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RESUMO

O principal objetivo desta revisao bibliografica é reunir numa monografia 0s
conhecimentos necessarios a realizacdo de um futuro trabalho de investigacao, que
relacione as concentracfes dos elementos vestigiais em tecidos neoplasicos da cavidade
oral com os que se verificam em tecidos saudaveis. Para a analise desses elementos
pode ser utilizado um método de quimica analitica designado por fluorescéncia de raio-

X por dispersdao em comprimento de onda (WDXRF).

Esta monografia apresenta, portanto, dois temas que se interligam, o do cancro oral e 0
da investigacdo de elementos vestigiais com tecnicas analiticas. No primeiro séo
abordados os diversos parametros da doenca: epidemiologia, fatores de risco,
diagnostico, prognostico e terapéutica. Aborda-se com especial relevancia os capitulos
do diagnostico, referindo os mais recentes métodos disponiveis para o0 médico dentista,
e o do progndstico, com uma compilacdo dos seus mais importantes fatores, salientando
o0 dos biomarcadores. Na parte da investigacdo dos elementos vestigiais com técnicas
analiticas abordaram-se trés capitulos: 1 - elementos vestigiais e 0 seu papel no cancro,
2 - investigacdo dos elementos vestigiais em amostras biomédicas e por fim, 3 - técnicas
analiticas usadas na investigacdo dos elementos vestigiais, com descrigdo dos principais
métodos capazes de detetar elementos vestigiais. A técnica de XRF foi mais
desenvolvida para melhor informar sobre os seus fundamentos operacionais, uma vez
que serd, possivelmente, esta a técnica utilizada no trabalho de investigacédo futuro.
Desenvolveu-se também um capitulo sobre a aplicacdo das técnicas analiticas no caso
dos cancros da mama, célon e estbmago, como referéncia importante ao futuro projeto
de investigacdo no cancro da cavidade oral. O ultimo capitulo consiste num protocolo
experimental a ser aplicado no projeto de investigacao, onde se abordam aspetos
fundamentais tais como: a colheita das amostras, preparacgdo e a analise por WDXRF na
méaquina do ISCSEM.

Palavras-chave: elementos vestigiais, cancro oral, biomarcadores, técnicas analiticas,
WDXRF.



ABSTRACT

The main purpose of this work is to a survey the necessary body of knowledge for a
future research project. The scope of this research work is to correlate the
concentrations of trace elements in neoplasic tissues on the oral cavity with those
occurring in healthy tissues. For the analysis of these elements a novel approach was
envisaged by using a method of analytical chemistry called WDXRF due to the

availability of research equipment and know-how in the University.

The monograph presents two interrelated subjects, the oral cancer and the research of
trace elements with analytical techniques. The first subject creates a context for
understanding the various parameters of the disease: epidemiology, risk factors,
diagnosis, prognosis and treatment. Some chapters were considered more relevant and
are more thoroughly discussed: diagnosis, reviewing the latest methods available to the
dental practitioner; and prognosis, with a compilation of the most important factors and

highlighting the role of biomarkers.

The research of trace elements with analytical techniques was decomposed in three
sections: trace elements and their role in cancer; research of trace elements in
biomedical specimens and, finally, analytical techniques used to investigate trace
elements, describing the main methods available to detect trace elements. The XRF
technique was further developed to better enlighten its operating fundamentals, due to
the possibly of its usage in future research work. A chapter on the application of
analytical techniques in other cancers like breast, colon and stomach was introduced as
pointers for future research on cancer of the oral cavity project. The last chapter consists
of an experimental protocol to be applied in the research project, which addresses
fundamental aspects such as: collection of samples, preparation and analysis in the
ISCSEM’s WDXRF machine.

Key words: Trace elements, oral cancer, biomarkers, analytical techniques, WDXRF
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Caracterizacao elementar das alteragBes em tecidos carcinomatosos da cavidade oral por técnica de
florescéncia de raio-X por dispersdo em comprimento de onda

1 INTRODUCAO

O cancro oral permanece como uma das poucas doencas orais potencialmente fatais no
mundo ocidental, ocupando a sexta posi¢do de cancro com maior incidéncia a nivel
global. A lesdo maligna mais comum na cavidade oral é o carcinoma espinocelular,
outros tipos de cancro incluem os carcinomas de células ndo-escamosas, sarcomas,
linfomas e melanomas (Warnakulasuriya, 2009; Zini, Czerninski, & Sgan-Cohen,
2010).

A lingua é o local mais comum para o cancro intraoral nas populagdes ocidentais, com
uma incidéncia de 40-50%. Em Portugal a incidéncia do cancro oral e da orofaringe tem
vindo a aumentar; esta tendéncia de aumento foi mais evidente para o cancro oral nas
mulheres e para o cancro da orofaringe nos homens. A maioria dos paises apresenta
taxas de sobrevivéncia de cinco anos para o cancro da lingua, da cavidade oral e da
orofaringe em torno de 50%. O melhor resultado é para o cancro do labio, mais de 90%
dos pacientes sobrevivem depois de cinco anos. A menor sobrevivéncia € a dos tumores

da hipofaringe (Monteiro, Antunes, Bento, & Warnakulasuriya, 2013; Zini et al., 2010).

A incidéncia do cancro oral tem aumentado globalmente na Gltima década, grande parte
devido ao diagndstico tardio, consequéncia da falta de formacao dos profissionais de
salde para a detecdo precoce das lesdes e ao facto dos pacientes demorarem cerca de 3
meses a procurar aconselhamento profissional apds terem conhecimento de qualquer
sintoma (Gémez et al., 2010; Messadi, 2013).

Apesar dos avangos terapéuticos, o diagnostico precoce do cancro oral e das lesdes pré-
malignas continua a ser a melhor forma de garantir a sobrevivéncia e qualidade de vida
do paciente (Messadi, 2013).

Recentemente varios avancos tém sido alcangados a nivel do cancro oral, que
permitiram o desenvolvimento de novas ferramentas de diagnéstico potencialmente
uteis a nivel clinico e molecular para a detecéo precoce do cancro oral. O Golden
standard para o diagnostico do cancro oral continua a ser a bidpsia do tecido com a
avaliacdo histoldgica, mas esta técnica necessita sempre de um profissional de satde
treinado e de um histopatologista experiente, sendo também considerada um método

invasivo, doloroso, dispendioso e demorado (Avon & Klieb, 2012; Messadi, 2013).
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Introdugéo

Os biomarcadores, essenciais para o diagndstico e prognostico, sdo qualquer tipo de
elemento mensuravel, capaz de demonstrar a presenca de malignidade ou potencial
maligno, ou de prever o comportamento do tumor em relagédo ao tratamento. A
identificacdo de novos marcadores é crucial, pois estes permitem personalizar o
tratamento, adequando-o para a cada tipo de tumor, evitando desse modo tratamentos
desnecesséarios que podem deteriorar a qualidade de vida do paciente (Schliephake,
2003; Marina Silva, Soave, Ribeiro-Silva, & Poletti, 2012).

A andlise dos elementos vestigiais, constituintes essenciais de proteinas, enzimas e
membranas celulares, ganhou grande interesse, devido ao seu papel em certas funcoes
vitais do organismo. Quando hd uma expressao anormal, parecem contribuir para varios
processos patoldgicos, incluindo o crescimento tumoral, invasdo e metastase. Alguns
elementos, tais como, ferro, cobre e zinco sdo encontrados em concentracGes
significativamente mais elevadas nos tecidos neopléasicos (malignos e benignos) do que
nos tecidos saudaveis, pelo que aparentam ter um elevado potencial como
biomarcadores de diagndstico e de progndstico, apesar do seu papel ainda ndo estar
completamente descrito na literatura disponivel (Mulware, 2012; Marina Silva et al.,
2012).

Para a analise dos elementos vestigiais recorre-se a diversas técnicas de quimica
analitica que permitem obter dados qualitativos e quantitativos sobre os elementos
presentes na amostra. A técnica de fluorescéncia de raios-X (XRF) é uma técnica de
analise multielementar com diversas vantagens relativamente a outros métodos de
investigagdo, porque se trata de um procedimento simples e rapido de anélise de um
grande namero de amostras, alta sensibilidade e limites de detecdo relativamente baixos,
ou seja permite a determinacdo de elementos em baixas concentracdes (Mariana Silva,
Tomal, Pérez, Ribeiro-Silva, & Poletti, 2009; Marina Silva et al., 2012).

Existe uma série de estudos sobre 0s niveis dos elementos vestigiais em tecidos
neoplasicos e saudaveis humanos, principalmente no figado, pulméo e rim, utilizando
diferentes técnicas analiticas (Mulware, 2013). No entanto existem poucos estudos que
apliguem a anélise de elementos vestigiais em tecidos carcinomatosos e ndo-
carcinomatosos da cavidade oral. A grande maioria dos estudos utiliza amostras de soro
sanguineo e alguns utilizam amostras de saliva (Ayinampudi & Narsimhan, 2012;
Khanna, Udas, Kumar, Suvarna, & Karjodkar, 2013; Shetty et al., 2013).

13



Caracterizacao elementar das alteragBes em tecidos carcinomatosos da cavidade oral por técnica de
florescéncia de raio-X por dispersdo em comprimento de onda

O presente trabalho consiste numa revisdo bibliografica e esta dividido em duas grandes
vertentes, a do cancro oral e das técnicas de quimica analitica. Na primeira parte do
trabalho sdo abordados os diversos aspetos da patologia, dando especial relevancia ao
diagnostico, prognostico e ao papel dos diversos elementos vestigiais ho cancro em
geral. No diagnostico descrevem-se 0s mais recentes métodos, passiveis de serem
utilizados pelo médico dentista na detecao e diagndstico de lesGes potencialmente
malignas e de cancro oral, bem como a importancia do exame convencional da cavidade
oral por parte do profissional e a do auto-exame por parte dos pacientes. No prognostico
faz-se uma sintese dos fatores principais capazes de determinar o desfecho da doenca,
com uma compilacdo dos principais fatores de prognostico moleculares para o cancro da
cabeca e pescoco. Nesta vertente é também abordado o tema dos elementos vestigiais,

descrevendo a sua fungdo no organismo e o seu papel no surgimento do cancro.

Na segunda parte desta monografia descrevem-se os fundamentos das técnicas de
quimica analitica, com uma breve descricdo dos métodos mais utilizados e
aprofundando os aspetos mais importantes da espectrometria de fluorescéncia (XRF).
Faz-se também uma sintese das principais aplicacfes dos métodos de quimica analitica
em oncologia, nomeadamente para 0s cancros da mama, célon, estbmago e cavidade

oral.

A parte final deste trabalho consiste num protocolo experimental a ser aplicado, em
larga escala, no trabalho de investigacdo futuro, com um nimero de amostras elevado,
passivel de comprovar a existéncia de variacGes nas concentracdes de certos elementos
vestigiais em tecidos carcinomatosos da cavidade oral e, possivelmente utilizar esses
elementos como biomarcadores de diagnostico e de prognoéstico. Neste capitulo
abordam-se alguns aspetos fundamentais, tais como a colheita das amostras, preparacao
e a analise por WDXRF na maquina do ISCSEM.

14



Desenvolvimento

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 CANCRO ORAL

2.1.1 Epidemiologia
O cancro oral é um problema grave que tem vindo a alastrar a varias zonas do globo,

sendo hoje em dia o sexto cancro mais comum no mundo. Mais de 90% das lesdes
malignas da cavidade oral séo carcinomas das células escamosas (Warnakulasuriya,
2009).

Figura 1 - Paises com elevada incidéncia e mortalidade de cancro oral (Warnakulasuriya,
2009)

A nivel europeu o cancro oral e da orofaringe ocupam a 72 posicao, estando a Franga e a
Hungria no topo dos paises com mais incidéncia. Espanha, Portugal, Alemanha, Suica e
as regides do norte de Italia apresentam taxas de incidéncia intermédias quando
comparadas com outros paises europeus. O Reino Unido surge, & semelhanca de outros
paises (Grécia, Finlandia e Suécia) como um dos paises em que o0 cancro oral é pouco

comum, estando na décima quarta posicado (Ferlay et al., 2007; Warnakulasuriya, 2009).
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Caracterizacao elementar das alteragBes em tecidos carcinomatosos da cavidade oral por técnica de
florescéncia de raio-X por dispersdo em comprimento de onda

Na Ameérica do sul e Caraibas, o cancro oral e da orofaringe surge na 5 posi¢do no
ranking dos cancros mais prevalentes. Paises como o Brasil, Argentina e Uruguai

apresentam os niveis de incidéncia mais elevados (Warnakulasuriya, 2009).

No continente africano é extremamente dificil recolher dados de incidéncia de cancro
oral, uma vez que existem poucos hospitais com registos de cancro; no entanto ndo ha
grande evidéncia que o cancro oral seja um problema sério nos paises deste continente
(Warnakulasuriya, 2009).

Os paises do sul da &sia encontram-se entre os paises com maior incidéncia de cancro
oral e da orofaringe, no mundo. Apesar de a India ter sido sempre considerada como o
pais com maior incidéncia deste tipo de cancros, estudos mais recentes revelam que o
Sri Lanka é o pais com maior incidéncia, com 15,5% de todos os cancros na populagao
masculina. No outro lado do espectro temos o Japao, onde o cancro oral e da orofaringe
é pouco comum, com uma taxa de incidéncia de 1.1% (Jemal et al., 2011;

Warnakulasuriya, 2009).

Em Portugal mais de 9600 casos de cancro do l&bio, cavidade oral e orofaringe surgiram
entre 0s anos de 1998 e 2007. Durante esta década houve um aumento gradual do nivel
de incidéncia deste tipo de cancro (1.96%/ano em ambos 0s sexos), provavelmente
associado ao aumento do consumo de tabaco e alcool nas Gltimas décadas em Portugal.
Houve uma maior incidéncia em ambos 0s sexos em idades superiores a 45 anos, sendo
0 grupo de individuos do sexo masculino entre 0s 60 e 64 anos 0 mais afetado. A
relacdo da incidéncia entre os dois sexos é de 3.7:1, tendo 0os homens uma taxa de
78,6%. O sexo feminino registou um aumento de 4,3%/ano, a semelhanca de outros
paises europeus (Ferlay et al., 2007; Monteiro et al., 2013). Estes dados podem estar
relacionados com o0s novos padrdes tabagicos e alcodlicos entre homens e mulheres,
pois apesar de se verificar uma diminuicdo do consumo de tabaco na europa, contudo
nas mulheres este habito tem vindo a diminuir mais lentamente do que nos homens. Em
relacdo ao alcool, Portugal, no ano 2005, foi 0 quarto pais com o0 maior consumo de
vinho per capita; o consumo de cerveja e bebidas destiladas tem vindo a aumentar na

populagéo feminina (Monteiro et al., 2013).

Houve um aumento significativo do cancro da orofaringe, principalmente em homens, a
semelhanga do que tem vindo a ocorrer em varios paises desenvolvidos (Holanda,

Dinamarca, Estados Unidos e Escécia). Varios estudos relacionam o aumento da
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Desenvolvimento

incidéncia deste tipo de cancro com o virus papiloma Humano (HPV), no entanto, em
Portugal é necessario investigar mais para confirmar esta associagdo (Monteiro et al.,
2013).

O cancro do labio foi o Unico cancro que demonstrou uma diminuigdo na sua incidéncia,
0 que revela as diferentes causas etiologicas quando comparado com 0s cancros orais e

da orofaringe (Monteiro et al., 2013).

2.1.2 Fatores de risco:
O cancro das células escamosas orais esta claramente associado a certos estilos de vida,

dai ser necessario tomar medidas para o evitar, é contudo de salientar que 0 mesmo
pode ocorrer em pessoas que nunca fumaram ou fizeram um uso abusivo de alcool.
Todos 0os membros da equipa clinica devem estar habilitados na prevencao primaria,
conhecendo as causas e identificando os pacientes com elevado risco de cancro oral
(Speight, Warnakulasuriya, & Ogden, 2010).

Fatores de risco estabelecidos:

a) Tabaco fumado (cigarro, charuto, cachimbo) / Tabaco ndo fumado (tabaco

de mascar e rape)

O consumo de tabaco € o principal fator de risco para o carcinoma espinocelular da
cabeca e pescoco. O risco esta altamente relacionado com a intensidade e duracdo do
habito. Em todas as formas de consumo de tabaco, incluindo o cigarro como risco
dominante, entram como constituintes nitrosaminas e hidrocarbonetos policiclicos, que
sdo considerados elementos carcinogénicos genotoxicos, que aumentam o risco de
doenca (Ferreira Antunes et al., 2013; Ram et al., 2011; Speight et al., 2010).

b) Consumo elevado de alcool

O alcool aumenta a exposi¢do da mucosa a agentes carcinogénicos, elevando a absor¢éo
celular dos mesmos. O acetaldeido, um dos metabolitos do &lcool, une-se ao DNA,
impedindo a sua sintese e reparo. O fumo associado ao consumo de alcool aumenta o
risco de carcinoma espinocelular da cabeca e pescogo em 40x, havendo no entanto uma
grande variacdo em termos da suscetibilidade individual genética, que desempenha um
importante papel no desenvolver da doenca (Ferreira Antunes et al., 2013; Ram et al.,
2011; Speight et al., 2010).
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c) Presenca de disturbios potencialmente malignos (PMD)

Uma leséo pre-cancerigena é um tecido morfologicamente alterado, onde a
probabilidade de desenvolver cancro oral ¢ maior. Sdo exemplo, a leucoplasia e a
eritroplasia. Uma condicdo pré cancerosa é um estado generalizado associado a um
aumento significativo do risco para cancro; por exemplo, fibrose submucosa e liquen
plano. No entanto em 2005 a OMS decidiu utilizar o termo “potentially malignant
disorders (PMD)” (distarbios potencialmente malignos), pois transmite a ideia de que
nem todos os distarbios sofrem malignizacao e se transformam em cancro (Nair, Pruthy,
Pawar, & Chaturvedi, 2012).

i.  Leucoplasia

Placa ou mancha queratotica branca, ndo destacavel, sem outro diagndstico atribuido
clinica ou histologicamente. Pode ser idiopatica, mas € frequentemente associada a
carcinogéneos, como o tabaco ou a noz de areca. Existem vérios subtipos clinicos de
leucoplasia, baseados nas caracteristicas superficiais da lesdo (Messadi, 2013; Nair et
al., 2012; Speight et al., 2010):

e Homogénea — surge em qualquer area da boca, como uma mancha uniforme,
branca e elevada. A superficie pode ser lisa ou fissurada.

e Verrucosa — lesdo branca com uma superficie hiperplasica e rugosa

e Nodular — lesdo com uma superficie granular, frequentemente associada a

infecBes por Candida Albicans (Speight et al., 2010)

Figura 2 - Leucoplasia num 2° quadrante edéntulo (Kerr & Shah, 2013)
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ii.  Eritroplasia
Qualquer lesédo na mucosa oral que se apresente como placas vermelhas brilhantes,
aveludadas ou granulares, normalmente com contornos difusos que nao podem ser
caracterizadas clinicamente ou patologicamente como nenhuma outra condi¢éo

reconhecida. Eritroplasia apresenta um maior potencial maligno do que a leucoplasia
(Messadi, 2013; Nair et al., 2012; Speight et al., 2010).

Figura 3 - Eritroplasia no pavimento da boca (Kerr & Shah, 2013)

iii.  Eritroleucoplasia

Pode conter elementos de qualquer dos tipos acima mencionados, com uma mistura de

placas brancas e vermelhas (Speight et al., 2010).

iv.  Liguen plano

Surge como placas brancas simétricas, estrias queratdticas com um padrao reticular
caracteristico (estrias de wicckham). Em associacdo com atrofia, erosdo, descamacao da
gengiva ou ulceracdo superficial da mucosa oral (Messadi, 2013; Nair et al., 2012;
Speight et al., 2010).

v.  Fibrose submucosa

Condicao que afeta acima de tudo a populacéo asiatica que masca noz de areca.
Caracterizada pela perda de elasticidade, palidez e surgimento de bandas fibrdticas na

mucosa oral, que limitam a abertura da boca. A lingua encontra-se despapilada e sem
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mobilidade. Apresenta um elevado risco de malignizagéo (Messadi, 2013; Nair et al.,
2012; Speight et al., 2010).

vi.  Lupus eritematoso

As lesdes orais aparecem como uma area de atrofia ou erosdo, rodeada por um halo
queratdtico branco; a mucosa oral e os labios sdo os locais onde mais frequentemente se
manifesta esta condicdo (Messadi, 2013; Nair et al., 2012; Speight et al., 2010).

vii.  Sifilis terciria
Hoje em dia é uma situacdo rara em paises desenvolvidos, uma vez que a sifilis é
geralmente diagnosticada e tratada precocemente. A placa queratotica de sifilis terciaria

surge no dorso da lingua e, ocasionalmente, pode ser associada ao desenvolvimento de

cancro oral na linha média da lingua (Ram et al., 2011; Speight et al., 2010).

viii.  Queratose actinica

Caracterizada pela erosdo e formacdo de crostas brancas ou acastanhadas no vermelhéo
do labio inferior. E causada pela exposicao a luz ultravioleta, em particular a partir de
luz solar intensa. Afeta principalmente pessoas com ocupacgdes profissionais no exterior
(Nair et al., 2012; Speight et al., 2010).

ix. Distlrbios hereditarios

Existem alguns sindromes hereditéarios que podem aumentar a suscetibilidade para o
cancro, sdo eles a disqueratose congeénita (DC) e a epidermélise bulhosa, duas condicdes
genéticas raras. Os pacientes com DC podem desenvolver placas brancas no dorso da
lingua que podem ser confundidas com leucoplasia, no entanto estas surgem na auséncia
de habitos de risco e em idades jovens. A epidermdlise bolhosa leva a formacdo de
vesiculas na pele e nas membranas mucosas, em resposta ao calor, atrito, friccdo, ou
pequenos ferimentos, deixando estes tecidos extremamente frageis e suscetiveis ao

desenvolvimento de cancro (Messadi, 2013; Nair et al., 2012).
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d) Exposicéo excessiva a luz solar ou radiacao

A luz ultravioleta pode levar a muta¢des no DNA, aumentado assim o risco para
desenvolver cancro da pele e do labio. O meédico dentista deve alertar o paciente para
evitar a exposicao excessiva ao sol e recomendar o uso de protetor solar labial. O labio
inferior € 0 mais suscetivel por se encontra mais exposto a luz solar. A populagdo com
ocupacdes profissionais no exterior tem maior probabilidade de desenvolver cancro
labial, pois os efeitos da exposicao solar sdo cumulativos (Cogliano et al., 2011; Speight
etal., 2010).

e) ldade (em conjunto com os outros riscos listados)

Considera-se a idade como um fator de risco estabelecido, porque a exposi¢ao aos riscos
previamente mencionados (alcool, tabaco, exposi¢do solar, etc...) pode aumentar com a
idade; no entanto a idade por si s6 ndo é considerada um fator de risco. Estudos recentes
referem, alias, que a incidéncia do cancro oral tem vindo a aumentar nas faixas etarias
jovens (Speight et al., 2010).

f) Mascar noz de areca

A noz de Areca é a semente do fruto de uma palmeira oriental (Areca catechu) e
consiste no ingrediente principal de uma grande variedade de produtos mascados. A noz
é, normalmente, cortada em fatias finas, e misturada com uma variedade de substancias,
tais como a folha de betel (do Piper betel, um arbusto de pimenta), tabaco, cal apagada
(hidroxido de célcio) e catechu (extrato da arvore Areca catechu). A noz de Areca é
mascada principalmente por Indo-asiaticos e Chineses, sendo usada por homens e
mulheres em todas as faixas etarias e classes sociais, com uma profunda relacdo com
atividades socioculturais e religiosas (Messadi, 2013; Warnakulasuriya, Trivedy, &
Peters, 2002).

O consumo da noz de areca leva ao surgimento de Nitrosaminas na saliva, um agente
carcinogénico que induz alteracdes pré-neoplasicas orais com uma alta propensdo para
progredirem para cancro. Foi comprovado que o uso de noz de areca individualmente
aumenta o risco de desenvolvimento de neoplasia oral, no entanto a adi¢éo de tabaco na

mistura aumenta ainda mais essa probabilidade. Dai, a Agéncia Internacional para
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Pesquisa do cancro (IARC) chegar a conclusao de que existem provas suficientes de que
o habito de mascar “betel quid” (produto derivado da noz de areca), com ou sem tabaco,

é carcinogénico para os seres humanos (Secretan et al., 2009).

No Reino Unido e, possivelmente em outros paises desenvolvidos, o consumo da noz de
areca € maior, e é frequentemente reforcado com a imigracdo. Asiaticos britanicos
trouxeram o uso da noz de areca da India, Paquistio, Bangladesh e outros paises da
regido. Tal situacdo pode estar também a ocorrer em Portugal, pelo que o médico
dentista deve estar atento a pacientes com este habito de risco (Warnakulasuriya et al.,
2002).

g) Historia pregressa de cancro

O risco de desenvolver cancro da cavidade oral estd mais elevado em paciente com
historia pregressa de cancro oral ou da orofaringe. Num estudo realizado por Levi, Te,
Randimbison, Maspoli, & La Vecchia (2006) concluiu-se que os pacientes com historia
pregressa de cancro da faringe tém uma probabilidade 30x superior para o surgimento

de novas lesbes de cancro na cavidade oral e orofaringe.

Outros possiveis fatores de risco:

a) Dieta

Héa alguma evidéncia de que a ma nutricdo pode estar associada a um risco aumentado
de cancro oral. As vitaminas antioxidantes, A, C e E e carotendides (betacaroteno)
eliminam os radicais livres potencialmente mutagénicos de células danificadas,
ajudando, portanto, a inibir o desenvolvimento de cancro. Frutas e legumes amarelos,
verdes e vermelhos séo fontes naturais destes micronutrientes; portanto, dietas ricas
com base nestes alimentos podem reduzir o risco de cancro oral (Ram et al., 2011,
Speight et al., 2010).

b) Infecdes virais

O virus do papiloma humano (HPV) e do herpes simplex (HSV) tém vindo a ser

considerados, nos Gltimos anos, como agentes causadores de cancro oral. O HPV,
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conhecido por causar cancro do colo do Gtero, tem sido identificado em 23.5% dos
casos de cancro oral, particularmente em cancros da orofaringe. A estirpe mais
frequente é a do HPV-16 (90-95%), seguida do HPV-18. O modo de transmisséo do
HPV a nivel do cancro da cabeca e pescogo nao esta inteiramente determinado,
suspeitando-se de que o comportamento sexual esteja associado. O HSV-1 (herpes oral)
manifesta-se geralmente atraves de feridas em torno da boca e dos labios e tem sido
sugerido como agente causal do cancro oral. Num estudo foi determinado que o HSV-1
promove o desenvolvimento de cancro das células escamosas orais em pacientes
infectados pelo HPV e nos individuos com precedentes de habitos tabagicos (Cogliano
et al., 2011; Galbiatti et al., 2013; Messadi, 2013; Ram et al., 2011).

¢) Imunodeficiéncia e imunossupressao

A Imunossupressao predispde certos individuos a um aumento do risco para o cancro
oral. Tém sido relatados carcinomas do labio nalguns pacientes submetidos a
transplante renal que receberam medicamentos imunossupressores, bem como
carcinomas orais em pacientes jovens com SIDA (Neville & Day, 2002). No entanto
devido ao reduzido tamanho das amostras e a tendéncia para a presenca de outros
fatores de risco, como consumo excessivo de alcool e tabagismo, parece improvavel que
o0 surgimento da infecdo pelo HIV e o uso de medicagdo imunossupressora contribua
para o aumento do cancro oral nos jovens (Llewellyn, Johnson, & Warnakulasuriya,
2001).

d) Infecdo cronica na cavidade oral

A Periodontite esta associada a marcadores inflamatorios elevados e, assim, a um maior
risco de efeitos adversos a saude. Esta infe¢do cronica e a sua resposta inflamatoria
sistemica pode ser uma via de promocao carcinogénica. Estudos revelam que as
mudangas ecologicas orais que acompanham a doenca periodontal sdo caracterizadas
pela proliferacdo de microrganismos redutores de nitratos, contribuindo para o aumento

das concentragdes de carcinogéneos (Divaris et al., 2010).

Evidéncias recentes indicam gue 0s microrganismos cariogénicos comuns, tais como 0s
Streptococcus podem contribuir substancialmente para o aumento da concentragédo de

acetaldeido na cavidade oral. Hooper, Wilson, & Crean, (2009) determinaram que ha
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evidéncia suficiente para sugerir a existéncia de vinculos epidemioldgicos e etioldgicos

entre a infecdo microbiana na cavidade oral e cancro oral.

2.1.3 Diagnostico:

Importancia do diagnostico precoce

A prevencéo do cancro oral e da sua morbilidade e mortalidade associadas, depende do
diagndstico precoce das lesdes orais potencialmente malignas, permitindo a avaliagdo
histoldgica e posterior tratamento, depende, em resumo, da fase de diagnostico
(Messadi, 2013).

O estadiamento clinico de uma lesdo maligna da cavidade oral € um dos grandes fatores
de prognéstico, havendo uma relacéo direta entre as lesdes malignas diagnosticadas em
estadios mais avancados e as taxas de recorréncia e de mortalidade (Galbiatti et al.,
2013; Messadi, 2013; Nair et al., 2012).

O momento do diagndstico é influenciado por uma série de variabilidades clinicas e
sociodemogréficas, podendo a culpa do atraso ser atribuida quer ao paciente, quer ao
profissional clinico (Messadi, 2013). Um estudo realizado por Peacock, Pogrel, &
Schmidt, (2008) revelou que o maior atraso no diagnostico é o tempo entre o primeiro
sintoma e a primeira visita a um centro de salide, com uma média de ~105 dias; é
portanto, necessario melhorar os programas de sensibilizacdo ao publico de forma a

incentivar a ida ao profissional de salde.

Aparecimento do Primeiros Marcagao da Primeira consulta Diagnostico Tratamento
cancro sintomas consulta definitivo
Tempo

3 b v
ll Atraso paciente | ] Atraso clinico

Atraso na
marcacao

| Atraso total |

Figura 4 - Tipos de atrasos no diagnostico do cancro oral (adaptado de Gémez et al., 2010)
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Outra variavel que influencia o diagnéstico tardio prende-se com a acessibilidade aos
servicos de saude; esta encontra-se limitada por motivos de ordem financeira, estrutural
e pessoal. As populacGes carenciadas sao as que mais sofrem com o aspeto da
acessibilidade aos servigos de salde e sdo elas: familias que vivem da segurancga social,
imigrantes, sem abrigo, pessoas idosas e as minorias sociais (Gémez et al., 2010;
Messadi, 2013).

Apesar de um exame da cavidade oral visual e tatil demorar cerca de 90 segundos,
reduzidos médicos e dentistas estdo a realizar estes exames. Estudos revelam que os
dentistas e outros prestadores de cuidados de saide necessitam de uma atualizacéo
académica na prevencao e detecdo precoce do cancro oral, pois existem diversas lesdes
a serem negligenciadas nos exames de rotina, levando a um diagndstico tardio
(Horowitz, 2001; Messadi, 2013).

Sinais de alarme a que o médico dentista deve estar atento:

e Ulcera na mucosa oral que néo cicatriza dentro de
duas semanas, mesmo com o tratamento
adequado, e para a qual nenhum outro
diagnostico (por exemplo, Glcera aftosa) pode ser

estabelecido.

e Manchas vermelhas ou brancas na mucosa

Figura 5 - Ulcera néo cicatrizante na
face lateral da lingua (Speight et al.,
2010)

e Crescimento dos tecidos produzindo uma
superficie elevada, com textura de couve-flor.

e Fixacdo da mucosa aos tecidos subjacentes, com perda da mobilidade normal,
dificultando a extrusdo da lingua (anquiloglossia)

¢ Dificuldade na cicatrizacdo de um alvéolo, ou qualquer outra ferida.

e Mobilidade e/ou perda de pegas dentarias sem causa aparente

e Dor persistente na cavidade oral e sensacdo de parestesia na lingua

¢ Dificuldade em mastigar, disfagia e consequente perda de peso, sem motivo
aparente
(Bagan, Sarrion, & Jimenez, 2010; Speight et al., 2010)

Métodos de rastreio:
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a) Examinacdo para cancro oral

i. Método convencional

Trata-se do método de rastreio mais frequentemente aplicado e aceite para o carcinoma
epidermoide oral. E um método simples e barato, considerado igualmente eficaz na
detecdo de lesdes potencialmente malignas, a praticar por dentistas juniores e seniores,
bem como profissionais de satde ou auxiliares devidamente treinados (Messadi, 2013;
Nair et al., 2012).

Sankaranarayanan et al.(2005) comprovaram a eficacia de um programa de rastreio, por
método convencional, num estudo a longo prazo, entre 1996 e 2004. Apesar de nao ter
havido um aumento da sobrevida na populacdo em geral, houve um aumento
significativo na populagdo masculina com elevado risco. Esta foi a primeira evidéncia

do beneficio do rastreio do cancro oral em termos de reducdo das taxas de mortalidade.

Um exame completo da cavidade oral realiza-se em cerca de 90 segundos e deve sempre
ser complementado com uma boa historia clinica médica e odontoldgica do paciente,
inspecdes extraorais e intraorais da cabeca e pescoco e palpacao de locais especificos
relacionados (Horowitz, 2001; Messadi, 2013).

Exame recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude:(Horowitz, 2001; Kerr &
Shah, 2013)

Passo 1: Examinacdo extraoral

o Inspecéo da face, cabeca e pescoco com especial atencdo com especial atencdo
aos pacientes que parecem passar muito tempo no sol

o Registar qualquer assimetria ou lesdes na pele, tais como crostas, fissuras e
aumentos de volume

o Palpacdo bilateral dos nddulos linfaticos regionais nas areas submandibular e
pescoco

o Caso se note aumento de volume na zona dos nodulos linfaticos, deve-se avaliar

a sua mobilidade e consisténcia
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Figura 6 - Examinacdo extraoral dos nédulos linfaticos (Kerr & Shah, 2013)

Passos 2 — 8: examinacao dos tecidos periorais e intraorais. E necessario iluminagéo

adequada, espelho intraoral e compressas esterilizadas

2. Labios:

o Examinar os l&bios tanto de boca aberta como fechada

o Observar a cor dos labios, a textura e quaisquer anormalidades nos
contornos do vermelh&o

3. Mucosa labial:

o Com aboca do paciente parcialmente aberta, examinar visualmente a
mucosa dos labios, sulco do vestibulo maxilar e mandibular, bem como o
freio

o Observar a cor, a textura, a presenca de edemas e qualquer outro tipo de

anormalidade

Figura 7 - Examinacdo da mucosa labial

4. Mucosa oral:
o Tracionar e examinar a mucosa oral, que se estende desde a comissura

labial até aos pilares anteriores amigdalinos
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o Registar qualquer alteracdo em termos de pigmentacdes, cor, textura e
outras anormalidades da mucosa
o Ter particular atencdo as comissuras labiais
5. Gengiva:
o Examinar os sulcos gengivais e alveolares por vestibular e
lingual/palatino
o Comegcar em posterior do lado direito maxilar e percorrer a arcada até
chegar ao lado esquerdo posterior, continuar pelo lado esquerdo
mandibular em posterior e percorrer a arcada inferior até ao lado direito.
6. Lingua:
o A boca deve estar parcialmente aberta e a lingua numa posic¢éo de
repouso
o Inspecionar o dorso, observando qualquer edema, ulceragdo ou alteracdes
de tamanho, cor e textura
o Pedir ao paciente para protruir a lingua e verificar se hd alguma alteragédo
em termos de mobilidade ou posicionamento
o Com a compressa segurar a ponta da lingua de forma a ajudar na

protusdo total da lingua

Figura 8 - Protrusdo da lingua com o auxilio de uma compressa (Horowitz, 2001)

o Com o espelho intraoral inspecionar as zonas posteriores e 0s bordos
laterais da lingua
o Passar suavemente o dedo indicador ao longo dos bordos laterais da

lingua e registar a presenca de quaisquer tecidos duros.
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o Examinar a superficie ventral, pedindo ao paciente que eleve a lingua ao
palato, palpar a lingua, esta deve mostrar-se macia e flexivel
7. Pavimento da boca
o Ainda com a lingua numa posicéao elevada, inspecionar o pavimento da
boca, observando alteragdes na cor, textura, edemas e anormalidades.
o Paraajudar na inspecao, secar 0 pavimento com compressas, estas

podem também auxiliar no controlo da lingua.

Figura 9 - Palpacdo bimanual do pavimento da boca (Kerr & Shah, 2013)

8. Palato

o Colocar a cabeca do paciente ligeiramente inclinada para trds e com a
boca aberta pressionar suavemente com o espelho intraoral a base da
lingua

o Inspecionar os palatos duro e mole

Figura 10 - Examinagdo intraoral da orofaringe e trigono retromolar (Kerr & Shah, 2013)

ii.  Auto exame da cavidade oral

O autoexame ndo é um conceito novo, sendo extremamente Util e eficaz na prevencgédo

do cancro da mama. No entanto, existem poucos estudos relacionados com o autoexame
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da cavidade oral (Chaudhari, Hegde-shetiya, Shirahatti, & Agrawal, 2013; Nair et al.,
2012).

Num estudo realizado por Chaudhari et al., (2013) sobre diferentes métodos de rastreio
de cancro oral, os participantes (reclusos na prisao da cidade indiana de Maharashtra)
foram instruidos a respeito das lesdes produzidas pelo tabaco na cavidade oral.
Posteriormente, foi-lhes pedido que identificassem lesdes semelhantes na sua cavidade

oral, utilizando um espelho convencional e luz natural.

Ao autoexame da cavidade oral aderiram 2.572 reclusos, dos quais 7,8% (201)
relataram ter lesdes pré-cancerigenas suspeitas, em 154 (76,6%) dos 201 participantes,
foram diagnosticadas lesdes pré-cancerigenas através de um exame clinico, enquanto

que 47 (23,3%) ndo apresentavam alteracbes na muscosa.

Em comparagdo com outros autoexames, como o da pele ou da mama, o autoexame da
cavidade oral aparenta ser um método pouco preciso na detecdo dos PMD, apresentando
baixa sensibilidade e especificidade. Esta falta de precisdo pode dever-se a falta de
conhecimento dos pacientes, quer sobre o aspeto clinico dos PMD, quer sobre o normal
aspeto da cavidade oral, por vezes confundindo estruturas anatomicas com alteracdes da

mucosa oral. (Nair et al., 2012)

O autoexame pode ser benéfico para a detecdo precoce de lesdes pré-cancerigenas, no
entanto é necessario implementar estratégias de educacgdo para a satde, nomeadamente
de autoexame na cavidade oral, de forma a diminuir a incidéncia, morbilidade e
mortalidade associadas ao cancro oral, o cancro oral surge predominante nos grupos
socioecondémicos mais baixos, dai que o0 método de educacao para a salde deva ser
cuidadosamente determinado (ex. utilizacdo de imagens em vez de textos em

populacdes com niveis de iliteracia elevados) (Chaudhari et al., 2013; Nair et al., 2012).

A organizacdo americana dos cirurgifes orais e maxilofaciais (AAOMS) recomenda
realizar um autoexame da cavidade oral uma vez por més, utilizando um espelho e uma
boa fonte de iluminacdo. Deve-se retirar qualquer tipo de prétese removivel, inspecionar
e palpar os labios e as gengivas, inclinar a cabeca para trés, de forma a observar e palpar
convenientemente o palato, tracionar a mucosa jugal e examinar a superficie interior da
mesma, bem como as gengivas mais posteriores das arcadas. Puxar, com a ajuda de uma
compressa, a lingua para fora da cavidade oral e observar todas as suas superficies,

palpar o pesco¢o em ambos os lados e por debaixo da mandibula, procurando sentir se
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ha algum aumento de volume. O paciente devera estar especialmente atento para
manchas brancas e vermelhas, lesbes que ndo cicatrizam e que sangram facilmente,
aumentos de volume e de espessura dos tecidos, dores de garganta e rouquidao cronicas,
dificuldade em mastigar e deglutir. Na eventualidade de um paciente descobrir algum
destes sinais, deve manter a calma e marcar, o mais rapidamente possivel, uma consulta
com um especialista, uma vez que o diagndstico precoce é a chave para um tratamento

de sucesso.

b) Meétodos auxiliares de rastreio de cancro oral:

i.  Coloracgéo dos tecidos vitais

o Azul de toluidina (TB)

O azul de toluidina tem sido usado por mais de 40 anos como meio auxiliar na detecéo
de anormalidades no colo do utero e na cavidade oral. TB é um corante vital
metacromatico que se liga preferencialmente a tecidos com elevada divisao celular, esta
coloracdo acidofilica dos nucleos ajuda a diferenciar areas de carcinoma in situ e de
carcinoma invasivo de tecidos saudaveis. Apesar desta coloracdo ter uma sensibilidade
elevada e uma especificidade moderada para as lesdes malignas (sensibilidade: 93.5% e
especificidade: 73.3%), apresenta uma sensibilidade muito mais baixa para lesdes pré-
malignas, com taxas de falsos negativos de 58% em casos de displasia leve a moderada.
A grande vantagem do azul de toluidina é ajudar a delimitar as margens em redor do
cancro oral, permitindo uma cirurgia de excisdo mais segura (Mehrotra & Gupta, 2011;
Patton, Epstein, & Kerr, 2008).

Figura 11 - Coloracdo de uma lesdo suspeita com TB no bordo lateral da lingua
(Kerr & Shah, 2013)
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o Azul-de-metileno (MB)

O Azul-de-metileno tem vindo a ser usado nos exames por endoscopia, para detecdo de
anormalidades gastrointestinais, como o es6fago de Barrett, cancro gastrico, cancro da

prostata e da bexiga (Riaz, Shreedhar, Kamboj, & Natarajan, 2013).

O mecanismo de coloracdo do MB é muito semelhante ao do azul de toluidina, ligando-
se 0 MB com uma elevada afinidade ao DNA de dupla hélice das células com
anormalidades metabodlicas. O sistema do azul de metileno usa duas solug¢Ges, uma que é
usada para corar as células com lesfes e que contem: 1% de MB, 1% de malaquita,
0.5% de eosina, glicerol e dimetilsulféxido e outra com 1% de acido lactico e agua
destilada, que € utilizada antes do MB para remover o0s residuos de comida e excesso de
saliva, de forma a obter-se um ambiente consistente na cavidade oral. Apos a aplicacdo
do MB na zona da lesdo e de um bocheco com a mesma solucéo durante 30 segundos, 0
paciente volta a bochechar com a solucédo de acido lactico para remover o excesso de
corante. As lesbes marcadas com um azul intenso séo consideradas como positivas, e as

de coloragéo azul fraca sdo consideradas como negativas (Riaz et al., 2013).

No estudo realizado por Riaz et al., (2013) em que analisam a capacidade do MB como
método de diagnostico precoce de lesdes pré-malignas e malignas orais, o azul metileno
obteve valores de sensibilidade de 91.4% (91,3% para pré-malignas e 91,6% para
cancro das células escamosas orais). Em termos de especificidade obtiveram valores de
66.6% (75% em pré-malignas e 50% em cancro das células escamosas orais). A elevada
taxa de falsos positivos prende-se essencialmente com a coloracdo de locais de trauma e
inflamacdo, podendo existir outros fatores, como: superficies irregulares, retencéo

mecanica do corante e contaminacao por saliva ou placa bacteriana.

Figura 12 - Coloragcdo com MB de uma lesdo no pavimento da boca (Riaz et al., 2013)
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ii.  Auxiliares de visualizacio

Os meios auxiliares de visualizagdo descritos de seguida baseiam-se no pressuposto de
que os tecidos da mucosa com anormalidades metabolicas ou alteracdes estruturais tém
diferentes propriedades de absor¢édo ou reflectancia quando expostos a diferentes
estimulos luminosos ou energéticos (Kerr & Shah, 2013; Mehrotra & Gupta, 2011;
Patton, Epstein, & Kerr, 2008).

— AiEriirrsaTIIINIL.

Figura 13 - Florescéncia dos tecidos (Nair et al., 2012)

Nenhum destes dispositivos é considerado um método de diagnostico e nenhum dos
fabricantes afirma que o dispositivo tenha sensibilidade ou especificidade para qualquer
tipo de lesdo andmala da cavidade oral (Mehrotra & Gupta, 2011; Patton, Epstein, &
Kerr, 2008).

o ViziLite Plus

O paciente tem de primeiro bochechar com acido acético 1% durante 30 segundos, para
que os locais com proliferacdo epitelial e alteragfes estruturais dos nucleos reflitam uma
energia luminosa de baixa intensidade quando estimulados por uma vara de luz
quimioluminiscente descartavel (Kerr & Shah, 2013; Mehrotra & Gupta, 2011; Patton,
Epstein, Ross, et al., 2008).

o Microlux DL
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Semelhante ao ViziLite, no entanto usa um dispositivo de luz diferente, com um diodo
emissor de luz (LED) que gera uma luz azul-branca que depois é guiada para uma
fibrotica, criando uma luz azul de baixa energia (Kerr & Shah, 2013; Mehrotra &
Gupta, 2011; Patton, Epstein, & Kerr, 2008).

o Orascoptic DK

O sistema consiste numa solucdo de acido acético e de um dispositivo LED com trés
acessorios acoplaveis, em que um deles foi especialmente desenvolvido para a detegdo
de lesdes malignas em estados pouco evoluido (Mehrotra & Gupta, 2011; Patton,
Epstein, & Kerr, 2008).

o VELscope

O uso da autofluorescéncia dos tecidos como método de rastreio e de diagndstico em
lesbes pré-cancerigenas do pulmao, colo do utero e pele estd bem documentado na
literatura (Messadi, 2013).

O VELscope consiste num método simples e rapido de usar, com um dispositivo portétil
que usa uma luz visivel num comprimento de onda entre 400 e 460 nm de forma a
excitar certos compostos do tecido (moléculas como a FAD e NADH presentes no
epitélio e colagénio e elastina presentes na submucosa), promovendo a fluorescéncia das
lesGes orais (Kerr & Shah, 2013; Mehrotra & Gupta, 2011; Patton, Epstein, & Kerr,
2008). A mucosa oral saudavel reflete um verde palido e as lesdes displasicas e

malignas aparecem mais escuras (Messadi, 2013).

r

Figura 14 - Lesdo de displasia epitelial com perda de fluorescéncia (Kerr & Shah, 2013)

c) Saliva como ferramenta de diagnostico

A saliva tem sido utilizada como um novo método de obtengdo de biomarcadores
moleculares de cancro oral (Elashoff et al., 2012; Messadi, 2013; Shpitzer, Bahar,
Feinmesser, & Nagler, 2007).
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A andlise da saliva surge como uma alternativa ndo invasiva a analise do soro sanguineo
e pode vir a ser utilizada para o diagnostico e prognostico do cancro oral, bem como
para a monitorizacao do estado de saude pos-terapéutico (Mehrotra & Gupta, 2011). No
entanto, devido a falta de conhecimento dos marcadores da doenca e devido a baixa
concentragéo destes na saliva, quando comparados com o0s do soro, o valor de
diagnostico da saliva ainda ndo esta plenamente concretizado. Hoje em dia j& existem,
contudo, dispositivos altamente sensiveis, capazes de medir biomarcadores em baixas
concentragdes na saliva, expandindo assim a utilidade da saliva como uma ferramenta
de diagndstico (Messadi, 2013).
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Figura 15 - concentracdes salivares de alguns biomarcadores (Shpitzer et al., 2007)

d) Citopatologia

Consiste no estudo microscopico de amostras de células colhidas da superficie da
mucosa, através de esfregacos, raspagens e lavagens ou de localiza¢cdes mais internas
através da aspiracdo com agulhas finas (Kerr & Shah, 2013; Patton, Epstein, & Kerr,
2008).

A andlise de células epiteliais superficiais da cavidade oral ou orofaringe através de
citologia exfoliativa comum é considerada falivel, uma vez que é impossivel aceder as
camadas de células mais profundas da mucosa da cavidade oral (Mehrotra & Gupta,
2011).
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o Biopsia de escovagem - OralCDx®

Surgiu na década de 80 e era inicialmente utilizado por ginecologistas para esfregacos
em lesdes ginecoldgicas, foi posteriormente modificado e adaptado para esfregacos na
cavidade oral. Utiliza uma escova especial com capacidade de recolher amostras de
células em toda a espessura do epitélio. E um teste passivel de se realizar na cadeira do
consultério dentério, facil de executar, sem dor para o paciente e que, portanto, pode ser
utilizado para avaliar qualquer lesdo suspeita (Kerr & Shah, 2013; Mehrotra & Gupta,
2011; Patton, Epstein, & Kerr, 2008).

Na recolha das amostras pode utilizar-se o azul de toluidina para ajudar a determinar o
local ideal para a escovagem da lesdo. Apos a colheita estas amostras sdo fixadas numa
lamina de vidro e enviadas para o laboratério onde se procede a colora¢do com um teste
de Papanicolaou modificado. Sdo depois examinadas microscopicamente através de
imagem processada a computador (computer based imaging), que permite classificar as
células com base na sua anormalidade morfoldgica. Um citopatologista analisa 0s
resultados obtidos e classifica-os como “negativo ou benigno”, “positivo” (quando ha
evidéncia concreta de displasia ou carcinoma) e “atipico” (definido como altera¢des
epiteliais anormais de significado incerto). Baseado nesses resultados sdo dadas
instrugdes especificas ao clinico relativamente a necessidade de efetuar biopsia, repetir a
escovagem ou manter o paciente sobre observagdo (Mehrotra & Gupta, 2011; Patton,
Epstein, & Kerr, 2008).

Figura 16 - Utilizacdo da escova do sistema de biopsia de escovagem OralCDx® (Nair et al.,
2012)
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A biopsia de escovagem tem uma alta sensibilidade e especificidade para descartar a
presenca de displasia e de cancro, tornando-se uma forma prética de avaliar as leses,

sem uma etiologia ébvia, como infecdo ou trauma (Mehrotra & Gupta, 2011).

A utilizacdo da citometria de imagem do DNA, da analise das regies organizadoras do
nucléolo com afinidade para a prata (AgNOR), e da andlise de células multimodal em
conjunto com a analise citopatoldgica da biopsia de escovagem tem vindo a aumentar

significativamente a precisdo deste diagnostico (Mehrotra & Gupta, 2011).

e) Biopsia e andlise histopatologica

A biopsia seguida de analise histopatol6gica mantem-se como golden standard no
diagndstico de lesBes pré-malignas e malignas da cavidade oral. Apresenta no entanto
algumas limitac6es das quais o clinico deve estar a par: defini¢Ges histopatoldgicas
vagas, mas interpretacdes histopatoldgicas com grande variabilidade inter e intra
observadores. A biopsia é um processo invasivo e mutilante que pode por vezes ter
implicacOes psicoldgicas para o paciente e em casos mais extremos pode apresentar
dificuldades técnicas para o clinico. As amostras podem ser afetadas por artefactos
resultantes de esmagamento, incorreta fixacao e congelamento. (Mehrotra & Gupta,
2011; Nair et al., 2012)

O uso da técnica incisional ou excisional, mantém-se um tema controverso, no entanto a
técnica de punch biopsy aparenta ter mais beneficios. Em alguns estudos tém vindo a ser
detectadas metastases de cancro das células escamosas orais e a presenca de células
tumorais na corrente sanguinea 15 minutos apos biopsias incisionais.(Avon & Klieb,
2012; Mehrotra & Gupta, 2011)

Figura 17 - Utilizacdo da Punch biopsy (Avon & Klieb, 2012)
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2.1.4 Prognostico

No tratamento do cancro da cabeca e pescoco é necessaria uma rigorosa estratificacao
dos riscos, de forma a determinar o tipo e a extensdo da terapéutica, bem como o
desfecho clinico da doenca. Existem fatores, para além dos que estdo associados a
classificacdo TNM (tumor, nddulos linfaticos e metéstases), que influenciam a resposta
a terapéutica e o desfecho da doenca. Estes fatores de progndstico (FP) podem ser

divididos em quatro categorias:

1. FP associados ao tumor primario

2. FP associados aos nodulos linfaticos cervicais
3. FPassociados a dados demograficos
4

FP associado a saude geral do paciente

Para além destes fatores clinicos e patoldgicos, estudos recentes tém vindo a revelar
fatores moleculares que influenciam o desfecho da doenca, demonstrando grande
utilidade como FP bioldgicos (Smith & Haffty, 2009).

FP associados ao tumor primario

a) Dimensodes do tumor

O estadiamento do tamanho do tumor (T) é determinado clinicamente medindo o0 maior
diametro superficial da lesdo. Este diametro tem sido considerado um fator de risco,
importante para a presenca de metastases nodulares concomitantes, recorréncia e
sobrevivéncia. A nivel patoldgico, o didmetro méximo do tumor é capaz de prever
recorréncias locais em cancros do labio, cavidade oral, orofaringe e laringe. A maioria
dos estudos demonstra uma associa¢do entre o diametro tumor (clinico ou patoldgico) e
a sobrevivéncia (Smith & Haffty, 2009). Num estudo realizado por Moore, Flynn, &
Greenberg (1986), comparou-se a capacidade de prognéstico do didmetro maximo do
tumor com a sua espessura e chegou-se a conclusdo de que a espessura € um melhor FP
para metastases nodulares e sobrevivéncia do que o diametro superficial da lesdo. Hoje
em dia varios estudos corroboram esta afirmacao, estabelecendo uma faixa de espessura
critica entre os 3-5mm. A utilizagdo de tomografia computorizada permite determinar o
volume total do tumor, que é um FP muito eficaz, principalmente para cancros da

laringe (Massano, Regateiro, Januério, & Ferreira, 2006).
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Tumor
2mm orless 3-8 mm > 8 mm

thickness

Risk of occult 7% 26% 41%

nodal metastasis
Overall incidence 13% 46% 65%

of nodal metastasis
% patients dead 39, 17% 35%

of disease

Figura 18 - Risco de metastases nodulares em relacdo a espessura do tumor primério (Shah &
Gil, 2009)

b) Margens (positivas ou negativas)

A presenca de carcinomas residuais nas margens cirurgicas apés resseccao (margens
positivas) é um fator de risco importante para a recorréncia local. A presenca de
margens positivas pode indicar um erro iatrogénico por parte do clinico durante a
cirurgia de excisdo, ou pode também indicar a presenca de um tumor biologicamente
mais agressivo, que se estende microscopicamente através dos feixes musculares,
nddulos linfaticos submucosos e espagos perineurais. Margens positivas sdo FP para
recorréncia local ou loco-regional e também para fraca sobrevivéncia na maioria dos
tumores de cabeca e pescoco (Smith & Haffty, 2009). Dai ser recomendado o uso de
radioterapia pds-operatoria, sempre que existam margens positivas, complementando
com quimioterapia (cisplatina 100mg/m? nos dias 1, 22 e 43), para evitar a recorréncia

loco-regional e aumentar a taxa de sobrevivéncia (Bernier et al., 2005).

c) Malignidade

Os patologistas tém vindo a relacionar o grau das anormalidades morfoldgicas nas

células com carcinomas e a sua capacidade de prognoéstico (Smith & Haffty, 2009).

Bryne et al (1989) desenvolveram um sistema de classifica¢do das células invasivas
(ICG —invasive cell grading), que revelou ser um FP altamente eficaz na previsdo da
sobrevivéncia, presenca de metastases cervicais ocultas e extensao extracapsular. Os

pacientes com resultados de malignidade total entre 5 e 10 apresentaram uma taxa de
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57% de sobrevivéncia em 5 anos, enquanto que os paciente com malignidade total
maior que 10, apresentaram taxas de sobrevivéncia em 5 anos de 19%

d) Invaséo perineuronal (PNI)

A infiltracdo dos espacos perineuronais pode ocorrer em 52% dos cancros da cabeca e
pescoco. PNI pode resultar em disfagia secundaria, associada ao tronco do nervo vago
ou dor e parestesias, quando associada aos nervos glossofaringeo e trigémio. Varios
estudos revelam que a PNI é um importante FP, e que, quando presente, esta associada a
elevado risco de metastases dos nodulos linfaticos regionais, elevadas taxas de

recorréncia e fraca sobrevivéncia (Massano et al., 2006; Smith & Haffty, 2009).

e) Invasdo vascular (1V)

A invasdo vascular define-se pela presenca de epitélio neoplasico no revestimento
endotelial dos vasos sanguineos. Surge em mais de 50% dos tumores da cabeca e
pescoco. Como FP, é capaz de identificar carcinomas com caracteristicas biologicas
agressivas e esta relacionado com a presenca concomitante de metastases cervicais,
risco aumentado de recorréncia local e loco-regional nos cancros da cavidade oral,
orofaringe e laringe (Smith & Haffty, 2009). A IV estad também associada a um elevado
risco de metastases a distancia podendo, no entanto, a radioterapia pds-operatdria

atenuar o0 mau prognostico associado a invasao vascular (Hinerman et al., 2004).

FP associados aos nddulos linfaticos cervicais

a) Numero de nodulos linfaticos positivos

O numero, tamanho e localiza¢do dos nodulos linfaticos positivos definem o
estadiamento N e fornecem informacdes importantes sobre o progndstico e a selecéo da
terapéutica. O numero de nddulos linfaticos histopatologicamente positivos (NLP) para
carcinoma das células escamosas € um dos FP mais simples e importante no cancro da
cabeca e pesco¢o (Massano et al., 2006; Smith & Haffty, 2009). Em varios estudos foi
comprovada a importancia do namero dos nddulos linfaticos positivos, estando este

correlacionado com o risco de recorréncia regional e de metastases a distancia. A taxa
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de sobrevivéncia também se encontra relacionada com o NLP e 0s pacientes com este

FP tém indicacdo para uma terapéutica mais agressiva (Smith & Haffty, 2009).

b) Extensdo extracapsular (ECE)

Ocorre aproximadamente em 60% dos casos com NLP e tem uma elevada importancia
na previséo do desfecho da doenca. Pode ser dividida em trés categorias:

o Disseminacao extracapsular macroscopica envolvendo as estruturas anatomicas
adjacentes (ex. veia jugular interna, musculo esquelético)
o Disseminacdo extracapsular macroscépica limitada a zona perinodular

o Disseminacdo extracapsular microscopica
(Woolgar, 2006)

Como FP, a disseminacao extracapsular esta intimamente relacionada com o aumento
do risco de recorréncia no pescoco e de metastases a distancia. Pacientes com ECE
apresentam um risco seis vezes mais elevado para a morte em relacdo a pacientes sem
envolvimento nodular, e 3 vezes maior em relacdo pacientes com envolvimento nodular
mas sem ECE. Em termos de terapéutica, é recomendavel optar por doses mais elevadas
de radiacdo pos-operatdria e complementar com quimioterapia, de forma a melhorar o
controlo loco-regional e a taxa de sobrevivéncia (Massano et al., 2006; Smith & Haffty,
2009).

c) Localizacdo do nédulo

Existem cinco niveis anatomicos onde os NLP se podem localizar:

Nivel I Nodulos dentro dos triangulos submandibular e submentoniano
Nivel Il Nodulos no terco superior da veia jugular
Nivel 11l Nodulos no terco médio da veia jugular

Nivel IV Nodulos no terco inferior da veia jugular
Nivel V. Nodulos em redor do nervo espinhal acessorio e no triangulo cervical

posterior (Spiro, Alfonso, Farr, & Strong, 1974)
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Figura 19 - Niveis dos nddulos linfaticos (Patel & Shah, 2005)

Os nédulos linfaticos sentinelas sdo grupos de nédulos responsaveis pela drenagem
priméria de algumas regibes da cabeca e pescoco. Os nodulos sentinelas da cavidade
oral encontram-se nos niveis I, Il e 111, ao passo que os nodulos sentinelas, para as
regides da orofaringe, laringe e hipofaringe, encontram-se nos niveis Il e 1l (Smith &
Haffty, 2009). A presenca de nodulos linfaticos positivos fora das regides sentinela é
considerado um FP, diminuindo para metade a taxa de sobrevivéncia em 5 anos e

aumentando drasticamente o risco de metastases a distancia (Mamelle et al., 1994).

d) Tamanho do nodulo

Mamelle et al (1994) determinaram num estudo que o tamanho do nodulo estéa

relacionado com o aumento do risco para metastases a distancia.

e Diametro nodular (DN) <3cm — Taxa de metastases a distancia de 22%
e DN 3-6cm — Taxa de metastases a distancia de 35%

e DN > 6cm — Taxa de metastases a distancia de 49%

FP associado a saude geral do paciente
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a) Comorbilidade

A comorbilidade é definida pela presenca de doencas ou condigdes de salide que ndo
estdo diretamente relacionadas com o cancro. Apesar de ndo estar incluida na
classificacdo TNM, a comorbilidade tem uma elevada influéncia no tratamento dos
pacientes, na selecdo das diferentes modalidades terapéuticas e na avaliacdo dos
resultados. Vérios estudos comprovam que a comorbilidade é um importante FP em
termos de sobrevivéncia: Pacientes sem comorbilidade apresentam uma relacédo de
mortalidade de 1:9 para pacientes com comorbilidade moderada e 2:5 em relacéo a

pacientes com comorbilidade severa (Massano et al., 2006; Smith & Haffty, 2009).

Dada a importancia da comorbilidade como indicador de sobrevivéncia, tem-se vindo a
implementar um novo sistema de classificacdo TNM complementado pela severidade
dos sintomas e indices comorbilidade. Este novo sistema de classificacdo permite

efetuar um progndstico mais preciso (Ribeiro, 2000).

b) Nutricdo

A ma nutricdo é extremamente comum nos pacientes com cancro de cabeca e pescoco
estando quase sempre associada a maus habitos nutricionais, consumo excessivo de
alcool, efeitos locais do tumor, caquesia induzida pelo tumor e/ou os efeitos das
diversas terapias (Smith & Haffty, 2009).

Goodwin & Torres (1984) formularam um indice de progndéstico nutricional baseado
numa série de parametros relacionados com a nutri¢do e chegaram a concluséo de que
0s pacientes com indices nutricionais >39%, 89% sofreram complicacdes pds-
operatorias e 64% morreram passado um ano. Admite-se portanto que a nutricdo é um

FP importante relativamente as complicacdes pds-operatorias e a sobrevivéncia.

c) Anemia

A anemia ocorre muito frequentemente em cancros de cabeca e pescoco e pode estar
associada a uma serie de causas, tais como, comorbilidade, perda de sangue durante a
operacdo, toxicidade devido a radio ou quimioterapia ou doenca crénica. VVarios estudos
comprovam que a anemia esta relacionada com recorréncia loco-regional e
sobrevivéncia (Smith & Haffty, 2009).
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FP associados a dados demograficos

a) ldade

Idade é uma co variavel que influencia o desfecho em certos tipos de cancro. A idade
avancada do paciente e possivel comorbilidade pode influenciar o vigor da resposta
imunitaria contra o tumor, bem como capacidade do doente suportar certas modalidades
terapéuticas. A presenca de cancro da cabeca e pesco¢o em pacientes mais novos ou
mais idosos pode resultar de diferentes agentes etioldgicos e, portanto, manifestar
diferentes desfechos clinicos. Apesar dos pacientes mais idosos com cancro da cabeca e
pescoco, poderem apresentar diferentes fatores de risco e estarem em maior risco de
morte por comorbilidade, ndo estdo em maior risco de morte pelo cancro e devem
sempre receber tratamento curativo quando possivel (Massano et al., 2006; Smith &
Haffty, 2009).

b) Sexo

O sexo ndo € normalmente considerado como um indicador significativo de
sobrevivéncia em pacientes com cancro de cabeca e pescoco (Massano et al., 2006;
Smith & Haffty, 2009).

c) Raca

A mortalidade do cancro de cabeca e pescoco em individuos de raca negra € maior, no
entanto esta situacdo parece estar mais associada ao facto desta populacdo ser mais
carenciada e por isso ter maiores dificuldades de acesso a servigos de satde. Estudos
revelam que ndo ha diferencas particulares em termos de agressividade biol6gica entre
cancros de cabeca e pescoco em individuos de raca negra ou caucasiana (Gourin &
Podolsky, 2006).

FP moleculares

As células cancerigenas resultam de perturbacdes nos circuitos que regulam a

proliferacdo e a homeostasia das células normais. Apesar de vérias alteracfes genéticas
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estarem associadas a varios tipos de cancros, ha 4 modificagdes tipicas na fisiologia

celular que, de acordo com sua fungéo, se dividem em:

e Potenciadores do crescimento do tumor: aceleragdo do ciclo celular e
proliferacéo

e Supressédo do tumor e defesas anti-tumor: resposta imune e apoptose,

e Angiogénese,

e Invasdo tumoral e potencial metastatico: moléculas de adesdo e de degradacao

da matriz.
(Schliephake, 2003; Smith & Haffty, 2009)

O estudo destas alteracdes moleculares € importante para a caracterizacao das células
cancerigenas, podendo ser util na detecao do risco individual e familiar, no diagndstico
precoce ndo-invasivo, no estadiamento do tumor, na terapéutica, e no prognastico.
Apesar de existirem diversos estudos sobre biomarcadores moleculares em tumores

malignos, para o cancro oral existem relativamente poucos (Schliephake, 2003).

a) Potenciadores do crescimento do tumor:

e Recetor do Fator de Crescimento Epitelial (EGFR)

o proto-oncogene 7p13-Q22 codifica uma proteina transmembranar que,
quando ativada pelo fator de crescimento epidérmico (EFG) ou fator de
crescimento transformante alfa (TGFa), desencadeia uma cascata de
processos bioquimicos envolvidos na proliferacdo, diferenciacao e
migracao e nos mecanismos anti-apoptoticos celulares. Parece
desempenhar um papel importante na proliferacdo, sobrevivéncia e
mobilidade das células cancerigenas. A sua sobre-expressdo € comum
em muitos tumores malignos, correlacionando-se com mau progndstico.
No cancro oral, este biomarcador, tem sido frequentemente associado
com estadio T avangado, tumores invasivos difusos, e elevada incidéncia
de metéastases nos nddulos cervicais (Massano et al., 2006; Schliephake,
2003; Smith & Haffty, 2009).

e CiclinaD1
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o

Proto-oncogene que regula o ciclo celular, promovendo a transi¢do
G1->S. A atividade da ciclina D1 € inibida por varios genes supressores
de tumores (p16, p21 e p27). A sobre-expressao deste gene € um fator
independente de progndéstico em diversos tumores, incluindo o de
cabeca e pescoco. O aumento da expressdo da ciclina D1 esta associado
com a presenca de metéstases nodulares regionais e de tumores
avancados, embora alguns autores considerem estes dados controversos
(Massano et al., 2006; Schliephake, 2003; Smith & Haffty, 2009).

e Ciclina A

o

A ciclina A é crucial para a sintese do DNA nas fases S e G2-> M, a sua
sobre-expressao esté correlacionada com um pior prognéstico em
diversos tumores. Elevados indices de ciclina A apresentam correlagao
com estados avancados da doenca, maior volume tumoral, metéstases e
recorréncia. Pacientes com mais de 15% de células ciclina A positivas
apresentam uma sobrevivéncia mais curta, do que aqueles com valores
mais baixos (Massano et al., 2006; Schliephake, 2003).

o Ki67/MIB

(@]

Ki67 € um anticorpo monoclonal que se liga a uma proteina que é
expressa nas fases G1, S e na fase G2 e MIB é um anticorpo monoclonal
contra a mesma proteina nuclear, que pode ser utilizada em tecidos
fixados em formol.

Ambos os marcadores estdo aumentados em tecidos de proliferacdo
(Massano et al., 2006; Schliephake, 2003).

e AgNOR (Argyrophylic nucleolar organizer region associated proteins)

o

As regides organizadoras de nucléolo (NORS) sdo hansas de DNA que
transcrevem RNA ribossomal e estdo associadas a proteinas. Estas
proteinas podem ser coradas com prata, indicando zonas de proliferacao
celular (Massano et al., 2006; Schliephake, 2003).

e Qutros biomarcadores:

©)

o

o

o

Proliferacdo Celular do Antigeno Nuclear (PCNA)
Skp2

bcl2/BAG-1

Proteinas de choque térmico (HSP27 e HSP70)
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o Telomerases

b) Supressdo do tumor e resposta anti-tumor

e Proteina retinoblastoma (pRb)

@)

A sua mutacao ou a diminuicao de atividade faz com que ocorra uma
proliferacdo celular descontrolada. No cancro oral a sua relagdo com o
prognostico nédo esta bem estabelecida (Massano et al., 2006;
Schliephake, 2003). No entanto, Takes et al.(2002) relataram uma
associacdo entre a perda de expressdo do gene Rb e uma maior

probabilidade de metastases nodulares.

e Ciclinas dependente dos inibidores de quinase (CDKIs)

o

p16 - Interrompe a progressao do ciclo celular em G1. Influencia a
sobrevivéncia, as taxas de recorréncia e a presenca de metastases
nodulares.

p21 - A expressdo de p21WAFVCIPL est4 inversamente correlacionada com
0s parametros T e o estadiamento clinico, mas ndo com os parametros N,
diferenciacdo do tumor, ou variaveis apoptoticas. Pacientes com tumores
que expressam valores mais elevados de p21WAFYCIPL tm maior
sobrevida.

p27 — A sua baixa expressao tem sido correlacionada com um pior
progndstico em diversos tumores humanos, incluindo o cancro oral.

p34: regula a entrada da célula em mitose, é considerada um indice de
proliferacdo celular. No cancro da lingua, p34cdc2 positivo € indicador
de uma baixa sobrevivéncia.

(Massano et al., 2006; Schliephake, 2003)

e P53

o

A p53 é um fator de transcricdo com uma fungédo supressora do tumor,
que regula o ciclo celular e serve para proteger a integridade do genoma.
A ativacdo da p53 ocorre devido a uma variedade de fatores de stress
celular, tais como danos no DNA, hipoxia e alteragdes no ciclo celular.
Esses fatores conduzem a um aumento dos niveis da proteina p53,
podendo resultar em varios eventos celulares diferentes, como paragem

na fase G1, apoptose ou senescéncia. A proteina P53 protege, portanto, a
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célula da propagacdo de mutagdes as geracOes celulares seguintes, sendo
inclusivamente descrita por alguns autores como a “guardia do genoma”
(Massano et al., 2006; Schliephake, 2003; Smith & Haffty, 2009).
A perda da fungéo da p53 contribui para a agressividade do tumor,
promovendo uma maior resisténcia a radiacdo e quimioterapia,
acelerando o crescimento em condicOes de hipoxia e aumentando a
neovascularizagdo do tumor (Smith & Haffty, 2009).
A p53 é um marcador interessante para a terapia genética, algumas
experiéncias ja foram conduzidas utilizando vetores adenovirais e
alcancaram-se resultados encorajadores (Massano et al., 2006).
e Outros biomarcadores

o Bax

o Fas/FasL

o Cadeias Zeta

o Células dendriticas S100/p55

c) Angiogénese
e VEGF /VEGF-R (fator de crescimento endotelial vascular / recetor)
o A VEGF desempenha um papel decisivo no desenvolvimento dos vasos
sanguineos, sendo uma componente chave na angiogénese do tumor.
Existem quatro subtipos (A, B, C e D). Shintani et al (2004)
correlacionaram os subtipos A e B com a angiogénese do tumor e 0s
subtipos C e D com o risco de metastases nodulares e um possivel papel
no processo de invasdo e desenvolvimento de metéstases. Noutro estudo
obteve-se uma forte correlacéo entre a elevada expressédo da VEGF no
cancro oral e um pior prognostico (Massano et al., 2006).
e Outros biomarcadores:
o NOS2 (6xido nitrico sintase tipo 1)
o Fator de crescimento de células endoteliais derivado de plaquetas (PD-
ECGF)
d) Tumor invasivo e potencial metéstico

e Caderinas e cateninas
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o As caderinas (E e P), sdo proteinas integrais da membrana e atuam como
proteinas de adesdo, formando complexos com proteinas intracelulares
(cateninas B e y). A expressao destas moléculas mostrou uma relagédo
inversa com a diferenciacdo do tumor (Massano et al., 2006;
Schliephake, 2003).

e Outros biomarcadores:

o Matrix-metalo-proteases (MMP)

o catepsinas

o integrinas

o Desmoplaquina / placoglobina

o Ets-1

2.1.5 Terapéutica:

Tratamento dos distUrbios potencialmente malignos:

A maioria dos PMD sdo assintomaticos e o principal objetivo do tratamento é prevenir
e/ou detetar o desenvolvimento de cancro, precocemente. Podemos dividir o tratamento
dos PMD em 3 categorias: observacdo, excisdo cirdrgica e tratamento médico.(Lodi &
Porter, 2008; Nair et al., 2012)

a) Observagéo:

LesBes pequenas detectadas precocemente, sem caracteristicas clinicas de malignidade e
em locais favoraveis, podem ser mantidas sobre observacdo. O paciente deve ser
informado sobre a possibilidade de malignizacdo e de que necessita manter um regime
de consultas de follow-up para se vigiar a evolucdo da leséo.(Lodi & Porter, 2008; Nair
etal., 2012)

b) Tratamento médico:

Até a data, ndo existe evidéncia de um tratamento médico/ndo cirurgico eficaz na
prevencdo da progressédo de lesbes displasicas para carcinoma células escamosas. Varias
substancias tém sido utilizadas neste tipo de terapéutica, tais como vitamina A
sistémica, beta caroteno sistémico, licopeno e bleomicina local. Normalmente as taxas

de recorréncia sdo altas entre 0s que inicialmente responderam ao tratamento médico.

c) Excisdo cirargica conservadora:
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A resseccdo cirurgica é realizada para remover areas com elevado risco de progredirem
para um carcinoma, sendo normalmente a primeira escolha no tratamento da
leucoplasia, apesar de ndo estar comprovado que a remocao das lesdes orais
potencialmente malignas possa prevenir o aparecimento de cancro oral (Lodi & Porter,
2008; Nair et al., 2012). Além disso, por vezes ndo € possivel remover toda a area
diagnosticada histologicamente com displasia, pois em casos de lesfes mais extensas, 0
procedimento levaria a uma morbilidade tal que ndo justifica os beneficios para o
paciente. Esta incapacidade de remover todas as lesdes pré-malignas deve-se ao facto de
0S agentes carcinogénicos atuarem numa area alargada da cavidade oral, provocando
lesBes muito amplas (Nair et al., 2012). No entanto, mesmo néo existindo evidéncia de
que a incidéncia do carcinoma oral possa diminuir atraves da remocdo cirdrgica da
leucoplasia, ndo se pode menosprezar o papel da bidpsia excisional como ferramenta de
diagnostico na prevencdo secundaria ou seja, na detecdo de lesdes de cancro muito
precoce, por vezes nao detetado por biopsia incisional (Avon & Klieb, 2012; Lodi &
Porter, 2008).

d) Excisdo a laser:

Este método apresenta algumas vantagens sobre o método convencional (bisturi), tais
como reducdo do efeito de cicatriz, diminuicdo da dor e inchago pos-cirurgico, e menor
risco de infecdo. Em contrapartida apresenta a grande desvantagem de ndo ser possivel
recolher amostras de tecido para analise histopatoldgica. Existem varios tipos de lasers,
0 de CO2, 0 NdYAG e 0 KTP, cada um com diferentes taxas de recorréncia, 34,2%,
28,9% e 17,0%, respetivamente (Avon & Klieb, 2012; Lodi & Porter, 2008; Nair et al.,
2012).

e) Criocirurgia:

Parece ndo apresentar qualquer tipo de beneficio, com taxas de recorréncia de 20-71.4%
e taxas de malignizacdo de 7-25% (Lodi & Porter, 2008; Nair et al., 2012).

f) Terapia fotodinamica:

Consiste noutro método de excisdo, que esta a ser investigado para o tratamento dos
PMD. Um agente fotossensibilizante (derivados de hematoporfirina ou 5-ALA),
administrado por via intravenosa ou por via topica, liga-se preferencialmente as células
neoplasicas. O tecido alvo é depois irradiado com uma luz num comprimento de onda

especifico; esta luz ativa o fotossensibilizador, gerando ‘“reactive oxygen species”’
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localmente, destruindo o tecido neoplasico. Varios estudos apresentaram resultados
promissores no tratamento de lesGes epiteliais pré-malignas e carcinomas superficiais. O
principal efeito secundario deste novo método € a fotossensibilidade cutanea; no entanto
novos agentes fotossensibilizantes, como o0 5-ALA ja ndo apresentam efeitos

secundarios tdo severos (Nair et al., 2012).

Tratamento do cancro da cavidade oral:

A grande maioria dos cancros que envolvem a cavidade oral sdo carcinomas de céelulas
escamosas. Estes cancros da cavidade oral podem ser tratados com radioterapia, cirurgia
ou terapia combinada. A terapia Unica é geralmente tentada numa fase inicial, enquanto
que para tumores mais avancados é geralmente empregada terapia combinada (Genden
etal., 2010).

a) Doenca precoce:

Carcinomas superficiais da cavidade oral podem ser tratados com taxas de cura
equivalentes com radioterapia (externa ou intersticial) ou com excisao cirargica. A
escolha da terapéutica baseia-se frequentemente em fatores, tais como a preferéncia do
paciente, qualidade de vida, custo, conveniéncia e a adesédo a terapéutica. Como o
tratamento cirargico pode ser alcancado rapidamente e com uma morbilidade minima, a
cirurgia € muitas vezes escolhida como terapéutica em cancros precoces da cavidade
oral. Embora a radioterapia seja igualmente eficaz no tratamento da doenca numa fase
inicial, a probabilidade de desenvolver sequelas a longo prazo, incluindo a xerostomia,
disfagia e osteorradionecrose € tal que o tratamento de escolha sera, na maioria dos
casos, a cirurgia (Genden et al., 2010; Shah & Gil, 2009). Outra vantagem da cirurgia é
a menor duracdo do tratamento, pois esta requer uma Unica intervencao enquanto que a
radioterapia necessita de 6-7 semanas de terapia diaria. A radioterapia esta indicada para
pacientes que ndo possam ser submetidos a cirurgia. A terapia fotodinamica, referida
anteriormente, também pode ser utilizada como alternativa ao tratamento cirargico
(Genden et al., 2010; Nyst, Tan, Stewart, & Balm, 2009).

b) Doenca avancada:
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Nos cancros orais avangados a utilizacéo de terapéuticas combinadas é altamente
recomendavel. A cirurgia, com ou sem reconstrucdo é acompanhada de radioterapia
(pré-operatoria ou pés-operatoria) em fases mais avancadas da doenca (Genden et al.,
2010).

A radiacdo pre-operatoria tem sido utilizada em alguns casos, para reduzir a massa e
facilitar remogé&o do tumor. No entanto, durante a cirurgia por uma questao de
seguranca,utilizam-se as margens iniciais do tumor. Acontecendo que as cirurgias com
radioterapia pré-operatoria, apresentam maiores complicacdes pds-cirdrgicas, a maioria

dos profissionais optam por radioterapia pos-operativa (Genden et al., 2010).

Estudos recentes revelam que quimioradioterapia como primeira abordagem terapéutica,
em cancros orais avangados (t4 — tumor massivo maior que 4cm e com invasao de
estruturas adjacentes), pode ser viavel, pois apresenta indices de controlo loco-regional,
de sobrevivéncia e de complicacGes comparaveis com 0s que estdo associados com o
tratamento cirdrgico primario e radioterapia pos-operatoria. Outra razdo para se optar
pela quimioradioterapia como primeira abordagem terapéutica prende-se com o facto de
esta ser menos mutilante do que algumas cirurgias (ex. glossectomia total) (Cohen et al.,
2009).

A radioterapia pds-operatéria esta indicada para pacientes com elevado risco de
recorréncia, havendo no entanto alguma controvérsia na definicdo destes pacientes de
alto risco. Nos casos em que ha envolvimento do pescoco, com estadiamento N2 ou
maior, ou quando o exame histopatoldgico apresenta caracteristicas desfavoraveis (ex.
invasdo capsular da metastase nodular), a radioterapia pds-operatoria é justificada.
Deve-se complementar a terapéutica com quimioterapia (Cisplatina) na presenca de
margens positivas nas amostras de resseccdo do tumor primario, maltiplo envolvimento

ganglionar ou disseminacdo extracapsular na amostra do pescoc¢o (Genden et al., 2010).

2.2 ELEMENTOS VESTIGIAIS:
Dos 116 elementos presentes na tabela periddica, 11 representam 99.5% do niimero

total de atomos presentes no corpo humano. Desses 11 elementos, 4 - carbono (C),
oxigeénio (O), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) - compdem cerca de 96% do corpo
humano. Os restantes 3.5% sdo considerados os elementos major, e sdo eles, 0 sodio

(Na), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), fosforo (P), enxofre (S) e cloro (Cl)
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(Frieden, 1972). Os restantes elementos sdo considerados elementos vestigiais (trace
elements), definidos em biologia como elementos necessarios em quantidades muito
reduzidas para um adequado crescimento e desenvolvimento fisioldgico do organismo,
representam 0.5% do numero total de &tomos no corpo humano (Bowen, 1976; Frieden,
1972).

Elementos essenciais e ndo essenciais:

Os elementos vestigiais considerados pela Consulta de Especialistas da Organizacéao
Mundial de Saude (OMS) (Trace elements in human nutrition and health, 1996) foram

divididos em trés grupos tendo em conta a sua importancia nutricional nos seres

humanos:
Elementos essenciais lodo (I), zinco (Zn), selénio (Se), cobre (Cu),
molibdénio (Mo), crémio (Cr), bromo (Br), ferro
(Fe)
Elementos que s&o, Manganés (Mn), silicio (Si), niquel (Ni), boro (B),
provavelmente, essenciais vanadio (V)

Elementos potencialmente Fluoreto (F-), chumbo (Pb), cddmio (Cd), mercurio
téxicos (Hg), aluminio (Al), arsénio (As), litio (Li), estanho

(podendo alguns, em (Sn)

concentra(;(”)es extremamente

baixas ter funcdes essenciais)

Tabela 1 - Classificacdo dos elementos vestigiais pela OMS

Um elemento quimico é considerado essencial quando a sua caréncia provoca alteracoes
no desenvolvimento e nas fun¢des metabdlicas do organismo. Para ser considerado um

elemento essencial, deve cumprir quatro condicoes:
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e A ingestdo insuficiente do elemento provoca deficiéncias funcionais, reversiveis
se 0 elemento voltar a ficar nas concentracfes adequadas;

e Sem o elemento, 0 organismo nédo cresce, nem completa o seu ciclo vital,

e O elemento atua diretamente no organismo e esta envolvido nos seus processos
metabdlicos;

e O efeito causado pelo elemento essencial ndo pode ser atingido por nenhum

outro elemento

Os elementos ndo essenciais nao apresentam qualquer funcdo metabdlica conhecida no
organismo, podendo alguns ter cardcter cumulativo e toxico. Fornecidos a um
organismo, em doses superiores a um dado valor, impedem ou prejudicam o seu
desenvolvimento e as suas fun¢Ges metabdlicas, mesmo em baixas concentracfes

(Trace elements in human nutrition and health, 1996).

2.2.1 Elementos vestigiais e o seu papel no cancro

Varios estudos comprovam gue o desequilibrio na composicao dos elementos vestigiais,
sejam eles essenciais ou ndo, pode induzir um estado de doenca no organismo. O
metabolismo requer concentracfes convenientes dos elementos vestigiais; no entanto
quando as concentracdes destes elementos variam, seja para valores mais elevados ou
mais reduzidos, podem apresentar-se efeitos toxicos (Mariana Silva et al., 2009; Marina
Silva et al., 2012).

Os elementos vestigiais metélicos tém trés mecanismos genotoxicos principais:

1. Interferéncia com a regulacdo redox celular, que causa lesdes oxidativas do
DNA ou desencadeia cascatas de sinalizacdo que podem estimular o crescimento
maligno

2. Inibicdo dos principais mecanismos de reparagdo do DNA podendo resultar em
instabilidade gendmica e acumulagdo de mutacdes.

3. Desregulada proliferacdo celular através da ativacdo das vias de sinalizacdo ou

inativacao dos controlos de crescimento, tais cComo 0S genes supressores.

(Mulware, 2013)
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Ferro
Testes em animais, injetados por via intramuscular com um dextrano de ferro, revelaram

existir uma correlacdo entre o ferro e o desenvolvimento de sarcomas e cancros da pele.
Pacientes com hemocromatose idiopéatica, em que hd uma absorcao exagerada de ferro,
tém tendéncia para desenvolver tumores malignos em varios 0rgéos, principalmente no
figado. Existem dois mecanismos de hepatocarcinogénese associados ao Fe: um, em que
o ferro se liga as proteinas de baixo peso molecular, gerando radicais livres hidroxilo
que danificam o DNA e outro associado a acdo direta do Fe na replicacdo do DNA.
Num estudo comparativo entre pacientes com e sem cancro do figado, foram detectadas
maiores concentracdes de ferro nos pacientes com cancro do figado (Boffetta, 1993;
Fukuda et al., 2004)

Cobre
Foram detectadas grandes acumulagdes de cobre no figado e baco em pacientes com

cancros no trato respiratorio, urinario e no térax, sendo os valores destas acumulacées
mais baixos em tumores benignos do que em malignos. Muitos estudos apontam para a
inegavel influéncia do cobre sobre a angiogénese; dai o cobre se ter tornado num dos
alvos no tratamento angiogénico do cancro (Fukuda et al., 2004; Nasulewicz, Mazur, &
Opolski, 2004). O papel angiogénico do cobre deve-se ao facto de este ser ativador de
varios fatores angiogénicos como o VEGF, fator de crescimento de fibroblastos basico
(bFGF), factor de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL) (Nasulewicz et al.,
2004)

Zinco
Em estudos experimentais, em que as cobaias foram injetadas com cloreto de zinco,

observou-se o desenvolvimento de teratomas e cancros. No entanto, até a data ndo ha
qualquer evidéncia da associacao entre a ingestdo e exposi¢do ocupacional ao Zn com o
risco de desenvolver cancro (Fukuda et al., 2004). O zinco € um dos componentes da
superdxido dismutase (SOD), uma enzima que remove os radicais livres e € essencial
para a ativacao das enzimas de reparacdo do DNA. Pensa-se, portanto, que o Zn tenha
um efeito protetor em relacéo a carcinogenese (Fukuda et al., 2004; Navarro Silvera &
Rohan, 2007).
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Arsénio

Num estudo refer-se o aparecimento de tumores na bexiga, rim, figado, tiroide, pulmao
e pele em que ratos e ratazanas expostos a accao de arsenio. Nos humanos a exposi¢édo
cronica por via oral ou via aérea leva ao desenvolvimento de cancros da pele e do
pulmé&o bem como a de lesdes potencialmente malignas, como a queratose cutanea
(doenca de Bowen) (Fukuda et al., 2004). H& provas convincentes que correlacionam o
risco de cancro do pulméo com os niveis altos e baixos de exposi¢ao ao arsenio e 0 risco
de cancro da bexiga com niveis elevados de exposi¢do. O mecanismo da carcinogénese
é desconhecido, mas estudos in vitro relatam que os compostos de arsénio inibem a
metil timidina e a sintese de DNA (Fukuda et al., 2004; Navarro Silvera & Rohan,
2007).

Cromio

Existe uma forte correlacdo entre a exposi¢cdo ao cromo e a carcinogénese nos pulmoes
(Fukuda et al., 2004). Estudos comprovam uma elevada incidéncia de cancro do pulmao
nos trabalhadores envolvidos na producdo de cromatos («Chromium and Chromium

compounds», 1987; Mulware, 2012).

Niquel
Estudos com gatos revelaram que apos a inalagdo de pd de niquel, surgiam cancros do

pulméo (Fukuda et al., 2004). Foram encontradas elevadas taxas de incidéncia de cancro
do pulméo e da cavidade nasal em trabalhadores de refinarias de niquel (Boffetta, 1993;
Mulware, 2012). Os compostos de niquel podem apresentar uma série de mecanismos
de carcinogénese, incluindo a inibicdo da comunicacdo intercelular, a imortalizacéo de
células epiteliais e fibroblastos, a inducdo de delecbes e aberracdes de DNA, de danos
oxidativos, a inibi¢do da reparacdo por excisdo de nucleétidos e um aumento da
metilazacdo do DNA que leva a inativacao da expressao do gene (Navarro Silvera &
Rohan, 2007).

Vanadio
N&o é reconhecido pela sua atividade carcinogénica e ndo foi encontrada alguma

associagdao com cancro em seres humanos ou animais. No entanto, o vanadio promove a

mutacdo de algumas células, causa a fosforilagéo da tirosina-quinase, e possivelmente,
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exerce algum efeito sobre os oncogenes durante a divisao celular, dai o risco de
carcinogenicidade ndo poder ser descartado (Fukuda et al., 2004; «Vanadium
Pentoxide», 1975).

Berilio
Estudos em animais com exposicéo ao berilio, nomeadamente através de inalacéo,

revelam gue este elemento é carcinogénico (Fukuda et al., 2004). No ser humano a
agéncia internacional para o estudo do cancro (IARC) considerou o berilio como tendo
evidéncia suficiente de carcinogenicidade em humanos, baseando-se na elevada
mortalidade por cancro do pulmao e no aumento dos tumores do sistema nervoso central
em trabalhadores de fabricas que lidam com berilio. Pensa-se que 0 mecanismo de
carcinogénese do Be seja através da inibicdo de enzimas responsaveis pela sintese do
DNA (timidina-sintase e polimerase de DNA) («Beryllium and beryllium compounds.»,
2011).

Chumbo
Estudos em animais revelam que ap6s a administracdo de chumbo, por diversas vias,

surgiram tumores no rim, pulméo e cérebro (Fukuda et al., 2004). Foi descrita uma
ligeira associagdo entre o desenvolvimento de cancro do pulmao, estdmago, e cérebro
em trabalhadores nas fundi¢bes de chumbo e até mesmo em casos de intoxicacéo por
este metal. No entanto o chumbo néo foi definitivamente comprovado como sendo

carcinogeénico para humanos («Lead and lead compounds», 2008).

Cadmio

Estudos em animais comprovam que o cadmio é um elemento carcinogénico,
provocando tumores nos testiculos e sarcomas (Fukuda et al., 2004). Com base nas
evidéncias experimentais e estudos epidemioldgicos realizados pela IARC e pelo
Programa Nacional de Toxicologia dos EUA o Cd é considerado como um
carcinogénico humano («Cadmium and cadmium compounds.», 2011). Existem fortes
evidéncias de uma associagdo positiva entre a exposi¢do ocupacional Cd e o risco de
cancro do pulmao, rim e prostata. Pensa-se que 0s mecanismos de carcinogénese do Cd
sejam 0s seguintes: Inducdo de quebras no DNA, inibicéo da reparacdo do DNA,

ativacdo de protooncogenes e inibi¢do da apoptose (Navarro Silvera & Rohan, 2007).

57



Caracterizacao elementar das alteragBes em tecidos carcinomatosos da cavidade oral por técnica de
florescéncia de raio-X por dispersdo em comprimento de onda

Selénio
O selénio é considerado um elemento essencial, pois é 0 componente primario das

selenioproteinas que tém um papel na neutralizacdo do stresse oxidativo e regulacdo das
reagdes redox de outras moléculas. Os seus efeitos preventivos contra o cancro tém sido
amplamente estudados, revelando uma associagéo inversa entre a exposi¢ao Se e 0 risco

de cancro de prostata (Navarro Silvera & Rohan, 2007).

2.2.2 Investigacdo de elementos vestigiais em amostras biomédicas

A investigagdo dos elementos vestigiais em sistemas bioldgicos é uma tarefa
multidisciplinar que envolve dois pardmetros cruciais, conhecimentos biolégicos sobre
as amostras a estudar e conhecimentos analiticos para o planeamento dos estudos (Trace

elements in human nutrition and health, 1996).

Qualidade
Quando se lida com amostras biomédicas é necessario considerar dois aspetos muito

importantes. O primeiro diz respeito as precaucfes necessarias a ter durante a analise de
rotina, evitando a contaminacdo com substancias extrinsecas e, se a analise nédo for
realizada logo ap06s a colheita, armazenar e preservar a amostra em condicdes
adequadas. O segundo aspeto prende-se com as variaveis fisiologicas da amostra que
podem influenciar os factores presampling e, consequentemente, a composicao da
amostra (Harris, 2010; Settle, 1997; Trace elements in human nutrition and health,
1996).

Factores pré amostra (factores presampling)
Os Fatores Presampling sdo essencialmente fendmenos bioldgicos que influenciam a

composicao da amostra, incluindo variac6es bioldgicas (fatores genéticos, influéncias
fisioldgicas de longo e curto prazo e mudancas sazonais), alteracdes post-mortem
(edema, embebicdo e autolise celular), alteragGes intrinsecas (Ex. hemolise) e
"contaminagGes"” internas resultantes de medicamentos, implantes ou dietas pouco

comuns (Trace elements in human nutrition and health, 1996).
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Para minimizar os efeitos dos fatores presampling podem ser aplicadas diferentes
técnicas de preservacgdo da integridade da amostra, sendo elas:

o Escolha adequada do recipiente de armazenamento da amostra

o Adicdo de estabilizadores quimicos, tais como antioxidantes e agentes
antibacterianos

o Congelar a amostra para evitar a degradacao térmica

o Adsorcdo numa fase solida

(Settle, 1997)

Contaminacdo extrinseca
A relevancia dos erros induzidos pela contaminacgéo extrinseca das amostras esta

relacionada com a concentracdo da substancia a analisar. Por exemplo, se 1,2 ng de
zinco existe como contaminante numa amostra de plasma sanguineo, a determinacéo do
Zn na amostra ndo sera afetada, pois hd uma elevada concentracdo deste elemento no
plasma sanguineo. Por outro lado, se a quantidade introduzida fosse 0.2ng de cromio, ja
seria totalmente inaceitavel, pois esta quantidade seria maior do que a que existe no
plasma. Os procedimentos de controlo para contaminagdo extrinseca tém vindo a
melhorar progressivamente, sendo a analise do crémio urinario um bom exemplo desse
progresso; nos ultimos anos a estimativa de excrecdo diaria de cromo através da urina
desceu de 7,2 pg/dia para 0,16. Outros fatores cruciais no controlo da contaminagéo séo
o0 tempo de armazenamento da amostra, antes da analise e 0 uso de recipientes e de
instrumentos apropriados, feitos de materiais que ndo interferem na analise e ainda o
controlo da humidade e do p6 (Settle, 1997; Trace elements in human nutrition and
health, 1996).

Armazenamento e preservagao
A estabilidade de um elemento quimico durante o armazenamento depende do tipo de

matriz em que esta inserido; dai ser importante preservar, quando possivel, a amostra no
seu estado natural. A preservacdo criogénica, processo em que as células, tecidos ou
quaisquer outras substancias sdo preservadas por arrefecimento a temperaturas
negativas, € um dos métodos que garante que a amostra mantém a sua identidade
bioquimica. O armazenamento das amostras para analise requer recipientes seguros,

limpos, ndo contaminados e ndo degradaveis, tais como, frascos e garrafas de
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polietileno ou de politetrafluoretileno (Trace elements in human nutrition and health,
1996).

Calibragéo dos sistemas analiticos
A calibracéo deve ser feita através da analise frequente de amostras chamadas reference

standards!, sendo essa a chave para eliminar inconsisténcias processuais no
estabelecimento de uma analise de qualidade. Os reference standards utilizados devem
ter uma matriz semelhante a da amostra a analisar e englobar todo o espectro de
elementos presentes na amostra (Harris, 2010; Settle, 1997; Trace elements in human
nutrition and health, 1996).

Os reference standards podem ser divididos em duas categorias:

Primarios — sdo preparados e certificados por instituicbes de renome, sobre
condicGes altamente rigorosas o que implica custos muito elevados, mas indispensaveis

para validar novos métodos analiticos.

Secundarios — sdo amostras criadas pelos proprios laboratérios, com base nos

reference standards primarios, e podem ser utilizados no controlo de qualidade.

(Trace elements in human nutrition and health, 1996)

2.2.3 Técnicas analiticas na investigacdo de elementos vestigiais
I.  Espectrometria de Absorcao Atomica (AAS)

E uma técnica amplamente utilizada e aceite, capaz de determinar as concentragdes de
elementos vestigiais (ng/mL) e ultravestigiais (sub- pg/mL) numa ampla variedade de
amostras, sejam elas biologicas, clinicas, ambientais, alimentares ou geologicas, com
elevado rigor e razoavel precisdo. Apesar de algumas limitacdes, a AAS é a técnica de
analise elementar mais utilizada. Foi descoberta por Walsh, Alkemade e Melatz nos
anos 50 do século XX. Consiste na excitagdo dos &tomos em estado fundamental,
presentes na amostra, através da incidéncia de uma luz num comprimento de onda

especifico. Os &tomos absorvem essa luz, ocorrendo uma transi¢do eletronica para um

1 Objeto ou substancia padronizada que é usada como uma base para a medicao de
objetos similares
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nivel de energia mais elevado. Ao medir a quantidade de luz absorvida é possivel
determinar as concentragdes dos elementos presentes na amostra (Bolann, Rahil-
Khazen, Henriksen, Isrenn, & Ulvik, 2007; Harris, 2010).

Na espectrometria de absorcdo atomica existem, essencialmente, duas metodologias:
espectrometria de absorcéo atbmica por chama (FAAS) e espectrometria de absorgao
atébmica com forno de grafite (GFAAS):

a) Espectrometria de absorcéo atbmica por chama (FAAS):

A FAAS ¢ a técnica analitica mais simples e facil para a analise de elementos. Utiliza
uma chama para atomizar um composto em solu¢do; normalmente, € uma chama de ar-
acetileno ou com menos frequéncia, a chama mais quente de acetileno-6xido nitroso. A
determinacéo de elementos individuais é rapida, no caso de multiplos elementos a
medic&o é morosa, mesmo no método automatizado. E relativamente barato, sendo
considerado um método de elei¢do caso ndo se pretenda analisar mais do que dois ou
trés elementos diferentes em cada amostra. A principal limitacdo da FAAS é o facto de
necessitar de um grande volume de amostra para a analise (varios mL), que devem estar
numa forma aquosa, devido a incapacidade da FAAS em analisar diretamente amostras
s6lidas. E também de salientar que, no caso de a concentracio do elementos a analisar
estar no nivel pug / L ou inferior, a precisao € pobre e nesse caso outras técnicas deverao
ser utilizadas (Bolann et al., 2007; Harris, 2010; Rouessac & Rouessac, 2013).

b) Espectrometria de absorcéo atomica com forno de grafite (GFAAS)

Na GFAAS a atomizacgdo ocorre num tubo de grafite (forno), que é aquecido por uma
corrente elétrica. Normalmente, € introduzida uma pequena quantidade de amostra (5-
100 mL) no forno, sendo esta submetida a uma serie de passos num aquecimento
cuidadosamente controlado, o que torna a GFAAS uma técnica muito mais lenta do que
a FAAS. A sua principal vantagem resulta dos baixos limites de detecdo, que séo cerca
de 10 a 100 vezes inferiores aos da FAAS. A GFAAS é o0 método de elei¢do para a
determinacéo de elementos vestigiais e ultra-vestigiais, a um custo moderado. A
GFAAS é particularmente favoravel quando existem quantidades limitadas de amostra e
quando apenas alguns elementos vestigiais sao de interesse. Para além disso, em

comparacdo com ICP-MS e ICP-AES, a GFAAS usa instrumentagdo mais simples e
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com menor custo. Apesar de, convencionalmente a GFAAS estar associada & anélise
singular de elementos, hoje em dia j& estdo disponiveis no mercado méaquinas capazes
de analisar 4-6 elementos simultaneamente (Bolann et al., 2007; Harris, 2010; Rouessac
& Rouessac, 2013).

Amostras

Praticamente qualquer amostra pode ser analisada, seja ela sélida, liquida ou gasosa.
Antes da analise, a maioria das amostras € convertida em solu¢cdes homogeéneas. As
amostras sélidas devem ser dissolvidas ou digeridas. Produtos quimicos ultrapuros sao
obrigatorios neste caso. As dissolu¢fes podem variar desde alguns minutos a um
maximo de 24 horas (Settle, 1997).

LimitacGes
¢ Nd&o é obtida qualquer informacao sobre os estados de oxidacdo dos atomos
e A preparacdo da amostra € cansativa e demorada
e Limitado a metais e metaloides

e Técnica destrutiva
(Settle, 1997)

Il.  Espectrometria de emissdo atomica — com plasma acoplado (ICP-AES)

Na emissdo atdmica, uma amostra € submetida a um ambiente de alta energia térmica, a
fim de produzir &tomos num estado excitado, capazes de emitir luz. A fonte de energia
pode ser um arco elétrico, uma chama, ou, mais recentemente um plasma. O espectro de
emissdo de um elemento exposto a uma tal fonte de energia € constituido por um
conjunto de comprimentos de onda de emissdo admissiveis (160 e 900 nm),
normalmente denominados linhas de emisséo e que permite a identificacéo e

quantificacdo do elemento na amostra.

O plasma acoplado é uma mistura gasosa elétrica de argon, iGes de argon e eletrées. O
plasma é produzido a partir de um fluxo de argon gasoso, ativado por uma fonte de

energia que vai conduzir a elevada atomizacéo e ionizacdo do fluxo de argon, gerando
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uma temperatura de excitacdo de 7000-10,000 ° K. A temperatura elevada criada pelo
plasma, faz com que a amostra sofra volatilizagdo, atomizacao, excitacdo e ionizacéo
(Bolann et al., 2007; Harris, 2010; Rouessac & Rouessac, 2013).

Amostras

As amostras colocadas na maquina sdo maioritariamente liquidas; com amostras solidas,
devem ser implementados sistemas de dissolucéo e efetuar a analise como uma solugéo.
As amostras sélidas organicas podem ser incineradas pelos diversos métodos existentes
(Dry Ashing, Wet Ashing e Low-temperature Ashing). Apos a preparacao da amostra
deve-se obter pelo menos 10-15mg de matéria inorganica (Settle, 1997).

LimitacOes

N&o é obtida qualquer informacéo sobre os estados de oxida¢do dos &tomos

e O elemento a ser determinado tem de ter uma ou mais linhas de emisséo atomica
na regido dos 160 a 900 nm. Os elementos gasosos, halogéneos e carbono
geralmente ndo sdo determinados

e Os solventes organicos volateis podem extinguir o plasma, a menos que sejam
utilizados meétodos especiais de introducdo de amostras

e Os componentes principais podem emitir linhas que se sobrepdem as dos

componentes vestigiais, diminuindo os limites de detecao

I11.  Espectrometria de massa — com plasma acoplado (ICP-MS)

A técnica de espectrometria de massa (MS) foi descoberta por J.J Thomson no inicio do
século XX e hoje em dia € uma das técnicas analiticas mais versateis, encontrando
aplicacBes em praticamente todas as vertentes da quimica (organica, inorganica, fisica e
analitica), bem como na biologia, medicina e ciéncia dos materiais. A técnica
proporciona informacédo qualitativa e quantitativa sobre os materiais organicos e
inorganicos, incluindo a composicdo elementar, estrutura molecular e a composicéo de
misturas. As propriedades que a tornam uma técnica analitica versatil e valiosa sdo a sua
sensibilidade (recentemente, um limite de detecdo de aproximadamente 500 moléculas)
e a sua especificidade na detecdo de compostos desconhecidos (Bolann et al., 2007,
Harris, 2010; Rouessac & Rouessac, 2013).

63



Caracterizacao elementar das alteragBes em tecidos carcinomatosos da cavidade oral por técnica de
florescéncia de raio-X por dispersdo em comprimento de onda

Amostras

As amostras colocadas na maquina sdo maioritariamente liquidas; com amostras solidas
devem ser implementados sistemas de dissolucgéo e efetuar a analise como uma solucao.
As amostras sélidas organicas podem ser incineradas pelos diversos métodos existentes
(Dry Ashing, Wet Ashing e Low-temperature Ashing). Apos a preparacao da amostra
deve-se obter pelo menos 10-15mg de matéria inorganica.

As amostras organicas apresentam maiores complicagdes nesta técnica do que na ICP-
AES, uma vez que as amostras tém de atravessar um pequeno orificio, entre um
ambiente de elevada temperatura e outro de vacuo. Este orificio pode facilmente ficar

blogueado, caso seja introduzida uma quantidade substancial de matéria orgénica.

(Settle, 1997)

LimitacGes

e Os efeitos da matriz sdo mais comuns e graves neste tipo de analise do que na
ICP-AES

e Solucdes com altas concentracOes de particulas sélidas podem obstruir o orificio.

e Solucdes organicas requerem a adicdo de oxigénio ao plasma ou o pré-tratamento
da amostra, para evitar a obstrucao do orificio com carbono elementar

o Interferéncias poliatdbmicas resultantes de solventes e do argon causam
diminuicdo dos limites de detecédo

e O tempo, esforco, manutencdo e custo inicial da maquina sdo mais elevados do
que na ICP-AES

e S&0 necessarios reagentes com elevado grau de pureza, bem como um cuidado
extremo para evitar a contaminacéo e otimizar a sensibilidade e precisao da
técnica

e Na&o é obtida qualquer informacao sobre os estados de oxidacdo dos elementos

e Os elementos analisados devem ter um potencial de ionizagdo menor que o do
argon (15.8eV)
(Settle, 1997)
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Em 1909 Charles G. Barkla encontra uma conexdo entre a irradiacdo com raios-X de

uma amostra e 0 peso atdmico dos seus elementos. Porém, s6 em 1913, Moseley

encontrou a relacéo possivel entre o espectro obtido e o elemento em causa. Pode

concluir que a frequéncia da risca obtida tinha a haver, ndo com o peso atdmico do

elemento, mas sim com o seu nimero atémico (Z).

Na década de 50 do seculo XX surgem os primeiros aparelhos comerciais de analise

elementar baseados na técnica de XRF(Beckhoff, Kanngieler, Langhoff, Wedell, &

Wolff, 2006; Shackley, 2011).

A XRF é um método de espectrometria atbmica com base na detecdo de radiacao de

raios X emitida a partir de atomos excitados. Esta técnica consiste num processo de

duas etapas, que comecga com a excitacdo de eletrbes da camada interna e sua remocao,

sendo depois a vaga resultante preenchida por um eletrdo de uma camada exterior. A

transicdo é acompanhada pela emissdo de um fotdo de raios x. O fotdo fluorescente? é

caracteristico do elemento, sendo possivel identifica-lo através da medicdo da energia

emitida. A intensidade dos fotbes emitidos permite determinar a concentracao do
elemento (Beckhoff et al., 2006; Rouessac & Rouessac, 2013; Settle, 1997).

4 1 h Sample
Energy dispersive ; - ;
spectrometry (EDXRF) - :

f%/

Detector sensitive to
\ X-photon energy /

X-rays generator

2

Wavelength dispersive
spectrometry (WDXRF)

Detector(s)

Collimator

=

Crystal ..

Mobile or fixed detector(s)

Figura 20 - Esquema das duas técnicas mais comuns de XRF (EDXRF e WDXRF)

2 Fluorescéncia € o termo aplicado a fenomenos em que a absorcédo de radiagdo numa
energia especifica resulta na reemissdo da radiagdo de uma energia diferente (em geral

menor)
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Aplicacbes comuns

Permite a identificagdo qualitativa e a determinag&o quantitativa das
composicdes elementares de uma variedade de amostras solidas e liquidas.

A baixa necessidade de preparacdo da amostra, a ampla faixa de analise
elementar e o facto de ser uma metodologia ndo destrutiva fazem da XRF um
método analitico de eleicdo para muitas industrias

Determinacgédo da quantidade de enxofre no combustivel diesel para atender as
regulamentag0es ambientais.

Controlo das concentracdes de aditivos em 6leos lubrificantes

Controlo dos processos de producdo do aco e cimento

Identificacdo de contaminacdo superficial na producédo de semicondutores
Selecéo de ligas metalicas

Aplicag0es forenses na avaliacdo de provas

Aplicacdes bioldgicas em tecidos animais, post-morten e in vivo

(Settle, 1997)

Amostras

Qualquer amostra, solida ou liquida pode ser analisada; a quantidade necessaria
varia entre 0s mg e os g, dependendo da metodologia utilizada. O nivel de
preparacao da amostra é determinado pelas necessidades analiticas, tais como o
nivel de exatidao e precisdo exigidas pelo estudo em causa. Para uma anéalise
simples, que, no entanto permite obter resultados qualitativos e semi-
guantitativos ndo € necessaria qualquer preparacdo, podendo a amostra ser
analisada tal como foi recebida. Para resultados semi-quantitativos e
quantitativos é necessaria uma prepara¢do minima, que passa por triturar,
homogeneizar e prensar a amostra em pastilhas. Para um pré-tratamento maximo,
é recomendavel secar e fundir a amostra em discos de vidro; este método fornece
0s resultados quantitativos com maior exatiddo e preciséo.

(Beckhoff et al., 2006; Rouessac & Rouessac, 2013; Settle, 1997)

Limitacoes
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e A faixa elementar esta limitada aos elementos boro e de nimero atomico
superior.

e Interferéncia da matriz pode impedir ou limitar a detecdo de alguns elementos

e Reference standards na analise quantitativa nem sempre coincidem com matrizes
desconhecidas
(Settle, 1997; Shackley, 2011)

2.3 FUNDAMENTOS DA XRF

Niveis de energia e linhas caracteristicas de raios-X

A emissao de raio-X caracteristicos da amostra depende da natureza dos elementos
existentes nessa amostra. Estes raios-X caracteristicos sdo produzidos quando um
eletrdo de um nivel mais interno do 4&tomo é expelido, deixando vago o seu lugar, este
mecanismo é desencadeado pelo bombardeamento da amostra com um feixe de raio-X.
Durante o processo de rearranjo do &tomo em que os eletrbes decaem das camadas mais
externas para as mais internas ocorre emissao de raio-X (fotbes) caracteristicos do

elemento. O atomo é entdo reconduzido ao seu estado fundamental.

Se a transi¢do se opera para um nivel n=1, a risca obtida no espectro descontinuo
(espectro de riscas), designa-se por K, para o nivel n=2, por L, etc...Normalmente, a

analise por espectrometria de raio-X é feita com base em riscas K e L.
A risca mais intensas numa dada série é designada por a, seguida de B, v, 9, etc...

Devido a divisdo da camada L em trés subcamadas, o espectro L é mais complexo do
que o espectro de K, contendo pelo menos 12 linhas (Beckhoff et al., 2006; Rouessac &
Rouessac, 2013; Settle, 1997; Shackley, 2011).
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Figura 21 - Transi¢Ges possiveis dos eletrdes (Beckhoff et al., 2006)

Tipos:

A maioria dos instrumentos de XRF divide-se em duas categorias, 0s de disperséo de
energia (EDXRF) e os de dispersdo em comprimento de onda (WDXRF).. Dentro destas
duas categorias existem variadissimas configuragdes, fontes de raios-X e tecnologias de

detecdo, sendo aqui abordados os instrumentos mais comuns.
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Os instrumentos WDXRF (figura 22) operam com base no principio da difracdo de

Bragg de um feixe de raios X colimado. Nos instrumentos de EDXRF todo o espectro

emitido pela amostra incide num detetor, capaz de registar a energia de cada fotdo que o
atinge (Beckhoff et al., 2006; Rouessac & Rouessac, 2013; Settle, 1997; Shackley,

2011).

Specimen

Diffraction
crystal

Figura 22 - Esquema do funcionamento basico de um WDXRF (Settle, 1997)

X-ray tube

Figura 23 - Esquema do funcionamento basico de um EDXRF (Settle, 1997)
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Fontes de Raio-X

A fonte de raios-X consiste numa ampola de vacuo, com dois elétrodos, um catodo e um
anodo. O catodo € formado por um fio metalico (normalmente tungsténio) enrolado em
hélice e coberto por uma peca metélica que direciona o feixe eletronico. O anodo é
composto por uma barra metalica, normalmente de cobre, recoberto por molibdénio ou
tungsténio. Para a produgdo de raios-X na ampola, o filamento do catodo é aquecido
através de corrente elétrica, estabelecendo uma elevada diferenca de potencial entre os
dois elétrodos. Os eletr6es emitidos pelo catodo sdo acelerados e colidem com o &nodo,
gerando radiacdo de travagem (espectro continuo), bem como linhas de raios X
caracteristicas do material do &nodo (espectro descontinuo). Estes fotGes escapam

através de uma janela de berilio existente no lado da ampola.

A poténcia dos raios-X pode ser configurada em diferentes niveis, desde uma fracéo de
um watt para instrumentos de EDXRF até varios kilowatts para WDXRF, podendo ser
necessario empregar sistemas de arrefecimento da ampola, dado que a maioria da
energia € dissipada na forma de calor (Beckhoff et al., 2006; Rouessac & Rouessac,
2013).

Para a detecdo de elementos leves, deve estar disponivel uma radiacdo de baixa energia,
ou seja, 1-10 keV, enquanto que para elementos pesados é necessario uma excitagdo
com energias elevadas até 50 keV (Beckhoff et al., 2006; Shackley, 2011).

Figura 24 - Tubo de raio-X; A - dnodo, C - catodo, W — janela (Beckhoff et al., 2006)
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Detetores

Os dois sistemas de espectrometria (WD e ED) diferem de forma categ6rica nos seus
sistemas de detecao da energia emitida pelos elementos excitados da amostra (Shackley,
2011). O EDXREF utiliza cristais semicondutores que recebem a totalidade do espectro
emitido pela amostra e, através de um processo de ionizagao, convertem 0s raios-x
caracteristicos, em impulsos elétricos proporcionais. O material mais utilizado na
formacéo destes cristais de detecdo é o silicio (Si), com litio (Li), para compensar
pequenos niveis de impureza. Cristais de germanio de elevada pureza (HPGe) também
podem ser utilizados; no entanto Si (Li) foi o primeiro material usado nos detetores de
EDXREF e continua a ser, hoje em dia, a escolha mais comum (Beckhoff et al., 2006;
Shackley, 2011). Na técnica de WDXRF os raios-X gerados pela amostra séo
selecionados, utilizando um ou Varios cristais de analise com um espacamento de rede
especifico. A radiacdo emitida por um determinado elemento incide nos cristais de
analise num angulo especifico (®) e segundo a lei de Bragg®, essa mesma radiagio
reflete-se no cristal com o mesmo angulo ®; apenas o0s raios-X que satisfazem a lei de

Bragg sdo refletidos e, portanto um Unico comprimento de onda passa para o detetor.

Raio-X incidente

Cristal

Raios-X caracteristicos

Amostra

‘ Detetor
\ \ Circulo de Rowland/ /
\_(

Figura 25- Relacdo entre amostra, cristal de analise e detetor no circulo de Rowland (adaptado
de Beckhoff et al; 2006)

3 Lei de Bragg: nA = 2d sin®; onde n= namero inteiro referindo-se a ordem do reflexo;
A= comprimento de onda do raio X caracteristico; d= espagamento de rede do material
de difracdo; ®= angulo entre o raio-X e o cristal de analise
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Para manter uma relagdo geométrica correta entre amostra, cristal de analise e detetor
em toda a gama de angulos difratados, é necessario manter todos os trés componentes
no circulo de Rowland (figura 25). Isto € conseguido por um gonidmetro mecanico que
movimenta o cristal e o detetor de modo a que se mantenham as condic@es de difracéo
corretas (Beckhoff et al., 2006; Shackley, 2011).

Os detetores utilizados nos espectrometros de WDXRF sdo geralmente contadores, que
consistem em cadmaras de ionizacdo com uma substancia (normalmente um gas), que se
ioniza quando particulas carregadas a atravessam. Estes iGes sdo atraidos por um campo
elétrico, existente entre o catodo e o0 anodo do contador. O numero total de cargas
obtido, resultante da ionizacdo, origina um impulso proporcional a energia da radiacéo
incidente (Beckhoff et al., 2006; Shackley, 2011).

EDXRF
Vantagens

e O utilizador pode adquirir um espectro elementar completo em apenas
alguns segundos. Os softwares disponiveis hoje em dia permitem
identificar facilmente os picos elementares, tornando a EDXRF uma
ferramenta Gtil na investigacdo com amostras de constituicdo desconhecida,
antes de uma analise quantitativa.

e EDXRF permite efetuar estudos semi-quantitativos para determinar a
composic¢do quimica
(Beckhoff et al., 2006; Shackley, 2011)

Desvantagens

e Costumam ocorrer sobreposi¢des de picos de energia, em particular entre
niveis de energia diferentes (K,L e M) de elementos diferentes (Ex. existem
sobreposic¢des proximas entre 0 manganés-Ka e o cromo-Kp, ou o titanio-
Ka e varias linhas L do bario). O utilizador, necessita entdo de aplicar
métodos para obter a separagdo dos picos, ou dado o contexto da amostra

decidir qual é o elemento que faz mais sentido.
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A EDXRF é pouco utilizada para a analise quimica, contudo, a resolucao
dos detetores tem evoluido e portanto este método tornar-se-4 numa
alternativa fidvel e precisa ao da WDXRF

Os instrumentos de EDXRF equipados com detetores de berilo, ndo
conseguem detetar os elementos de nimero atomico inferior ao do sédio
(Zz=11)

As multiplas massas de um elemento (is6topos), ndo podem ser
determinadas pela EDXRF

(Beckhoff et al., 2006)

Vantagens

A WDXRF é utilizada para analises quantitativas ndo destrutivas de
amostras tdo pequenas quanto alguns micrometros, com niveis de detecéo
baixos, para elementos de numero atomico igual ao boro (Z=5) ou
superiores.

A WDXREF funciona com uma variedade de materiais solidos, naturais ou
sintéticos, incluindo minerais, vidros, esmalte dos dentes, semicondutores,
ceramicas, metais, etc...

Os espectometros WDXRF permitem mapear os elementos na amostra
Quando comparado com a EDXRF, a WDXRF apresenta uma resolugéo
superior e maior sensibilidade para os elementos vestigiais

(Beckhoff et al., 2006; Shackley, 2011)

Desvantagens

Com a WDXRF néo é possivel detetar elementos com nimero atébmico
abaixo de 5 (boro), impossibilitando a detecéo de varios elementos
importantes (Ex. Hidrogénio, Litio, e Berilio).

Alguns picos apresentam sobreposic¢des significativas (Ex. Vanadio-Ka e
Titanio-Kp)

As Analises por WDXREF, tais como as de EDXRF, ndo permitem
distinguir entre os estados de valéncia dos elementos (por exemplo, Fe?* vs

Fe®*), sendo necessarias outras técnicas para obter esse tipo de informagao.
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e As multiplas massas de um elemento (is6topos), ndo podem ser
determinadas pela WDXRF
(Beckhoff et al., 2006)
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Figura 26 - Tipico espectro EDXRF do cancro da mama (Marina Silva et al., 2012)

Comparacdo da XRF com outras técnicas analiticas

XRF é uma técnica versatil e rapida que possibilita a analise de uma grande variedade
de amostras, desde pds a liquidos. E uma técnica Gtil e econémica, em que o maior
custo é o préprio hardware. Os instrumentos apresentam poucas partes méveis,
necessitando de reduzida manutencdo e no seu uso convencional consomem apenas

nitrogeénio liquido (nos aparelhos que necessitam de arrefecimento) e eletricidade.

A principal desvantagem das técnicas de XRF consiste nos elevados limites de dete¢éo,
guando comparados com outros métodos. Os limites de detecdo na espectroscopia de
absorcdo atbmica com forno de grafite (GFAAS) sdo bastante mais reduzidos que na
XRF, no entanto estas analises podem apresentar interferéncias da matriz. A GFAAS é
um método relativamente lento porque os elementos séo analisados, um de cada vez, e é

também uma técnica destrutiva.

ICP-MS é uma técnica versatil, que pode atingir limites de detecéo inferiores aos da
XRF. Em termos de velocidade de anélise, a ICP-MS € tdo ou mais rapida que as
técnicas de XRF, apresentando niveis de precisdo muito elevados. No entanto as
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amostras devem estar num estado liquido, o que muitas vezes exige digestao &cida e
uma preparacao trabalhosa das amostras. As técnicas de ICP exigem grandes
quantidades de argon puro em estado gasoso, tornando-as extremamente dispendiosas
(Beckhoff et al., 2006; Harris, 2010; Shackley, 2011).

Parametros FAAS GFAAS ICP-AES ICP-MS WDXRF

Tempo de Rapido Lento Répido Répido Répido

analise

Baixo Moderado Elevado Muito Elevado
Elevado
Facilidade Facil Requer Requer Requer Facil
de utilizagdo alguma alguma alguma utilizacéo
utilizacéo experiéncia  experiéncia  experiéncia

Tabela 2 - Comparacdo de técnicas analiticas (adaptado de Bolann et al., 2007)

2.4  APLICACOES DAS TECNICAS ANALITICAS NO CANCRO:

Nos ultimos anos varias investigagdes foram realizadas relativamente aos niveis de
elementos vestigiais em tecidos carcinomatosos e ndo carcinomatosos nos humanos,
utilizando diferentes técnicas analiticas, tais como a espectrometria de absor¢do atdmica
(AAS) e diversas variantes da XRF (PIXE, SR-XRF, TXRF). Estes estudos d&o conta
que as concentragdes de alguns elementos vestigiais aumentam nos tecidos neoplasicos;
no entanto, os resultados variam consideravelmente de autor para autor, sugerindo que
0s mesmos sdo fortemente influenciados pela técnica de medicdo aplicada e pelos
processos experimentais a que as amostras séo sujeitas (Boman, Magalhdes, Carvalho,
VVon Bohlen, & Becker, 2010; Mulware, 2013; Mariana Silva et al., 2009; Marina Silva
etal., 2012).

Devido ao seu importante papel no metabolismo dos elementos vestigiais metalicos, o
figado, o pulmdo e o rim sdo os 6rgdos mais frequentemente estudados. Recentemente,
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outros 0rgaos, como a mama, a préstata, o pénis, a tirdide e o estbmago tém vindo a
captar o interesse dos investigadores. A grande maioria dos estudos utiliza amostras dos
tecidos carcinomatosos, comparando posteriormente os resultados das concentracdes
dos elementos vestigiais com os obtidos em amostras de tecido saudavel; em alguns
estudos, foi utilizado outro tipo de amostras, como urina nos casos de cancro renal ou da

bexiga, soro sanguineo (plasma sanguineo sem fibrinogénio) e cabelos.

2.4.1 Cancro da mama
O tecido neopléasico da mama é o tipo de cancro mais estudado em termos de

concentracOes de elementos vestigiais. Varios estudos, utilizando diferentes técnicas
analiticas, comprovam que certos elementos, nomeadamente Ca, Fe, Cu, Zn e Se
apresentam concentracdes significativamente mais elevadas em tecidos neoplasicos da
mama, do que em amostras de tecido saudavel (Mulware, 2013; Mariana Silva et al.,
2009; Marina Silva et al., 2012). Num artigo de revisao, S. Mulware (2013) afirma que
certos elementos vestigiais apresentam, de um modo geral, concentracGes semelhantes,
quer em tecido neoplasico, quer em tecido saudavel; é o caso do K, Ti e Ni. Para além
das investigacOes que utilizam amostras de tecido carcinomatoso, existem diversos
estudos que aplicam as técnicas analiticas de detecdo de elementos vestigiais em
amostras de soro sanguineo. No estudo realizado por, Sarita et al.(2011), foi observada
uma reducdo significativa nas concentrac@es dos elementos Ti, Cr, Mn, Ni, Zn e Se,
demonstrando juntamente com outros estudos, que existe uma correlacao entre o
aumento dos niveis de certos elementos vestigiais em tecidos neoplasicos e a sua

diminuicdo no soro sanguineo.

Varios estudos sugerem que a relacdo dos niveis séricos de Cu e Zn (Cu/Zn) é um
melhor indicador de diagndstico e prognostico do que as concentracdes individuais
destes elementos (Mulware, 2013).

Embora o papel dos elementos vestigiais ainda ndo esteja completamente bem
estabelecido na literatura, 0 aumento das suas concentrac6es nos tecidos neoplasicos da
mama parece estar relacionado com aspetos metabolicos e estruturais, conferindo a estes
elementos um elevado potencial como biomarcadores de diagnostico e de prognostico.
No estudo de Marina P Silva et al. (2012) os pacientes com concentragdes mais
elevadas de Cu apresentaram piores taxas de sobrevivéncia, comprovando o que varios

estudos afirmam - o cobre tem um papel crucial no mecanismo da angiogénese, com
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elevacdo do potencial metastéatico do tumor sendo por conseguinte, uma das principais

causas de mortalidade em pacientes com cancro da mama.

100.000- M Ca - cutoff. 212.6 mgkg

B Zn - cutoff: 3.4 mgkg
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Figura 27 - Gréafico das concentracGes dos elementos vestigiais Fe e Zn em tecidos da mama
saudavel e neoplésico (Marina Silva et al., 2012)

2.4.2 Cancro do cdlon
Vaérios estudos demostram haver nas células cancerigenas maiores concentracdes de Cu

e Fe do que nas células de tecidos saudaveis (Carvalho, Magalhdes, Becker, & Bohlen,
2007). Num estudo realizado por Benninghoff, von Czarnowski, Denkhaus, & Lemke
(1997), s6 os elementos P, S, K, Ti, Se e Rb mostram uma tendéncia de acumulacdo no
tecido neoplasico; destes, os elementos P, K, Se e Rb mostram uma maior tendéncia
para a acumulacdo em tecidos malignos, enquanto o S mostra uma maior tendéncia para
a acumulacéo nos tecidos benignos. Magalh&es & Bohlen, (2006) descobriram,
utilizando técnicas analiticas de XRF, que os niveis de Ca, Zn e Sr eram semelhantes
nos tecidos saudaveis e nos tecidos carcinomatosos, e que os elementos P, K, Ni e Cu
mostram uma tendéncia para 0 aumento no tecido carcinomatoso. Br e | foram os Unicos
elementos cujas concentragdes diminuiram no tecido carcinomatoso. Noutro estudo
conduzido pelo mesmo grupo, concluiu-se existir um aumento significativo dos niveis
de Se nos tecidos saudaveis, podendo este fendmeno estar ligado ao facto do Se ser um
antioxidante e, por conseguinte, ajudar a neutralizar os radicais livres (Boman et al.,
2010).
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2.4.3 Cancro do estbmago

O aumento do nimero de casos de cancro do estdbmago, chamou a atengdo dos
investigadores para o estudo deste tipo de cancro. Na investigacéo realizada por Reddy
et al (2003) utilizando uma variante da técnica de XRF (PIXE), foram detetados
aumentos de concentracdes dos elementos Cr, Ni, As, e Br e redugdes nos niveis dos
elementos ClI, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Co, Cu, e Zn em tecidos carcinomatosos em relacéo a
tecidos saudaveis. Num trabalho mais recente, realizado por Boman et al. (2010) os
elementos P, K, Fe e Rb apresentaram concentracGes mais elevadas, de acordo com as
afirmacdes de Benninghoff & Denkhaus (1998) que relataram haver um aumento dos
elementos P, S, K, Se e Rb. A discrepancia dos resultados apresentados pelos diferentes
autores é um indicador de que é muito importante efetuar mais investigacdo nesta area
do cancro do estdmago, a fim de estabelecer um consenso sobre quais sdo os elementos

vestigiais com maior potencial para biomarcadores.

2.4.4 Cancro da cavidade oral
Existem poucos estudos que investiguem as concentraces dos elementos vestigiais em

tecidos carcinomatosos da cavidade oral. A grande maioria dos estudos utiliza amostras
de saliva ou soro sanguineo e esta, normalmente, mais focada nas lesdes pré-malignas,
principalmente na fibrose submucosa. Estes estudos sdo predominantemente realizados
por grupos asiaticos em populacGes asiaticas, onde 0 consumo da noz de areca é
extremamente elevado. Esse facto tem impedido que se transponham os resultados
obtidos para a realidade da populacdo Europeia ou Portuguesa., cujos fatores etioldgicos

sdo substancialmente diferentes.

A noz de areca apresenta uma elevada quantidade de Cu na sua constituicdo e €
considerada um dos fatores etioldgicos principais da fibrose submucosa. Num estudo
recente, realizado por Khanna et al. (2013), foram comparadas as concentraces dos
elementos Cu, Zn, Se e Mo no soro sanguineo de pacientes diagnosticados com cancro
das células escamosas e fibrose submucosa com as de um grupo de controlo saudavel.
Os niveis sericos de Cu nos grupos da leséo pré-maligna e do cancro oral foram mais
elevados quando comparados com os do grupo de controlo; o aumento de Cu no soro
pode dever-se aos elevados niveis de Cu presentes na noz de areca. A relagdo Cu/Zn foi
também estudada, devido ao seu enorme potencial como biomarcador de diagndstico e
prognostico noutros tipos de cancro (ex. cancro da mama). No entanto, neste estudo nao

se obteve significancia estatistica para comprovar a utilidade da relagdo Cu/Zn no

78



Desenvolvimento

cancro oral. As concentracdes de Se e Mo no grupo de controlo foram mais elevadas do
que nos grupos de fibrose submucosa e de cancro oral, confirmando o importante papel

destes dois elementos na prevencao das lesdes cancerigenas.

Num estudo muito semelhante ao anterior, Shetty et al. (2013) confirmam o aumento da
concentracdo do Cu e uma diminui¢do do Zn sérico nos pacientes diagnosticados com
lesBes pré-malignas e malignas. Confirmando a teoria de Nayak (2010) de que as
células cancerigenas tém importadores desregulados de Zn, provocando o aumento dos
niveis de Zn no tecido carcinomatoso. A relacdo Cu/Zn foi também avaliada, revelando
um valor mais elevado nos grupos estudados (fibrose submucosa, leucoplasia e cancro

oral), apresentando-se portanto como um possivel biomarcador para o cancro oral.

Ayinampudi & Narsimhan (2012) utilizando a técnica de ICP-MS analisaram amostras
de saliva de pacientes diagnosticados com PMD e cancro oral, comparando-as com as
de um grupo de controlo saudavel. Os resultados obtidos por aquele grupo revelaram
um aumento dos niveis salivares de Cu e Zn; este aumento € mais evidente no grupo do
cancro oral do que no dos PMD. Dentro do grupo dos PMD o subgrupo de fibrose
submucosa apresenta um aumento significativo de Cu quando comparado com 0s outros

PMD (leucoplasia, liquen plano) que apresentam entre si valores semelhantes de Cu.

2.5 PROJETO DE INVESTIGACAO

Objetivo:

Comprovar a alteracdo das concentragdes de certos elementos vestigiais em tecidos
carcinomatosos da cavidade oral relativamente a tecidos saudaveis e portanto puder usar

esses elementos como biomarcadores.

Resumo:

Varios estudos comprovam uma maior concentracdo de elementos vestigiais em tecidos
neoplasicos (benignos ou malignos) do que em tecidos saudaveis. No entanto, em
tecidos carcinomatosos da cavidade oral, ainda ndo ha nenhum estudo que comprove

este aumento de concentragéo.
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Para a determinacdo das concentracdes desses elementos utilizar-se-ia uma técnica de
fluorescéncia de raio-X por dispersdo em comprimento de onda (WDXRF —
Wavelength Dispersive X-ray Fluorescence), que permite quantificar, a um nivel

atdbmico, o contelldo da amostra sem a danificar.

Uma vez que o ISCSEM possui uma maquina de WDXRF, sera possivel aproveitando a
colaboracéo do Instituto Portugués de oncologia (IPO), avancar na determinacéo da
presenca de elementos vestigiais em maiores concentragdes em amostras de tecido

neoplasico da cavidade oral.

Materiais e métodos:

a) Recolha das amostras:

e Asamostras de tecidos neoplasicos da cavidade oral serdo colhidas nas cirurgias
de cabeca e pescoco no IPO

e Ultilizar-se-ao os left overs, ou seja 0 material que sobra ap6s a anélise
histopatolégica

e Os tecidos serdo conservados em formol 10%, para evitar autolise que se inicia
apos a morte dos tecidos e a propria digestdo do material por bactérias

decompositoras.

Figura 28 - Amostra de carcinoma da lingua

e O ideal seria obter amostras de tecido neoplasico fresco, sem conservagéo em
materiais fixadores, de forma a evitar contaminag¢Ges com substancias
extrinsecas; no entanto devido ao protocolo laboratorial existente no IPO sera

muito complicado contornar esta situagéo.
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e Para minimizar o erro de contaminacao através do formol, poder-se-a aplicar um
protocolo de correcdo dos espectros, analisando-se a constituicao elementar do

formol utilizado

b) Preparacdo das amostras:

e Na&o é necessario qualquer tipo de tratamento quimico prévio

e (Cada amostra de tecido é liofilizada durante 24h, a — 50°C e a latm,

Figura 29 — liofilizador

e Reduz-se a amostra, atraves de um processo de moagem, a po

Figura 30 — Moagem

e Comprime-se 0 p6 em pastilhas de 2 cm de didmetro utilizando a prensa SPECAC,
obtendo-se um disco com didametro de 2 cm

81



Caracterizacao elementar das alteragcdes em tecidos carcinomatosos da cavidade oral por técnica de
florescéncia de raio-X por dispersdo em comprimento de onda

Figura 31 - Compressdo do p6 em pastilha

c) Anélise das amostras na maquina de WDXRF:

e Asamostras sdo colocadas na maquina de WDXRF (Modelo S4 PIONEER da
marca Bruker), dentro do tabuleiro de anélise

| sypioNEER

Figura 32 - Anélise da amostra na maquina de WDXRF

e Através de um programa controlado por computador a maquina faz a recolha da

amostra, colocando-a depois na camara de analise, onde vai ser bombardeada pelo
feixe de raio-X

Figura 33 - Esquema de funcionamento da maquina
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e Osraios-X caracteristicos emitidos pela amostra sdo captados pelos detetores, que
por sua vez transmitem a informacao a um computador que processa 0s dados,

apresentando um grafico com as concentrac@es elementares da amostra.

Relevancia clinica:

e Possibilidade de utilizar a maquina de WDXRF como forma de detetar variagdes
de concentragdes de elementos vestigiais em tecidos carcinomatosos orais

e Possibilidade de descobrir novos biomarcadores de diagndstico e prognostico
para o cancro da cavidade oral

e Expandir o conhecimento sobre os elementos vestigiais em tecido neoplésico da

cavidade oral

LimitacOes:

Volume da amostra

e Paraaanalise na maquina de WDXRF é necessario 1cm? de tecido
e Nem todos os tumores da cavidade oral apresentam este tipo de volume e atendendo
a que a quantidade de tecido residual, apds a anélise histopatoldgica é reduzida,

certamente o tempo de colheita tera de ser extenso.

Contaminacao extrinseca

e Os tecidos colhidos no IPO sdo conservados em formol 10% e por vezes em
parafina, podendo gerar contaminacées
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3 CONCLUSAO

Como ja se referiu, esta revisdo bibliografica foi prevista inicialmente como um

trabalho de investigacdo. N&o foi possivel, porém, em termos de tese de mestrado,

avancar com a investigacéo, devido a algumas limitagdes, a destacar a dificuldade que

cedo se deparou na aquisi¢cdo das amostras com o fim em vista.

Esta monografia parece, contudo, ser de interesse na aquisicdo de conhecimentos

bésicos e essenciais para o desenvolvimento do projeto de investigacdo que, alids, ja

estd em curso. Eis algumas das principais conclusdes:

Na vertente de cancro oral concluiu-se que o diagnostico precoce continua a ser a
melhor forma de prevencéo contra a morbilidade e mortalidade e que, apesar dos
avangos em termos de novos métodos de diagnoéstico, ainda ndo existe um que seja
infalivel. A investigacdo de novas técnicas de detecdo e diagnéstico de lesdes pré-
malignas e malignas é bem fundamental na luta contra o cancro.

Dentro da vertente do cancro oral, os biomarcadores que permitem a implementacéao
de terapéuticas personalizadas para cada tipo de lesdo, evitando tratamentos
desnecessarios que podem deteriorar a qualidade de vida do paciente. No cancro
oral existem poucos estudos relativamente a biomarcadores, dai ser essencial para
melhorar as terapéuticas intensificar a investigacdo nesta area.

Relativamente as técnicas analiticas, apesar das desvantagens associadas a WDXRF
guando comparada com outras técnicas, continua contudo, a ser um método de custo
moderado com elevada sensibilidade, e perfeitamente indicado para a dete¢éo dos
elementos vestigiais em amostras de tecido neoplésico. O facto de existir uma
maquina de WDXRF nas instalaces do ISCSEM permite avancar com o projeto de
investigacao, tal como anteriormente ja se referiu.

Varios estudos ja comprovaram, através de diferentes técnicas analiticas e em
diferentes tipos de tecidos, que existem certos elementos, tais como o Cu, Fe e 0 Zn,
em concentracdes alteradas nos tecidos neoplasicos. Com base neste pressuposto,
deduz-se que nos cancros da cavidade oral, devam surgir tambem alteracGes de
certos elementos, que deste modo, podem vir a ser utilizados como biomarcadores
de diagndstico e de prognostico. Também esta uma razéo de peso para se avangar

com o referido projeto.
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Desenvolvimento

A presente monografia visa, em resumo servir como base de referéncia ao projeto de
investigacdo, uma vez que se trata de uma compilacdo de conhecimentos interligados
com o projeto em causa. Tendo em vista tal facto deixou-se no ultimo capitulo o
protocolo de preparacdo das amostras, bem como as principais limitacfes que se vao
encontrar na realizacdo da investigagéo futura.
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ANEXOS
Anexo 1:

Pdster apresentado nas XXI Jornadas Internacionais de Medicina Dentéaria no ISCSEM

Técnica de WDXRF para quantificagao
elementar em tecidos neoplasicos orais

Morgued, AG; Shea Marguea, IM: Bita, JA; Togala, C

OBJECTIVO

Este Posier vio hsificor o necessidade de realar um Yabaiho de vestigogdo Que COMPIove O prasenga de slemanios
vosiigicls om Mmaions concantaches om acicos Cancinomatcsds da cavidode onal, ¢ assim podier usd-os como
biomarcadons de dogndsico.

INTRODUGAO

Parc o deferminag 0o das concentrogdes deses alemenios UEIXOr-5e-ia uma BCenica de Muorescdncia de raio-X por
digpendo em comprimento do anda (WDXRF - Wavelengh Dispersive X-1ay Rucrescence), que pammbe quoniiicar o
ConCanyogdo aldmica do conleddo da amosira sem a doniScor.

Varios estucios COMPIoveIm LIMa Maior CONCeNiOCao de slomenics wsSgios em facidos neopllsicos (benignos cu
malignos) do que em fecidos souddvels. No enfanio, em feciics corcinomaiasds da cavidade aral, ainda Ndo Hd nenhum
S3000 QUE COMPIOVE 6518 Cumanio 4o CoONCanragda.

a1l Fe - cumoft 19 3 mghkg
B In - AT 4 O gy

oo 4

- - 2 o s

|

Concentrations (mgfeg)

Norimal Adjacen Maligrians

g 1 @ 2~ mOgquing de WDKRF do SCSEM o Ag 3« grafico dos concenhoghes dos slementos vesligiak Fo ¢ 2n
Siquema do sou lundicnamento om cidas do Mama souddvel © noopidsicos,

ELEMENTOS VESTIGIAIS

RESULTADOS

. Bdsto uma 1elogo dNei eniie UM 18Ciio COCINOMOINo @ O QUMENED dGs CONCENTOCHe A0t SlemManics vassSgial
AN & data ndo exisien e9U30s QUE COmproven, alramvs da ISCNICT de Muarscingia de 1aio-X, o cumento das 4
concenbogdes dos elemenias vestigiok no cancra orol

A Wcnica de Nuoeoscdncia de Maio-X Sge como um axcelenie mélodo de andiise slemeniar (qualtativa o
G0 aMoshios DICKGICTS.

CONCLUSAD

Uena vez que © BCSEM possul uma mdguing do WDIKRF, send podsivel oproveliondo a colaboragdo do nsiduio
Portuguds de oncologio (PO), avangar na delermminagdo da presenga de elemnentos vasSgiok em maicres
CONCONTOCtes om OMaETas de 1ecido necpiisico da cavicade oral om COmparogdo Com amashas de lecido
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