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INTRODUCAO

O Liquen Plano Oral (LPO) € uma doenca inflamatoria crénica, de origem auto-imune
cujo potencial para progressao a transformacao maligna tem registro controverso na literatura
(NEVILLE, 1998; GONZALEZ-MOLES et al., 2008). Assim, € importante a identificacdo de
danos genéticos nestas lesdes, uma vez que alteracbes em genes envolvidos com o controle da
proliferacdo e diferenciacdo celular estdo diretamente relacionadas a iniciacdo do cancer.
Entre os diversos marcadores de dano genético, o micronucleo vem se mostrando eficaz, em
diversos trabalhos (CERQUEIRA et al., 1998; CASARTELLI et al., 2000; LEAL-GARZA et
al., 2002) como marcador de risco de desenvolvimento de céncer. Micronucleos sao
estruturas resultantes de fragmentos cromossdmicos ou cromossomos inteiros que nao sao
incluidos no nudcleo das células filhas durante a divisdo celular. Refletem, portanto, a
ocorréncia de danos aneugénicos e clastogénicos e, segundo Bonassi et al. (2007) sdo
marcadores do risco de cancer. De acordo com Tolbert et al. (1991), o computo de alteragdes
nucleares indicativas de apoptose e de necrose, deve ser realizado conjuntamente, pois em
niveis excessivos indicam efeitos genotdxicos e efeitos citotoxicos, aumentando dessa forma a
sensibilidade do teste. Tendo em vista a controvérsia existente, este estudo objetivou avaliar,
com o uso do Teste de Micronlcleo com protocolo diferenciado, a ocorréncia de danos
cromossémicos e apoptose no epitélio oral de individuos com liquen plano.

MATERIAL E METODOS
Grupos Amostrais:

O presente estudo incluiu dois grupos distintos:

a) Grupo |, constituido por uma amostra de 13 individuos com diagndstico clinico e
histopatologico de LPO, encaminhados ao Centro de Referéncia de Lesdes Bucais da
Universidade Estadual de Feira de Santana, e a Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal da Bahia;

b) Grupo Il, constituido por uma amostra, de 20 individuos, sem lesdes na mucosa
oral, encaminhados a clinica da UEFS para atendimento odontoldgico de rotina;
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Método:

O material foi obtido por raspagem gentil da mucosa bucal, da &rea de lesdo (Grupo I)
e area de mucosa normal (Grupos | e Il). Com o material coletado foi feito esfregaco em
lamina de vidro com uma gota de solucédo de soro fisioldgico (NaCl a 0,09%). O material foi
fixado em solucdo de metanol/ acido acético (3:1) e processado de acordo com o método de
Feulgen & Rossenbeck e contra-corados com fast green a 1% em alcool absoluto por 1
minuto.

Analise Citogenética:

A andlise citogenética foi feita sob microscopia Optica e em teste cego com relacdo aos
dados da entrevista. Micronucleos e alteracdes indicativas de apoptose foram identificados de
acordo com os critérios descritos por Tolbert et al. (1991; 1992).

Andlise Estatistica:

Toda a andlise relativa a ocorréncia de micronucleos e alteracfes indicativas de
apoptose foi feita com o uso do Teste Condicional para Comparacdo de Proporgdes em
Situacdes de Eventos Raros, que é um teste de significancia alternativo ao Teste de Qui-
quadrado na linha do Teste Exato de Fisher e adequado a avaliagdo de eventos citogenéticos
guando uma grande amostra de células é necessaria para deteccdo da ocorréncia de
determinada aberracdo cromossdmica. Em todas as analises o nivel de significancia foi de 5%.

Aspectos Eticos:

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Estadual de Feira de Santana sob protocolo n° 059/2006. A pesquisa, atendendo
a Resolugdo do Conselho Nacional de Salde n° 196/96, foi realizada mediante o
consentimento livre e esclarecido dos individuos que por si e/ou por seus representantes legais
manifestaram sua anuéncia a participacdo na pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado nas células obtidas das areas de lesdo dos individuos com LPO um
ndmero de MN (Fig. 1) significativamente maior do que o observado tanto nas células da
mucosa normal desses individuos (y? = 7,2045; G.L. = 1; p< 0,05) quanto nas dos individuos
apresentando mucosa oral sem alteragdes (x° = 4,8289; G.L.= 1; p < 0,05). Ndo houve
diferenca estatisticamente significante quando feita comparacdo entre a ocorréncia de
micronucleos na mucosa normal dos individuos com lesdo e mucosa bucal dos individuos
normais (x* = 1,2151; G.L. = 1; p > 0,20). Dados apresentados na Tabela 1
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Fig. 1 — Célula esfoliada da mucosa oral apresentado um microntcleo (indicado pela
seta)

Tabela 1. Dados referentes a ocorréncia de micronucleos entre os Grupos

Grupo N MN #cels % Particées do y%; p; G.L.=1

Caso™- 13 10 14.139 Caso "~ x Caso """ = 7,2045, p < 0,05

MN 9,9352 .
Caso " 13 1 13889 | =3 Caso ™ xControle =4,8280, p < 0,05

Controle 20 5 22119 P<005  cas0 N x Controle= 1,2151, p > 0,20

M.L. = Mucosa com Lesdo, M.N. = Mucosa Normal, MN= Micronucleo, #cels= total de
células

A andlise das alteracdes indicativas de apoptose, feita do mesmo modo que a analise
de MN revelou que a freqiéncia de alteragdes nucleares indicativas desse processo é
significativamente maior nas células obtidas da lesdo, tanto quando comparadas a mucosa
normal dos individuos com LPO (y? = 9,6175; G.L. = 1; p< 0,05), quanto na comparacéo as
células obtidas dos individuos controle (x°= 44,9628, p<0,001). Ocorréncia de apoptose foi
também maior na mucosa normal dos individuos com lesdo quando feita a comparacdo com
os individuos controle (x? = 9,9638; G.L. = 1; p< 0,05). Dados apresentados na Tabela 2

Tabela 2. Dados referentes a ocorréncia de apoptose (Apo) entre 0s Grupos

Grupo N  Apo  #cels y Particdes do y*; p; G.L.=1
Caso™- 13 500  14.139 Caso "™ x Caso ™N= 96175, p <
44,8306 0,05

Caso™MM 13 399 13889 G.L.=3 Caso™" x Controle= 44,9628,p <
p<0,001 0,001
Controle 20 515 22119 Caso "™ x Controle= 9,9638, p < 0,05
M.L. = Mucosa com Lesdo, M.N. = Mucosa Normal, #cels= total de células, *> cromatina
condensada, picnose e cariorréxis

Apesar desta controvérsia, os resultados encontrados no presente estudo apontam para
um aumento significativo na frequéncia de MN, em individuos com LPO. Este aumento,
também encontrado em outras lesdes sabidamente pré-malignas (CERQUEIRA et al., 1998;
CASARTELLLI et al., 2000; LEAL-GARZA et al., 2002), sugere que o LPO possa estar
relacionado a estagios iniciais de carcinogénese, se caracterizando como uma lesdo pré-
maligna. As alteracGes indicativas de apoptose revelaram-se significantemente mais
frequientes no epitélio oral dos individuos com LPO, tanto na area da lesdo quanto na mucosa
normal dos individuos com lesdo quando comparadas aos individuos sem alteracfes na
mucosa oral. A frequéncia também foi significativamente maior na area da lesdo quando
comparada a mucosa normal dos mesmos individuos. Segundo Tolbert et al., (1991,1992) a
apoptose em excesso reflete genotoxicidade, podendo ser um importante marcador de resposta
para eventos iniciais de carcinogénese. Estes achados d&o suporte a estudos que reportaram
maiores taxas de transformacgdo maligna em individuos que apresentavam esta lesdo, quando
comparados a populagio geral (RODSTROM et al., 2003; GANDOLFO et al., 2003).
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CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo, apesar do pequeno nimero de individuos com lesdes,
revelam uma maior ocorréncia de danos cromossomicos nas células obtidas da mucosa
afetada dos individuos com Liquen Plano Oral, apontando para o potencial dessas lesdes em
evoluir para a transformacdo maligna. Evidenciam também o Teste de Microndcleo com
protocolo diferenciado para contagem de fendmenos indicativos de apoptose como efetiva
ferramenta para o biomonitoramento de individuos portadores dessas lesdes. Devido ao
pequeno numero amostral faz-se necessario a realizacdo de estudos subsequentes, incluindo
um maior nimero de pacientes, com objetivo de obter resultados mais conclusivos.
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