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RESUMO

O céancer de cabeca e pescoco é a sexta neoplasia mais prevalente no mundo. Dos
diagnosticos de cancer bucal, 95% sdo carcinoma espinocelular, que é uma neoplasia
com taxa de sobrevida de 50% em 5 anos, sendo considerada um problema de saude
publica. O alcool e o fumo sdo considerados fatores etiolégicos para o carcinoma
espinocelular e, quando associados, aumentam em cerca de cinquenta vezes 0 risco
de desenvolvimento da doenca em comparacdo a individuos ndo expostos a eles.
Muitas vezes, previamente ao desenvolvimento do cancer bucal, pode surgir uma leséo
potencialmente maligna como a leucoplasia. Durante a carcinogénese, uma das
principais alteracdes celulares que ocorrem € 0 aumento da relacdo ndcleo/citoplasma.
Essas alteracbes podem ser observadas através da citologia exfoliativa, que é um
método ndo-invasivo e de baixo custo utilizado para analise das células da mucosa. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a relacdo nucleo/citoplasma de células exfoliadas da
mucosa bucal de individuos expostos aos fatores de risco do cancer bucal, individuos
portadores de leucoplasia e individuos portadores de cancer bucal, comparando-0s
com individuos sem lesdo e ndo expostos aos fatores de risco para verificar a
possiblidade de uso da citologia exfoliativa como um método de rastreamento de
individuos com maior risco de desenvolvimento ao cancer bucal e, assim, ado¢éo de
medidas preventivas ou utilizacdo de recursos quimiopreventivos, aumentando a taxa
de sobrevida desses pacientes. A amostra foi composta de 89 individuos divididos em
quatro grupos: controle, exposto aos fatores de risco - fumo e alcool -, leucoplasia e
carcinoma espinocelular. Foram identificadas cinquenta células distendidas e néo
sobrepostas em cada lamina histologica. Foi calculada a razdo entre as areas do
nicleo e do citoplasma de cada célula. A relacdo nucleo/citoplasma foi comparada
entre 0s grupos, além de ser correlacionada com os valores de packyears e comparada
com a presenca ou auséncia de displasia epitelial nas lesdes de leucoplasias. A
relacdo nucleo/citoplasma do grupo carcinoma apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relacdo aos demais grupos. Foi observada correlacao positiva, porém
ndo estatisticamente significativa entre a relacdo ndcleo/citoplasma e a exposicédo dos
individuos ao fumo ao longo da vida. Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre as leucoplasias displasicas e leucoplasias nao displasicas.
Concluimos que a relacdo nucleo/citoplasma dos pacientes expostos aos fatores de
risco e com leucoplasias ndo € diferente da relacdo nucleo/citoplasma dos pacientes
controle e, portanto, a analise citomorfométrica das células exfoliadas da mucosa bucal
nao é indicada como um mecanismo de prevencao e rastreamento de individuos com
maior risco de desenvolvimento do cancer bucal.

Palavras-chave: Cancer bucal. Leucoplasia. Citologia exfoliativa. Citomorfometria.



ABSTRACT

The head and neck cancer is the sixth neoplasm more prevalent in the world. 95% of
oral cancer are diagnosed as squamous cell carcinoma, which is a neoplasm with
survival rate of 50% in five years. The alcohol and the tobacco are considered
etiological factors for squamous cell carcinoma and, together, increase the risk of
development of oral cancer. Many times, a potentially malignant lesion can arise before
the development of oral cancer. The increased of nucleus/citoplasm ratio is one of the
main changes that occur during carcinogenesis. These changes can be observed
through exfoliative cytology. The exfoliative cytology is a non-invasive and low-cost
method used for analysis of mucosal cells. The objective of this study was to evaluate
the nucleus/cytoplasm ratio of exfoliated cells of the oral mucosa of individuals without
lesion and not exposed to risk factors, individuals exposed to oral cancer risk factors,
individuals with leukoplakia and individuals with oral cancer to verify the possibility of
using exfoliative cytology as a method of screening individuals at higher risk of
developing oral cancer, and, therefore, adopting preventive measures or using
chemopreventive resources to increase the survival rate of patients. The sample
consisted of 89 individuals divided into four groups: control, exposed to risk factors -
tobacco and alcohol -, leukoplakia and squamous cell carcinoma. Fifty distended and
non-overlapping cells were identified on each histological slide. The ratio between the
areas of the nucleus and the cytoplasm was calculated. The nucleus/cytoplasm ratio
was compared among groups and correlated with packyears values. The
nucleus/cytoplasm was compared with the presence or absence of epithelial dysplasia
in leukoplakia lesions. The nucleus/cytoplasm ratio of the carcinoma group showed a
statistically significant increase in relation to the other groups. The nucleus/cytoplasm
ratio and packyears showed a positive correlation, but not statistically significant. No
statistically significant difference was observed between dysplastic leukoplakia and non-
dysplastic leukoplakia. We conclude that the nucleus/cytoplasm ratio of the patients
exposed to the risk factors and with leukoplakia is not different from the
nucleus/cytoplasm ratio of the control patients. Therefore, the cytomorphometric
analysis of exfoliated cells of the oral mucosa is not indicated to be used as a
mechanism of prevention and screening of individuals at higher risk of developing oral
cancer.

Keywords: Oral cancer. Leukoplakia. Exfoliative cytology. Cytomorphometry.



SUMARIO

1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA . ....ooviiieeee ettt 5
2 ARTIGO CIENTIFICO ... it eeecee ettt st ene e 11
3 CONSIDERACOES FINAIS. ..ottt en e 26
REFERENCIAS.......oooteeeeeeeeeeee ettt ettt e e te s teae s e s testeete e eneeee e 27
ANEXO A — TECNICA DE PAPANICOLAOU MODIFICADO.........c.ccevvevernne. 30

ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA ..ttt eeeeeeeeeee e et e et et eeee e es e e s et e et eeee et et es et eeees e et eneee e e, 31



1 NTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Os tumores da cavidade bucal e de faringe, quando analisados em conjunto,
ocupam a sexta posicao entre as neoplasias malignas mais prevalentes na populacéo
mundial (DIONE et al., 2014; PARKIN et al., 2005). De acordo com o Instituto Nacional
do Céancer José Alencar Gomes da Silva (2016), estimam-se 11.140 casos novos de
cancer da cavidade bucal em homens e 4.350 em mulheres, para o Brasil, no ano de
2016, sendo o quinto tipo de cancer mais comum em homens brasileiros. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 11 casos novos a cada 100 mil homens e 4

casos novos a cada 100 mil mulheres.

O carcinoma espinocelular representa 95% de todas as neoplasias malignas que
acometem a cavidade bucal e, por isso, € usado muitas vezes como sinénimo para o
termo cancer bucal. Apesar dos inUmeros esfor¢os realizados no sentido de prevenir,
diagnosticar precocemente e buscar novos protocolos de tratamento, o progndstico
desta doenca pouco tem se modificado nas dltimas décadas (NEVILLE; DAY, 2002),
sendo mantidas taxas de sobrevida em torno de 50% em 5 anos (ANTUNES et al.,
2001; BIAZEVIC et al., 2006). Em funcéo disso, o cancer de boca pode ser considerado
um problema de salude publica, requerendo a implementacdo de estratégias de

combate mais eficazes.

A etiologia do cancer bucal é multifatorial. Os fatores etiol6gicos associados a
essa patogenia podem ser intrinsecos - condi¢cdes sistémicas e hereditariedade - ou
extrinsecos — exposicdo ao tabaco, ao alcool e a radiacdo ultravioleta (no caso
especifico do cancer de labio inferior) (TANAKA; ISHIGAMORI, 2011). Diversos
estudos mostram que o cancer bucal surge como resultado do acimulo de eventos
mutagénicos, decorrentes principalmente do efeito do tabaco e do alcool (LA VECCHIA
et al., 1997).

Ao fumo tem sido atribuido um papel principal, uma vez que atuaria como um
agente iniciador, provocando mutacées nos genes que regulam os fenbmenos de
proliferacdo e morte celular. Ainda que a exposi¢cdo ao fumo associada ao alcool tenha

mostrado efeito multiplicador, o papel do alcool como agente isolado nao é tao claro



(OGDEN; WIGHT, 1998; OGDEN; WIGHT; RICE, 1999). O consumo de alcool é um
dos fatores de risco para o desenvolvimento do cancer bucal; entretanto, os
mecanismos envolvidos no dano gerado pelo alcool sdo parcialmente compreendidos.
Determinadas concentragfes de alcool causam aumento da permeabilidade da mucosa
bucal, potencializando a penetracdo de carcinégenos. Além disso, o alcool é
responsavel por um aumento na proliferacéo epitelial, bem como pela modificacdo do
seu processo de maturacdo. Outras alteracbes, como reducdo da capacidade de
reparo de DNA, disturbios do sistema imune e do estado nutricional podem contribuir
na sua relacdo com o desenvolvimento do cancer bucal (CARRARD et al., 2008).

O risco para desenvolvimento de cancer tem mostrado relacdo com intensidade
e duracédo dos héabitos de fumar e beber. Castellsague e colaboradores (2004) afirmam,
baseados em um estudo caso-controle, que o risco de desenvolvimento de cancer
bucal em individuos com alto consumo de fumo e de bebidas alcoodlicas foi 50 vezes

maior do que o dos individuos que nunca tinham bebido ou fumado.

O dano genético pode causar o comprometimento de diversos processos
regulatérios celulares, resultando em aumento da proliferacdo, inibicdo de processos
apoptoticos e potencial para a invasao de tecidos adjacentes (HANAHAN; WEINBERG,
2011). A carcinogénese na cavidade bucal é um processo de mdultiplas etapas, com
alteracdes progressivas sobre o genoma celular, portanto, o desenvolvimento do
cancer na mucosa bucal muitas vezes € precedido por uma lesdo potencialmente
maligna. Uma lesdo potencialmente maligna consiste em um tecido alterado onde o
cancer ocorre mais frequentemente em comparacdo a sua contraparte normal (MAO,
1997; REIBEL, 2003).

7z

Dentre as lesdes potencialmente malignas de boca, a leucoplasia € a mais
frequente, com prevaléncia estimada entre 0,42 e 5% (BANOCZY; RIGO, 1991;
SCHEPMAN et al., 1996; DELILBASI et al., 2003; SCHEIFELE; REICHART;
DIETRICH, 2003; JAHANBANI, 2003). Segundo Carrard e colaboradores (2010), a
prevaléncia de leucoplasias na populacéo da regido metropolitana de Porto Alegre € de
1,01%. A leucoplasia se apresenta como uma placa ou mancha branca, ndo removivel

por raspagem, que nao pode ser caracterizada clinica ou histopatologicamente como



gualquer outra patologia (BIAZEVIC et al., 2005). Para o diagndéstico da leucoplasias, é
indicada a realizacdo de bidpsia e exame histopatologico, onde € possivel observar as
alteracdes epiteliais que esse tipo de lesdo pode apresentar. (KRAMER et al., 1978;
MUTALIK, 2014).

Os disturbios epiteliais presentes em leucoplasias sdo classificados de acordo
com suas caracteristicas morfolégicas em hiperplasia epitelial, hiperceratose
(hiperortoceratose  ou  hiperparaceratose), acantose e displasia epitelial
(WARNAKULASURIYA et al., 2008). No diagnéstico histopatolégico de uma leucoplasia
essas alteracOes epiteliais podem estar presentes isoladamente ou em conjunto
(WALDRON; SHAFER,1975).

Waldron e Shafer (1975), ap0s andlise microscopica de 3256 leucoplasias,
constataram que 80,1% apresentavam diferentes combinagdes de hiperplasia epitelial,
hiperortoceratose, hiperparaceratose e acantose, 12,2% apresentavam displasia
epitelial leve a moderada e 4,5% displasia severa ou carcinoma in situ. Carcinoma

espinocelular foi encontrado em 3,1% das leucoplasias.

A hiperplasia epitelial caracteriza-se pelo aumento do nimero de células do
tecido com manutencdo do seu padrdo morfofuncional. A hiperceratose €é o
espessamento anormal da camada de ceratina que pode ser constituida de
paraceratina ou ortoceratina. Na paraceratina as células superficiais achatadas retém
0S nucleos e boa parte das organelas, enquanto que na ortoceratina essas células
perdem suas organelas e seu citoplasma é ocupado por grande quantidade de
filamentos de citoqueratina. A acantose € o espessamento da camada espinhosa do
epitélio, apresentando como principais caracteristicas o alongamento das papilas
epiteliais e a unido entre o tecido conjuntivo e epitelial em linha reta (IARC, 2005).

A displasia epitelial é caracterizada por modificacbes dos processos de
renovacao e maturacao epitelial, resultando em alteracdes arquiteturais e citolégicas.
Segundo Kramer et al. (1978), na displasia epitelial podem-se observar as seguintes

alteracoes:

e Aumento do numero de figuras de mitoses (algumas atipicas);

e Presenca de mitoses na metade superficial do epitélio;



e Aumento da proporc¢ao ndcleo/citoplasma;

e Nucléolos volumosos;

e Duplicacdo da camada basal;

o Estratificacdo epitelial irregular;

e Ceratinizacao individual ou de grupos de células na camada espinhosa,;

e Papilas epiteliais em forma de gota;

e Perda da polaridade das células da camada basal,

e Perda de aderéncia intercelular;

e Hipercromatismo nuclear;

e Pleomorfismo celular.

Estima-se que a taxa anual de transformacdo maligna de leucoplasias seja de

1% (VAN DER WAAL, 2009). Apesar do enorme progresso no campo da biologia
celular e molecular, ndo hd um marcador ou um conjunto de marcadores que permitam
de forma confiavel prever a transformacdo maligna de um leucoplasia. A identificacédo
de individuos e lesbes com maior risco de desenvolvimento para o cancer bucal tem
fundamental importancia para a adocdo de medidas eficazes que favorecam o
diagndstico precoce dessa neoplasia, aumentando as taxas de sobrevida destes
pacientes (TANAKA; ISHIGAMORI, 2011). Além de possibilitar a utilizacdo de medidas
preventivas, como o abandono do uso de substancias carcinogénicas e outros recursos

guimiopreventivos.

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas, e um dos temas de destague tem
sido o estudo da mucosa clinicamente normal de individuos expostos aos principais
fatores de risco, fumo e alcool. Nos ultimos anos, as evidéncias cientificas tém
demonstrado que é possivel detectar alteragfes incipientes nesses grupos. Isso tem
motivado a busca de biomarcadores com possibilidade de utilizagdo em nivel
populacional que venham a auxiliar o cirurgido-dentista na identificacdo de individuos

com maior risco ao desenvolvimento de cancer bucal.

Para o estudo da mucosa clinicamente normal a citopatologia é indicada por ser
nao-invasiva. A citopatologia € um método de andlise de células exfoliadas que tem

seu emprego mais conhecido no controle do cancer ginecoldgico. Para o diagndstico



do cancer bucal, a citopatologia mostrou um baixo indice de acuracia em funcdo dos
altos indices de exames falso-positivos e falso-negativos, sendo entdo abandonada
como método de diagndstico (BANOCZY, 1976). Recentemente, surgiram estudos
utilizando a citopatologia em boca como um recurso de rastreamento de individuos em
maior risco para cancer bucal (PAIVA et al., 2004; GEDOZ et al., 2007).

A fim de aumentar a acuracia deste exame na deteccao de alteracdes celulares
precoces, sao utilizadas técnicas quantitativas, como por exemplo, a andlise
citomorfométrica das células (OGDEN; COWPE; GREEN, 1990). Nesse tipo de anélise
€ realizada a quantificacdo da relacdo nudcleo/citoplasma das células encontradas no
raspado citolégico. Uma das principais alteracdes celulares durante a carcinogénese &
0 aumento da relacdo nucleo/citoplasma. No entanto, essas alteracdes celulares
ocorrem muito antes dos primeiros sinais clinicos. Através da andlise citomorfométrica
€ possivel realizar medicbes de parametros como area e didmetro de nucleo e
citoplasma e relacao nucleo/citoplasma (KHOT et al., 2015).

Nivia e colaboradores (2015) compararam a relacdo nucleo/citoplasma de
individuos ndo fumantes, fumantes sem lesGes orais, fumantes com leucoplasia e
fumantes com carcinoma espinocelular e observaram um aumento significativo no valor
desse parametro nos grupos dos fumantes, sem lesdo e com lesdo. Khot e
colaboradores (2015) também observaram um aumento na relacdo nucleo/citoplasma
em fumantes quando comparados a individuos ndo fumantes. Os didmetros de nucleo
e citoplasma também variaram entre fumantes e ndo fumantes: fumantes apresentaram
um aumento significativo no didmetro nuclear e uma diminuicdo significativa no
diametro citoplasmético (NADAF et al., 2014)

Dentro do que é sabido até o momento, é possivel constatar-se que a
citopatologia € um recurso de monitoramento que vem se mostrando cada vez mais
efetivo para a observacdo de modificacfes iniciais ou mesmo prévias ao aparecimento
de lesBes potencialmente malignas ou cancer bucal. No entanto, fica evidente o carater
individual desse tipo de avaliagdo, sugerindo que alguns individuos sdo mais

suscetiveis do que outros aos carcindégenos bucais.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

Anédlise citomorfométrica de células epiteliais exfoliadas da mucosa bucal de

individuos expostos a carcinégenos, com leucoplasias e com cancer bucal

RESUMO

Introducdo: O cancer bucal € um problema de salde publica. A busca por
mecanismos que favorecam o diagndéstico precoce da doenca ou detectem alteracfes
iniciais ou prévias ao surgimento de lesbes € indispensavel para uma melhora nas
taxas de morbidade e mortalidade do céancer bucal. A citologia exfoliativa € um método
de analise de alteracdes celulares. O objetivo do trabalho foi analisar a relacéo
nacleo/citoplasma de individuos expostos aos fatores de risco e com leucoplasias em
comparacao a individuos controle e com cancer de boca.

Metodologia: Um total de 89 pacientes foi incluido no estudo. A amostra foi dividida
em quatro grupos: controle, expostos aos fatores de risco, com leucoplasias e com
carcinoma espinocelular. Foi realizada a coleta citopatolégica da mucosa bucal dos
pacientes. Foram identificadas 50 células em cada lamina, das quais foi calculada a
relacdo ndcleo/citoplasma. Foi comparada a relacao nucleo/citoplasma entre 0s grupos.
A relacdo nucleo/citoplasma foi correlacionada com o grau de exposicdo ao fumo. Foi
também comparada a relacdo nudcleo/citoplasma entre as lesbes de leucoplasias
displasicas e nao displasicas.

Resultados: Ha um aumento significativo da relacdo nucleo/citoplasma dos pacientes
com cancer bucal quando comparados aos demais grupos. Ha correlagdo positiva,
porém n&o significativa, entre a relacdo nucleo/citoplasma e o packyear. Ndo ha
diferenca significativa entre lesdes de leucoplasias displasicas e néao displasicas.
Conclusdes: Ha um aumento da relagdo ndcleo/citoplasma nos esfregacos citolégicos
dos pacientes com carcinoma espinocelular em relacdo aos demais pacientes e,
portanto, a citomorfometria ndo poderia ser indicada para rastreamento de pacientes e
lesbes com maior risco de desenvolvimento do cancer bucal.

Palavras-chaves: Cancer bucal. Carcinoma espinocelular. Leucoplasia. Citologia

exfoliativa. Citomorfometria.
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INTRODUCAO

Os tumores de cabeca e pescoc¢o séo a sexta neoplasia maligna mais prevalente
na populacdo mundial (DIONE et al., 2014; PARKIN et al., 2005). O carcinoma
espinocelular representa 95% de todas as neoplasias malignas que acometem a
cavidade bucal e apresenta uma taxa de sobrevida de 50% em 5 anos, 0 que o torna
um problema de saude publica (ANTUNES et al., 2001; BIAZEVIC et al., 2006;
NEVILLE; DAY, 2002). No Brasil, no ano de 2016, 15.490 casos novos de cancer bucal
foram diagnosticados, sendo 71,9% desses casos pacientes do género masculino
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016).

Para a ocorréncia do cancer bucal é necessario um acumulo de eventos
mutagénicos e estes possuem etiologia multifatorial. Os fatores etiolégicos podem ser
intrinsecos, como condi¢Bes sistémicas e hereditariedade, ou extrinsecos, como
exposicao ao tabaco, ao alcool e a radiacdo ultravioleta (LA VECCHIA et al., 1997;
TANAKA, ISHIGAMORI, 2011). O fumo é capaz de provocar mutacdes nos genes
reguladores da proliferacdo e morte celular. JA o &lcool, na carcinogénese, é
responsavel por um aumento na proliferacao epitelial bem como pela modificacdo do
seu processo de maturacao, reducdo da capacidade de reparo de DNA e disturbios do
sistema imune e do estado nutricional. Além disso, em determinadas concentracoes,
aumenta a permeabilidade da mucosa bucal, potencializando a penetragcdo de
carcindgenos. Portanto, fumo e alcool, quando associados, aumentam em cerca de 50
vezes 0 risco de desenvolvimento de cancer bucal em comparacéo a individuos que
nunca fumaram ou beberam (CARRARD et al.,2008; CASTELLSAGUE et al., 2004,
OGDEN; WIGHT, 1998; OGDEN; WIGHT; RICE, 1999).

A carcinogénese € um processo de multiplas etapas, com alteracdes
progressivas sobre o genoma celular. Muitas vezes, previamente ao desenvolvimento
do cancer bucal, pode surgir uma lesdo potencialmente maligna, que consiste em um
tecido alterado onde o cancer ocorre mais frequentemente em comparagdo a sua
contraparte normal (MAO, 1997; REIBEL, 2003). A leucoplasia é a leséo

potencialmente maligna mais frequente e possui prevaléncia estimada entre 0,42 e 5%
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(BANOCZY; RIGO, 1991; SCHEPMAN et al., 1996; DELILBASI et al., 2003;
SCHEIFELE; REICHART; DIETRICH, 2003; JAHANBANI, 2003). Apresenta-se como
uma placa ou mancha branca, ndo removivel por raspagem, que ndo pode ser
caracterizada clinica ou histopatologicamente como qualquer outra patologia
(BIAZEVIC et al., 2005). Para o diagnéstico dessa lesdo, € necessaria a realizacédo de
uma bidpsia e exame histopatolégico, onde € possivel observar as diversas alteracdes
epiteliais que a leucoplasias pode apresentar. (KRAMER et al., 1978; MUTALIK, 2014).
A taxa de transformacdo maligna da leucoplasia € estimada em 1% (VAN DER WAAL,
2009).

A citopatologia é um método ndo-invasivo que permite analisar as células
exfoliadas da mucosa. Embora mostre um baixo indice de acuracia para o diagndstico
do cancer bucal, pode ser utilizada para o estudo da mucosa clinicamente normal para
rastreamento de individuos e lesGes com maior risco ao desenvolvimento do cancer
bucal. O aumento da relacdo nucleo/citoplasma é uma das principais alteracfes
celulares durante a carcinogénese, ocorrendo em um estagio onde ainda ndo ha sinais
clinicos (KHOT et al, 2015). Sendo assim, a fim de aumentar a acurdcia da
citopatologia na deteccao de alteracdes celulares precoces, pode ser utilizada a anélise
citomorfométrica das células, que consiste em uma analise quantitativa da relacdo
nucleo/citoplasma das células encontradas no raspado citolégico (OGDEN; COWPE;
GREEN, 1990). A analise da alteracdo de proporcao celular fornece dados mais
consistentes sobre a maturacdo celular do que tamanho de nudcleo e citoplasma
isolados (NADAF et al., 2014). Portanto, esse método pode ser utilizado como um
recurso de monitoramento para a observacdo de alteracdes iniciais ou prévias ao
aparecimento de lesdes potencialmente malignas ou cancer bucal em individuos
expostos aos fatores de risco. Ao observar modificagbes celulares iniciais, torna-se
possivel a adocdo de medidas eficazes que favorecam o diagnostico precoce das
neoplasias e a utlizagdo de medidas preventivas como cessacdo do uso de
carcinGgenos e recursos quimiopreventivos, aumentando as taxas de sobrevida dos
pacientes (BANOCZY, 1976; PAIVA et al., 2004; GEDOZ et al., 2007; TANAKA,
ISHIGAMORI, 2011).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo nucleo/citoplasma da mucosa
bucal de individuos expostos aos fatores de risco - fumo e alcool -, individuos
portadores de leucoplasias e individuos portadores de céancer bucal comparando-os

com individuos sem les&o e ndo expostos aos fatores de risco.

METODOLOGIA
Amostra

Nesse estudo transversal observacional, a amostra foi composta por individuos
com idade superior a 30 anos, auséncia de lesdo bucal clinicamente visivel, com
excecdo do carcinoma espinocelular e da leucoplasias. Os individuos foram
selecionados no ambulatério clinico da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Servico de Otorrinolaringologia do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A amostra foi dividida em quatro grupos:

Grupo Controle (1) foi constituido por pacientes que ndo apresentavam lesdes
potencialmente malignas nem cancer bucal, e que ndo eram expostos aos fatores de

risco para o cancer bucal.

Grupo Alcool e Fumo (2) foi constituido por pacientes que ndo apresentavam
lesdes potencialmente malignas nem cancer bucal, mas eram expostos aos fatores de
risco para essas lesdes. Pacientes que fumavam no minimo 20 cigarros com filtro por
dia, por no minimo um ano, ou mais de 10 cigarros com filtro por mais de 10 anos
associado ou ndo ao consumo de bebida alcodlica. O consumo de bebida alcodlica foi
caracterizado pela ingestdo, em média, de uma dose de bebida por dia, por no minimo
um ano. Foi considerada uma dose de alcool 340ml de cerveja, 113ml de vinho ou
28ml de destilados, que possuem aproximadamente a mesma quantidade de alcool
(TEZAL et al., 2001).

Grupo Leucoplasia (3) foi constituido por pacientes que apresentavam
clinicamente lesdes de leucoplasias confirmadas apds bidpsia e diagnostico

histopatoldgico.
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Grupo Carcinoma Espinocelular (4) foi constituido por pacientes que
apresentavam clinicamente carcinoma espinocelular bucal confirmado apos bidpsia e

diagndstico histopatologico.

O grau de exposi¢cdo do individuo ao tabaco ao longo da vida foi calculado
através do cdalculo de packyear, onde é levado em consideracdo a quantidade de
tabaco e o tempo de exposicdo a este. O consumo de 20 cigarros ao dia durante um
ano caracteriza um packyear (SMOKING PACK YEAR, 2017).

Coleta Citopatolégica

Os pacientes do Grupo Controle e do Grupo Alcool-Fumo foram submetidos &
coleta de células da mucosa bucal para realizacdo de exame citolégico no sitio borda
de lingua, que é um dos sitios mais comumente afetados pelo cancer de boca. Os
pacientes dos Grupos Leucoplasia e Carcinoma espinocelular foram submetidos a
realizacdo de exame citoldégico da regido onde esta localizada a leucoplasia ou o
carcinoma espinocelular. Previamente a realizacdo dos raspados, todos os pacientes
foram orientados a retirar suas préteses removiveis (se existentes) e a bochechar agua
filtrada durante 1 minuto. As células coletadas sao transferidas para lamina de vidro e é

realizado o processamento conforme Anexo I.
Analise Citomorfométrica

A analise citomorfométrica dos esfregacos foi realizada pela captura de imagem
das primeiras 50 células epiteliais distendidas e ndo sobrepostas das laminas
histol6gicas com o auxilio do microscopio binocular em aumento de 400x acoplado a
um software de captura de imagens (CellSens, Olympus). Foi tragado o contorno do
nicleo e da célula usando o software ImageJ (National Institutes of Health), que
fornece a area dessas medidas em unidade de pm. O contorno esta ilustrado na Figura
1. A partir dos dados coletados, foi obtida a relacdo nucleo/citoplasma das células
capturadas. Para cada individuo, foi calculada a média da relagdo nucleo/citoplasma

das 50 células avaliadas
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Figura 1. Contorno de nucleo e citoplasma no software ImageJ.

Andalise Estatistica

Os dados do presente estudo foram computados no Programa de Computador
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) para a realizacdo analise estatistica.
Foi testada a normalidade da distribuicdo dos dados obtidos nos diferentes desfechos e
foi utilizado o teste ANOVA seguido do teste post-hoc Tukey. A significancia estatistica
foi definida em 0.05.

Consideracg6es Eticas

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissao de Pesquisa da Faculdade de
Odontologia e Comisséo de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul e cadastrado na Plataforma Brasil. Todos os individuos participantes do estudo

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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RESULTADOS

Um total de 89 pacientes foi incluido nesse estudo. Os dados demogréficos e de
habitos dos pacientes estdo descritos na Tabela 1. Os Grupos Controle e Alcool-Fumo
foram compostos exclusivamente por individuos do género masculino e o Grupo
Carcinoma apresentou predominancia do mesmo (83%). A média de idade dos grupos
variou entre 47 e 62 anos de idade. O nimero de fumantes foi maior no Grupo Alcool-
Fumo (70,8%), enquanto o numero de ex-fumantes foi maior no Grupo Carcinoma
(52%). Esse padrdo se repetiu no que se refere ao consumo de bebidas alcodlicas: o
Grupo Alcool-Fumo apresentou o maior nimero de consumidores (79,2%) e o Grupo
Carcinoma apresentou o maior nimero de ex-consumidores (32%). Todos 0s grupos
apresentaram consumo de chimarrédo positivo em 50% ou mais da amostra. Foi
observado maior valor de packyear no Grupo Carcinoma (49,80). Lingua e rebordo
alveolar foram os sitios mais acometidos no Grupo Leucoplasia, enquanto assoalho

bucal foi o sitio mais acometido no Grupo Carcinoma.



17

Tabela 1. Dados demograficos e de habitos dos pacientes incluidos no estudo.

Grupo controle

(n=15)

Grupo Alcool-
Fumo (n=24)

Grupo Leucoplasia Grupo Carcinoma

(n=27)

(n=23)

IDADE
(média + DP)

GENERO

FREQUENCIA
DE FUMANTES

PACKYEARS
(média + DP)

CONSUMO DE
CHIMARRAO

CONSUMO DE
BEBIDAS
ALCOOLICAS

LOCALIZACAO
DA LESAO

54,06 (+17,29)

100% Masculino

73,3%

47,83 (+11,95)

100% Masculino

70,8%
16,6% Ex-fumantes

25,43 (+13,8)

54,1%

79,2%
12,5% Ex-consumidor

59,76 (+11,79)

43% Masculino

61,5%

15,4 % Ex-fumantes

30,52 (+19,81)

61,5%

52%
4% Ex-consumidor

Lingua ---------- 26,9%
Palato---------- 23,0%
Labio--------------- 7,7%

62,39 (+9,72)

83% Masculino

34,8%

52% Ex-fumantes

49,48 (+52,59)

50%

40,9%
32% Ex-consumidor

Lingua ------- 16,6%
Assoalho —58,3%
Rebordo----16,6%
M. Labial------- 8,3%

Os dados de comparacdo da relagdo nucleo/citoplasma entre os Grupos

Controle, Alcool-Fumo, Leucoplasia e Carcinoma est&o ilustrados no grafico da Figura

2. A relacdo nucleo/citoplasma foi maior no Grupo Carcinoma (p<0.0001). Os Grupos

Controle, Alcool-Fumo e Leucoplasias apresentaram diferenca entre si, porém a

diferenca observada néo foi estatisticamente significativa (p>0.05).
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Figura 2. Comparac&o da relagéo nicleo/citoplasma entre os Grupos Controle, Alcool-
Fumo, Leucoplasia e Carcinoma.
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As variaveis relacdo nucleo/citoplasma e packyears foram correlacionadas entre

si através do teste Pearson. A correlagdo esta ilustrada no grafico da Figura 3. Foi

observada uma correlacdo positiva (r=0.2542), porém sem diferenca estatisticamente

significativa (p>0.05).

Figura 3. Correlacdo entre packyears e relacdo nacleo/citoplasma.
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As variaveis relacdo nucleo/citoplasma e presenca de displasia epitelial nas
lesbes de leucoplasia foram analisadas entre si através do teste t. A analise esta
ilustrada no gréfico da Figura 4. N&o foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa na comparagéo entre os grupos (p>0.05).

Figura 4. Andlise entre presenca de displasia em leucoplasia e relacdo

nacleo/citoplasma.
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DISCUSSAO

O cancer de cabeca e pescoco é a sexta neoplasia mais prevalente na
populacdo mundial (DIONE et al., 2014; PARKIN et al., 2005). Devido a alta morbidade
e mortalidade que essa neoplasia causa, o diagnéstico e o tratamento precoce sao
essenciais para reduzir esses indices e melhorar o prognostico do paciente (SHARMA
et al., 2015). A citologia esfoliativa, que € um exame simples, de baixo custo e néo
invasivo, pode ser uma alternativa para o rastreamento de individuos e lesées com
maior risco ao desenvolvimento do cancer bucal (BANOCZY, 1976; PAIVA et al., 2004;
GEDOZ et al., 2007). No entanto, observou-se que alteracdes morfolégicas como o
aumento da relacdo nucleo/citoplasma s6 séo visiveis através da citologia depois de

estabelecido o cancer.
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E importante entender que a relacéo nicleo/citoplasma é uma caracteristica de
maturidade celular. Conforme a célula amadurece, o tamanho do nucleo diminui e o
tamanho do citoplasma aumenta. Na carcinogénese, ocorre um aumento da relagcéo
nucleo/citoplasma devido a maior taxa de crescimento e, consequentemente, menor
diferenciacdo celular. Sendo assim, essa alteracdo de proporcao fornece dados mais
consistentes sobre a maturacdo celular do que tamanho de nucleo e citoplasma
isolados (NADAF et al., 2014).

Cowpe, Longmore e Green (1985) observaram que alteragdes celulares de
malignidade poderiam ser identificadas através da citologia exfoliativa. De fato, no
nosso estudo, assim como nos estudos de Khot et al. (2015), Sharma et al. (2015) e
Nivia et al. (2015), foi observado um aumento na relacao ndcleo/citoplasma do Grupo
Carcinoma em relacdo ao Grupo Controle e Grupo Alcool-Fumo.

No presente estudo, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre o Grupo Controle e os Grupos Alcool-Fumo e Leucoplasia. Esses resultados vao
de encontro aos resultados observados nos estudos de Nivia et al. (2015), onde foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os Grupos Controle, Alcool-
Fumo, e Leucoplasia. Porém, € importante salientar que, no presente estudo, foi
analisada a relacdo nucleo/citoplasma, onde foi calculada a razdo entre a area total do
ndcleo e a area total da célula. No estudo de Nivia et al. (2015), a area do citoplasma
foi calculada subtraindo a &rea do nucleo da éarea total da célula. A partir desse valor
obtido, foi calculada a razdo entre a area do nucleo e area do citoplasma. Essa
diferenca no calculo da relacdo nucleo/citoplasma poderia influenciar nos resultados,
explicando a diferenga nos achados.

Ha diversos estudos com desenhos semelhantes na literatura, porém muitos
apresentam achados controversos. Nivia et al. (2015) e Khot et al. (2015) observaram
resultados contraditorios aos do presente estudo: observaram diferenca
estatisticamente significativa entre o Grupo Controle e 0 Grupo Alcool-Fumo. Ambos
coletaram amostras da mucosa jugal dos pacientes. Sharma et al. (2015), por sua vez,
nao especificou o sitio de coleta dos grupos. No entanto, apresentou achados
semelhantes aos do nosso estudo: observou diferenca estatisticamente significativa

apenas entre o Grupo Carcinoma e os Grupos Controle e Alcool-Fumo. O sitio de
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coleta parece ser uma variavel importante, visto que Cowpe, Longmore e Green (1985)
observaram diferenca significativa na relacdo nucleo/citoplasma entre células
exfoliadas da mucosa jugal e células exfoliadas do assoalho bucal, labio inferior e
palato.

Ao correlacionar os dados de relagcdo nucleo/citoplasma e packyears foi
observada uma correlacdo positiva entre as variaveis. Ou seja, quanto maior o
packyear do individuo, maior a relagdo nucleo/citoplasma. Entretanto, esta correlacéo
nao foi estatisticamente significativa. O packyear corresponde a um valor numérico que
fornece a exposicédo do individuo ao tabaco ao longo da vida. Nao foram encontrados
estudos com anélises semelhantes na literatura. Os estudos encontrados néo realizam
o calculo de packyear. Nadaf et al. (2015) e Khot et al. (2015) incluiram no estudo
pacientes que fumavam ha pelo menos 5 anos, enquanto Nivia et al. (2015) e Sharmaf
et al. (2015) incluiram no estudo pacientes que fumavam ha pelo menos 10 anos. No
nosso estudo, foram incluidos no Grupo Alcool-Fumo pacientes que fumavam no
minimo 20 cigarros com filtro por dia, por no minimo um ano, ou mais de 10 cigarros
com filtro por mais de 10 anos. Portanto, além de ndo haver um padrdo no que se
refere ao grau de exposicdo ao fumo nos demais estudos, ndo foram calculados os
valores de packyear dos pacientes, ndo fornecendo dados sobre o quanto cada
individuo foi exposto ao carcindgeno.

O Grupo Leucoplasia foi subdividido em dois grupos: lesbes displasicas e lesdes
nao displasicas. A relacdo ndcleo/citoplasma das amostras foi analisada entre si e ndo
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre elas. Nao foram
encontrados estudos semelhantes na literatura para comparagcao dos resultados. Para
resultados mais consistentes, sdo necessarios mais estudos sobre o assunto, uma vez
que, no presente estudo, ao dividir o Grupo Leucoplasia, foram obtidas amostras muito
pequenas.

Possivelmente observamos aumento significativo apenas no grupo carcinoma,
porque as alteragdes morfoldgicas observadas surgem de forma mais tardia em relagéo
as alteragcbes moleculares. Sendo assim, com base nos nossos achados, a analise da
relacdo nucleo/citoplasma de células exfoliadas ndo pode ser utilizada como um

mecanismo de prevencdo e rastreamento de individuos com maior risco de
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desenvolvimento do cancer bucal. Para usar a citologia como um exame com essa
finalidade, provavelmente seria necessaria a associagdo com outras analises como
uma andlise qualitativa, andlise quantitativa, analise de alteracdes moleculares ou a
realizacdo de um estudo longitudinal. A associagdo com outras andlises poderia
aumentar a eficacia da citologia, que apresenta vantagens por ser de baixo custo e ndo

invasiva.
CONCLUSAO
Concluimos que ha um aumento da relacdo nucleo/citoplasma nos esfregacos

citolégicos dos pacientes com carcinoma espinocelular em relagdo aos pacientes

controle, expostos aos fatores de risco (fumo e &lcool) e com leucoplasias.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O céancer de cabeca e pescoco é a sexta neoplasia maligna mais prevalente no
mundo. Embora muito tenha se avancado no diagndstico e na terapéutica do cancer
bucal, na grande maioria das vezes, o diagnostico ainda é realizado de forma tardia,
levando a um prognostico desfavoravel. Por esse motivo, o cancer bucal vem sendo
considerado um problema de saude publica. Frente a esse fato, a identificacdo precoce
do cancer bucal, bem como a identificacdo de pacientes com maior suscetibilidade ao
desenvolvimento da doenca e o monitoramento de alteracdes iniciais ou prévias ao
aparecimento de lesdes é uma conduta importante para a reducdo das taxas de
mortalidade e morbidade. A andlise da relacdo nucleo/citoplasma, que é uma das
principais alteracdes que ocorre durante a carcinogénese, atraves da citologia
exfoliativa, poderia auxiliar o cirurgido-dentista na deteccdo precoce de lesdes,
identificacdo de individuos com maior risco para desenvolvimento de les6es malignas e

adocéo de medidas preventivas nesses pacientes.

Esse trabalho analisou a relacdo nudcleo/citoplasma de raspados citologicos de
pacientes expostos aos fatores de risco, com leucoplasias e com céancer bucal. Na
amostra analisada, os resultados obtidos demonstram que a relagdo ndcleo/citoplasma
apresenta diferenca significativa somente nos raspados citolégicos do carcinoma
espinocelular em relacdo aos demais raspados. Ou seja, a citomorfometria ndo é
suficiente para a deteccdo de maior probabilidade de desenvolvimento de lesdes
malignas nos pacientes expostos aos fatores de risco ou com lesdo potencialmente

maligna como a leucoplasia.

Para que a citologia exfoliativa possa de fato ser utilizada como um exame de
prevencdo e rastreamento de individuos com maior risco de desenvolvimento do
cancer bucal, sdo necessarios estudos que associem a analise citomorfométrica com
outras analises como analises quantitativas, analises qualitativas e analises
moleculares. Além disso, um estudo longitudinal poderia obter resultados mais
conclusivos das alteragdes na relacdo nucleo/citoplasma que ocorrem nos individuos

expostos aos fatores de risco ao longo do tempo.
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ANEXO A - TECNICA DE PAPANICOLAOU MODIFICADO*

- Alcool absoluto por 15 segundos (quatro vezes)

- Agua destilada por 15 segundos

- Hematoxilina de Harris com 0,5g de Acido Acético Glacial durante 1 minuto

- Descansar em papel absorvente

- Levar em agua corrente e remover somente quando esta tiver aspecto limpido

- Carbonato de Litio** durante 15 segundos

. Alcool por 15 segundos (aplicar quatro vezes)

- Orange G6 durante 1 minuto com Acido Fosfottngstico (0,15g/1)

- Descansar em papel absorvente

- Alcool por 15 segundos (por duas vezes)

- Policromo*** durante 3 minutos

- Descansar em papel absorvente

- Alcool por 15 segundos (por trés vezes)

- Descansar em papel absorvente

- Xilol por 5 minutos (2x) seguido por Montagem com Balsamo do Canada
*Técnica preconizada por Papanicolaou, 1941 e modificada pelo Servico de Citologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, utilizada pelo Laboratério de Patologia da
UFRGS. ** O carbonato de litio é utilizado para realcar o efeito da hematoxilina. Tal

solucao é preparada com 5 gramas deste carbonato para 2 litros de agua destilada.

** Composigdo: 200ml de corante EA36 e 600ml de corante EA65 (proporgéo 3:1).
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