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RESUMO

Os micronucleos sdo estruturas constituidas por
material genético cromatideo contido por uma
membrana, menores que o nucleo principal,
normalmente, sdo formados ao redor da carioteca ou

Centro Universitario de Caratinga — UNEC espalhados ao longo do citoplasma das células.

Varias sdo as vantagens do teste do micronucleo
para o diagnostico de carcinomas espinocelulares
em usuarios cronicos de tabaco sob suas diversas
formas, sendo uma das principais, a possibilidade
de deteccao precoce de danos genéticos na mucosa
bucal, antes mesmo da manifestagdo de quaisquer
outros sinais clinicos ¢ histologicos que evidencie o
carcinoma, além de ser um teste ndo invasivo;
indolor; de baixo custo; com alta especificidade e
sensibilidade e de alto valor preditivo
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1 INTRODUCAO

O ser humano estd continuamente sendo exposto diariamente a diversas substancias citotoxicas
e genotoxicas, de forma consciente ou inconsciente. Dentre estas substancias, as da fumaga do cigarro,
figuram entre as mais prejudiciais.

A fumaga do cigarro ¢ uma mistura complexa de aproximadamente 4.720 substancias toxicas
diferentes, das quais, 60 sdo consideradas potencialmente mutagénicas. As principais sdo: nicotina,
benzopireno, benzeno, niquel, arsénico, as radioativas (polonio 210 e carbono 14), os metais pesados
(chumbo e o cadmio) e os aditivos (conservantes, flavorizantes, intensificadores, umectantes e
compostos de amdnio). Isso, sem citar os residuos de agrotoxicos.

J& € notdrio na literatura cientifica que o habito do consumo cronico de tabaco esté relacionado
ao aumento das taxas de desenvolvimento de carcinomas orais. No processo de formagao do cancer, a
citotoxicidade pode acarretar lesdo cronica seguida por aumento da multiplicagdo celular

compensatoria, hiperplasia e entdo desenvolvimento do tumor. Desse modo, ha correlagdo entre a
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citotoxicidade e os danos genéticos, sendo que o acimulo desses danos no genoma pode favorecer a
progressdo de uma célula normal em maligna (CARVALHO et al., 2002).

De acordo com Martins e Boschini Filho (2003), individuos geneticamente sensiveis a agentes
citotoxicos e genotoxicos, tais como radiagdes, drogas e virus, podem apresentar danos no DNA
genodmico (genotoxicidade), levando aos mais diversos tipos de alteragdes celulares (citotoxicidade).
Entre estas alteragoes se destaca a forma¢ao de micronucleos.

Desde os trabalhos classicos de Stich et al. (1982) e Bugarin et al. (1998), que verificaram que
células de epitélios esfoliativos de individuos fumantes sempre apresentavam uma maior frequéncia
de micronucleos e outras anormalidades nucleares em relacdo ao grupo controle, o teste do
microntcleo vem sendo utilizado na avaliagdo periddica dos fumantes, pois o hébito do tabagismo,
muitas vezes, pode resultar e neoplasias malignas.

Os micronucleos sdo estruturas constituidas por material genético cromatideo contido por uma
membrana, menores que o nlcleo principal, e resultam de fragmentos cromossdmicos acéntricos que
se comportam independentemente dos outros cromossomos do nucleo durante a divisdo celular.
Normalmente, sdo formados ao redor da carioteca ou espalhados ao longo do citoplasma das células.

O micronucleo forma-se como uma resposta ao dano genético ocasionado pela acdo de agentes
mutagénicos, e, por este motivo, a avaliacdo deste bioindicador ¢ amplamente utilizada para indicar a
exposicao aos agentes toxicos contidos no cigarro (MENDES, 2018).

Virias sdo as vantagens do teste do microntcleo em células dos epitélios esfoliativos, dentre
elas destacam-se: refletem as alteracdes citogenéticas que ocorreram na populacdo de células em
constante divisdo na camada basal; monitoraram pessoas com alto risco de desenvolver cancer como
fumante e alcodlatras; ¢ um método ndo invasivo e de preparagdo simples, 0 que permite pesquisa em
nivel epidemioldgico; e possibilita resultados compativeis com os obtidos em técnicas mais
sofisticadas como, por exemplo, cultura in vitro de linfocitos e DNA satélite.

Diversos estudos comprovaram a eficacia do teste do micronticleo como indicador de danos
citogenéticos em células do epitélio de revestimento oral, bronquico e esofagico (CARVALHO et al.,
2002; MUNOZ et al; 1987; STICH et al; 1982; RAMIREZ et al; 1999 ¢ LIPPMAN et al; 1990). Este
teste ¢ indicado como principal procedimento, tendo em vista que ¢ rapido, barato, ndo-invasivo, com
a possibilidade de ser repetido varias vezes, para a preven¢do e monitoramento de individuos sob o
uso recorrente de tabaco e outras substancias mutagénicas (CARVALHO et al., 2002) que podem
induzir o cancer de boca.

O cancer de boca pode ser definido como um conjunto de neoplasias malignas que afetam
diversos sitios anatdomicos na regido da cabeca e do pescoco. Nao h4, na literatura internacional, uma
padronizacao das localizagdes primarias incluidas nas defini¢des de cancer de cavidade oral ou cancer

de boca. Neste contexto, serdo consideradas como cancer de boca as neoplasias malignas de 1abio,
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lingua, gengiva, assoalho da boca, palato duro, outras partes da boca, que correspondem,
respectivamente, aos codigos C00, do C002 ao C05.0 e C06 da Classificagdo Estatistica Internacional
de Doengas e Problemas Relacionados a Satde (CID-10) (BRASIL, 2022)

O perfil epidemioldgico dos individuos acometidos pelo cancer de boca estd bem estabelecido
na literatura. A doenca ¢ mais prevalente em homens, com mais de 40 anos, tabagistas, de baixa
escolaridade e baixa renda. A lingua ¢ considera o 6rgdo mais agredido, € o carcinoma de células
escamosas (CCE) ¢ o tipo histopatologico mais frequente (RUTKOWSKA et al., 2020).

A Politica Nacional de Prevencao e Controle do Cancer (PNPCC) afirma que o cancer ¢ uma
doenga cronica e prevé, em suas diretrizes, agdes de promocao da satude, prevengao primaria, deteccao
precoce, diagndstico, tratamento e cuidados paliativos. De acordo com a normativa, deve-se garantir
toda a linha de cuidado na rede de atengdo a satide, baseando-se em evidéncias cientificas (BRASIL,
2013).

O fato das neoplasias se apresentarem indolores, o atraso no reconhecimento da lesdo pelo
dentista ou pelo médico e a falta de acesso da populacao aos servicos de saude, dificultam o diagndstico
precoce do cancer de boca e de outras lesdes pré-malignas, como as leucoplasias, que podem preceder
0 seu aparecimento na boca e que por isso sao consideradas precursoras do carcinoma epidermdide ou
espinocelular (CEC).

Considerando-se os estudos supracitados que demonstram a importancia do teste do
micronucleo no biomonitoramento de individuos expostos aos mutagénicos, muitos dos quais,
responsaveis pela carcinogénese bucal, o presente capitulo teve como objetivo de apresentar esta
técnica alternativa; ndo invasiva; indolor; de baixo custo; com alta especificidade e sensibilidade e alto
valor preditivo, para identificacdo precoce do cancer de bucal em fumantes, porém, pouco conhecida

entre os odontologos e outros profissionais de satude.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE BOCA

O cancer de boca representa 3% dos casos de cancer no mundo, levando em consideracao todos
os tipos de cancer (SOARES, BASTOS NETO e SANTOS, 2019). De acordo com a Organizagao
Mundial de Satide (OMS), para o ano de 2030 a estimativa de casos novos esta em torno de 27 milhdes,
sendo que, o Brasil apresenta a maior taxa de incidéncia cancer de boca da América do Sul, de 3,6
casos por 100 mil habitantes, e a segunda maior taxa de mortalidade, de 1,5 morte por 100 mil
habitantes (BRASIL, 2022).

A etiologia do cancer de boca ¢ multifatorial, de maior predisposi¢@o para neoplasias malignas
em regido de cabeca e pescoco. Os principais casos estdo relacionados a fatores epigenéticos em

relacdo aos individuos que fazem uso recorrente de alcool e tabaco possuem uma.
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A identificagdo de fatores de risco que auxiliam no diagndstico precoce da doenca € essencial,
porém, no Brasil a identificagdo das lesdes malignas em estagio inicial corresponde a menos de 10%
dos diagnoésticos (VOLKWEIS et al., 2014).

A alta na prevaléncia, incidéncia e letalidade dos individuos acometidos pelo cancer de boca
na populacao brasileira apontam a necessidade desta patologia ser investigada por meio de pesquisas
epidemioldgicas, ndo apenas para monitoramento da

doenga, mas como forma de garantir a caracteriza¢ao do perfil da populacdo de risco e tragar
politicas de saude publica para toda a populacao (SANTOS et al., 2012).

Embora a cavidade oral possa ser acometida por diferentes tipos de neoplasias malignas como
os tumores de glandulas salivares (adenocistico, mucoepidermoide, tumor de células acinares e
adenocarcinomas), sarcomas ¢ melanomas, o tipo histologico mais freqiiente € o carcinoma
epidermoide ou espinocelular (CEC), representando 90% dos tumores malignos dessa regido
(BRASIL, 2022).

A identificagdo dos fatores de risco e o diagnoéstico precoce sdo de basilar importancia para

elaboragao de politicas publicas de prevencao.

2.2 FATORES DE RISCO PARA A NEOPLASIAS ORAIS: O CONSUMO DE TABACO.

As neoplasias orais, tal como outras, ¢ uma alteracdo celular pouco reversivel, resultante de
mutacoes em genes envolvidos nos mecanismos de reparo do DNA; no controle da proliferacao e da
diferenciagdo celular. Além disso, alteragdes em genes das vias de apoptose podem contribuir para a
promocdo da doenga, uma vez que células que tém DNA lesado escapam da morte e podem gerar
descendentes geneticamente alteradas (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Fatores de risco para o desenvolvimento de neoplasias devem, portanto, atuar na inducao de
alteragdes no material genético, levando a ocorréncia tanto de mutagdes génicas quanto de alteracdes
cromossomicas.

O consumo de tabaco industrializado ¢ o mais importante fator de risco independente para o
desenvolvimento de neoplasias orais e de faringe, constituindo-se na principal causa evitavel de morte
prematura. Estima-se que 10 milhdes de pessoas morrerdo de doencgas tabaco-relacionadas no ano
préoximo ano (2020) dos quais 70% estardo em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, como
o0 Brasil.

Além do cigarro industrializado, outras formas de consumo do tabaco, a exemplo do cachimbo,
charuto e o mascar do fumo, também estdo associadas a essas neoplasias (WARNAKULASURIYA;
SUTHERLAND; SCULLY, 2005).

A fumaga do cigarro ¢ uma mistura complexa de aproximadamente 4.720 substancias toxicas

diferentes, das quais, 60 sdo consideradas potencialmente mutagénicas. As principais sao: nicotina,
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benzopireno, benzeno, niquel, arsénico, as radioativas (polonio 210 e carbono 14), os metais pesados
(chumbo e o cddmio) e os aditivos (conservantes, flavorizantes, intensificadores, umectantes e
compostos de amdnio). Isso, sem citar os residuos de agrotoxicos.

Das 60 substancias potencialmente mutagénicas, destacam os hidrocarbonetos aromaticos, o
benzopireno e as nitrosaminas especificas do tabaco (TSNs): nitroso-nor-nicotina (NNN),
nitrosopyrrollidine (NPYR), nitrosodimetilamina (NDMA), e 4 - (methylnitrosamino) -1 - (3-piridil) -
1-butanona (NNK), que sdo soliveis em dgua e que apresentam maiores danos as células (JOHNSON,

2001).

2.3 METODO DE COLETA E A QUALIDADE DO ESFREGACO DE MUCOSA ORAL

A citopatologia ¢ um método diagnostico, baseado na andlise das caracteristicas morfologicas
de um pequeno conjunto de células que se destacam das superficies epiteliais, decorrente do processo
constante de esfoliacdo ¢ renovagao celular.

O estudo dessas células pode sugerir um diagnodstico de acordo com as alteragdes estruturais
encontradas. Existem relatos de inimeros métodos de coleta dessas células na literatura. A citologia
esfoliativa convencional e a citologia esfoliativa em base liquida sdo dois dos mais conhecidos dentre
esses métodos. Sendo que no presente projeto serd focado apenas consideragdes sobre citologia
esfoliativa convencional.

A andlise citologica € uma técnica minimamente invasiva, que se constitui em menor
traumatismo, representando, assim, um método diagndstico de infima morbidade para o paciente. Com
isso, credita-se a citopatologia um melhor efeito psicologico, em relacdo as demais técnicas
diagnosticas, proporcionando uma maior colaboragdo por parte do doente bem como a sua adesao ao
tratamento. Outra vantagem ¢ a maior superficie de amostragem, ja que nao ¢ criada qualquer solugao
de continuidade, haja visto que o exame ndo compromete a integridade do epitélio, podendo a
esfoliacdo ser realizada em mais de um sitio (LUCENA, et al. 2011).

Como desvantagens, a citopatologia caracteriza-se fundamentalmente pelo estudo das células
que se destacaram de um tecido de revestimento pela friccdo de um instrumento de coleta. Logo,
conclui-se que, por meio desse método diagndstico, ndo € possivel estabelecer o carater de normalidade
da relacdo intercelular. A visualizag¢do de células isoladas, sem a andlise das alteracdes arquiteturais do
tecido, tem sido considerada uma das principais limitacdes do uso da citologia esfoliativa, por
aumentar a possibilidade de falsos-positivos e falsos negativos (MERLIN, 2002).

Além disso, pode-se citar o alto grau de resultados ndo conclusivos ou com material insuficiente
ou inadequado. Tais resultados podem decorrer da ndo padronizacdo da técnica e/ou inexperiéncia do

responsavel pela coleta. Outro ponto negativo € o fato de o exame sé ser utilizado em lesdes de
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superficies, ou seja, lesdes confinadas na profundidade de tecidos, como o 6sseo € o conjuntivo
propriamente dito que ndo podem ser diagnosticadas (FONTES, 2008).

O epitélio da mucosa bucal destinado a analise do teste do micronucleo possui varias vantagens,
como o baixo custo e a praticidade de coleta que facilita o desenvolvimento de pesquisas de
biomonitoramento de substancias citotoxicas e genotoxicas.

A técnica utilizada neste teste constitui raspagem do epitélio da mucosa bucal por meio de uma
espatula de madeira ou plastico, como sugerido por Tolbert et al. (1992) e Palaskara, Jindal, (2010).

Ao iniciar a coleta, o primeiro passo € garantir uma assepsia local através de bochecho com
agua a fim de evitar que a presenca de bactérias ou outras substancias interfiram nas leituras (SUHAS
et al.,, 2004 e THOMAS, 2009). Em seguida, a raspagem do epitélio da mucosa bucal latero-inferior
dos pacientes com a espatula de madeira é realizada. Por fim, ap6s a coleta, as amostras serdo
direcionadas ao armazenamento em solucdo salina a 0,9% (MACHADO-SANTELLI, 1994 ¢
BONASSI et al. 2009).

2.4 TIPOS DE COLORACAO EM TESTES DE MICRONUCLEOS

As maiores diferencas na forma de se realizar o teste de microntcleo encontrado nos textos
cientificos, isso ¢ na sua metodologia, sdo no tipo de coloracdo usada para identificar o microntcleo.
Um método de coloragdo de baixo custo e bastante empregado ¢ o de May-Griinwald/Giemsa (MGGQG).
Neste método, as laminas, com o esfregago de células da mucosa bucal sdo secas ao ar e em seguida
coradas com May-Griinwald por 5 minutos. Depois dessa fase, as ldminas sdo coradas com Giemsa 15
minutos e apoOs esse processo sdao lavadas em agua corrente (PALASKARA; JINDAL, 2010). Tal
método de coloracao possibilita uma melhor observacao do nucleo da célula e ¢ amplamente utilizada
em células do tecido sanguineo, apesar de ndo apresentar marcagdo especifica para o DNA (THOMAS
et al., 2009; NERSESYAN et al., 2006).

De acordo com Nersesyan et al. (2006), a maior limitacdo da MGG ¢ a falta de especificidade
para marcagdo de DNA, o que permite que acontegam resultados falso-positivos com certa frequéncia.
Corantes fluorescentes também podem ser usados para realizacao do teste do micronticleo, mas esta
técnica possui menor frequéncia de uso (aproximadamente, 13%) quando se fala dos laboratorios que
fazem parte do projeto HUMN (BONASSI et al., 2009). Este método de avaliagdo demanda maior
custo devido ao uso de anticorpos e de um microscopio de fluorescéncia.

A técnica de Feulgen ¢ a mais comum para estudos de micronticleos (aproximadamente, 56%)
nos laboratérios que fazem esse tipo de teste (TOLBERT et al., 1992; THOMAS et al., 2009;
BONASSI et al., 2009). O primeiro a ser feito nessa técnica ¢ a imersdo das ldminas, contendo as
células da mucosa bucal, em HCl a 1 M em temperatura ambiente por 1 minuto, em seguida, uma nova

imersdo das laminas ¢ realizada em HCl a 1 M a 60 °C por 10 minutos e, novamente, em HCla1 M a
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temperatura ambiente por 1 minuto. As imersdes realizadas na solucao de HCI sdo responsaveis pela
hidrolise das bases, sendo uma das fases mais importantes para coloracdo na técnica de Feulgen. Essa
hidrolise feita possui a finalidade de separar as bases puricas do agticar da desoxirribose, expondo os
grupos aldeidos livres, deixando a cadeia do DNA preservada e apurinica (CHIECO; DERENZINE,
1999). Na etapa seguinte a hidrélise, as laminas sdo imersas no reagente de Schiff por 1 hora
(TOLBERT et al., 1992). Nesta etapa, as regides especificas das células com os grupamentos aldeidos
livres na molécula do DNA apurinico associam-se a Pararosanilina, um corante ndo metilado na cor
magenta dissolvido no reagente de Schiff (CHIECO; DERENZINE, 1999). A ligacdo entre a
pararosanilina ¢ a molécula do DNA ¢ considerada especifica, impedindo assim as agdes dos
interferentes inespecificos no resultado. Este método de coloracdo ¢ o mais propicio quando o objetivo
¢ quantificar o DNA devido ao fato de possuir alto grau de especificidade para marcagdo da molécula
de DNA (CHIECO; DERENZINE, 1999). Ademais, na coloracdo por Feulgen/Fast Green, o
citoplasma fica com uma colora¢do que ajuda na identificagdo do micronucleo, se trata de uma
coloracdo transparente e clara, que permite uma identificagdo mais adequada do micronucleo em

microscopio 6ptico comum (HOLLAND et al., 2008; THOMAS et al., 2009).

2.5 CRITERIOS PARA A IDENTIFICACAO DO MICRONUCLEO EM CELULAS DA MUCOSA
BUCAL

Para a identificagdo dos micronucleos sera utilizada a técnica proposta por Tolbert; Shy; Allen
(1992), com modificacdes ja realizadas por Carvalho et al. (2202) e necessarias para o sucesso da
técnica. Os padrodes sugeridos sdo:

a) Contagem de células: devem ser incluidas as que tenham os nticleos normais e os intactos,
com perimetro nuclear liso e distinto; que apresentassem o citoplasma intacto corados por Fast Green,
com excecdo das que tinham pequenas dobras e pouca ou nenhuma sobreposicdo com células
adjacentes.

b) Contagem dos micronucleos: deve-se ser considerados micronucleos aqueles que
apresentam um halo circundante sugestivo de uma membrana, menos de 1/3 do diametro do nucleo
associado, intensidade da coloragdo com Schiff semelhante ao nucleo e mesmo plano focal a
microscopia. A andlise deverd ser realizada em 1.000 células para cada uma das laminas a ser
analisadas, de cada individuo e a seguir o nimero de microntcleos das regides A e B deverdo ser
somados e a mediana devera ser expressa em numero de micronucleos por 1.000 células. A presenca
de células micronucleadas ¢ evento aleatorio, que exibe uma distribui¢do de Poisson, e deste modo a
comparagdo entre as frequéncias de microntcleos devera ser realizada por teste ndo-paramétrico com

p <0.05.
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2.6 AVALIACAO DO QUANTITATIVO DE CELULAS

Seguindo a sugestdo de Tomas et al. (2009), para células da mucosa da boca, a avaliagdo
quantitativa de células serd realizada a partir da analise de 1.000 a 2.000 células, esse nimero pode
variar devida a coleta do material e para melhor precisdo da pesquisa. A pesquisa inicial ¢ individual e
o material coletado de cada voluntario deverd ser analisado separadamente. As células devem ser
quantificadas e dentre elas, as com a presenca de micronucleos, também serdo contadas, separando em

grupos.

2.7 COMO OBTER E PREPARAR O MATERIAL PARA ESTUDO CITOGENETICOS: DANOS
CROMOSSOMICOS E APOPTOSE

O material destinado a analise citopatologia deve ser coletado por meio de raspagem gentil da
mucosa oral com espatula abaixador de lingua, e com ele deve ser realizado um esfregago em lamina
de vidro limpa previamente contendo uma gota de soro fisioldgico (NaCl a 0,9%.) As laminas com o
material coletado deverdo ser secas ao ar a temperatura ambiente e posteriormente deverdo ser fixadas
em solucao de Carnoy (etano/acido acético na concentragao de 3:1) por 24 horas.

A hidroélise das células contidas nas laminas devera ser realizada em acido cloridrico (5N) por
15 minutos seguindo-se de lavagem em agua destilada por trés vezes.

A coloragdo devera feita utilizando o reativo de Schiff, e a contra coloragcdo com Fast Green a

1%. As laminas permanentes deverao montadas com Entelan®.

2.8 CUIDADOS PARA ANALISES MICROSCOPICAS DE TESTES DE MICRONUCLEOS

Toda a anélise citopatologia devera realizada sob microscopia Optica (200x) e em teste cego
sobre as amostras coletas.

Deverdo ser analisadas no minimo 2.000 células por individuo, para uma maior acuracia do
teste, pois micronucleos aleatérios e/ou alteragdes nucleares, sem significancia estatistica, podem ser
identificadas na mucosa bucal. Os critérios de identificagdo de micronucleo deverdo seguir os descritos
por Tolbert, Shy e Allen (1992), considerando-se micronucleos estruturas arredondadas e distintamente
separadas do nucleo, com limites bem definidos, medindo cerca de 1/3 a 1/5 do tamanho do nucleo e
apresentando-se em relacdo a este, estrutura cromatinica e coloracdo similar, além de serem
visualizados no mesmo plano (FIGURA 1a).

Nas andlises citopatologias, também deverdao computadas células apresentando alteracdes
nucleares degenerativas indicativas de apoptose: cariorréxis, cromatina condensada e picnose
(FIGURAS 1b, ¢, d). Somente células com citoplasma integro deverdo ser computadas, seguindo
orientagdes de padrdes citopatologicos gerais em condigdes benignas e malignas, de acordo com o

caderno técnico em citopatologia do Ministério da Saude (BRASIL, 2012).
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FIGURA 1 - Fotomicrografias indicativas de ocorréncia de Micronucleo (A), Cariorréxis (B), Cromatina condensada (C)
e Picnose (D).

2.9 SUGESTOES PARA OS PROCEDIMENTOS DE ANALISES ESTATISTICAS

O teste de andlise de variancia (ANOVA) devera ser utilizado para a detec¢do de diferencia
significativas das frequéncias de micronucleos pelo teste F (p < 0,05) e a comparagdo das frequéncias
médias devera ser feita por meio do teste de Tukey ao nivel de 95% de probabilidade.

Para confirmacdo de efeitos aleatorios sobre os pardmetros analisados, a distribui¢do de Poisson
devera ser verificada, para determinar se o nimero de possiveis ocorréncias de alteragdes nucleares
discretas seja muito maior do que o numero médio de ocorréncias em um determinado intervalo de
tempo ou espaco. Desta forma, o nimero de possiveis ocorréncias, muitas vezes ndo se sabe
exatamente. Os resultados devem ocorrer de forma aleatoria, ou seja, totalmente por acaso e da
probabilidade de ocorréncia ndo deve ser afetado por ser ou nao os resultados ocorridos anteriormente,
de modo que as ocorréncias sdo independentes.

Outros testes estatisticos também devem ser utilizados, tais como sugerido por Miranda (2006):

- Teste de ShapiroWilk para verificar se as variaveis tinham distribui¢cao normal;

- Correlacdo de Spearman para verificar a correlagdo entre os grupos;

- Teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon para verificar a existéncia de diferenga entre
grupos dependentes (comparacgdo intraindividual dos pacientes com cancer bucal);

- Teste das Somas dos Postos de Wilcoxon para verificar a existéncia de diferenca entre
grupos independentes;

- Teste de KrustalWallis para comparar grupos independentes;
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- Teste Exato de Fisher para verificar associacdo entre variaveis;
- Curvas ‘ROC’ para determinar pontos de corte e varidveis com poder de predicdo de
doenga;

- Teste de McNemar para comparar sensibilidade e especificidade entre as variaveis.

2.10 CONSIDERACOES ETICAS

Como trata-se de um estudo que envolve coleta de amostra bioldgica e com seres humanos, o
mesmo devera ser cadastrado na Plataforma Brasil e avaliado por um Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) registrado no conselho nacional de saude.

Os sujeitos da pesquisa deverdo ser conscientizados quanto aos objetivos da pesquisa e
informados de que os preceitos éticos deverdo ser assegurados, inclusive o anonimato, sendo
necessaria uma assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme resolugao n°

466/12 que trata de pesquisa envolvendo seres humanos (BRASIL, 2012).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Pelo exposto acima, verifica-se que o teste do micronucleo possibilita a detecgdo precoce de
danos genéticos na mucosa bucal, antes mesmo da manifestacdo de quaisquer outros sinais clinicos e
histologicos que evidencie o cancer, tornando-o valiosa ferramenta na prevencao dos carcinomas
espinocelulares que sao responsaveis por mais de 90% das neoplasias malignas que ocorrem na mucosa

bucal e tém como principal fator de risco o uso crénico do tabaco sob suas diversas formas.
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