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1. INTRODUCAO

Conforme publicado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2005, o
cancer oral é a décima primeira forma de cancer mais frequente no mundo. O
consumo excessivo de alcool e o uso de tabaco (incluindo a forma ndo fumavel) séo
fatores participantes em cerca de 90% das manifestacdes de cancer oral ao redor do
globo. Também nos dados da OMS consta que o indice de mortalidade por cancer
oral em homens € maior do que em mulheres, com particularidades especificas
entre os diferentes paises. No Brasil € a sétima neoplasia mais prevalente nos
homens e a nona nas mulheres (estimativas INCA - Brasil, 2008).

Nessa forma de céncer, a progressao clinica que pode vir a culminar no
surgimento de um processo invasivo se da da seguinte forma: hiperplasia benigna,
displasia, carcinoma in situ e, finalmente, cancer avancado com alteracdes genéticas
acompanhando essas manifesta¢fes clinicas (TSANTOULIS et al., 2007).

E importante ressaltar também a presenca de condi¢cbes potencialmente
cancerigenas, além de displasia ou hiperplasia, com igual importancia no estudo de
neoplasias bucais. Leucoplasias e eritroplasias sdo bastante importantes dentro
desse grupo, pois esses quadros clinicos podem disparar a cadeia de progressao
tumorigénica citada anteriormente. Portanto, notando-se qualquer uma dessas
desordens aconselha-se, se possivel, a sua remocdo mesmo sem sinais clinicos de
malignidade (ISAAC VAN DER WAAL, 2009). O Liguen plano é uma condicdo
patoldgica oral que esta em debate sobre a sua possivel evolugdo a um quadro de
displasia, havendo a tendéncia de acreditar-se que se trata de uma leséo
potencialmente maligna, embora seja rara a sua evolucdo para uma displasia
liquendide e posterior carcinoma espinocelular (HSUE et al., 2007).

Tomando-se como base um workshop da OMS ocorrido em 2005, a
terminologia corretamente utilizada para condicdes como leucoplasia e eritroplasia é
de desordens potencialmente malignas, tendo sido abandonada a nomenclatura
previamente utilizada de lesbes pré-cancerigenas. Esta postura deve-se ao fato de



gue essas condi¢cdes ndo necessariamente levam a um quadro clinico de tumor oral
invasivo (ISAAC VAN DER WAAL, 2009).

Com isso, muitos estudos foram e estédo sendo desenvolvidos com o intuito de
avaliar possiveis pontos-chave na progressao tumorigénica em cancer oral, sendo
que varias dessas pesquisas utilizam-se do material genético das lesdes para fins
prognosticos. Assim, este trabalho visa analisar quantitativamente o DNA presente
em lesdes cancerigenas e potencialmente malignas a partir do uso de escovas
citolégicas, com posterior espectrofotometria e leitura do material coletado.

2. MATERIAL E METODOS

Os pacientes encaminhados ou que procuraram o Centro de Diagndstico das
Doencas da Boca (CDDB-UFPel) foram examinados detalhadamente e uma vez
identificadas lesdes potencialmente malignas ou malignas, os mesmos foram
encaminhados para a biépsia. Os pacientes foram informados a respeito do presente
estudo e uma vez que se disponibilizaram a participar assinaram termos de
consentimento. O presente estudo obteve a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

As amostras foram coletadas no momento da bidpsia, no qual o paciente
encontrava-se anestesiado, evitando-se assim qualquer desconforto. Foram
utilizadas escovas citologicas descartaveis para friccionar as lesdes por
aproximadamente 30 segundos, realizando-se movimentos de rotacdo e em direcéo
as regioes anterior e posterior da lesdo (vai-e-vem). Foram coletadas duas amostras
de DNA diretamente da lesdo. Apés a coleta, cada escova foi armazenada em um
tubo de microcentrifuga contendo solucéo de lise.

Apbs 24 horas se procedeu a extracdo de DNA, seguindo-se as instrucfes do
fabricante (Puregene DNA Tissue Kits - Gentra Systems, Inc., Minneapolis,
Minnesota). As amostras foram acondicionadas em ultra-freezer (-80°C) até o
momento da realizagcdo da leitura no espectrofotdometro. Para cada uma das
amostras foi obtido 20ul de solucdo e deste volume, 1ul foi retirado e acrescido a
99ul de agua Milli-Q para entédo proceder-se a leitura no espectrofotdmetro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra a quantidade de DNA por escova citoldgica e a sua pureza
(260/280), o local da bidpsia e o diagnéstico de cada um dos sete pacientes que
tiveram o material coletada para o estudo.

Tabela 1. Espectrofotometria realizada a partir de amostras coletadas de sete
pacientes.

No. Local da bi6épsia Diagnéstico ug/escova  260/280

PC

1 Lingua (borda lateral Carcinoma in situ 2.2 1.67
esquerda)

2 Lingua (borda lateral Processo inflamatério crénico com ulceragdo 1.4 2.37
esquerda) e eosinofilia

3 Mucosa labial Acantose e hiperortoceratose com displasia 2.4 2.05
superior esquerda epitelial de moderada a severa

4 Pilar amigdaliano Carcinoma espinocelular 5.0 1.45
esquerdo

5 Mucosa jugal direita Displasia Liquenoide 5.2 151



6 Labio inferior Acantose e hiperortoceratose com displasia 1.8 1.03
epitelial discreta

7 Mucosa jugal direita Carcinoma espinocelular 4.4 1.75

Os valores obtidos em todas as leituras condizem com o que é preconizado
pelo fabricante, onde a expectativa de DNA por escova citoldgica deve estar entre
0.2 e 2.0 ug. Ainda, a quantidade obtida é considerada adequada para estudos
epidemiolodgicos (1,0 a 2,0 pug) (Nedel, 2009). Os maiores valores referentes a
guantidade total de DNA foram observados nas amostras cinco (5,2 pg/escova) e
quatro (5,0 pg/escova), representando displasia liquendide e carcinoma
espinocelular respectivamente. O terceiro maior valor foi o da amostra sete (4,4
pg/escova), um carcinoma espinocelular. Apds essas trés amostras com meédia de
4,9 pglescova, a média das outras quatro diminuiu para aproximadamente 2,0
pg/escova, sem fugir muito desse valor com concentracdes extremas de 1,4 e 2,4
pg/escova. A coleta de material a partir de labio e lingua é relativamente mais dificil
gquando comparada com a coleta em mucosa jugal. Dificuldades decorrentes da
coleta como, regido de dificil acesso da lesdo e/ou em casos de dificil apreenséo do
tecido (lingua) e/ou o tamanhos muito reduzidos de lesdo podem interferir na coleta
do material e influenciar diretamente na quantidade de DNA obtido. Além disso, as
diferencas podem ser atribuidas a variacbes na descamacdo da mucosa oral de
cada individuo (NEDEL et al., 2009).

Entre as trés amostras com maior quantidade de DNA, duas eram
provenientes de carcinoma espinocelular. Por ser um processo ja de tumor maligno,
€ natural que o carcinoma tenha uma relevante quantidade de material genético por
apresentar um alto grau de multiplicacao celular. Entre as displasias, a com maior
concentracdo foi a displasia liquendide, mas o mais interessante entre as amostras
com diagnéstico displasico € a comparacdo entre uma displasia epitelial discreta e
uma de moderada a severa. Esta ultima apresentou maior concentracdo de DNA.
Este fato pode ser explicado por um crescimento de forma mais anormal em
comparacao com uma displasia discreta. Para ilustrar essa informacéo € possivel se
utilizar de pesquisas relacionando a expressao do fator de crescimento de células
endoteliais vasculares (VEGF) e o grau de displasia presente na lesdo. Pesquisas
mostram um aumento significativo da vascularizagdo durante a transicdo de uma
mucosa oral normal, para diferentes graus de displasia, culminando em um quadro
de carcinoma invasivo (CARLILE et al., 2001). Essa vascularizacao foi relacionada
com um aumento gradual da presenca de VEGF nessas lesfes. Porém, existem
alguns resultados conflitantes na literatura a respeito da contribuicdo do VEGF para
a displasia e o carcinoma (JOHNSTONE & LOGAN., 2005). Foi sugerido entdo que a
expressdo de isoformas de VEGF nos tecidos junto com a reagao cruzada de
anticorpos pudesse ter interferido nesses resultados (CARLILE et al., 2001; WONG
et al., 2003).

Com relacdo a pureza do DNA (260/280) os valores encontrados foram
bastante favoraveis, obtendo-se uma média de 1,69. De acordo com Ahn et al.
absorbancias de 1.7-2.0 predizem “DNA limpo”, valores que estdo muito proOximos
aos obtidos no presente estudo. Assim, podemos sugerir que o kit utilizado no
estudo apresentou um desempenho adequado.

4. CONCLUSOES



Em concluséo, observa-se um aumento na quantidade de DNA relacionado
ao agravamento do quadro de displasia, podendo o mesmo ser observado em duas
amostras. No entanto, estudos com um numero maior de amostras devem ser
realizado para que observacdes mais concretas a respeito da quantidade de DNA
em lesdes malignas e em desordens com potencialidade maligna possam ser
afirmadas.
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