabela 5: Dados relacionados ao uso de antisséptico bucal nos Grupos Caso e Controle.

Uso de Grupo Total
Antisséptico Bucal Ciky Controle p
% N % n %

2

Sim 7 26 9 125 16 155  x=1678
GL=1

N&o 24 77,4 63 87,5 87 84,5
p =0,195

Total 31 100,0 72 100,0 103 100,0

5.3 Caracterizacdo das Lesoes Pré-Malignas e Malignas

5.3.1 Analise Histopatologica

Os resultados do exame anatomopatoldgico, realizado a partir do material coletado por
bidpsia da lesdo, mostraram que entre os 31 individuos que compéem o Grupo Caso; 11
apresentavam lesdo pré-maligna e 20, cancer de boca. Os dados relativos ao diagnostico das

lesGes estdo apresentados na Tabela 6.



Tabela 6: Dados relativos ao diagndstico das Lesdes

Displasia Liquendide 1 3,2
Leucoplasia 10 32,3
Carcinoma Escamocelular 20 64,5

Figura 10: Lesdo Pré-Maligna
(Leucoplasia localizado em borda lateral da lingua)

Figura 11: Lesdo Maligna
(Carcinoma escamocelular localizado em assoalho de boca)

62



63

5.3.2 Localizagdo das Lesdes Pré-Malignas e Malignas

A localizacdo mais freqiiente de lesdo foi a mucosa jugal correspondendo a 22,6% das
lesbes, seguida do assoalho de boca e palato duro (16,1%, cada), gengiva (12,9%), rebordo
alveolar, borda lateral de lingua e dorso de lingua (9,7 %, cada) e, regido retromolar (3,2%).

No Gréfico 4, estdo apresentados dados referentes a localizacdo da lesdo e ao diagndstico
correspondente. Com base na analise desse grafico, pode-se observar que a lingua e o assoalho de
boca foram as localizagbes mais acometidas pelo carcinoma escamocelular (25%, cada).
Considerando ainda essa lesdo, outras localizacbes do epitélio oral foram acometidas: mucosa
jugal e rebordo alveolar (15%, cada); palato duro (10%) e; gengiva e regido retromolar (5%,
cada). Em relagdo as lesdes pre-malignas, as localizagdes mais comuns foram: mucosa jugal
(quatro individuos); gengiva (trés individuos); palato duro (trés individuos) e; lingua (um

individuo).

Grafico 4: Distribuicdo em fun¢do do Diagnéstico e localizacédo da Lesao.
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5.3.3 Habito de Fumar em func¢do do diagnoéstico anatomopatoldgico

Dentre os individuos portadores de lesdes pré-malignas, quatro eram fumantes e sete nao-
fumantes e entre os portadores de lesdes malignas, 15 eram fumantes e cinco ndo-fumantes. A
avaliacdo da diferenca na proporc¢do de fumantes e ndo-fumantes entre os individuos com lesdes
pré-malignas e malignas, feita com o emprego do Teste Exato de Fisher, ndo revelou diferenca
significante (p= 0,9939).

A totalidade dos individuos com lesdes pré-malignas e malignas fuma ha mais de 10 anos.
Na Tabela 7, encontram-se os dados sobre a caracterizacdo do habito de fumar dos portadores de

lesGes Pré-malignas e Malignas.

5.3.4 Consumo de Bebidas Alcodlicas em funcédo do diagnostico anatomopatoldgico

Dentre os 31 individuos com lesBes orais, apenas oito foram considerados bebedores.
Todos os bebedores deste grupo apresentavam diagndstico de carcinoma. Considerando os 23
individuos abstémios de alcool; 11, correspondem a totalidade dos portadores de lesbes pré-
malignas e; 12, com lesGes malignas. Na Tabela7, encontra-se a distribuicdo de bebedores e nao

bebedores em funcdo do diagndstico da lesédo.



Tabela 7: Dados referentes ao habito de fumar ou de consumir bebidas alcodlicas entre os

portadores de lesGes Pré-Malignas e Malignas.

Fumo
Sim n
%
Nao n
%
Tipo de Cigarro
Industrial n
%
Palha n
%
Cachimbo n

%
Duracéo (anos)

11-15 n
%

16-20 n
%

> 20 n
%

Bebe

Sim n
%

Né&o n

%

cNeoNe NN\ N OO-CUSI—\

O OOOo

5,9

= O O

3,2

w1

15,9

58,3

25,0

= OO

20,0

100

N OO

11,8

10
32,3

15
78,8

41,7

62,5
100,0

80,0

100
14
82,4

100
12
64,5

19
100,0
12
100,0

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0
17
100,0

100,0
31
100,0

5.4 Analise citoldégica (Microntcleo e Apoptose)

5.4.1 Andlise de Microntcleo

5.4.1.1 Ocorréncia de Micronucleos na amostra total e nos distintos Grupos

65

Um total de 305.086 células foi analisado na amostra. As sessenta e duas preparacfes do

Grupo Caso (trinta e uma, da area de lesdo e; trinta e uma, da area de mucosa normal) totalizaram

141.679 células. Foram observados 93 micronucleos nas 60.504 células do material coletado das
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areas de lesdo e; 41 microndcleos nas 81.175 células do material coletado das &reas de mucosa
normal dos individuos do Grupo Caso. Considerando as setenta e duas preparagGes do Grupo
Controle, foram observados 78 micronucleos nas 163.407 células analisadas do material coletado
dos individuos sem lesdes bucais.

As frequiéncias médias de microntcleos por 1.000 células (Xwn%o+d.p.) calculadas para o
Grupo Caso, considerando as areas de lesdo e de mucosa normal foram, respectivamente:
1,63+0,28 e 0,55+0,19. Em relacdo ao Grupo Controle, a média de micronicleos por 1.000
células ()?MN%oid.p.) foi de 0,45+0,09. Os dados referentes a ocorréncia de microntcleos (Figura

12) na amostra total e nos Grupos Caso e Controle encontram-se discriminados na Tabela 8.

Figura 12: Fotomicrografia de célula esfoliada
da mucosa bucal contendo Microntcleo

Tabela 8: Dados referentes a ocorréncia de microntcleos na amostra total e nos Grupos
Caso e Controle.

Caso Controle Total gaminas)
Area de Lesfo (n=31) Area Normal (n=31) n=72 n=134
MN observado 93 41 78 212
Total de Células 60.504 81.175 163.407 305.086

T(MN%oid.p. 1,63+0,28 0,55+0,19  0,45+0,09 0,7540,10
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A avaliacdo das diferencas entre as médias de microntcleos nos Grupos Caso (&rea da
lesdo) e Controle, feita com o uso do Teste T de Student, revelou diferenca significante: t=5,163;
G.L.= 101; p< 0,00001. Resultados semelhantes foram obtidos quando feita a comparacéo intra-
individual (area de lesdo X mucosa normal): t= 3,220; G.L.= 60; p= 0,002. N&do foram, contudo,
detectadas diferencas quando avaliadas as medias observadas entre Grupo Controle e Caso
quando as células foram obtidas das areas de mucosa normal dos individuos que compunham este
Grupo: t= 0,536; G.L.= 101; p= 0,593.

A avaliacdo das diferencas entre os Grupos, relativa a ocorréncia de microndcleos, foi
realizada, também, utilizando o teste condicional para comparacdo de proporcdes em situacdes de
eventos raros. Resultados similares aos descritos quando feita a comparacdo entre as médias

foram obtidos (Dados apresentados nas Tabelas 9, 10 e 11).

Tabela 9. Dados referentes a ocorréncia de micronucleos entre os Grupos Caso (area de lesdo) e Controle

Caso 31 03 46,2067 60.504 6(‘3"9L3f314
Controle 72 78 124,7933 163.407 p< 0,000001
TOTAL 103 171 171 223.911

MN (s) = microntcleo observado/ MN () = microntcleo esperado/ # cels= total de células

Tabela 10. Dados referentes a ocorréncia de microntcleos no Grupo Caso: area de lesdo X area de mucosa
normal

Grupo Caso n MN (obs) MN (esp) # cels ~
AreadeLesio 31 93 57,22468 60.504 33?_33113
Area Normal 31 4 76,77532 81.175 p< 0,000001

TOTAL 62 134 134 141.679

MN (bs) = microntcleo observado / MN ;) = micronucleo esperado/ # cels= total de células

Tabela 11. Dados referentes & ocorréncia de microntcleos entre os Grupos Caso (&rea normal) e Controle

Grupo n MN (bs) MN (esp) # cels E
Caso-érea normal 31 4 39,49524 81.175 0%85L8=11102
Controle 72 78 79,50476 163.407 p=0,769571

TOTAL 103 119 119 244.582

MN (ons) = micronticleo observado / MN () = microntcleo esperado/ # cels= total de células



As diferencas na ocorréncia de microndcleos entre os grupos foram, ainda, avaliadas
através do Teste de Qui-quadrado, com os dados previamente arrumados pelo valor da mediana
(M=0,48), e para tal, foi criada uma nova variavel relativa ao nimero de microntcleos por 1000
células valendo zero, quando igual ou abaixo da mediana e; 1, quando acima desta.

Os resultados da comparacdo assim realizada corroboraram os obtidos com os outros
testes, revelando que: 1) o Grupo Caso (&rea de lesdo) apresenta um namero significativamente
maior de microndcleos acima do valor da mediana que o observado no Grupo Controle (Tabela
12); 2) a ocorréncia de micronucleos acima do valor da mediana é significativamente maior na
area de lesdo quando comparada a area de mucosa normal desses mesmos individuos que
constituem o Grupo Caso (Tabela 13); e, 3) ndo foi observada diferenca estatistica na ocorréncia
de microndcleos entre os Grupos Caso (area normal) e Controle (Tabela 14).

Tabela 12. Dados referentes a ocorréncia de micronucleos entre os Grupos Caso (area de lesdo) e Controle,
com base no valor da Mediana.

Caso Leséo Controle Total x>
N % N % N %
MN>0,48 28 90,3 22 30,6 50 485 30,989
MN<0,48 3 9,7 50 69,4 53 51,5 GL=1
TOTAL 31 100,0 72 1000 103 1000 p=0,00000002

MN= micronucleo

Tabela 13 Dados referentes a ocorréncia de micronucleos no Grupo Caso - area de lesdo e area normal, com
base no valor da Mediana.

Caso Leséo Caso Normal Total x>
N % N % N %
16,54
MN<0,48 7 226 23 74.2 30 48,4
MN>0,48 24 77.4 8 258 32 51,6 G.L=1
TOTAL 31 100,0 31 100,0 62 100,0 0 =0,00004

MN= micronucleo
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Tabela 14. Dados referentes a ocorréncia de micronucleos entre os Grupos Caso (area normal) e Controle,
com base no valor da Mediana.

Caso Normal Controle Total x
N % N % N %
0,237
MN<0,48 23 74,2 50 69,4 73 70,9
MN>0,48 8 2538 22 30,6 30 29,1 GL=
TOTAL 31 100,0 12 100,0 103 100,0 p =0,627

MN= micron(cleo

5.4.1.2 Ocorréncia de Micronucleos em funcdo dos parametros avaliados

A avaliacdo dos efeitos da idade, sexo, escolaridade, higiene bucal, uso de prétese, uso de
antissepticos bucais e habito de fumar na inducdo de micronicleos foi feita na amostra total,
considerando no Grupo Caso as células obtidas da mucosa normal. Efeitos do habito de ingerir
bebidas alcodlicas ndo foram avaliados dado o reduzido nimero de individuos que informaram
este habito, e a pouca quantidade de bebida por eles consumida. A avaliacdo estatistica de todos
0s parametros considerados neste estudo foi feita com o uso do teste para comparacdo de
proporcoes em situacdes de eventos raros. Ndo foram detectados efeitos do aumento da idade,
escolaridade, higiene bucal, uso de protese. O numero de microndcleos foi significativamente
maior entre as mulheres (x?= 4,9264; G.L. = 1, p= 0,0264); entre fumantes (3*= 11,3474, G.L. =
1, p= 0,0007) e entre usuarios de antissépticos orais (y°= 31,4660; G.L. = 1; p< 0,0002) (Dados
apresentados nas Tabelas 15, 16 e 17).

Tabela 15: Dados referentes a ocorréncia de microntdcleos, na amostra total, em fungéo do sexo.

Sexo n MN (obs) # céls MN (esp) x°
Masculino 35 29 83.179 40,4703 4,9264
Feminino 68 90 161.403 78,5297 GL=1

Total 103 119 244,582 119 p=0,0264

MN (bs) = microntcleo observado / MN ;) = micronucleo esperado/ # cels= total de células
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Tabela 16:Dados referentes a ocorréncia de micronucleos, na amostra total, em fungdo do habito de fumar.

Fumo n MN (obs) # céls MN (esp) x?
N&o-fumante 62 54 147.912 71,9657 11,3474
Fumante 41 65 96.670 47,0343 G.L=1
Total 103 119 244.582 119 p=0,0007

MN (ops) = microndcleo observado / MN () = micron(cleo esperado/ # cels= total de células

Tabela 17: Dados referentes a ocorréncia de micronucleos, na amostra total, em funcao do uso de antissépticos

bucais.
Uso de antissépticos n MN (obs) # céls MN (esp) x>
Néo 87 76 203.308 98,9184 31,4660
Sim 16 43 41.274 20,0816 G.L=1
Total 103 119 244,582 119 p<0,0002

MN (s) = microntcleo observado / MN () = microndcleo esperado/ # cels= total de células

Os efeitos da exposicdo ao tabaco sobre a inducdo de micronicleos, na amostra total,
foram também avaliados considerando a quantidade de cigarros consumidos por dia ou a
frequiéncia do uso do cachimbo por dia.

Os efeitos da quantidade de tabaco consumida foram avaliados considerando o nimero
méaximo de cigarros diarios, com a amostra classificada em trés categorias (ndo fumantes e
fumantes com valores abaixo e igual ou acima da mediana (Mg = 10). Os resultados revelam
diferencas significantes: y* = 12,3273; G.L. = 2; p =0,0021. As parti¢cdes de y* mostram que 0
namero de microndcleos observados em fumantes, tanto menor que a mediana quanto igual ou
acima desta, sdo significativamente maiores que o nimero observado dessas estruturas em nao
fumantes (yx° = 9,5172; G.L. = 1; p = 0,0020 e »°=7,1913; G.L.= 1; p= 0,0073; respectivamente).
N4o foi observada diferenca estatistica entre fumantes com base no valor da mediana (y?=0,7090;
G.L. =1; p=0,3998). (Tabela 18)
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Tabela 18: Analise da ocorréncia de micronucleos em fun¢ao do nimero maximo de cigarros diarios

Quantidade N  MN @ #céls MN (esp) x? Particdes do x°, G.L.=1

Nao-fumante® 62 54 147912 71,9658 12,3273 @x®:g5172: p=0,0020
N cig <Mgg @ 13 22 28.133 13,6879  G.L.=2 @971913; p=0,0073

N cig> Mg @ 28 43 68.537 33,3463  p=0,0021 0 7090; p=0,3998

Total 103 119 244.582 119

MN (ops) = microndcleo observado / MN () = micronucleo esperado/ # cels= total de células
Mcig: Mediana do nimero de cigarros/dia = 10

Os efeitos da duragdo do habito de fumar (tempo - em anos) foram avaliados com a
amostra, também, classificada em trés categorias: ndo fumantes e fumantes distinguidos pelo
valor da mediana - Mg,=20). Os resultados revelam diferencas significantes: y* = 11,4251; G.L.
= 2; p= 0,0033. As particdes de > revelam que os resultados sdo semelhantes aos achados para a

quantidade de consumo de tabaco (Tabela 19).

Tabela 19: Anélise da ocorréncia de micronucleos em fun¢do da duracéo do habito de fumar.

Duragéao N MNg@s #cels MN (esp) x° Partigdes do 3% G.L.=1

Nao-fumante® 62 54  147.912 71,9657 11,4251 @*®: g 8893:n=0,0086

T < Mgy © 13 22 31.388 152717 G.L.=2 @X:g85809:p=0,0034
T > Mgy © 28 43 65.282 31,7626  p=0,0033 ®*©: 0 0562:p=0,8126
Total 103 119 244582 119

MN (bs) = microntcleo observado / MN ;) = micronucleo esperado/ # cels= total de células
Mgur: Mediana da duragdo do habito de fumar em anos = 20

5.4.1.3 Ocorréncia de Micronucleos em funcao do diagnéstico histopatoldgico

A avaliacdo da ocorréncia de micronucleos em funcéo do diagndstico histopatologico foi
feita com a amostra subdividida em trés novos grupos: Grupo |, formado pelos individuos sem
alteracdes na mucosa oral; Grupo 11, integrado pelos individuos que apresentavam lesbes pré-

malignas e; Grupo Ill, constituido por portadores de cancer oral. Na Tabela 20, encontram-se
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dados referentes & ocorréncia de microndcleos, na amostra total e nos Grupos I, Il e IlI,

considerando para os Grupos Il e 111 as células obtidas das areas de lesdo.

Tabela 20: Dados referentes a ocorréncia de microntcleos na amostra total e nos
Grupos I, Il e 11l

Grupol Grupo Il Grupo Il Total gaminas)
n=72 n=11 n=20 n=103
MN observado 78 17 76 171
Total de Células  163.407 19.425 41.079 223.911

T(MN%oid.p. 0,45+0,09 0,82+0,16 2,07+0,39 0,80+0,12

A avaliacdo da ocorréncia de micronucleos entre esses Grupos, considerando para 0sS
Grupos Il e 111 o material coletado da area de leséo, feita com o emprego do teste condicional de
proporcdo em situagdes de eventos raros, revelou diferencas significantes: y? = 81,3478; G.L. =
2; p < 0,0001. As particdes de x> mostram que 0 nimero observado de microndcleos nos
portadores de lesGes malignas € significativamente maior do que o observado entre 0s que
apresentam lesdes pré-malignas e, também, significativamente maior do que o observado entre 0s
individuos do Grupo I (x* = 8,16; G.L.=1; p= 0,0043; y* = 82,14; G.L.=1; p< 0,000001;
respectivamente). A ocorréncia de micronucleos €, também, significativamente maior entre os
portadores de lesdes pré-malignas quando comparado ao Grupo | (x° = 5,2880; G.L.=1; p =
0,0214). Na Tabela 21, encontram-se os dados referentes a avaliagdo da ocorréncia de
micronucleos em individuos sem lesdes (Grupo 1) e com lesdes Pré-Malignas e Malignas (Grupos

Il e 111, respectivamente).

Tabela 21: Avaliacéo da ocorréncia de microndcleos em individuos sem leséo (Grupo Controle) e com lesbes

Pré- Malignas e Malignas.
Grupo N MN@hy MN (s # cels x? Partigdes x°

G.L=1
| 72 78 124,7933 163.407 81,3478  (I)x(II): 5,2880; p=0,0214
I 11 17 14,8348 19425  G.L=2  (I)x(Il1): 82,14; p< 0,000001

1 20 76 31,3719 41.079  p<0,0001 (I)x(I1): 8,16; p= 0,0043
TOTAL 103 171 171 223.911

MN (ons) = microndicleo observado / MN () = microntcleo esperado/ # cels= total de células
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A avaliacdo da ocorréncia de micronucleos, considerando para os Grupos Il e Il o
material obtido da mucosa normal dos individuos, ndo revelou diferenca significante: > =
0,16182; G.L.=2; p = 0,9223 (Tabela 22).

Tabela 22: Avaliagéo da ocorréncia de microntcleos em individuos normais (Grupo Controle) e de mucosa
normal dos individuos dos Grupos Il e Ill.

| 72 78 79,50476 163.407 0,1618189
Il (Lado Normal) 11 16 14,60704 30.022 G.L.=2
p=0,9223
111 (Lado Normal) 20 25 24,88820 51.153
TOTAL 103 119 119 244,582

MN (ops) = microntcleo observado / MN () = microntcleo esperado/ # cels= total de células

5.4.1.3.1 Influéncia do habito de fumar na ocorréncia de Micronucleos em funcéo

do diagnostico histopatoldgico

A avaliacdo da ocorréncia de micronucleos relativa ao habito de fumar em funcdo do
diagnostico histopatologico, feita com o teste condicional de proporc6es em situacdes de eventos
raros, revelou diferencas significantes tanto para fumantes quanto para ndo-fumantes: y* =
27,3918; G.L.=2; p< 0,0001 e XZ = 37,66521; G.L.=2; p< 0,0006 (Tabelas 23 e 24).

Considerando os fumantes, as particdes de %* mostram que: 1) o nimero observado de
micronucleos no Grupo Il é significativamente maior que o numero observado dessas estruturas
tanto no Grupo |1, quanto no Grupo | (x* = 5,0583; G.L.=1; p= 0,025 e % = 25,87; G.L.=1; p<
0,0003; respectivamente); 2) ndo foi observada diferenca estatistica na ocorréncia de
microntcleos quando feita comparagdo entre os Grupos Il e | (x? = 0,059; G.L.=1; p= 0,807)
(Tabela 23).
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Tabela 23: Avaliagdo da ocorréncia de micronucleos em individuos fumantes relativa ao diagndstico.

Grupo n MN({F MN(@F  #cels x> Particdes x°
(obs) (esp) G.L=1
Controle (1) 22 37 58,1483 52222 27,3918  (I)x(ll): 0,059; p= 0,807
Pré-maligna (1) 4 6 8,4680 7.605 G.L=2 (Dx(1n: 25,87; p< 0,0003
Maligna (I11) 15 53 29,3837 26.389  p<0,0001 (I)x(11): 5,0583; p= 0,025
TOTAL 41 96 96 86.216

(f)= fumante/ MN (g5 = micronucleo observado / MN () = micronucleo esperado/ # cels= total de células

A andlise das diferencas entre os ndo-fumantes revela que: 1) ndo ha diferencas
significantes na ocorréncia de microntcleos entre os Grupos Il e Il (3*= 2,0597; G.L.= 1; p=
0,1512). Contudo, ha diferencas significantes quando comparados esses dois Grupos com o
Grupo I, apontando que o numero observado de micronicleos, tanto no Grupo 11l quanto II, é
significativamente maior que o niimero observado no Grupo | (x°= 36,5620; G.L.= 1; p< 0,0001
e %= 7,9787; G.L.= 1; p= 0,0047). (Tabela 24).

Tabela 24: Avaliacdo da ocorréncia de micronucleos em individuos ndo-fumantes relativa ao diagnostico.

Grupo n MN(Af) MN (Af) # cels x> Particoes x°
(obs) (esp) G.L=1
Controle (1) 50 41 60,5605 111.185 37,66521  (hHx(I1): 7,9787; p = 0,0047
Pré-maligna (I1) 7 11 6,4381 11.820 G.L=2 (Dx(111): 36,5620; p < 0,0001
Maligna (1) 5 23 8,0014 14.690 p<0,0006  (IHx(1): 2,0597; p= 0,1512
TOTAL 62 75 75 137.695

(fif)= ndo-fumante/ MN (555 = microntcleo observado / MN () = micronucleo esperado/ # cels= total de células

A analise das diferencas no numero de micronicleos foi feita, ainda, levando em
consideracdo fumantes e ndo-fumantes, separadamente, em cada um dos grupos, usando,
também, o teste condicional para comparacdo de proporcoes em situacdo de eventos raros. N&do
foram encontradas diferencas significantes entre fumantes e ndo-fumantes com lesdes malignas,
(x?=0,99; G.L.= 1; p= 0,32) e, também, ndo foram detectadas diferencas significantes no nimero
de microndcleos entre fumantes e ndo-fumantes com lesdes pré-malignas (x’= 0,106; G.L.= 1; p=

0,7446). Um numero significativamente maior de micronucleos foi observado, contudo, quanto



75

feita a comparacdo entre fumantes e ndo-fumantes do Grupo I: x?= 8,59; G.L.= 1; p= 0,0034

(Tabela2b).

Tabela 25: Avaliagéo da ocorréncia de micron(cleos por tipo diagnostico relativa ao habito de fumar.

Grupo N MN(f) MN () # N  MN(Af) MN (fif) # cels X
(obs) (es) cels(f) (obs) (esp) (Af) G.L-=1

I 22 37 24,9274  52.222 50 41 53,0726  111.185 8,59;p=0,0034
I 4 6 6,6556 7.605 7 11 10,3444 11.820 0,106;p=0,7446
i 15 53 48,8221 26.389 5 23 27,1779 14.690  0,99;p=0,32

2

(A= fumante / (fif)= ndo-fumante
MN (ops) = micronticleo observado / MN () = micron(cleo esperado/ # cels= total de células

5.4.2 Analise de Apoptose

A avaliacdo da ocorréncia de alteracdes indicativas de apoptose (Figura 13) foi realizada
considerando o somatdrio de cariorréxis (A), cromatina condensada (B) e picnose (C) utilizando,

também, o teste para comparacdo de proporcoes em situacdo de eventos raros.

A B C

Figura 13: Fotomicrografias de células esfoliadas da mucosa bucal contendo alteracdes indicativas de apoptose:
Cariorréxis (A); Cromatina Condensada (B) e Picnose (C).

Considerando para os individuos dos Grupos 1l e 11l, o material obtido das areas de lesao,
e a mucosa normal de individuos do Grupo I, diferencas significantes foram apontadas: y°=
559,2772; G.L.= 2; p< 0,0001. As Particdes de y* revelam que a ocorréncia de apoptose é

significativamente menor nas células dos individuos do Grupo Il quando comparados tanto ao
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Grupo Il quanto ao Grupo | (x%= 4,8852; G.L.= 1; p= 0,0270 e y?= 436,0805; G.L.= 1; p<
0,0001). A ocorréncia de alteracbes nucleares indicativas de apoptose foi, também,
significativamente menor nas células dos individuos do Grupo Il quando comparados as dos
individuos do Grupo I (x?= 165,4471; G.L.= 1; p< 0,0001). Dados apresentados na Tabela 26.

Tabela 26. Dados referentes a ocorréncia de apoptose nos Grupos |, Il e 111 (area de lesdo).

Grupo N APy AP # cels x> Partices
G.L=1

| 72 8450 7395646 163.407 559,2772 "' 1654471; p< 0,0001
Il 11 583 879,157  19.425 GL=2 X" 4360805; p< 0,0001

I 20 1101 1859,197 41.079  p<o0,0001 ") 4,8852; p=0,027
TOTAL 103 10.134 10.134 223911

AP (5 = apoptose observado / AP () = apoptose esperado/ # cels= total de células

Diferencas significantes na ocorréncia de apoptose foram, também, observadas quando
considerados as células obtidas das areas de mucosa normal: y?= 1.123,51; G.L.= 2; p< 0,0001.
As particdes de 7 revelam que apoptose ocorreu em nimero significativamente menor nas
células normais tanto dos individuos do Grupo Il quanto as dos individuos do Grupo Il quando
comparadas as células normais dos individuos do Grupo I (x°= 661,5135; G.L. =1; p< 0,0001 e
v?= 563,1553; G.L.= 1; p< 0,0001). A maior freqiiéncia de apoptose foi observada nas células

dos individuos do Grupo Controle (1). Dados apresentados na Tabela 27.

Tabela 27. Dados referentes a ocorréncia de apoptose nos Grupos I, Il e 111 (drea de mucosa normal).

Grupo N AP @by AP (s # cels x? Particdes y’
G.L=1
| 72 8450 6875491 163.407 112351 "' 661,5135;p< 0,0001
I1 Normal 11 509  1263,202 30.022 GL=2 ""M5631553:p<0,0001
111 Normal 20 1.332 2152,307 51.153 p<o0,0001 " 68,8549; p< 0,0001
TOTAL 103 10291  10.291  244.582

AP (ops) = apoptose observado / AP () = apoptose esperado/ # cels= total de células
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6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos metodoldgicos relevantes

Na caracterizacdo da amostra, a aplicacdo do questionario pela pesquisadora e por
estagiaria previamente treinada, e a garantia do sigilo das informacgdes obtidas com concordancia
espontanea dos entrevistados, permitem acreditar na credibilidade das informac6es obtidas.

O exame clinico, o estudo anatomopatoldgico, a identificacdo das variaveis dentais e da
higiene bucal pelo préprio dentista que procedeu ao exame clinico e a andlise citogenética
realizados por profissionais competentes e com ampla experiéncia em suas areas especificas
foram fatores que contribuiram para a fidedignidade dos dados obtidos.

A escolha do Teste de Micronucleo para avaliagcdo de danos cromossémicos constituiu-se
em escolha adequada para este tipo de analise. Este é um teste relativamente simples, econdémico,
ndo invasivo e adequado ao monitoramento de lesGes pré-malignas e de populacfes expostas a
agentes genotoxicos (STICH; ROSIN, 1983; CERQUEIRA, 1998).

O protocolo sugerido por Tolbert et al. (1991; 1992), adotado neste estudo permitiu
avaliar, além dos danos cromossdmicos expressos como micronucleos, a ocorréncia de alteracdes
nucleares degenerativas relacionadas a apoptose. Tais alteracGes sdo habitualmente observadas
em epitélios que estdo em constante renovagdo, mas que ocorrendo em fregiiéncias maiores que
as habituais sdo per se, indicativas de genotoxicidade.

Apesar de todos estes aspectos favoraveis ao estudo, € preciso destacar alguns fatores que
limitaram o tamanho amostral, préprios ou ndo, de um estudo do tipo caso-controle. Em relacéo a
este tipo de estudo, hd obrigatoriedade (e oportunidade) de diagndstico para inclusdo do
individuo no Grupo Caso. Por interferéncia de fatores alheios a natureza do estudo, vale
considerar que 1) a maioria das clinicas para atendimento odontoldgico de rotina da UEFS néo
possui rotatividade e; 2) durante um periodo de trés meses, por conta de greve deflagrada pelos

professores, as clinicas odontoldgicas da UEFS permaneceram fechadas.
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6.2 Perfil da amostra estudada

A média de idade calculada para o Grupo Caso (%d: 61,74 + 16,89) foi
significativamente maior que a média de idade do Grupo Controle &id:43,44 + 16,60),
corroborando dados da literatura que apontam o cancer de boca, assim como a maioria dos tipos
de canceres e, também, as lesdes pré-malignas, acometendo homens e mulheres em idades mais
avancadas, por volta da 5% e 62 décadas de vida (RODRIGUES et al., 2000; CARVALHO et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2006). Ocorréncia de cancer oral, ou de suas lesbes precursoras, em
individuos jovens tem sido, contudo, descrita em alguns estudos e a investigacdo da etiologia
dessas lesdes nesses individuos ndo tem evidenciado os habitos de fumar e de ingerir bebidas
alcoolicas em associacdo com o seu desenvolvimento e, nesses casos, fatores outros como a
susceptibilidade genética e/ou a infec¢do por tipos oncogénicos dos HPVs tém sido evocados
(LLEWELLYN et al., 2004; CHITAPANARUX et al., 2006).

Em relacdo ao sexo, ndo foi observada diferenca significante entre os Grupos Caso e
Controle na propor¢do de homens e mulheres. Contudo, 0 nimero de mulheres foi maior em
ambos os Grupos, com significancia estatistica apenas para 0 Grupo Controle. Predominio de
cancer oral em individuos do sexo masculino em relacdo ao feminino tem sido observado na
maioria dos estudos, ocorrendo diferenca em sua incidéncia em uma proporcdo de
aproximadamente 5:1 (CARVALHO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006). Segundo estes
autores, contudo, a crescente adogdo pelas mulheres de habitos antes quase exclusivos dos
homens tem contribuido para o aumento da ocorréncia deste tipo de cancer em mulheres.
Propor¢des mais baixas que a 5:1 descrita por Carvalho et al. (2001) e Oliveira et al. (2006), de
3:1; 3,35:1 e 3,6:1 foram descritas, respectivamente por Perussi et al. (2002), Dedivitis et al.
(2004) e Siriwardena et al. (2006). Proporc¢do ainda menor na ocorréncia de cancer oral invasivo,
entre homens e mulheres da ordem de 1,5:1 foi descrita em estudo retrospectivo (1998-2003),
realizado no Hospital Escola da Universidade de Nigéria por Oji e Chukwuneke (2007). O maior
namero de mulheres integrando o Grupo Controle, observado no presente estudo, sugere que as
mulheres em Feira de Santana procuram os servicos de saude odontoldgicos em maior freqiiéncia
do que os homens. Embora ndo haja diferenca estatistica significante entre o nimero de homens e

mulheres no Grupo Caso, estas foram maioria apontando para a tendéncia no aumento de casos
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de céncer oral entre as mulheres, provavelmente, e como ja sugerido por outros autores, em
funcéo da adocédo dos habitos de fumar e de ingerir bebidas alcoolicas. Vale destacar que do total
de individuos que apresentam lesdes pré-malignas 72,7% sdo mulheres, sendo possivel supor que
estas procuram mais assiduamente que os homens por servigos de salde em estagios precoces da
doenca onde a intervencao e o tratamento sdo menos traumaticos.

CondigOes  socioecondmicas adversas sdo  historicamente  relacionadas ao
desenvolvimento de diversas morbidades. Dentre os indicadores socioecondmicos mais utilizados
em estudos epidemioldgicos para avaliacdo de sua associacdo com o desenvolvimento de cancer
de cabeca e pescoco inclui-se a escolaridade (ABDO; GARROCHO; AGUIAR, 2002; HASHIBE
et al. 2003; MELO et al., 2005; WONG et al., 2006). Nesse estudo, aproximadamente 40% dos
individuos do Grupo Caso séo analfabetos, enquanto que no Grupo Controle, apenas 7% nunca
estudaram. Nesse sentido, os individuos portadores de lesdes, foram caracterizados por pouca ou
nenhuma escolaridade, corroborando outros estudos na literatura que relataram risco mais
elevado de desenvolver neoplasias malignas de cabeca e pescoco em individuos sem escolaridade
ou com pouca escolaridade, quando comparados aos individuos com maior escolaridade
(MAIER; TISCH, 1997; RAO; DESAI, 1998; ESCRIBANO-UZCUDUN et al., 2002; HASHIBE
et al. 2003; MELO et al.,, 2005; WONG et al., 2006; OJI; CHUKWUNEKE, 2007). Esses
achados revelam a necessidade de atencdo voltada aos grupos da populacdo sem instrucdo,
incluindo na agenda dos municipios a educacdo em salde, vez que o cancer de boca é, maioria
das vezes, evitavel, ndo so pela cessacdo dos habitos considerados de risco, mas, também, pelo
auto-exame permitindo a identificacdo precoce de lesGes na boca. Refletem ainda, a necessidade
de padronizacdo da metodologia para avaliacdo da variavel escolaridade, vez que na maioria das
investigacOes é feita categorizacdo por anos de estudo, ndo traduzindo fielmente a maior ou
menor instrucdo dos individuos estudados.

A higiene bucal foi considerada como insatisfatoria em 90,3% dos individuos do Grupo
Caso, e 71,8% do Grupo Controle, corroborando os resultados observados por Bonan et al.
(2006). Estes autores avaliaram a condicdo odontoldgica de 40 individuos de baixo nivel
socioecondmico portadores de carcinoma espinocelular de cabeca ou de pescoco e observaram
que a totalidade dos individuos apresentava higiene oral deficiente. Alguns autores sugerem que a
méa higiene oral pode estar relacionada ao desenvolvimento do cancer oral e de suas lesbes

precursoras por propiciar, por mais tempo, o contato da mucosa oral com o alcool presente nas
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bebidas alcodlicas e com carcindgenos presentes no tabaco (VELLY et al., 1998; DEDIVITIS et
al., 2004).

Estudos epidemioldgicos realizados na década de 90 apontaram o uso de protese dentaria
como relacionado ao desenvolvimento do cancer oral (BUNDGAARD et al., 1995; REIS et al.,
1997; SCHILDT et al., 1998; VELLY et al., 1998). Em estudo mais recente, contudo, tal
associacdo ndo tem sido observada (TOPORCOQV et al., 2004), o que estd em consonancia com
os resultados obtidos nesse estudo e também com os descritos por Dedivitis et al. (2004), em
estudo retrospectivo, no qual foi detectado uso de prétese em apenas nove dos 45 portadores de
cancer de cabeca e pescogo. Resultados semelhantes foram descritos por Oliveira et al. (2006),
que realizaram também estudo retrospectivo, e constataram que dentre os 340 individuos com
carcinoma oral, o traumatismo causado por protese estava presente em 55 deles (20%).

Na amostra analisada neste estudo, o habito de fumar, fator de risco mais comumente
associado ao desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas do epitélio bucal, foi informado
por 61,3% e 30,6% dos individuos que integraram, respectivamente, os Grupos Caso e Controle.
Frequéncias elevadas de usuarios de tabaco, acima de 50%, em amostras de portadores de
carcinomas orais e leucoplasias foram encontradas, também, por diversos autores: Kulasegaram
et al., 1995; Schepman et al., 1998; Jaber et al., 1999; Dedivitis et al., 2004; Bonan et al., 2006;
Chitapanarux et al., 2006.

Diversos estudos na literatura, em que os efeitos da quantidade de cigarros consumida e a
duracdo do habito de fumar foram avaliados mostram uma relacdo do tipo dose/resposta entre 0s
individuos portadores de lesbes pré-malignas e malignas do epitélio oral (BLOT et al., 1996;
JABER et al., 1999; MORENO-LOPEZ et al., 2000; DEDIVITIS et al., 2004). Rautava et al.
(2007) em estudo que incluiu 186 individuos portadores de carcinoma escamocelular da cavidade
oral (102 dos quais eram fumantes) relatam que entre os fumantes, a duracdo do habito estava
fortemente relacionada com o estagio mais avancado da doenca, ocorrendo aumento do risco da
doenca de 34% a cada dez anos do habito de fumar (p = 0,05). Na amostra analisada neste estudo,
a maioria dos individuos, tanto no Grupo Caso quanto no Grupo Controle consumia uma
quantidade menor ou igual a 10 cigarros/dia, o que provavelmente explica o fato de ndo ter sido
detectado efeito do tipo dose-resposta. Apesar de no Grupo Caso, a totalidade dos individuos

fumar ha mais de 20 anos, efeitos do tipo dose resposta também ndo foram observados, o que
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pode ser devido ao fato de que tais efeitos s6 sejam observados em individuos que sao
consumidores de um grande nimero de cigarros.

Assim como o habito de fumar, a ingestdo de bebidas alcodlicas tem sido apontada como
fator de risco na carcinogénese oral, quer isoladamente ou em concomitancia com o habito de
fumar (ZAVRAS et al.,, 2001; LLEWELLYN et al., 2003; SALASPURO, 2003). Em estudo
realizado por Dedivitis et al. (2004), o etilismo foi relatado por 74% dos individuos com
carcinoma escamocelular de boca, enquanto os demais relataram ndo ingerir bebida alcodlica. A
proporc¢do de individuos com lesGes orais que referiram uso de bebidas alcodlicas neste estudo €
de apenas 25%, mas significativamente maior do que o observado no Grupo Controle (4,2%).

Os antissépticos bucais sdo solugcdes que contém, maioria das vezes, elevadas
concentragdes de alcool. Como sdo utilizadas em bochechos de mais ou menos 60 segundos a
acdo topica desta substancia se faz de modo mais duradouro do que quando o individuo procede a
ingestdo de bebidas alcodlicas, o que poderia exercer efeito lesivo ao epitelio oral. No presente
estudo ndo foi detectada diferenca no uso de antissepticos bucais entre os individuos dos grupos
Caso e Controle. Resultados semelhantes foram descritos por Morse et al. (1997) em estudo do
tipo caso controle que incluiu 254 individuos com displasia epitelial e igual nimero de controles.
Reis et al. (1997) e Blot et al. (1988), contudo encontraram associacdo entre uso de antissépticos
bucais e o desenvolvimento de cancer da mucosa jugal e da orofaringe. Corroborando os dados
obtidos neste estudo, os resultados descritos por Kabat et al. (1989); EImore ; Horwitz (1995) e

Winn et al. (2001) ndo revelaram tal associacao.

6.3.1 Sitio de origem das lesdes pré-malignas e malignas do epitélio oral

As lesbes pré-malignas do epitélio oral, embora possam se desenvolver em qualquer
regido da cavidade oral tém sido mais frequentemente descritas na mucosa jugal, lingua e
assoalho de boca (MORSE et al., 1997; SCHEPMAN et al., 1998; JABER et al., 2003; FREITAS
et al., 2006; LEE et al., 2006; RAUTAVA et al., 2007; THOMSON; HAMADAH, 2007). No
presente estudo, a mucosa jugal foi a localizacdo mais freqliente dessas lesdes, corroborando

dados da literatura. Em relacdo ao carcinoma escamocelular, assim como nas lesbes pre-
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malignas, a lingua e o assoalho sdo apontados na literatura como as localiza¢fes predominantes
na cavidade oral (CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al., 2001; PERUSSI et al., 2002;
DEDIVITIS, 2004; OJI; CHUKWUNEKE, 2007; RAUTAVA et al., 2007). Perussi et al. (2002)
relataram as seguintes freqiiéncias de localizacdo desse cancer: lingua (41%), lingua e assoalho
bucal (30%), gengiva (13%), palato (12%) e regido jugal (4%). Em estudo realizado por Gervasio
et al. (2001), a lingua foi também o sitio mais comum de ocorréncia do carcinoma escamocelular,
correspondendo a 44% dos casos, seguido pelo assoalho bucal com 16%. Dedivitis et al. (2004)
observaram ainda freqliéncia maior de acometimento desse cancer na lingua (51,1%); seguindo-
se na seqiiéncia: assoalho de boca (26%), regido retromolar (9%), pilar anterior (7%), mucosa
jugal (5%) e rebordo alveolar (2%). A lingua (24 individuos) e o assoalho (17 individuos) foram,
também, as &reas mais acometidas por carcinomas orais, em estudo realizado por Oji;
Chukwuneke (2007). A mucosa jugal foi o sitio de maior incidéncia relatado em pacientes com
carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco acima de 60 anos (AMAR et al., 2002). Os
resultados obtidos no estudo aqui apresentado corroboram aqueles que apontam lingua e assoalho
da boca como as regides mais frequentes em que se desenvolvem o carcinoma escamocelular e;

nas lesdes pré-malignas, a mucosa jugal.

6.4 Ocorréncia de Microntcleos

A ocorréncia de danos cromossdmicos e sua relacdo com a carcinogénese tem sido
avaliada através do Teste de Micronucleo, tanto em linfocitos como em celulas esfoliadas de
diversos tecidos (CERQUEIRA et al., 1998; CASARTELLI et al., 2000; LEAL-GARZA et al.,
2002; HALDER et al., 2004). No epitélio oral, micronicleos sdo considerados importantes
biomarcadores do risco de desenvolvimento de cancer e da progressdo neoplasica
(CASARTELLI et al., 2000; DELFINO et al., 2002; HALDER et al., 2004; SARAN et al., 2007).

As células coletadas das areas com lesdo dos individuos que neste estudo integraram o
Grupo Caso apresentaram uma freqiiéncia de micronucleos significativamente maior do que a
observada nas células da mucosa oral normal dos individuos deste Grupo e, também, do Grupo

Controle em todas as analises estatisticas empregadas, corroborando estudos que revelam o
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processo de transformacgdo maligna no epitélio oral, a exemplo de outros epitélios, em associagcdo
com o aumento da freqiiéncia de danos genéticos (CASARTELLI et al., 2000; HALDER et al.,
2004; SARAN et al., 2007; RAMIREZ; SALDANHA, 2002). Em consonancia com os resultados
obtidos por esses autores, neste estudo as frequéncias de micronucleos ndo diferiram quando
comparadas células obtidas da mucosa oral normal dos individuos do Grupo Caso e individuos do

Grupo Controle.

6.4.1. Ocorréncia de Micronucleos em funcdo dos parametros avaliados

Diversos estudos na literatura tém avaliado a influéncia da idade, do sexo e da exposi¢éo a
agentes genotoxicos (relacionados, sobretudo, aos habitos e estilo de vida) na indugdo de
microndcleos em diversos tipos celulares (ODAGIRI; UCHIDA, 1998; ALBERTINI et al., 2000;
DIETZ et al., 2000; FENECH et al.; 2001; BONASSI et al., 2003; SUHAS et al., 2004; Wu et al.,
2004; FREITA et al., 2005; MEIRELES, 2003). Os resultados desses estudos, contudo, séo
conflitantes sendo apontado em alguns deles associacfes entre esses parametros, enquanto em
outros ndo sao observadas associagdes, 0 que pode ser devido a diferencas metodoldgicas e/ou a

diferencas inerentes a propria variabilidade intra e inter individual das amostras analisadas.

Idade

Em alguns trabalhos tem sido relatada associacédo entre o aumento de idade e aumento no
namero de micronucleos (FENECH & MORLEY, 1985a; THIERENS, 1991; HOLMEN, 1995;
BARALE, 1998; ODAGIRI & UCHIDA, 1998; ALBERTINI et al., 2000; TESTA et al., 2002;
JOSEPH; PATWARDHAN; SAMUEL, 2004; SUHAS et al., 2004). Outros estudos, entretanto
ndo apontam para essa associacdo (KARAHALIL et al.,, 1999; JAGETIA et al., 2001,
RAMIREZ; SALDANHA, 2002; KONOPACHA, 2003;). Esta associacdo é mais
consistentemente relatada nas analises feitas em linfécitos periféricos (FENECH & MORLEY,
1985a; THIERENS, 1991; HOLMEN, 1995; BARALE, 1998; ODAGIRI & URCHIDA, 1998)
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do que em células esfoliadas (SARTO et al., 1987; OZKUL et al., 1997; CERQUEIRA et al.,
1998; KARAHALIL et al., 1999).

Em células esfoliadas do epitélio oral, falta de associacdo entre a ocorréncia de
micronicleos e aumento da idade foi relatada por Sarto et al. (1987); Ozkul et al. (1997);
Karahalil et al. (1999); Ramirez ; Saldanha (2002) e Konopacha (2003). Em concordancia com
esses estudos, nesta investigacdo ndo foi detectada significAncia estatistica na ocorréncia de
micronlcleos em fungdo do aumento da idade, resultados que diferem daqueles descritos por
Pinto et al. (2000); Wu et al. (2004), Suhas et al. (2004) e Bloching et al. (2007).

Possivelmente, a perda da efetividade dos mecanismos de reparo do DNA com o0 aumento
da idade em conseqiiéncia do acimulo de mutacdes, é um fator que pode contribuir para

associagdo positiva entre freqiiéncia de MN e aumento da idade (CERQUEIRA; 2005).

Sexo

A ocorréncia de micronucleo em fungdo do sexo, a exemplo da idade, tem sido descrita de
modo controverso na literatura, quer quando avaliada sua ocorréncia em linfocitos quanto em
células esfoliadas. Os estudos em que ndo foi observada associacdo entre sexo e ocorréncia de
micronucleos incluem aqueles realizados por Burgaz et al. (1999); Karahalil et al. (1999); Dietz
et al. (2000); He et al. (2000); Fenech et al. (2001); Jagetia et al. (2001); Maffei et al. (2002);
Konopacha et al. (2003), Joseph; Patwardhan; Samuel (2004); Zakeri ; Assaei (2004). Em
contraposicdo a esses resultados, e em consonancia com os obtidos no presente estudo, nas
investigacGes conduzidas por Barale et al. (1998); Fenech et al. (1998); Bonassi et al. (2001);
Testa et al. (2002); Joksic ; Petrovic (2004); Angelini et al. (2005), frequéncias
significativamente maiores de micronucleos foram relatadas entre as mulheres. Santos (2003);
Meireles et al. (2006) e Bloching et al. (2007), contudo, observaram ocorréncia

significativamente maior dessas estruturas entre os homens.

Escolaridade

Nos altimos anos, a avaliacdo dos fatores sdcio-econdmicos, a exemplo da escolaridade,

relacionados ao desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas do epitélio oral tem sido alvo
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de interesse de inimeros pesquisadores. Contudo, os estudos nessa linha estdo voltados para
analise descritiva (ABDO; GARROCHO; AGUIAR, 2002; HASHIBE et al. 2003; MELO et al.,
2005; WONG et al., 2006; OJI; CHUKWUNEKE, 2007), ndo havendo registro na literatura de
estudos, a exemplo deste em que a influéncia da escolaridade sobre a ocorréncia de micronucleos
foi avaliada. A falta de associacdo entre essas variaveis detectada neste estudo deve ser vista em
funcéo da disparidade no grau de instrucdo entre os individuos analisados, haja vista por exemplo
o fato de que apenas cinco individuos no Grupo Controle serem analfabetos, enquanto 38,7 %
destes entre os integrantes do Grupo caso estavam incluidos nesta categoria. Além disso, por
limitagdes metodoldgicas, foram agrupados individuos com baixa escolaridade no subgrupo “com
escolaridade” do Grupo Caso, onde a maioria dos individuos sequer concluiu o primeiro grau.
Nesse sentido, hd necessidade de melhor padronizacdo dessa variavel, o que seria idealmente
feito com amostras maiores. A incorporacdo dessa analise em estudos similares a este se faz
necessaria para conclusdes mais consistentes e é recomendada dado o reconhecido impacto de

fatores socio-econdmicos na saude.

Higiene Bucal e Uso de Proétese Dentaria

A higiene bucal e o0 uso de protese dentaria tém sido apontada, principalmente em estudos
realizados em tempos mais pretéritos, em associacdo com a carcinogénese oral (BUNDGAARD
et al., 1995; SCHILDT et al., 1998; VELLY et al., 1998; MORENO-LOPEZ et al., 2000).

Estudo objetivando a avaliacdo da associacdo entre a ocorréncia de micronicleos em
células esfoliadas da mucosa bucal e a higiene oral e fatores dentais foi realizado por Bloching et
al. (2007). Os resultados encontrados pelos autores, do mesmo modo que os obtidos neste estudo,
ndo revelam diferenca com significancia estatistica em relacdo a qualidade da higiene oral, nem
quanto ao uso de protese. No entanto, nos individuos com periodontite severa a ocorréncia de
micronucleos foi mais elevada (2,16 + 0,85), seguido dos individuos com periodontite de
moderada a severa (1,91 + 1,04) e individuos sem doenca periodontal (1,50 + 1,06).

Apesar de ndo haver evidéncias que sustentem essa associacdo, deve ser considerado o
fato de que a ma higiene oral permite que os carcindgenos presentes no tabaco, e o alcool

presente nas bebidas alcoolicas, permanegam mais tempo em contato com a mucosa oral, e que 0
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traumatismo consequente ao uso de proteses mal adaptadas, leva ao aumento da proliferacdo
celular para reconstituir o tecido lesionado, o que possibilita maior oportunidade para a

ocorréncia de falhas cromossémicas quando da diviséo celular.

Habito de Fumar

A avaliagdo de danos cromossdmicos em conseqliéncia do habito de fumar feita através da
analise de micronucleos tem registro amplo na literatura, embora com resultados controversos
tanto quando feita avaliacdo em linfocitos quanto em células esfoliadas do epitélio oral (STICH;
ROSIN, 1983; TOMANIN et al., 1991; BARALE et al., 1998; BONASSI et al., 2003; WU et al.,
2004; FREITA et al., 2005; HEEPCHANTREE; PARATASILPIN; KANGWANPONG, 2005).

Em linfocitos periféricos, alguns estudos apontam para a associagdo positiva (TOMANIN
et al., 1991; HEEPCHANTREE; PARATASILPIN; KANGWANPONG, 2005) enquanto outros
relatam resultados negativos (BARALE et al., 1998; BONASSI et al., 2003). Objetivando a
avaliacdo dos efeitos do habito de fumar na inducdo de micronucleos nessas células, Bonassi et
al. (2003) realizaram uma re-analise da literatura envolvendo os resultados de 24 bancos de dados
do HUMN (Human MicroNucleus project). Dentre os 5.710 individuos que constituiram a
amostra, 3.501 ndo fumavam, 1.409 eram fumantes e 800 individuos ex-fumantes. A comparacéo
da ocorréncia de micronucleos entre fumantes e ex-fumantes com os ndo-fumantes ndo revelou
diferencas significantes: FR = 0,97; IC = 0,93-1,01 e; FR = 0,96; IC = 0,91-1,01;
respectivamente.

Em células esfoliadas do epitélio oral, nos estudos realizados por Stich; Rosin (1983) e
Freita et al. (2005) ndo foram detectadas diferencas significantes na ocorréncia de microndcleos
entre fumantes e ndo-fumantes. Os autores sugerem que a falta de associacéo se deve ao fato que
os individuos que constituiram a amostra fumavam menos de 10 cigarros por dia.

Associacdo positiva na ocorréncia de microndcleos entre fumantes e ndo-fumantes em
funcdo da quantidade de cigarros foi descrita por Wu et al. (2004). Esses autores observaram em
células esfoliadas da mucosa bucal freqiéncias mais elevadas de micronicleos apenas entre
fumantes de mais de 20 cigarros/dia quando comparados aos ndo-fumantes. Resultados

semelhantes, foram descritos por Bloching et al. (2000) em estudo que incluiu individuos
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saudaveis, pacientes com cancer de cabeca e pescoco e pacientes com leucoplasia, e, também, por
Ozkul et al. (1997) que também relataram freqliéncia significativamente maior de microndcleos
em células da mucosa oral de fumantes de mais de dez cigarros por dia.

Neste estudo, o consumo de tabaco informado pelos individuos foi em torno de dez
unidades/dia (M=10) tendo sido observado aumento significativo na freqliéncia de microndcleos
quando comparados fumantes e ndo-fumantes. Resultados semelhantes a esse foram descritos por
Sarto et al. (1987); Ozkul et al., (1997); Duffaud et al., (1999); Bloching et al., (2000);
Konopacka (2003).

Efeitos do tipo dose resposta ndo foram detectados neste estudo, e também ndo foi
observada associacdo com a duracdo do habito de fumar. Resultados similares foram descritos
por Hoffmann ; Speit (2005) que ndo observaram diferencas na ocorréncia de danos genéticos
(avaliados pelo Teste de Micronucleo e pelo Ensaio Cometa) quando comparados fumantes que

consumiam mais de vinte cigarros/dia e fumantes com consumo inferior a esta quantidade.

Antissépticos Bucais

A inducdo de danos genéticos em consequéncia do uso de antissépticos bucais foi
avaliada no estudo de Freita et al. (2005). Esses autores relataram frequiéncia significativamente
maior de microndcleos entre os individuos que faziam uso de antissépticos bucal, quando
comparados a um grupo controle. Na discussao desses resultados, Freita et al. (2005) chamam a
atencao para o pequeno nimero de individuos que fazia uso dessas solucées (cinco), razdo porque
deveriam ser vistos com reserva. Os resultados obtidos no presente estudo, relativo ao uso de
antissepticos bucais, corroboram 0s obtidos por esses autores e sdo referentes a uma amostra
significativamente maior do que a analisada por eles, apontando para o potencial dos
antissepticos bucais na inducdo de micronucleos, o que pode ser devido a presenca de etanol

nessas preparagdes.
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6.4.2 Ocorréncia de micronucleos na progressédo da transformacédo maligna

O Teste de Micronucleo em células esfoliadas tem sido aplicado no biomonitoramento de
lesBes pré-malignas tanto no cérvice uterino como na cavidade oral e resultados semelhantes tém
sido relatados, apontando para a eficacia de sua utilizacdo na avaliacdo de danos genéticos no
evolver do processo de transformacdo maligna (CERQUEIRA et al., 1998; CASARTELLI et al.,
2000; LEAL-GARZA et al., 2002; HALDER et al., 2004; SARAN et al., 2007).

No presente estudo, a avaliagdo da ocorréncia de micronucleos na progressdo maligna foi
avaliada com a amostra subdividida em trés grupos: Grupo |, formado pelos individuos sem
alteracbes na mucosa oral; Grupo Il, integrado pelos individuos que apresentavam lesbes pré-
malignas e; Grupo Ill, constituido por portadores de cancer oral. Os individuos do Grupo Il
(portadores de cancer oral) apresentaram uma frequéncia de micronucleos significativamente
maior do que a observada nas células dos individuos tanto do Grupo Il (lesdes pré-malignas)
quanto do Grupo | (sem alteragdes na mucosa oral). A freqgiiéncia de micronucleos foi
significativamente maior nas células coletadas dos individuos do Grupo Il quando comparados
aos do Grupo I. Esses resultados corroboram os obtidos por Bloching et al. (2000), Casartelli et
al. (2000), Delfino et al. (2002); Halder et al. (2004) e Saran et al. (2007), mostrando que a
transformacéo maligna envolve um aumento na freqiiéncia de células com danos cromossdmicos,
sugerindo que o micronucleo pode ser um marcador da carcinogénese oral.

A freqiiéncia média de micronucleos observada neste estudo entre os individuos com
lesbes pré-malignas, quando analisadas as células obtidas das areas onde elas se desenvolvem, é
aproximadamente duas vezes maior do que a observada no Grupo Controle (YMN: 0,82 e?(MN:
0,45, respectivamente) e semelhantes as descritas por Bloching et al. (2000), que encontraram
uma freqiéncia de micronucleos duas vezes mais elevada entre individuos com leucoplasias
(n=16) quando da comparacdo com 99 individuos sem alteracBes da mucosa oral. Freqliéncias
maiores de micronicleos entre portadores de lesdes, tanto pré-malignas quanto malignas, do
epitélio oral em comparacdo com individuos apresentando mucosa oral normal foram também
descritas por Delfino et al. (2002).

O estudo de Casartelli et al. (2000) diferiu deste por incluir na amostra, além dos
individuos com mucosa oral normal (GC); com lesdes pré-malignas (LP) e com cancer oral (CE),

individuos que tinham sido submetidos a cirurgia ou radioterapia em consequéncia de carcinomas
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orais prévios (CP). Da andlise de seus resultados, os autores concluem haver um gradiente na
ocorréncia de micronlcleos em que GC<LP=CP<CE. A falta de diferenca observada entre os
portadores de lesbes pré-malignas e os individuos com carcinomas prévios, provavelmente se
deve ao fato de que a radioterapia, procedimento terapéutico a que alguns dos individuos foram
submetidos tenha induzido a formagdo de micronucleos.

A metodologia empregada por Halder et al. (2004), na avaliagdo da ocorréncia de
microntcleos no evolver das lesbes pré-malignas do epitélio oral foi similar a utilizada por
Casartelli et al. (2000), e os resultados obtidos revelam também a existéncia de um gradiente de
freqiiéncia a partir da mucosa oral normal para o cancer (GC: 0,35%; LP: 0,63%; CO: 1,36%). A
freqliéncia observada entre os individuos que foram submetidos a tratamento prévio do cancer
oral foi intermediaria entre a observada nos individuos com mucosa oral normal e a daqueles
apresentando lesdes pre-neoplasicas (CP = 0,44%).

O Teste de Micronucleo foi um dos trés marcadores utilizados por Saran et al. (2007) em
estudo que objetivou o biomonitoramento das les6es pré-malignas na cavidade oral. A amostra
desse estudo foi constituida por 129 individuos com cancer oral, 138 com lesdes pré-malignas e
176 individuos controles. Os autores também descrevem aumento gradual na ocorréncia de
micronucleos a partir do epitélio normal até as lesdes malignas.

Semelhante ao que ocorre no epitélio bucal, Cerqueira et al. (1998); Leal-Garza et al.
(2002) e Guzman et al. (2003) detectaram uma maior ocorréncia de micronucleos nas mulheres
com lesGes mais severas do epitélio cervical do que a observada entre as mulheres com lesdes de
menor gravidade, sugerindo que a progressdo para a transformacdo maligna esta associada a
maior ocorréncia de células com danos cromossémicos e que micronucleos em células esfoliadas
do cérvice uterino pode ser um critério adicional no estabelecimento dos riscos de
desenvolvimento do céncer cervical.

Em linfécitos, danos cromossdmicos relacionados a progressao neoplasica analisados,
também, pelo Teste de Micronucleo foram descritos por Duffaud et al. (1999) e Leal-Garza et al.
(2002). Duffaud et al. (1999) observaram em pacientes ndo-fumantes com cancer de cabeca e
pescoco, uma freqiiéncia de microndcleos significativamente maior do que em individuos
saudaveis. Os resultados obtidos por Leal-Garza et al. (2002), em estudo que avaliou a ocorréncia
de microndcleos em linfocitos de mulheres sem alteracdes do cérvice uterino; mulheres com

diferentes graus de neoplasia intraepitelial cervical (NICs I, Il e 111) e mulheres portadoras de
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cancer cervical, revelam um gradiente na frequéncia de micronucleos (cérvix normal< NIC<

cancer cervical).

6.4.3 Influéncia do habito de fumar na ocorréncia de Microntcleos em funcdo do

diagnostico histopatoldgico

A ocorréncia de danos cromossdmicos consequentes ao habito de fumar e sua relagcdo com
a progressdao maligna, avaliadas através do Teste de Micronucleo, foi investigada por Cerqueira et
al. (1998) em células esfoliadas do cérvice uterino. Os autores observaram que em mulheres ndo-
fumantes com diferentes graus de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) a ocorréncia de
micronucleos era significativamente maior entre as que apresentavam lesdes de maior gravidade
(NIC, H+I1l) quando comparadas aquelas exibindo lesdes de menor gravidade (NIC 1). Tal
associagdo, contudo, ndo foi observada entre as mulheres fumantes. Nestas, as frequéncias de
micronucleos ndo diferiram entre mulheres com NICs I + 111 e mulheres com NIC I. Segundo os
autores, estes resultados sugerem que o habito de fumar introduz um risco adicional a ocorréncia
de micronucleos e levantam a hipdtese de que as mulheres com NIC | que sdo fumantes estariam
sob um risco maior de progressdo para as lesbes mais graves por apresentarem uma maior
proporcao de danos citogenéticos.

Na presente investigacao, a ocorréncia de micronucleos nas células esfoliadas do epitélio
bucal dos fumantes foi significativamente maior nas células coletadas dos individuos com lesdes
malignas (Grupo I1I) tanto quando feita comparacdo com sua ocorréncia nas lesdes pré-malignas
(Grupo 1) quanto no epitélio normal (Grupo I). A ocorréncia de micronucleos entre portadores de
lesbes pré-malignas e controles nao foi significativamente diferente. Estes resultados, embora
apontem para o incremento da ocorréncia de danos cromossdmicos em conseqliéncia do habito de
fumar devem ser vistos com reserva dado o pequeno numero de individuos fumantes
apresentando lesdes pré-malignas (apenas quatro).

Considerando os individuos nao-fumantes, foi observado que a ocorréncia de micronucleos
nas lesdes malignas e pré-malignas é significativamente maior do que a observada nos individuos
apresentando mucosa oral normal, 0 que corrobora os estudos que apontam para uma maior
ocorréncia de danos cromossémicos no processo de transformacdo maligna. Ndo foi, contudo,

detectada diferenca significante na ocorréncia dessas estruturas quando feita comparacéo entre 0s



92

Grupos Il e 111, revelando que o gradiente na ocorréncia de microndcleos a partir do epitélio oral
normal que foi evidenciado na amostra total se deve, além da instabilidade genética associada a
progressdo da transformacdo maligna, a efeitos genotoxicos adicionais consequientes ao habito de
fumar.

A comparagdo da ocorréncia de micronucleos entre fumantes e ndo-fumantes dentro de cada
grupo, revelou diferenca apenas para os individuos do Grupo I, traduzida em um ndmero
significativamente maior de micronucleos em fumantes quando comparados aos nao-fumantes.
Esses resultados revelam os efeitos genotoxicos do tabaco na indugdo de micronlcleos nos
individuos apresentando epitélio oral normal, contudo esses efeitos ndo se fazem sentir quando as

lesBes pré-malignas e malignas ja estdo instaladas.

6.5 Ocorréncia de Apoptose

O processo de transformacdo maligna esta associado a perda da capacidade da celula,
frente aos danos genéticos, em evoluir para a morte (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Diversos
estudos na literatura tém avaliado a apoptose em lesdes pré-malignas e malignas da cavidade oral
utilizando diferentes marcadores (BIRCHALL et al., 1995; SCHOELCH et al., 1999; RAMIREZ,
2000; KUROPKAT et al., 2002; PIATTELLI et al., 2002; CHENG et al., 2004; BEN-1ZHAK et
al., 2005). O protocolo diferenciado de Tolbert et al. (1991,1992), metodologia adotada no
presente estudo, oferece vantagens por permitir a observacdo, adicionalmente aos micronucleos,
de alteracOes indicativas de apoptose (cariorréxis, cromatina condensada e picnose) e necrose
(caridlise, cariorréxis, cromatina condensada e picnose).

Neste estudo, a ocorréncia de alterac6es nucleares degenerativas indicativas de apoptose foi
significativamente menor nas células obtidas das areas de lesdes malignas (Grupo Ill), quando
comparada tanto as células obtidas das lesdes pré-malignas (Grupo Il) quanto as células normais
dos individuos do Grupo 1. Foi, também, significativamente menor nas células obtidas das areas
de lesBes pré-malignas, quando comparadas as de mucosa normal. Esses resultados corroboram o
fato de que o processo de transformacdo maligna esta associado a perda da capacidade da célula
em evoluir para a morte, frente a danos no DNA, estando de acordo com os resultados descritos

por Ramirez; Saldanha (2002), que utilizando o mesmo protocolo adotado neste estudo,
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observaram também menor freqiiéncia de apoptose nas células dos individuos portadores de
carcinomas orais.

A menor ocorréncia de apoptose observada nas células obtidas da mucosa normal dos
individuos dos Grupos Il e Ill em relacdo aos individuos do Grupo Controle é um dado novo e
que surpreende, sugerindo fortemente que o comprometimento do processo de apoptose acomete
o0 epitélio de forma generalizada e constitui-se em evento que antecede e propicia o

desenvolvimento da transformagéo maligna.






95

7 CONCLUSOES

> O processo de transformacdo maligna no epitélio oral se faz acompanhar por um aumento na

freqiiéncia de danos cromossomicos;

> Na transformacdo maligna ocorre perda da capacidade celular em evoluir para a morte frente
aos danos ao DNA;

» Apoptose ocorre de modo generalizado em um epitélio no qual se desenvolve o processo de

transformacgéo maligna, antecedendo sua instalacéo;

» Compostos do cigarro séo efetivos na inducgéo de danos cromossdmicos em células esfoliadas

do epitélio oral

» Efeitos do tipo dose/resposta relativos ao habito de fumar, ndo sdo observados sob baixa

exposicéo;

» Uso de antisseptico bucal esta associado a inducédo de danos cromossémicos.
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ANEXO 1: FORMULARIO PARA ENTREVISTA
DADOS GERAIS
03. DATA
01 QUESTIONARIO N.° / /
02. PRONTUARIO N.°
04. LOCAL 05. MUNICIPIO
D 1-HAM 2-CRLB 3- Clinica Dentistica D 1. Feira de Santana

2. Salvador

DENTIFICACAO

06. NOME

07. DATA DE NASCIMENTO
/ /

08.NOME DA MAE

09. NATURALIDADE

10. IDADE 11. SEXO 12. ESTADO CIVIL
DD anos D 1.Masculino D 1-Solteiro 2- Casado
2.Feminino 3-Vidvo 4- Outros
13. RACA

D 1- Branco 2- Mulato claro 3- Mulato médio 4- Mulato escuro 5- Preto

14. GRAU DE INSTRUCAO

[] 1- Analfabeto 2- 1° Grau Incomp. 3- 1° Grau Comp. 4- 2° Grau Incomp.
5- 2° Grau Comp. 6-3° Grau Incomp.  7-3° Grau Comp.
8-Ignorado
15. ENDERECO(Rua,Av.) 16. N° 17. APTO
18. BAIRRO 19.CIDADE 20.ESTADO |21.CEP

HooHH-0on
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22. TELEFONE

23. ZONA

D 1. Urbana 2. Rural

24, OCUPACAO ATUAL 25. TEMPO DE ATIVIDADE

26. OCUPACAO ANTERIOR

ANTECEDENTES FAMILIARES

27. CANCER NA FAMILIA

D 1.Sim

2. Nao

28. LOCALIZACAO TOPOGRAFICA

D 1. Boca 4. Préstata

2. Colo uterino 5. Pele
3. Mama 6 . Outros
7. N&o se aplica
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ANTECEDENTES PESSOAIS

29. PACIENTE TRANSPLANTADO RENAL

D 1. Sim

2. Nao

30. HISTORIA DE HPV

D 1. Sim

2. Nao

31. HIGIENE BUCAL

[ ] 1 Péssima 3. Boa
2.Regular 4. Otima

32. CONDICAO DENTAL

D 1. Dentes Fraturados/ arestas

cortantes
2. Restauragdes mal adaptadas

3. Nao se aplica

33. USO DE PROTESE

(] 1.sim

2. Nao

34.TIPO DE PROTESE

[ ] 1. Parcial Removivel
2. Total
3. Fixa
4. Nao se aplica




HABITOS DE FUMAR

35.HABITOS 36. QUANTO TEMPO
TABAGISTAS
1. DD anos
(] 1. sim
2. Nao Z.DD meses

3.l ] Naose aplica

37 .TIPO DE CIGARRO

L] 1 Cigarro de palha 4. Charutos

2. Cigarro Industrial 5. Outros

3. Cachimbo 6. Nao se aplica

38.QUANTIDADE DE CIGARRO/DIA

39. TRAGA CIGARRO

[ ] 1.De01a05 5 De21a30 L] 1. sim
2. Nao
2.De06a10 6. Mais de 30
3.Dellals 7. Nao se aplica
4,Del16a20 40. MARCA DO CIGARRO
1.
2. [ Ndose aplica
41. JA FUMOU 42. HA QUANTO TEMPO DEIXOU DE
) FUMAR
D 1.Sim
2. Nao 1. DD anos
2. DD meses

3.[ ] Naose aplica

43. QUANTOS CIGARROS FUMAVA

[] 1.De01a05 4.De16a20
2.De06a10 5. De21a30
3.Del1lal5 6. Maisde30

7. Nao se aplica

44. POR QUANTO TEMPO FUMOU

D 1. Menos de 6 meses 4.5 a 10 anos
2. 6 meses a 1 ano 5. Mais de 10 anos
3.1a5anos 6. Ndo sabe
7. Nao se aplica

HABITOS DE TOMAR CAFE

45.CONSUMO DE CAFE

[]1.sim 2. Nio

46. QUANTAS XICARAS OU COPINHOS POR DIA
1.

2. ] No sabe 3.[ ] Naose aplica

47. HA QUANTOS ANOS TOMA CAFE
1.

48. INFORMAGCOES ADICIONAIS
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2] Naosabe 3.[] Naose aplica

HABITOS DE BEBER

49.USO DE BEBIDA ALCOOLICA

[ ] 1. sim
2. Nao

51. TIPO DE BEBIDA ||

50. FREQUENCIA

|| 1. Diariamente
2. 2 a 3 vezes por semana
3. 1 vez por semana
4.1 vez por més

1. Cachaca 6. Whisky 5. Ocasionalmente
2. Cerveja 7. Fermentada 6. Raramente

3. Vinho 8. Outras 7. Né&o obtido

4. Destilada 9. Néo se aplica 8. Néo se aplica
5. Conhaque

52. QUANTO BEBE

1. Copos 2.1 Naose aplica

53

[ ] Néo Obtido

54.HA QUANTO TEMPO BEBE

D 1. Menos de 6 meses
2. De 6 meses a 1 ano
3. De 1 ano a5 anos
4, De 5 a 10 anos

5. Mais de 10 anos
6. Ndo se aplica

55. HA QUANTO TEMPO DEIXOU
DE BEBER

1. DD anos
2. DD meses

3.[ ] Naose aplica

56. POR QUANTO TEMPO BEBEU

D 1. Menos de 6 meses 4. 5a 10 anos

2.6 mesesalano 5. Mais de 10 anos
6. Ndo se aplica

57. QUANTO BEBIA

1. copos

2.[ ] Naose aplica

58. QUE TIPO DE BEBIDA USAVA

L
1. Cachaga 6. Whisky
2. Cerveja 7. Fermentada
3. Vinho 8. Outras
4. Destilada 9. Nao se aplica
5. Conhaque

59. COM QUE FREQUENCIA

[ ] 1. Diariamente
. 2a 3 vezes por semana
. 1 vez por semana
. 1 vez por més
. Ocasionalmente
. Raramente
Né&o obtido
. Néo se aplica

O~NO OB W
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USO DE MEDICAMENTOS

(] 1.sim 2. Nio

60.USO FREQUENTEMENTE ALGUM MEDICAMENTO

61. FREQUENCIA USO DE MEDICAMENTOS

1.

2. [ ] Ndose aplica

62. TEMPO DE USO

1.

2.[ ] Naose aplica

63.QUAIS

[ ] 1. Antibiético 5. Vitaminas
2. Analgésicos 6. Antimicaticos
3. Antiinflamatério 7. Anticonvulsionantes
4. Antihistaminico

8. Imunodepressores

9. Antidepressivos
10. Qutros

11. Néo se aplica

USO DE ANTI-SEPTICOS BUCAIS

D 1. Sim 2. Nao

64.USA FREQUENTEMENTE ANTI-SEPTICOS BUCAIS

65. FREQUENCIA USO DE ANTI-SEPTICOS
BUCAIS
1.

2.[ ] Naose aplica

66. TEMPO DE USO

1.

2.[ ] Naose aplica

67. MODO DE USO

[ ] 1. concentrado 2. Diluido em agua
3.Nao se aplica

68. MARCA

1.

2.[ ] Naose aplica

EXPOSICAO A RADIACAO

69 .EXPOSICAO FREQUENTE A RADIACAO

(] 1.sim
2. Ndo

70. TIPO DE RADIACAO

D 1. Solar
2. lonizante
3. Nao se aplica

71. FREQUENCIA DE EXPOSICAO A RADIACAO

1.

2.[ ] Nao se aplica

72 . TEMPO DE EXPOSICAO

1.

2.1] Naose aplica
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EXAMES LABORATORIAIS

73. ANALISE DE MICRONUCLEO

Numero total de células analisadas

Numero de células com micronlcleos

Frequéncia de células com microntcleo

Frequéncia de micronucleos por célula

Data da biopsia

74. ANALISE ANATOMOPATOLOGICA
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao
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