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RESUMO

A incidéncia de cancer de cavidade oral vem aumentando progressivamente em todo mundo,
conforme dados da OMS. Ndo obstante, o diagnostico de CCO costuma ser feito tardiamente,
resultando em uma menor sobrevida para esses pacientes. Por isso, a investigacdo de novos
métodos de diagndstico precoce pode contribuir para a reducdo da mortalidade dessa
neoplasia. O teste de microndcleos para 0 monitoramento de individuos com alto risco de
CCO vem demonstrando ser um método de baixo custo e de facil aplicacdo. E relevante
ressaltar; entretanto, que ndo ha relatos na literatura sobre a acuracia diagnostica do teste de
micronucleos para lesGes da cavidade oral. Desta forma, o presente estudo teve o objetivo de
verificar a sensibilidade e a especificidade do teste de micronucleos para detectar lesGes de
cavidade oral malignas ou potencialmente malignas. Trata-se de um estudo transversal com
48 participantes, que foram submetidos a bidpsia de lesGes da cavidade oral no ambulatério de
Estomatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As amostras de células esfoliadas
foram coletadas em dois sitios diferentes da cavidade oral e a coloragdo de Feulgen foi
utilizada para analise dos microndcleos. As frequéncias de micronucleos em amostras da area
peri-lesional que foram maiores que 0,0005 apresentaram uma sensibilidade de 63,6% (49,9 —
77,2) e uma especificidade de 43,2% (29,1 — 57,9). Os valores preditivo positivo e preditivo
negativo foram respectivamente de 25% (12,7 — 37,2) e 80% (68,6 — 91,3). Esses resultados

sugerem que o teste de micronucleos é pouco sensivel e especifico.



ABSTRACT

The World Health Organization predicts a continuing worldwide increase in the number of
patients with oral cancer. Moreover, late diagnosis is often a reality for oral cavity cancer
patients, leading to a poor overall survival rate. Investigations of screening methods that could
contribute to early detection of cancer are; therefore, highly desirable. The micronucleus
assay is a non-evasive, rapid, simple, sensitive and cost-effective bio-marker of chromosome
damage. Nevertheless, as far as we know, there are no reports of the sensitivity and specificity
of micronucleus test frequency for detecting malignant or potentially malignant oral cavity
lesions in the literature. In order to fill this gap, we carried out a cross-sectional study with 48
participants presenting oral cavity lesion, who were indicated to undergo surgery biopsy (our
reference standard) at Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Samples of exfoliated cells were
collected from two different sites in the oral cavity and Feulgen-Fast-Green staining was used
to analyze the micronucleus. Eleven patients (22.9%) presented malignant or potentially
malignant oral cavity lesions. In samples of perilesional area, micronucleus frequencies that
were higher than 0.0005 had a sensitivity of 63.6% (49.9 - 77.2) and a specificity of 43.2%
(29.1 - 57.9). The predictive positive (PPV) and negative (PNV) values were 25% (12.7 -
37.2) and 80% (68.6 - 91.3) respectively. These results suggest that the micronucleus test is

low sensitivity and specificity.



APRESENTACAO

Este trabalho consiste na dissertacio de mestrado intitulada “DETERMINACAO DA
ACURACIA DO TESTE DE MICRONUCLEOS PARA O DIAGNOSTICO DE LESOES
DA CAVIDADE ORAL”, apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Epidemiologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 25 de julho de 2012. O trabalho é
apresentado em trés partes, na ordem que segue:

1) Introducéo, Revisdo da Literatura e Objetivos;

2) Artigo(s);

3) Conclus6es e Consideragdes Finais.

Documentos de apoio, incluindo o Projeto de Pesquisa, estdo apresentados nos
anexos.



INTRODUCAO

O céncer de cavidade oral esta entre as dez neoplasias de maior incidéncia no mundo,
apresentando algumas variacdes entre as diferentes regides geogréaficas [1]. A OMS estima um
aumento na incidéncia do CCO para as proximas décadas [2]. No Brasil, estimam-se 9.990 casos
novos de cancer da cavidade oral em homens e 4.180 em mulheres para 0 ano de 2012 [3].
Aproximadamente 95% das neoplasias da cavidade oral s&o carcinomas de células escamosas, e 0
tabagismo e o etilismo s&o importantes fatores de risco [4].

Apesar dos avangos nas areas de cirurgia, radioterapia e quimioterapia, a sobrevida
de cinco anos do CCO pouco se alterou nas ultimas décadas, permanecendo em torno de 60%
[5]. Sendo assim, o desenvolvimento de ferramentas que auxiliem no diagndstico precoce em
conjunto com melhorias no acesso a saude pela populacdo sdo medidas essenciais para alterar
esse panorama mundial do cancer de cavidade oral.

Uma revisdo sistematica (The screening programmes for early detection and
prevention of oral cancer - Cochrane Review) tem investigado a efetividade de diferentes
métodos de rastreamento que possam diminuir a mortalidade do céncer de cavidade oral. Os
pesquisadores concluiram que, por enquanto, ndo ha evidéncias solidas que apontem a
inspecdo visual ou qualquer outro método como efetivos para diminuicdo da mortalidade. [6].

O teste de micronucleos com células esfoliadas da cavidade oral tem-se mostrado um
biomarcador e preditor de lesbes malignas da cavidade oral [7-8]. A formacdo de um
micronucleo € um indicador de mutacdo cromossdmica — uma alteracdo genética que resulta
em instabilidade gendmica e é uma alteragdo comum em muitas neoplasias [9]. Entretanto,
ndo ha disponibilidade na literatura de estudos que reportem as propriedades diagnosticas
(sensibilidade e especificidade) do teste de micronicleos nas lesdes malignas da cavidade
oral.

Portanto, o presente estudo teve o objetivo de avaliar as propriedades diagndsticas

do teste de microndcleos em células esfoliadas da cavidade oral.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 O cancer de cavidade oral: um problema de satde publica

A cavidade oral € definida como a regido que se estende dos labios a juncédo entre o
palato duro e mole, superiormente, e a linha das papilas circunvaladas, inferiormente. A CO
pode ser subdividida em regiées como labios, gengivas, lingua, assoalho da boca, palato duro
e trigono retromolar. A mucosa das diferentes regides da CO relaciona-se de maneira distinta
com as estruturas adjacentes. Essa variabilidade resulta nas caracteristicas de
desenvolvimento dos tumores nessas regides que podem diferir, quanto a tendéncia de invasédo
e 0 potencial metastatico.

O carcinoma de células escamosas é o grande representante (90-95%) das neoplasias
da CO [4-10]. A célula de origem do CCE é o Queratinocito. Mutagdes no DNA dos
Queratindcitos podem ser 0 ponto de partida do processo carcinogénico, induzindo uma celula
de Queratindcito sadia a progredir para uma lesdo pré-maligna ou potencialmente maligna.
Consequentemente, os Queratindcitos tornam-se autbnomos, apresentando caracteristicas
histologicas como a invasdo da membrana basal e posteriormente metastases para linfonodos
e demais orgaos. [10]

O cancer de cavidade oral representa 40% das neoplasias de cabega e pescogo,
ocupando uma posicdo de destaque devido a sua alta incidéncia e elevadas taxas de
morbidade e mortalidade [11]. A incidéncia do CCO ¢ alta, variando de 1-10 casos por
100.000 habitantes em muitos paises. No sul do continente asiatico, 0 CCO esta entre as trés
neoplasias mais prevalentes. Na India, a incidéncia chega a 12,6 casos para 100.000
habitantes. O CCO ¢é mais comum em paises em desenvolvimento [12]. Entretanto, tem-se
observado 0 aumento da incidéncia em paises desenvolvidos como, por exemplo, Dinamarca,
Franca, Alemanha, Escdcia, Japdo, Australia e Estados Unidos da América. [12]

Segundo dados do INCA, no Brasil, estimam-se 9.990 casos novos de cancer da
cavidade oral em homens e 4.180 em mulheres para 0 ano de 2012. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 10 casos novos a cada 100 mil homens e 4 a cada 100
mil mulheres [8].

A disparidade entre as diferencas de prevaléncias entre homens e mulheres (2:1) tem-

se alterado ultimamente, seguindo uma tendéncia para a igualdade. Provavelmente, essa
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tendéncia se deve ao aumento da exposicdo de carcindgenos (tabaco e alcool) entre as
mulheres [13-14].

O perfil epidemiolégico do CCO vem apresentando algumas mudancas nas ultimas
décadas. O CCO no labio vem apresentando um declinio na sua incidéncia. Provavelmente,
pelo maior esclarecimento sobre os cuidados com a radiacdo ultravioleta. Entretanto, alguns
pesquisadores tém observado um aumento significativo na incidéncia de CCO na lingua,
principalmente entre a populacéo jovem, fato este atribuido ao consumo exagerado de alcool e
tabaco [10].

O risco de um tabagista ativo desenvolver um CCO ¢é de cinco a nove vezes maior do
gue o de um ndo fumante. Além disso, esse risco pode chegar a ser 17 vezes maior em
tabagistas pesados (mais de 80 cigarros por dia) [15,16]. A maconha também tem sido
apontada como risco potencial no desenvolvimento de CCO, e esse dado também poderia
contribuir para o aumento da incidéncia de CCO na populagdo mais jovem [17].

O consumo de bebida alcodlica tem sido apontado como o maior fator de risco para o
desenvolvimento de canceres do trato aéreo-digestivo. Um estudo francés, por exemplo,
mostrou que etilistas pesados (>100g de alcool/dia) [18] tém 30 vezes mais chances de
desenvolver CCO, e que quando associado ao tabagismo esse risco absoluto aumenta para 100
vezes. Esse sinergismo entre o tabaco e o alcool tem sido estudado em diversas neoplasias,
pois se acredita que o alcool possa potencializar o efeito carcinogénico do tabaco pela
solubilizacdo de compostos carcinogénicos presentes no mesmo [19].

Ademais, evidéncias recentes tém mostrado também uma associacdo entre 0
Papiloma virus humano (HPV 16 e 18) e o CCO [20].Fatores dietéticos como, por exemplo,
baixo consumo de frutas e vegetais, também tem sido relatado como fator de risco para CCO.
[21]

Apesar dos avangos nas areas de cirurgia, radioterapia e quimioterapia, a sobrevida
em cinco anos do CCO pouco se alterou, nas ultimas décadas, permanecendo em torno de
60% [5].

Provavelmente, o fato de as neoplasias se apresentarem de forma assintomatica,
atrasando seu diagnostico, e a falta de acesso da populagdo aos servicos de saude sdo fatores
gue contribuiram para manter a sobrevida do CCO quase que inalterada nas Gltimas décadas.
A dificuldade de acesso aos servicos de satde € um fator importante no qual h&d uma relacéo
direta com fatores socioculturais. Fatores que podem ser ilustrados no estudo prospectivo,
entre 1985 e 1996, que mostrou que a sobrevida em cinco anos do CCO de lingua em afro-

americanos foi de 27%, enquanto a sobrevida na raca branca foi de 47% [22]. Leite &
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Koifman observaram que 50% dos pacientes diagnosticados com CCO atendidos em um
hospital de referéncia na cidade do Rio de Janeiro (Brasil) ja se encontravam em estagio 1V e
apenas 8,1% em estagio | [23]. Além disso, Miglorati e colaboradores observaram que
individuos com CCO do momento do diagnostico até o inicio da terapia decorriam em média
65,7 dias [24].

Em suma, ha uma relacéo direta entre a dificuldade de acesso ao servigo de salde e a
realizacdo do diagnostico precoce. Portanto, concomitante com a politica de prevencdo, é
necessario garantir o acesso dos usuarios ao servico de salde em conjunto com o

desenvolvimento de ferramentas que possam auxiliar no diagnostico precoce.

1.2 O Teste de Micronucleos e o Cancer

Os micronucleos (MN) sdo estruturas presentes no citoplasma de células em diviséo
que possuem caracteristicas cromatinicas semelhantes as do ndcleo principal quando
avaliados ao microscépico optico.

No inicio do século XX, os MN foram observados pela primeira vez por Howell no
citoplasma de eritrocitos que os designou como “fragmento de material nuclear”.
Posteriormente, Evans et al. [25] utilizaram os MN como marcadores de dano citogenético
quando irradiaram in vitro raizes de cebola (Vicia faba) para verificar o dano mutagénico. Em
1970, Boller & Schimid utilizaram pela primeira vez a designacdo Teste de Micronucleos
(TMN) ao testarem in vivo na medula 6ssea de roedores.

O TMN baseia-se na identificacdo de fragmentos cromossémicos ou de
cromossomos inteiros que nao estdo integrados ao conjunto de cromossomos de uma célula -
formando, assim, um pequeno nicleo individual, chamado micronucleo. A analise de MN €
usada como padrdo de aberracdes cromossémicas em organismos eucarioticos, sendo,
portanto, utilizada na deteccdo de agentes que interferem no processo de ligacdo do
cromossomo as microfibras do fuso ou aqueles capazes de induzir quebras cromossémicas.
Desta forma, uma frequéncia elevada de micronucleos ¢ um dado essencial na identificacdo
de grupos de populacGes - expostas a agentes aneugénicos e/ou clastogénicos - e, portanto
com risco elevado de desenvolver cancer [26]. Ha relatos na literatura sobre o potencial do
teste de micronucleos no diagnostico de neoplasias em geral. Entretanto, sdo poucos 0s
estudos que relatam as propriedades do teste de micronlcleo como, por exemplo,
sensibilidade, especificidade, acuracia e seus valores preditivos positivos e negativos. Além
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disso, a maior parte dos estudos, que possui um delineamento aceitavel para avaliacdo de um
teste diagnostico, foi realizada com o teste de micronucleos in vitro. Um exemplo deste tipo
de estudo foi o estudo de caso e controle realizado na Italia que avaliou o teste de
micronucleos em cultura de linfocitos como biomarcador para cancer. O estudo italiano
mostrou que os individuos que apresentaram uma frequéncia de micronucleos maior ou igual
a 2.5/1000 ceélulas apresentaram uma maior associa¢cdo com o desenvolvimento de cancer
(OR=10.7; 95% 1C=4.6-24.9; p<0.0001) [26]. El-Zein et al. [27] mostraram que o teste de
micronucleos em cultura de linfécitos pode ser uma boa ferramenta para rastreamento de
cancer de pulméo entre fumantes com um valor preditivo positivo de 94,8% e preditivo
negativo de 92,6%. Recentemente, Bonassi et al. [28] publicou um estudo com mais de 6.700
individuos de dez paises diferentes que corroborou para uma associacdo entre o
desenvolvimento de cancer e o aumento de micronucleos em cultura de linfocitos.

Entretanto, como mencionado anteriormente, os estudos que relatam acuracia do
teste de micronucleos utilizam a metodologia com cultura de linfdcitos in vitro. Este fato
prejudica uma maior generalizacéo dos resultados para tipos especificos de neoplasias.

O TMN apresenta varias etapas (coleta das células, tipo de coloragédo e analise) de
sua execucdo que sdo suscetiveis a vieses. Sendo assim, diversos pesquisadores da area
criaram 0 Human Micronucleus Project (HUMN), que coleta e organiza informagdes sobre
as frequéncias dos micronucleos nas diferentes populacfes, analisa os fatores de varidncia e
compara diversas técnicas empregadas. O objetivo principal € a padronizacéo de protocolos e
a realizacdo de estudos prospectivos que permitam avaliar o teste de micronucleo (in vitro)

como biomarcador de risco de cancer, assim como de outras doencas cronicas [29].

1.3 O Teste de Micronucleos e o Cancer de Cavidade Oral

Em células esfoliadas da cavidade oral, o TMN foi aplicado pela primeira vez por
Stich et al. em 1982 [30]. Mais tarde, diversos estudos comprovaram a eficacia do TMN (in
vivo) como indicador de danos citogenéticos em células do epitélio de revestimento oral,
brénquico e esofagico [ 30-31].

O TMN permite identificar um aumento na frequéncia de mutacdo em celulas que
sd0 expostas a uma gama variada de agentes genotdxicos. Além disso, o TMN com células
esfoliadas permite observar direto no tecido alvo a acdo de diversos agentes genotoxicos nas
mucosas expostas a tabaco, alcool e radiacao [29].
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Yildirim et al. [32] observaram que pacientes com cancer e sem tratamento prévio
apresentaram uma maior instabilidade gendmica em células da mucosa oral quando
comparados com pacientes saudaveis, sugerindo que o aumento da frequéncia de
micronucleos na mucosa oral poderia ser um biomarcador de risco de cancer no trato aéreo-
digestivo superior. Essa hipdtese é sustentada pela teoria da cancerizacdo de campo [33].
Além disso, um aumento significativo da frequéncia de micronlcleos em células bucais foi
observado em pacientes com neoplasias de Utero e mama quando comparados com individuos
saudaveis [34].

Desta forma, a avaliacdo das células da mucosa oral é de grande valia, pois é a
primeira barreira que entra em contato, via inalagéo ou ingestdo, com produtos de potencial
carcinogénico. Aproximadamente 90% das neoplasias séo de origem epitelial. Sendo assim, o
tecido epitelial é o sitio preferido para eventos genotdxicos induzidos por agentes
carcinogénicos que entram em contato direto com a mucosa.

A mucosa oral apresenta uma continua renovacdo celular. As células novas s&o
produzidas na membrana basal e posteriormente migram para a camada superficial da
mucosa, substituindo as celulas que sofreram apoptose ou necrose. A membrana basal possui
células-tronco que podem apresentar danos genéticos (quebra ou perda cromossdémica), como
o0s microndcleos durante a sua divisdo celular.

Carvalho et al. [35] avaliaram a FMN como preditor de risco de recidiva local e
desenvolvimento de um segundo sitio primario em vinte e sete pacientes com CCO que foram
acompanhados. Os pesquisadores ndo encontraram uma relacdo entre a FMN e o risco de
recidiva local e/ou desenvolvimento de um segundo sitio primario. Apenas evidenciaram um
incremento estatisticamente significativo da FMN dos pacientes com tumores em estagios
iniciais (I e 1) quando comparados com os pacientes em estagios mais avangados.

Ramirez & Saldanha [36] observaram um aumento na frequéncia de micronucleos
nas células bucais esfoliadas da mucosa adjacente a carcinomas de pacientes alcoolistas
guando comparados aos da mucosa clinicamente normal do sitio contralateral. Bloching et al.
[37] e Casartelli et al. [38] tiveram achados similares em raspados de carcinomas quando
comparados a lesdes pré-malignas e nessas quando comparadas a mucosa normal.

Kamboj & Mahajan [7] realizaram um estudo no qual compararam a FMN de
pacientes com CCO, Leucoplasia e higidos. Os autores observaram um aumento significativo
da FMN de pacientes com CCO e Leucoplasia quando comparados com os individuos sadios.
Além disso, os pesquisadores observaram um aumento na sensibilidade de deteccdo de

microndcleos quando esses eram analisados com aditivo da fluorescéncia na coloragdo em
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células coletadas da area Perilesional. Da mesma forma, Chatterjee et al. [39] compararam a
FMN entre trés diferentes grupos: pacientes com CCO ou Leucoplasia, doengas benignas da
cavidade oral e individuos higidos. A FMN entre os pacientes com CCO foi quatro vezes
maior quando comparada com os individuos com outras doencas da cavidade oral.

Outro estudo indiano realizado por Saran et al. [8] também mostrou um aumento da
FMN em pacientes com CCO e lesGes pré-neoplasicas em comparacdo com pacientes higidos.
Entretanto, o estudo citado recebeu muitas criticas, pois 70% da amostra nao foi submetida ao
TMN e ndo foi reportada nenhuma explicacdo sobre as exclusodes.

Nenhum dos estudos mencionados reportou a acuracia do teste de microndcleos,
guando pesquisado em células bucais.

A acuracia do teste foi bem descrita em um estudo transversal realizado no Brasil, no
qual os pesquisadores compararam a frequéncia de microndcleos em ceélulas esfoliadas da
cavidade bucal entre pacientes com cancer de cavidade oral e pessoas sadias. O teste de
micronlcleo apresentou uma sensibilidade de 27,2%, especificidade de 97% e valores
preditivo positivo e negativo de 32,8% e 96,2% respectivamente[40]. Entretanto, nem todos
os individuos foram submetidos ao padréo ouro (biopsia). Além disso, ndo houve pareamento
correto entre algumas variaveis que podem resultar em viés de confusdo como, por exemplo, a
variavel sexo masculino que se encontrava distribuida desigualmente entre o grupo cancer e o
controle (63% vs. 35%).

A sobrevida dos pacientes com cancer de cavidade oral pouco progrediu nas ultimas
quatro décadas, mesmo com a grande evolucdo nos tratamentos oncoldgicos. A curta
sobrevida dessas neoplasias esta estritamente ligada ao seu diagndstico tardio.

O teste do micronucleo é considerado um procedimento rapido, de baixo custo, ndo
invasivo e que pode ser repetido varias vezes, para a prevencdo e monitoramento de
individuos sob risco carcinogénico (fumantes e elitistas). Alem disso, alguns estudos vém
demonstrando que o habito de consumo crénico de alcool e tabaco ndo estd s relacionado
com o aumento das taxas de desenvolvimento de carcinomas orais, mas também com o
aumento da frequéncia de microndcleos na mucosa oral [41-44].

Provavelmente, devido a falta de estudos que oferecessem um melhor embasamento
do potencial do teste de micronucleos em diferenciar lesGes benignas e malignas da cavidade
oral, Holland et al.[9] criaram o Projeto HUMNXL (HUmanMicroNucleus/eXfoLiated), que
tem como principal objetivo buscar a padronizacdo da metodologia da realizacdo do teste de
micronucleos em células humanas da cavidade oral. O projeto também tem como objetivo

avaliar se a elevada taxa de micronucleos, em células da cavidade oral, € um fator preditivo
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para o desenvolvimento de cancer [9]. Em 2009, os mesmos pesquisadores publicaram na
Nature Protocols [41] um protocolo de coleta de células e analise de micronucleos que

poderia ser considerado o padrdo-ouro na literatura mundial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a acurécia do teste de microndcleos para o diagnéstico de lesdes da

cavidade oral.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a acuracia do teste de micronucleos para diferenciar lesdes malignas ou
potencialmente malignas de lesdes benignas da cavidade oral;

e Identificar sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e seus respectivos intervalos de confianca do teste de microndcleos com

base nos dados obtidos no presente estudo.



19

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Who. Oral health. [Internet]. Global Data on Incidence of Oral Cancer. [acesso em 2012 20
jan.] Disponivel em:
http://www.who.int/entity/oral_health/publications/cancer_maps/en/index.html.

2. World Health Organization. The World Oral Health Report 2003.Geneva:World Health
Organization; 2003: p.6-7.

3. Ministério da Saude. Instituto Nacional de Cancer (Brasil); Coordenacao de Prevencdo e
Vigilancia. Estimativa 2012: incidéncia de cancer no Brasil, Rio de Janeiro (Brasil): INCA;
2012. [acesso em 2012 jan. 20]. Disponivel em:
http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/estimativa20122111.pdf.

4. LaVecchia C, Tavani A, Franceschi S, Levi F, Negri E. Epidemiology and prevention of
oral cancer. Oral Oncol 1997; 33:302-12.

5. Howlader N, Noone AM, Krapcho M, Neyman N, Aminou R, Waldron W, Altekruse SF,
Kosary CL, Ruhl J, Tatalovich Z, Cho H, Mariotto A, Eisner MP, Lewis DR, Chen HS, Feuer
EJ, Cronin KA, Edwards BK (eds). SEER Cancer Statistics Review, 1975-2008, National
Cancer Institute. Bethesda, MD, http://seer.cancer.gov/csr/1975_ 2008/, based on November
2010 SEER data submission, posted to the SEER web site, 2011.

6. Kujan O, Glenny AM, Oliver RJ, Thakker N, Sloan P. Screening programmes for the early
detection and prevention of oral cancer (Cochrane Review). In: The Cochrane Library, Issue
4, 2007. Oxford: Update Software.

7. Kamboj M, Mahajan S. Micronucleus--an upcoming marker of genotoxic damage. Clin
Oral Investig. 2007 jun;11(2):121-6. Epub 2006 Oct 10.

8. Saran R, Tiwari RK, Reddy PP, Ahuja YR. Risk assessment of oral cancer in patients with
pre-cancerous states of the oral cavity using micronucleus test and challenge assay. Oral
Oncol. 2008 apr;44(4):354-60. Epub 2007 Oct 23.

9. Holland N,Bolognesi C, Kirsch-Volders M,Bonassi S,Zeiger E, Knasmueller S,Fenech M.
The micronucleus assay in human buccal cells as a tool for biomonitoring DNA damage: The
HUMN project perspective on current status and knowledge gaps. Mutat. Res.: Rev. Mutat.
Res. (2008), DOI http://dx/doi.org/10.1016/ j.mrrev.2008.03.007.

10. Crispian Scully and Jose Bagan. Oral squamous cell carcinoma overview. Oral Oncology
2009; 45:301-308.

11. Dedivitis, RA; Franga, CM; Mafra, ACB; Guimardes, FT; Guimardes, AV. Caracteristicas
clinico-epidemioldgicas no carcinoma espinocelular de boca e orofaringe. Rev. Bras. de
Otorrinolaringologia 2004 jan-fev; 70: 35-40.



20

12. Petersen PE. Oral cancer prevention and control--the approach of the World Health
Organization. Oral Oncol. 2009 abr-mai; 45(4-5): 454-60.

13. SchantzSP,Yu GP. Head and neck cancer incidence trends in young Americans, 1973-
1997, with a special analysis for tongue cancer. Arch Otolaryngol Head Neck Surg
2002;128:268- 274.

14. Silverman SJR. Epidemiology. In: Silverman SJR. Oral Cancer. 4th ed. Hamilton: BC
Decker Inc;1998. p.1-6.

15. Mashberg A, BoffettaP,Winkelman R, et al. Tobacco smoking, alcohol drinking, and
cancer of the oral cavity and oropharynx among U.S. veterans. Cancer 1993;72:1369-1375.

16. Jovanovic A, Schulten EA, Kostense PJ, et al. Tobacco and alcohol related to the
anatomical site of oral squamous cell carcinoma. J Oral Pathol Med 1993;22:459-462.

17. Zhang ZF, Morgenstern H, Spitz MR, et al. Marijuana use and increased risk of squamous
cell carcinoma of the head and neck. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 1999;8:1071-1078.

18. Blot WJ, McLaughlin JK,Winn DM, et al. Smoking and drinking in relation to oral and
pharyngeal cancer. Cancer Res 1988;48:3282- 3287.

19. Andre K, Schraub S, Mercier M, et al. Role of alcohol and tobacco in the aetiology of
head and neck cancer: A case-control study in the Doubs region of France. Oral Oncol, Eur J
Cancer 1995;31B:301-309.

20. Syrjanen S, Lodi G, von Biltzingsléwen I, Aliko A, Arduino P, Campisi G, Challacombe
S, Ficarra G, Flaitz C, Zhou HM, Maeda H, Miller C, Jontell M. Human papillomaviruses in
oral carcinoma and oral potentially malignant disorders: a systematic review. Oral Dis. 2011
Aprl7; Suppl 1:58-72. DOI http://dx/doi.org/ 10.1111/}.1601-0825.2011.01792.x.

21. Winn DM. Diet and nutrition in the etiology of oral cancer. Am J ClinNutr 1995;61:437S-
445S.

22. Silverman, SJR. Demographics and occurrence of oral and pharyngeal cancers. The
outcomes, the trends, the challenge. J Am Dent Assoc 2001;132:7S-11S.

23. Leite, ICG, Koifman, S. Survival analysis in a sample of oral cancer patients at a reference
hospital in Rio de Janeiro, Brazil. Oral Oncology1998; 34: 347-52.

24. Costa, ED, Migliorati, CA. Céncer bucal: avaliagdo do tempo decorrente entre a detecgédo
da les&o e o inicio do tratamento. Rev. Bras. de Cancerologia 2001; 47 (3): 283-289.

25. Savage JRK, Neary GJ, Evans HJ. The Rejoining Time of Chromatid Breaks Induced by
Gamma Radiation in Viciafaba Root Tips at 3°C. J BiophysBiochemCytol. 1960 feb; 7(1):
79-85.



21

26. Murgia E, Ballardin M, Bonassi S, Rossi AM, Barale R. Validation of micronuclei
frequency in peripheral blood lymphocytes as early cancer risk biomarker in a nested case-
control study. Mutat Res. 2008 mar;639(1-2):27- Epub 2007 Nov 13.

27. El-Zein RA, Fenech M, Lopez MS, Spitz MR, Etzel CJ. Cytokinesis-blocked
micronucleus cytome assay biomarkers identify lung cancer cases amongst smokers. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2008 May;17(5):1111-9.

28. Bonassi M,Znaor A, Ceppi M, Lando C, Chang WP, Holland NT, Kirsch-Volders N,
Zeiger E, Ban S, Barale B, Bigatti MP, Bolognesi C, Cebulska-Wasilewska A,Fabianova
E,Fucic A,Hagmar L,Joksic G,Martelli A, Migliore L,Mirkova E,Scarfi MR,Zijno A,Norppa
H,Fenech M. An increased micronucleus frequency in peripheral blood lymphocytes predicts
the risk of cancer in humans.Carcinogenesis 2006 (E-pub).

29. Fenech M, Holland N, Chang PW,Zeiger E,Bonassi S. The human micronucleus project -
An international collaborative study on the use of the micronucleus technique for measuring
DNA damage in humans. Mutation Research 1999; 428: 271-283.

30. Stich HF, Curtis JR, Parida BB. Application of micronucleus test to exfoliated cells of
high cancer risk groups: tobacco chewers. Int J Cancer 1982; 30:553-9.

31. Lippman SM, Peters E J, Wargovich M J. Bronchial micronuclei as a marker of an early
stage of carcinogenesis in the human tracheobronchial epithelium. Int J Cancer 1990; 45:811-
5.

32. Yildirim IH, Yesilada E,Yologlu S. Micronucleus frequency in peripheral blood
lymphocytes and exfoliated buccal cells of untreated cancer patients.Genetika2006; 42:705—
710.

33. Slaughter DP, Southwick HW,Smejkal W. “Field cancerization” in oral stratified
squamous epithelium: clinical implications of multicentric origin. Cancer(Phila) 1953; 6:963-
968.

34. Nersesyan AK, Adamyan RT. Micronuclei level in exfoliated buccal mucosa cells of
patients with benign and malignant tumors of female reproductive organs and breast. Tsitol
Genet. 2004, 38:72-75.

35. Carvalho MB et al. Correlagdo entre a evolucéo clinica e a freqiiéncia de microndcleos
em células de pacientes portadores de carcinomas orais e da orofaringe. RevAssocMedBras
2002; 48(4): 317-22

36. Ramirez A, Saldanha PH.Micronucleus Investigation of Alcoholic Patients with Oral
Carcinomas. Genet. Mol. Res. 2002 sept; 1(3): 246-260.

37. Bloching, M. et al. Exfoliative Cytology of Normal Buccal Mucosa to Predict the Relative
Risk of Cancer in the Upper Aerodigestive Tract Using the MN-assay. Oral Oncol. 2000 nov;
36 (6): 550-555.



22

38. Casaeteli, G. et al. Micronucleus Frequencies in Exfoliated Buccal Cells in Normal
Mucosa, Precancerous Lesions and Squamous Cell Carcinoma. Anal.Quant.Cytol. Histol.
2000 dec; 22 (6): 486-492.

39. SumanaChatterjee, SoujatyaDhar, BaniSengupta, AshishGhosh, Manas De, Sumit Roy,
Ranjan Roy Chowdhury,SilaChakrabarti. Cytogenetic monitoring in human oral cancers and
other oral pathology: The micronucleus test in exfoliated buccal cells. Toxicology
Mechanisms and Methods 2009; 19(6-7), 427-433.

40 Skeff, M. A. Micronucleos e outras alteraces nucleares: um teste de predicao para o
cancer bucal. [dissertacdo] [internet]. Fortaleza — CE. Universidade Federal do Ceara; 2006.
[acesso em 2012 Fev 21]. Disponivel em:
http://www.repositorio.ufc.br:8080/ri/bitstream/123456789/1882/1/2006_dis_maspmiranda.p
df.

41 Kayal J, Trivedi A, Dave B,Nair J, Nair U, Bhide S, Goswami U,Adhvaryu S, Incidence
of micronuclei in oral mucosa of users of tobacco products singly or in various combinations,
Mutagenesis 8 (1993) 31-33.

42 Konopacka M., Effect of smoking and aging on micronucleus frequencies in human
exfoliated buccal cells, Neoplasma 50 (2003) 380-382.

43 Suhas S, Ganapathy K, Gayatri M, Ramesh C, Application of the micronucleus test to
exfoliated epithelial cells from the oral cavity of beedi smokers, a high-risk group for oral
cancer, Mutat. Res. 561 (2004) 15-21

44 Stich H, Rosin M, Quantitating the synergistic effect of smoking and alcohol consumption
with the micronucleus test on human buccal mucosa cells, Int. J. Cancer 31 (1983) 305-308.

45. Thomas P, Holland N,Bolognesi C, Kirsch-Volders M,Bonassi S,Zeiger E,Knasmueller S,
Fenech M. Buccal micronucleuscytome assay. Nature Protocols 2009; 4(6).



23

ARTIGO

O presente estudo teve o objetivo de verificar a acurcia do teste de micronucleos
para o diagnostico de lesdes malignas ou potencialmente malignas da cavidade oral. Trata-se
de um estudo transversal com pacientes, virgens de tratamento oncolégico, que realizaram
uma biopsia de lesdo da cavidade oral. Os individuos da pesquisa sdo pacientes que
consultaram no servico de Estomatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no periodo
de janeiro de 2010 a janeiro de 2011. No periodo de estudo 146 biopsias foram realizadas no
servico de Estomatologia. Entretanto, apenas 50 individuos preenchiam todos os critérios de
inclusdo, pois a maioria dos pacientes (n=68), que foram submetidos a bidpsia, ja tinham
realizado algum tratamento oncoldgico prévio (critério de exclusdo).

A coleta de células foi realizada em dois sitios diferentes: (A) mucosa jugal de sitio
anatdmico oposto ao sitio da lesdo priméria a ser submetida a biopsia e (B) mucosa da area
peri-lesional. As coletas foram realizadas com auxilio de uma escova Citobrush Plus. Apos a
coleta as amostras foram fixadas em laminas com etanol 100%. As laminas foram coradas
pela reacdo de Feulgen e analisadas em microscopio optico no laboratdrio de Citopatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Os individuos foram estratificados conforme o resultado do exame
anatomopatoldgico: pacientes com lesbes malignas ou potencialmente malignas (n=11) e
pacientes com lesBes benignas (n=37). As caracteristicas clinicas e demograficas eram
semelhantes entre os dois grupos, exceto pelo consumo de alcool ter sido mais prevalente no
grupo de leses malignas.

Quando utilizamos como ponto de corte uma freqiiéncia de microndcleos maior que
0,0005, observamos uma sensibilidade e especificidade de 63,6% e 43,2% respectivamente,
para células da regido peri-lesional. Utilizando o0 mesmo ponto de corte, mas com células da
mucosa jugal, observamos uma sensibilidade de 45,4% e uma especificidade de 45,9%. Tanto
as amostras da regido Peri-lesional quanto as amostras da mucosa jugal apresentaram um
valor preditivo negativo em torno de 80%.

A performance diagndstica do teste de microndcleos foi abaixo de nossas
expectativas. Entretanto, esses resultados podem ser atribuidos a algumas limitagdes do
estudo, principalmente o tamanho da amostra. Contudo, acreditamos que a discusséo
levantada no presente estudo acerca de questdes metodoldgicas possa vir a contribuir para

pesquisas futuras.
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INTRODUCTION

Oral cancer is a serious global healthcare problem due to its rising incidence and common late-stage
presentation. Oral cancer holds the fifteenth position in the cancer incidence ranking worldwide, with
epidemiologic variations between different geographic regions [1]. The World Health Organization expects a
rise in worldwide oral cancer incidence in the next decades [2]. It is estimated that these tumors will account for
310,520 new cases and 151,614 deaths in the worldwide in 2015 [1]. In Brazil, 14,170 new cases of oral cancer
are expected for 2012 [3]. Approximately 95% of oral cancers are squamous cell carcinoma; smoking and
alcohol intake being important risk factors [4-7].

Despite the advancements in therapy approaches adopted (surgery, radiation, and chemotherapy), the
5-year survival rate of oral cancer has not been significantly improved over the past several decades, remaining
at about 50 to 60% [8]. In fact, this cancer has a low survival rate, largely due to the fact that it often goes
undiagnosed until it is at an advanced stage. This aspect points out the importance of effective screening
methods capable of detecting oral cancer as early as possible — since treatment produces the best results before
cancer has already spread.

There is some evidence that visual inspection reduce death rates in patients who use tobacco and
alcohol[9]. However, for general population, there is no concluding evidence to help decide whether screening
by visual inspection reduces the death rate for oral cancer, and no evidence for other screening methods
(Cochrane Review) [9]. For this reason, new instruments for early detection are necessary not only to reduce its
incidence, but also to improve survival rates.

The micronucleus test (MNT) might be a viable tool for oral cancer biomarker discovery as already
suggested in previous studies [10-12]. Analysis of chromosomal alterations in oral cells may be an interesting
alternative for evaluating genetic instability and consequently, it could be an important tool for early oral cancer
diagnosis — as already demonstrated [13-15]. The conceptual basis for the use of MNT as biomarker relies on
the fact that several cytogenetic abnormalities are found in cancer cells, supporting the hypothesis that
chromosome damage is directly involved in cancer etiology [16]. Therefore, confirmation of this hypothesis is
crucial for the validation of MN as predictive of oral cancer [17].

In previous risk assessment of oral cancer patients, a significant increase was demonstrated in the
percentage of micronucleated cells in comparison with control to pre-cancer; and with pre-cancer to cancer
patients [10]. Kamboj & Mahajan [11] also obtained similar results when patients with healthy mucosa were

compared with leukoplakia and oral cancer patients.
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Nevertheless, there is not enough evidence that report the diagnostic accuracy of micronucleus test
(sensitivity and specificity) with oral cavity lesions.

Hence, this study aimed at assessing the sensitivity and specificity of (MN) frequency - in exfoliated
buccal mucosa cells - for detecting malignant or potentially malignant oral cavity lesions, having biopsy

(histopathology) as the reference standard.

Methodology

This study received approval from Hospital de Clinicas de Porto Alegre’s (HCPA) Ethics Committee

(protocol: 09-426). All participants signed an informed consent form before being enrolled in the study.

Participants

We carried out a cross-sectional study of a population of patients who were receiving care at a
Stomatology Clinic (tertiary care) from HCPA (Porto Alegre- Brazil) between January of 2010 and January of
2011. Patients were prospectively enrolled during the period of the study. Participants met the following
inclusion criteria: (i) presenting oral cavity lesion which was indicated to undergo surgery biopsy (our reference
standard); (ii) no previous history of treatment for malignant or potentially malignant oral cavity lesions,
following Scully and Bagan [18] ; (iii) being over 40 years of age. Patients with previous history of viral and/or
bacterial infections, head and neck irradiation, and drug abuse were excluded. Based on the histopathologic
exams, analysed by experienced pathologist, we categorized the study’s participants as follows: untreated
patients with malignant or potentially malignant oral cavity lesions (ML group) and untreated patients with

benign oral cavity lesions (BL group).

Sample size

In order to determine the sample size, we took Flahault and collaborators’ study [19] into consideration.
For a sensitivity of 0.90, considering that the lower 95% confidence limit should not fall below 0.7 with 0.95
probability, the exact number of patients is 41 for the group of cases. To determine the number of controls
needed, we used the following formula: Ncontrols = Ncases [(1-Prev)/ Prev]. We estimated a prevalence of

30% of malignant and potentially malignant of oral cavity lesions.

Cell collection, fixation and staining

Before surgery biopsy, case history and personal details were recorded. Prior to the collection of
smears, patients were instructed to remove prostheses and rinse their mouth twice with filtered water. Exfoliated

buccal cells were collected by rubbing two distinct anatomic sites: perilesional area and buccal mucosa (right
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cheek). Citobrush Plus (Kolplast Comercial Industrial LTDA, Brazil) was used to collect epithelial cells from
each site. A circular expanding motion was used with citobrush to enhance sampling over greater area. The
material was spread onto a labeled glass side for microscopy. For the purpose of analysis, the slides were fixed in
100% ethanol and identified by a code to keep the examiner blinded to the study group’s information. Once
appropriately identified, the slides underwent Feulgen Fast green reaction according to Nature protocols [20].

The staining process and slide analysis were done in Cytopathology Laboratory at HCPA.

Scoring criteria

The scoring criteria for the micronucleus in the assay are mainly based on those originally described
by Tolbert et al. [21]. Cells with micronuclei are characterized by the presence of both a main nucleus and one or
more smaller nuclear structures called micronuclei. The suggested criteria for identifying cells with micronuclei
are: (a) rounded smooth perimeter suggestive of a membrane; (b) less than a third of the diameter of the
associated nucleus, but large enough to discern shape and color; (c) Feulgen positive( i.e. pink in bright field
illumination); (d) staining intensity similar to that of the nucleus; (e) texture similar to that of nucleus; (f) same
focal plane as nucleus; and (g) absence of overlap with, or bridge to, the nucleus.

A total of 2000 cells/donor — from each anatomic site smeared — were scored on coded slides by
one scorer under a LEICA optical microscope at 1,000 x magnification, to get a quantification of the
micronucleus presents in the different groups. All the slides were analyzed in Cytopathology Laboratory at

HCPA by two experienced cytologists independently and, subsequently, a consensus analysis was performed.

Statistical analysis

To verify the normality of the sample, the Shapiro-Wilk's test was used. The categorical variables
were described in terms of their absolute frequency. The Chi-square test was used to compare the categorical
variables. Mean and standard deviation were used to describe the quantitative variables with symmetric
distribution and the t-Student test was used to compare these variables. When normality was not observed, the
data were compared by the Mann Whitney test. The quantitative variables with asymmetric distribution were
described by using median (min. to max.). Micronuclei frequency of the assay was expressed as the number of
events per 1000 cells [20]. We used standard methods to calculate sensitivity, specificity, and positive and
negative predictive values. The McNemar’s test was used to compare the sensitivity and the specificity between
perilesional and buccal mucosa sites. Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analysis was used to
compare the value of the area under the curve between perilesional and buccal mucosa sites. The significance

level considered was p<0.05. All analyses were performed using the statistical software SPSS, version 16.0.
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Results

A total of 146 patients were submitted to biopsy of oral cavity lesion in the Stomatology Clinic from
HCPA between January of 2010 to January of 2011. The majority of the 146 patients submitted to biopsy had a
previous diagnosis of oral cancer and had followed a treatment. These patients were part of a follow up program
to make early diagnosis of tumor recidive. Only 50 out of 146 patients met the inclusion criteria (see figure 1).

During the course of the study, buccal cells from two patients in the control group were excluded due
to poor quality of the material. Therefore, the final study sample was composed of 48 patients (37 in the BL
group and 11 in the ML group). The collection of smears and the surgery biopsy were performed on the same
day and no adverse events were reported during our study.

Demographic and clinical characteristics of the 48 patients and results of histopathologic exams (our
reference standard) are reported in Table 1 and 2 respectively.

We did not find any statistical significance in terms of mean age, body mass index, male/female ratio,
smoking status, and smoking consumption. Nevertheless, there were more male participants and smokers in the
ML group. We also had more drinkers in the ML group than in the BL group (p=0.003). However, when
comparing the estimate of alcohol exposure period and dose consumption per day, we did not find any statistical
significance. Participants were also comparable in terms of mate consumption (tea-like beverage habitually
consumed in South America).

Regarding the median of micronucleus frequency in the perilesional area and in the buccal mucosa,
we did not find a significant difference when comparing the ML group with the BL group (table 3).

The micronucleus frequencies higher than 0.0005 had a sensitivity of 63.6% (49.9 - 77.2) and a
specificity of 43.2% (29.1 - 57.9) in samples of perilesional area. On the other hand, a decrease of sensitivity to
45.4% was observed (table 4) in buccal samples, but it did not reach statistical significance (p=0.581). The
predictive positive (PPV) and negative (PNV) values were also calculated (table 5). Considering the same cutoff,
when we analyzed perilesional area, we found a PPV of 25% (12.7 - 37.2) and a PNV of 80% (68.6 - 91.3). The
area under the curves (with 95% confidence intervals) was 0.49 (0.31-0.67) for smears coleted in perilesional
area and 0.42 (0.24 — 0.60) for buccal mucosa (p=0.432). The area (figure 2) under the curves (with 95%
confidence intervals) was 0.49 (0.31-0.67) for smears coleted in perilesional area and 0.42 (0.24 — 0.60) for

buccal mucosa (p=0.432).

Discussion

As described earlier, elevated frequencies of micronucleated cells reveal genotoxic action of
carcinogens and may indicate a high probability for the formation of particular chromosome changes, which
could be associated with neoplasic transformation due to the effect of these changes on oncogene expression
[16]. However, in our study elevated frequencies of micronucleated cells did not show a great sensitivity and
specificity for malignant oral cavity lesions diagnosis.

There is evidence of the micronucleus test as a biomarker of cancer in general population given by in

vitro studies. For instance, El-Zein and collaborators showed that the micronucleus test in a lymphocyte culture
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can be a valuable tool for the screening of lung cancer among smokers, with a positive predictive value of 94.8%
and a negative predictive value of 92.6% [22]. Another study showed that individuals who had a frequency of
micronucleus equal or higher than 2.5/1.000 cells presented a higher association with the development of cancer
(OR=10.7; 95% 1C=4.6-24.9; p<0.0001) [23].

However, theoretically, in vivo tests are more specific than in vitro ones. Saran (2008) [10], Kamboj
(2007) [11] and Suhas (2004) [26] observed the relation between an increase in the frequency of micronucleus
and malignant lesions in the oral cavity. Ramirez and collaborators [12] observed a higher frequency of
micronucleus in the exfoliated buccal cells from mucosa adjacent to the carcinomas than the frequency obtained
from the cells in the contralateral side. Bloching et al. [24] and Casartelli et al. [25] also had similar findings.
They noticed higher frequency of micronucleus cells in exfoliated cells from carcinomas than in pre-malignant
lesions and normal mucosa. Exfoliated buccal cells are a rich source of tissue for monitoring genetic damage and
studies, showing that the micronucleus test is a useful tool for predicting oral cancer [24-25].

Despite these results, evidence for diagnostic accuracy of micronucleus test is needed. An attempt to
this was clearly described in cross-sectional study carried out in Brazil by Skeff [27]. In this study, researchers
compared the frequency of micronucleus in exfoliated buccal cells from patients with oral cancer with the ones
from healthy people. The micronucleus test presented a sensitivity of 27,2%, a specificity of 97% and predictive
positive and negative values of 32,8% and 96,2% respectively, when a cutoff higher than two micronucleus was
used.

In the present study, all patients were submitted to biopsy as we aimed at verifying the sensitivity and
specificity of the micronucleus test for detection of malign or potentially malign oral cavity lesions. In order to
avoid methodological bias, we followed the Buccal micronucleus cytome assay protocol [20] in terms of
collection of buccal cells, slide preparation and staining as well as scoring criteria, which is recommended by the
HUMNXL project [28].

In relation to clinical characteristics, we noticed a statistically significant prevalence of alcohol
drinkers in the ML group (80% vs. 21.6%; p= 0.003), but this difference might have not influenced the analysis
since the alcohol exposure period and the estimated dose consumption per day did not reach significance.
Despite the lack of statistical significance, the ML group presented a higher prevalence in the variables
considered risk factor for oral cancer (male sex, smoker and hot beverage drinker).

The mean occurrence percentage of micronucleated cells (table 3) was lower than that observed in
previous studies [10-12; 23-27], which must be the result of differences in terms of methodological analysis. Due
to a lack of standardization in the micronucleus tests, the comparison of our results with previous studies is
complex.

Regarding micronucleus assay diagnostic accuracy, when adopting a micronucleus frequency cut-off
higher than 0.0005, we noticed a sensitivity of 63.6% and a specificity of 43.2% in the peri-lesional smear site.
However, the sensitivity of the buccal mucosa decrease 45.4% and its specificity is kept at 45.9%.

The main difference between our study and Skeff’s study is the high specificity and the negative
predictive value obtained by the latter. Nevertheless, due to methodological differences (such as cell collection
and scoring criteria), the comparison between the results is limited.

As with all studies, the current study has a number of limitations. First, our sample size was too

small. We did not reach the expected amount of participants, according to the sample size estimation. Second,
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the external validity of the findings is limited because the study was conducted at a single institution. Third,
other useful indices of chemical exposure such as binucleates, karyolysis, and karyorrhexis were not studied.

In conclusion, the results of the study should be treated with caution due to the previously mentioned
limitations. Notwithstanding these limitations, we believe that the methodological issues raised in this study
point to some relevant directions or recommendations for future research.
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Patients with oral cavity lesion
subrmitted to biopsy n=146

Excluded patients n=96
- Previous treatment for oral
cavity lesion (n=68)

- Age = 40 years (n=28)

Malignant oral cavity Eenign oral cavity lesions**
lesions* n=11 n=39
¥ h 4
Micronucleus test Micronucleus test
f Lost sample n=0 :| | |: Lost szmple n=2 :|
¥ 3
Analysed samples n=11 Analysed samples n=37

Figure 1: Enrollment and Outcomes



Table 1.

Demographic and Clinical Characteristics.
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ML group BL group
(n=11) (n=37) p
Age, years 61.2+8.6 575+11.2 0.315%
Male sex, n(%) 7(63.6) 17 (45.9) 0.247Q
Current or Previous Smoker (less than five years), n(%) 9(81.8) 24(64.8) 0.249Q
Packs per year 50.6 (4.5t0 157.8) 31.8(2.861t0246.6) 0.453%
Alcohol use, n(%) 8(80) 8 (21.6) 0.003Q
Alcohol exposure period, years 10.0 (3.0t0 20.0) 18.0 (0.25 to 48) 0.597%
Alcohol dose consumption per day(g) 34.4 (20.6 to 344.0) 40.0(0.34to 137.6) 0.429%
Mate consumption, n(%) 9(81.8) 29 (78.4) 0.587Q
Mate consumption per day, liters 0.5(0.25t0 2) 1.0 (0.2 to 20) 0.454%
BMI, Kg/m2 25.8+55 26.6+3.9 0.588t

t=mean * sd (t-test); Q=Chi-square; ¥= median (min to max) - Mann-Whitney U.



Table 2.

The distribution of oral cavity lesions
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Malignant or potentially malignant oral cavity lesions (ML group) n=11

Squamous cell carcinoma
Carcinoma in situ
Actinic cheilitis

Focal displasia

Benign oral cavity lesions (BL group) n=37

Epithelial hyperplasia
Acanthosis

Keratosis

Irritation fibroma
Fibroepithelial hyperplasia
Fibrous hyperplasia
Squamous papilloma
Papilloma virus

Chronic inflammation




Table 3.

The micronucleus frequency among groups.
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ML group BL group
(n=11) (n=37) p
Perilesional area 0.001 (0 to 0.004) 0.001 (0 t0 0.02) 0.949
Buccal mucosa 0 (0t0 0.003) 0.001 (0to0 0.01) 0.403

*Median (min to max)- Mann-Whitney U
The micronucleus frequency=micronucleus scored/1000



Sensivity and Specificity for Malignant or potentially malignant oral cavity lesion, by cutpoints of Micronucleus frequency and by smear site.

Table 4.
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Peri-lesional Buccal mucosa
Micronucleus
frequency Sensitivity 1C 95% Specificity 1C 95% Sensitivity 1C 95% Specificity 1IC 95%
0.0005 63.6% (49.9-77.2) 43.2% (29.1-57.9) 45.4% (31.3-54.4) 45.9% (31.8-59.9)
0.0015 45.4% (31.3-54.4) 62.1% (28.3-55.1) 18.1% (7.2 - 28.9) 64.8% (51.2 - 78.3)
0.0025 18.1% (7.2-28.9) 67.5% (54.2 - 80.7) 18.1% (7.2 - 28.9) 75.6% (63.4 - 87.7)
0.0035 0.09% (0-3.5) 81.0% (69.9 - 82.0) 0% NS 83.7% (73.2 - 94.1)
0.0045 0% NS 83.7% (73.2-94.1) 0% NS 86.4% (76.7 - 96.0)

NS= Not significant



Table 5.
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Predictive positive value (PPV) and negative predictive value (PNV) for Malignant or potentially malignant oral

cavity, by cutpoints of micronucleus frequency and by smear site.

Peri-lesional Buccal mucosa
Micronucleus
frequency PPV 1C 95% PNV IC 95% PPV  IC 95% PNV IC 95%
0.0005 25 127-372 80 68.6-91.3 20 86-31.3 739 614-86.3
0.0015 26.3 13.8-38.7 793 67.8-90.7 133 37-229 727 60.1-853
0.0025 142 43-241 735 61.0-86.0 181 7.2-290 756 63.5-87.8
0.0035 125 31-218 75 62.7 - 87.2 0 0 73.8 61.3-86.2
0.0045 0 0 73.8 61.3-86.2 0 0 74.4 62.0 - 86.7
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CONCLUSOES E CONSIDERACOESFINAIS

A performance diagndstica do teste de micronucleos foi abaixo das nossas
expectativas. O teste mostrou uma sensibilidade e especificidade que ndo poderiam ser
aceitas em um cenario de rastreamento populacional de doengas da cavidade oral.

Entretanto, o0 nosso estudo apresentou algumas limitacbes que podem ter
influenciado nos resultados finais. O tamanho amostral abaixo do planejado pode ter
influenciado nos resultados encontrados. Contudo, acreditamos a metodologia do estudo e o
protocolo de analise do teste de micronlcleos foram adequados e que poderiam servir como
modelo para os proximos estudos que tenham o objetivo de avaliar as propriedades
diagndsticas do teste de micronucleos.



ANEXOS
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1 INTRODUCAO

1.1 Generalidades do cancer de cavidade oral

O cancer da cavidade oral (CCO) tem em seu tratamento um dos maiores desafios
para oncologistas, otorrinolaringologistas e cirurgides de cabeca e pesco¢o. Na maioria das
vezes, 0 seu diagnostico é feito tardiamente devido & escassez de métodos de rastreamento e
diagnostico precoce dessa neoplasia.

O carcinoma de células escamosas ¢ o grande representante das neoplasias de
cavidade oral. Este tipo de cancer comumente ocorre em individuos de meia idade ou velhos.
Entretanto, nos ultimos anos tem se observado o aumento da incidéncia dessa neoplasia em

individuos jovens. *?

A disparidade entre as diferencas de prevaléncias entre homens e
mulheres (2:1) tem se alterado muito ultimamente, seguindo uma tendéncia para a igualdade.
Provavelmente, essa tendéncia se deve ao aumento da exposicdo de carcindgenos (tabaco e
alcool) entre as mulheres. 3*

Apesar do pouco progresso no rastreamento e diagndstico precoce dessas neoplasias,
inimeros estudos epidemioldgicos tém observado os principais fatores de risco para o cancer
de cavidade oral. O conhecimento dos fatores de risco € o primeiro passo para se desenvolver
protocolos com o intuito do diagndstico precoce. O tabaco e o alcool sdo os principais fatores
de riscos.

O risco de um tabagista ativo desenvolver um céancer oral é de cinco a nove vezes
maior do que o de um ndo fumante. Além disso, esse risco pode chegar a ser 17 vezes maior
em tabagistas pesados (mais de 80 cigarros por dia). >° A maconha também tem sido apontada
como risco potencial no desenvolvimento de CCO, e esse dado também explicaria 0 aumento
da incidéncia de CCO na populac&o mais jovem.’

Concernente ao uso de bebida alcoolica, este tem sido apontado como o maior fator
de risco para o desenvolvimento de canceres do trato aéreo-digestivo. Um estudo francés, por
exemplo, mostrou que etilistas pesados (>100g de alcool/dia)® tém 30 vezes mais chances de
desenvolver CCO, e que quando associado ao tabagismo esse risco absoluto aumenta para 100
vezes. Esse sinergismo entre o tabaco e o alcool tem sido muito estudado em diversas
neoplasias, pois se acredita que o alcool possa potencializar o efeito carcinogénico do tabaco

pela solubilizacdo de compostos carcinogénicos presentes no mesmo.®?
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Ademais, evidéncias recentes tém mostrado também uma associacdo entre o
PapilomavirGs humano (HPV 16 e 18) e o CCO.! Fatores dietéticos como, por exemplo,
baixo consumo de frutas e vegetais também tem sido relatado como fator de risco para
cco.”

As neoplasias de cavidade oral, na maioria das vezes, sdo assintomaticas. Tendo isto
em vista, é de extrema importancia ter o conhecimento das lesdes pré-neoplasicas da cavidade
bucal, pois estas provavelmente serdo o primeiro sinal de alerta para o desenvolvimento de
CCO. A Leucoplasia € uma lesdo pré-cancerosa, devido a irritacdo crénica da mucosa, e
representa um indicativo essencial para se fazer o diagnostico precoce de neoplasias de

lingua. Banoez J*

acompanhou 670 pacientes com Leucoplasia durante trinta anos e trinta
desses pacientes vieram a desenvolver carcinoma de lingua.

Em relacdo a patogenia desse tipo de neoplasia, numerosos estudos do genoma
dessas lesdes demonstraram altas taxas de aneuplodias (50-70%) mostrando associacdo com
mau prognoéstico. ** A transic&o de epitélio normal para hiperplasia e posteriormente displasia
estd associado a proliferacdo anormal das células, além da membrana basal, mostrando
correlagdo com a expressdo do gene Ki 67.7° Mutacdes no gene p53 estdo presentes em areas
pré-malignas, Carcinomas in situ e Displasia severa'®. Além disso, o tabaco e o &lcool estdo
associados a alta frequéncia de mutaces no gene p53. *’

Muitos estudos tém demonstrado uma associagdo entre a instabilidade genomica da
mucosa oral (freqiiéncia de aneuploidias) e a transformag&o maligna.® A Cicloxigenase-2 e o
fator de crescimento epidérmico sdo dois genes ja relatados na literatura que tem um papel
importante no desenvolvimento da instabilidade genomica. *° Essa instabilidade genomica
seria causada por mutagOes em genes que controlam a segregacdo cromossomica durante a
mitose. Portanto, se esses genes ndo estdo funcionando corretamente pode ocorrer um
processo de instabilidade genomica com o aparecimento de aberracbes cromossémicas.

Os micronucleos sdo estruturas presentes no citoplasma de células em divisdo que
possuem caracteristicas cromatinicas semelhantes as do nucleo principal quando avaliados ao
microscopico optico. O teste de microndcleo permite identificar um aumento na freqiiéncia de
mutacdo em ceélulas, que sdo expostas a uma gama variada de agentes genotoxicos. Diversos
estudos comprovaram a eficacia do teste de micronicleo como indicador de danos
citogenéticos em células do epitélio de revestimento oral, bronquico e esofagico.”# Um
aumento da frequéncia de microndcleos na mucosa oral é indicativo de elevagdo das taxas de

mutaco e esté relacionada ao desenvolvimento de carcinomas de mucosa oral %
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1.2 O teste de micronucleos e suas relagdes com o diagnéstico do cancer

O Teste de Micronucleo baseia-se na identificacdo de fragmentos cromossémicos ou
de cromossomos inteiros que ndo estdo integrados ao conjunto de cromossomos de uma célula
- formando, assim, um pequeno ndcleo individual, chamado micronucleo (MN). A analise de
MN é usada como padrdo de aberracGes cromossdmicas em organismos eucariéticos, sendo,
portanto, utilizada na deteccdo de agentes que interferem no processo de ligagdo do
cromossomo as microfibras do fuso ou aqueles capazes de induzir quebras cromossémicas.
Desta forma, uma frequéncia elevada de micronucleos é um dado essencial na identificacéo
de grupos de populacGes - expostas a agentes aneugénicos e/ou clastogénicos - e, portanto
com risco elevado de desenvolver cancer.”® H& muitos relatos na literatura sobre o potencial
do teste de micronucleos no diagnostico de neoplasias em geral. Entretanto, sdo poucos 0s
estudos que relatam as propriedades do teste de microndcleo como, por exemplo,
sensibilidade, especificidade, acuracia e seus valores preditivos positivos e negativos. Além
disso, a maior parte dos estudos, com um delineamento aceitavel para avaliagdo de um teste
diagnostico, foi realizada com o teste de micronucleos in vitro. Um exemplo deste tipo de
estudo foi o estudo de caso e controle realizado na Italia que avaliou o teste de micronucleos
em cultura de linfécitos como biomarcador para cancer. O estudo italiano mostrou que os
individuos que apresentaram uma freqiiéncia de microndcleos maior ou igual a 2,5/1000
células apresentaram uma maior associagdo com o desenvolvimento de cancer (OR=10.7;
95% 1C=4.6-24.9; p<0.0001)*°. El-Zein RA et. al*’, mostraram que o teste de microndcleos
em cultura de linfécitos pode ser uma boa ferramenta para rastreamento de cancer de pulméo
entre fumantes com um valor preditivo positivo de 94,8% e preditivo negativo de 92,6%.
Entretanto, como foi mencionado anteriormente, o0s estudos que relatam acurécia do teste de
micronucleos utilizam a metodologia com cultura de linfécitos (in vitro). Este fato prejudica

uma maior generalizacdo dos resultados para tipos especificos de neoplasias.

1.3 O teste de micronucleos e suas relagdes com o diagndéstico do cancer de cavidade oral

O epitélio bucal esta em constante contato com agentes ambientais (genotdxicos),
portanto é um sitio alvo importante para substancias toxicas inaladas ou ingeridas. Alguns

autores buscaram relacionar a ocorréncia de micronucleos com o risco para desenvolvimento
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ou recorréncia de carcinomas da cavidade oral. Ramirez et al.“” observaram um aumento na
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freqiiéncia de micronucleos nas células bucais esfoliadas da mucosa adjacente a carcinomas
de pacientes alcoolistas quando comparados aos da mucosa clinicamente normal do sitio

1.2° ¢ Casartelli et al.*°

contralateral. Bloching et a tiveram achados similares em raspados de
carcinomas quando comparados a lesdes pre-malignas e nessas quando comparadas a mucosa
normal. Outros autores como, por exemplo, Saran (2008)%, Kamboj (2007)*? e Suhas (2004)*
também observaram uma relacdo entre o aumento da frequéncia de microndcleos e lesbes
malignas da cavidade oral. Contudo, nenhum dos estudos mencionados reportou a acuracia do
teste de microndcleos, quando pesquisado em células bucais.

A acurécia do teste foi bem descrita em um estudo transversal, realizado no Brasil,
no qual os pesquisadores compararam a frequéncia de micronucleos, em células esfoliadas da
cavidade bucal, entre pacientes com cancer de cavidade oral e pessoas sadias. O teste de
micronucleo apresentou uma sensibilidade de 27,2%, especificidade de 97% e valores
preditivo positivo e negativo de 32,8% e 96,2% respectivamente. Entretanto, nem todos os
individuos foram submetidos ao padrdo ouro (bidpsia). Além disso, ndo houve pareamento
correto entre algumas variaveis que podem resultar em viés de confusdo como, por exemplo, a
variavel sexo masculino que se encontrava distribuida desigualmente entre o grupo cancer e o

controle (63% vs. 35%)>.
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2 JUSTIFICATIVA

A sobrevida dos pacientes com cancer de cavidade oral pouco progrediu nas Gltimas
quatro décadas, mesmo com a grande evolucdo que tivemos nos tratamentos oncoldgicos. A
curta sobrevida dessas neoplasias esta estritamente ligado ao seu diagndstico tardio.*® O teste
do micronucleo é considerado um procedimento rapido, de baixo custo, ndo-invasivo, que
pode ser repetido varias vezes, para a prevencdo e monitoramento de individuos sob risco
carcinogénico, como o consumo de alcool e tabaco.***” Além disso, alguns estudos vém
demonstrando que o habito de consumo cronico de alcool e tabaco ndo esta s6 relacionado
com o aumento das taxas de desenvolvimento de carcinomas orais, mas também com o
aumento da frequéncia de micronticleos na mucosa oral.*®

Provavelmente, devido a falta de estudos que oferecessem um melhor embasamento
do potencial do teste de micronucleos em diferenciar lesdes benignas e malignas da cavidade
oral, Holland arquitetou o Projeto HUMNx,, que tem como principal objetivo buscar a
padronizacdo da metodologia da realizacdo do teste de micronucleos em células humanas da
cavidade oral. Além disso, 0 projeto também tem como objetivo avaliar se a elevada taxa de
micronucleos, em células da cavidade oral, € um fator preditivo para o desenvolvimento de
cancer®®.

O Projeto HUMNy, pode ser uma evidéncia de que o teste de micronucleos é uma

tecnologia que ainda precisa ser mais bem desenvolvida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a acurécia do teste de microndcleos para o diagndstico de lesdes da

cavidade oral.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar a acuracia do teste de micronucleos para o diagnostico de cancer de
cavidade oral e lesBes pré-cancerosas (leucoplasia e eritroplasia);

e Auvaliar a acuracia do teste de micronucleos para diferenciar lesdes malignas e
benignas da cavidade oral,

e Verificar o ponto de corte para frequéncia de micronucleos que apresente a
melhor sensibilidade e especificidade para diagnéstico de lesbes da cavidade oral
utilizando a analise da curva ROC;

e Identificar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo, taxa de falsos positivos e seus respectivos intervalos de
confianga do teste de micronucleos com base nos dados obtidos no presente
estudo;

e Determinar a prevaléncia da infeccdo por Papiloma Virus Humano (HPV),

genotipos 6,11,16 e 18, nas lesdes de cavidade oral.
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4 METODOLOGIA

4.1 Populagédo

O presente estudo pretende investigar todos os pacientes que realizardo bidpsia
cirurgica de lesdo da cavidade oral no Servigo de Estomatologia de Hospital de Clinicas de

Porto Alegre no periodo de novembro de 2009 a setembro de 2010.

4.2 Descricdo da amostra

A amostra foi calculada tendo como base o estudo de Flahault et. al*® para calculos
amostrais em estudos de teste diagndstico. A amostra serd composta de 41 casos (pacientes
com cancer ou lesdes precursoras) e 96 controles (biopsias negativas para cancer e lesdes
precursoras). O numero de individuos no grupo casos foi calculada supondo uma
sensibilidade de 90% e considerando que o limite inferior de um intervalo de confianca de
95% para a sensibilidade seja 70%. O nuamero de individuos do grupo controle foi calculado
pela formula:

N controles= N casos [(1-prev)/prev)] considerando uma prevaléncia de 30%.

4.3 Critérios de inclusao

e Pacientes acima de 40 anos de idade;
e Pacientes que serdo submetidos a bidpsia cirdrgica da cavidade oral;

e Pacientes sem diagnostico prévio de cancer ou lesdo precursora da cavidade oral.

4.4 Critérios de excluséo

e Pacientes com historia prévia de infecgdo viral e/ou bacteriana da cavidade oral;
e Pacientes com historia previa de irradiacdo na regido de cabeca e pescoco;

e Pacientes com historia prévia (menor que 30 dias) de uso de antibidticos.
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5 PROCEDIMENTOS

5.1 Coleta de dados

Primeiramente, o paciente fard a sua consulta ambulatorial no Servico de
Estomatologia. Se o paciente apresentar alguma leséo da cavidade oral que tenha indicacéo de
biopsia e, além disso, preencher os demais critérios de inclusdo, 0 mesmo seré convidado para
participar do presente estudo.

Uma vez preenchidos todos os requisitos de entrada no estudo e com a concordancia
do paciente e do seu médico, 0 pesquisador realizara a abordagem inicial do paciente, de
preferéncia com a participacdo de familiares ou representantes legais; nesta abordagem serdo
expostos detalhadamente o objetivo do estudo, informando ao paciente as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Sera apresentado para leitura e eventuais
esclarecimento o formulario do Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A recusa da
assinatura deste documento implicaré na inelegibilidade para entrar no estudo.

Apbs a assinatura do TCLE os pesquisadores aplicardo um formulario (anexo 1) com
perguntas objetivas e subjetivas sobre dados gerais, estilo de vida, histdria médica pregressa e
historia familiar. Em seguida se passara para a segunda parte da coleta de dados: a parte
objetiva, serd realizado o exame fisico padronizado da cavidade oral (anexo 2) e sera feita a
raspagem da mucosa oral para pesquisa de micronutcleos conforme o protocolo do estudo
(anexo 3). As coletas de células esfoliadas da mucosa bucal serdo obtidas segundo o0s
procedimentos especificos de manipulacdo, de acordo com as normas éticas estabelecidas na
Declaragédo de Helsinki.

O resultado do histopatolégico serd observado posteriormente no prontudrio do
paciente ou na consulta de retorno. As lesbes biopsiadas no Servigo de Estomatologia serdo

processadas e analisadas no Servico de Patologia do HCPA.

5.2 Analise de Micronucleos

O Teste de Micronucleo baseia-se na identificacdo de fragmentos cromossémicos ou
de cromossomos inteiros que ndo estao integrados ao conjunto de cromossomos de uma célula
- formando, assim, um pequeno ndcleo individual, chamado micronucleo (MN). A analise de

MN ¢ usada como padrdo de aberracGes cromossdmicas em organismos eucarioticos, sendo,



51

portanto, utilizada na deteccdo de agentes que interferem no processo de ligagdo do
cromossomo as microfibras do fuso ou aqueles capazes de induzir quebras cromossémicas.
Desta forma, uma frequéncia elevada de micronucleos é um dado essencial na identificacéo
de grupos de populacbes - expostas a agentes aneugénicos e/ou clastogénicos - e, portanto
com risco elevado de desenvolver cancer.”®

A coleta de células de descamacdo serd realizada em dois sitios diferentes: (A)
mucosa jugal de sitio anatémico oposto ao sitio da lesdo primaria a ser submetida a biopsia e
(B) mucosa da area peri-lesional. As coletas serdo realizadas com auxilio de uma escova
Citobrush Plus (Kolplast Comercial Industrial LTDA, Brasil), previamente esterilizada em
autoclave. Apds a coleta a escova serd agitada em 20 ml de solugdo tampdo, colocada em
tubos Falcon de 50 ml e centrifugada, duas vezes, a 1500 rpm, por 10 minutos - para obtenc¢éo
de um precipitado com alta concentracdo de células esfoliadas. Tal procedimento tem também
como intuito eliminar bactérias e células danificadas que dificultam a analise posterior das
laminas. A fixacéo e a colaragdo das laminas serdo realizadas de acordo com o protocolo de
Thomas et al*.

Cada lamina sera identificada e devidamente registrada no livro de registros do
laboratorio. Serdo analisadas 2000 células por Iamina, em microscépio éptico com aumento
de 1000 vezes, visando a quantificacdo dos microndcleos presentes nas células dos diferentes
grupos que serdo estudados. A avaliacdo das laminas ocorrerd em teste cego, em que O
observador nao tera conhecimento dos grupos e dos sitios estudados. Os critérios utilizados
para identificacdo de micronucleo serdo: (i) presenca de material nuclear; (ii) ter intensidade
de luz maior ou igual a do ndcleo; (iii) ter forma circular ou oval; (iv) possuir area menor do
que 1/5 do nucleo; (v) estar completamente separado do nucleo.

Tanto a confeccdo das laminas quanto a andlise seréo realizadas na Unidade

de Citologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

5.3 Andlise da presenca de HPV (genotipos 6,11,16 e 18)

Um tubo falcon contendo células da cavidade oral serd colocado 0,5 ml de solugédo
salina. O DNA total destas amostras sera extraido a partir de 0,2 ml da ressuspensao pelo
método de fenol-cloroformio®’. O DNA do HPV sera amplificado pela técnica de nested PCR
(dupla amplificacdo aninhada) e posteriormente tipificado pela técnica de RFLP conforme
descrito previamente4®. A analise da presenca de HPV sera realizada pelo laboratério de
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diagndstico genético e molecular da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA) sem nenhum
custo adicional para o presente projeto.

5.4 Variaveis

Serédo analisadas as variaveis: idade, raca, renda mensal, grau de instrucao, doencas
sisttmicas, medicagdes em uso, histéria familiar de cancer de cavidade oral, fumo,alcool,
chimarréo,dieta,achados do exame fisico de cabeca e pescoco, conduta médica, freqliéncia de

micronucleos, diagnostico clinico e histologico e estadiamento.

5.5 Analise dos dados

Para registro e andlise dos dados sera utilizado o sistema SPSS versdo 16.0. Os
resultados serdo expressos em estatistica descritiva, e serdo utilizados o teste exato de Fischer
e 0 qui-quadrado. O teste de Kolmogorov-Smirnov sera utilizado com a finalidade de
verificacdo de normalidade. Os dados quantitativos que forem considerados normalmente
distribuidos serdo comparados através do teste t de Student, enquanto que para a comparagao
dos ndo normalmente distribuidos foi utilizado o teste U Mann-Whitney. Seré construida uma
tabela 2x2 para o calculo das propriedades do teste de micronucleos conforme o exemplo
abaixo. Serdo testados o0s seguintes pontos de corte para freqiiéncia de micronucleos para
posteriormente ser usados na montagem da curva ROC: 1%, 1,5%, 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5%,
4,0%, 4,5% e 5%

Bidpsia positiva Biopsia negativa Total
FMN positiva a B atb
FMN negativa c D c+d
Total a+c b+d a+b+c+d

FMN=frequiéncia de micronucleos
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5.6 Aspectos éticos

Todos os pacientes que preencham os critérios de inclusdo serdo convidados a
participar e se aceitarem entrar no estudo, deverdo assinar o termo de Consentimento Livre e

Esclarecido preparado e aprovado para tais fins.
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Nacional de Gaude. Os membros do CEP/HCPA néao participaram do processo de avaliagéo dos projetos
onde constam como pesquisadores. Toda e qualquer alteracdo do Projeto deverd ser comunicada
imediatamente ao CEP/HCPA.

orto Alegre, 07 de dezembro de 2009.
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