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RESUMO

CARDOSO, Fernanda Brochier. Analise do padrao de maturacéao e atividade proliferativa
da mucosa bucal em individuos expostos a carcindgenos, com leucoplasia e carcinoma
espinocelular bucal. 2016. 35 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacao em
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2016.

Métodos ndo invasivos como a citopatologia tem se mostrado eficazes para realizar o
rastreamento ou monitoramento dos individuos sem lesdes e com lesdes potencialmente
malignas. O objetivo desse estudo foi avaliar o padrdo citoldgico e atividade proliferativa da
mucosa bucal em individuos sem lesdo expostos a fumo e alcool, assim como em individuos
com leucoplasia e cancer bucal, comparando-os com individuos sem lesdo e ndo expostos aos
fatores de risco. Foram coletados 117 pacientes no total, e divididos em 4 grupos, sendo 33 do
grupo controle, 31 do grupo alcool-fumo, 31 do grupo leucoplasia e 22 do grupo carcinoma
espinocelular. Nos pacientes dos grupos sem lesdo, a coleta citopatologica foi realizada na
borda de lingua e no assoalho de boca, e nos pacientes com lesdo, a coleta foi realizada no
local da lesdo. As amostras foram submetidas a técnica do papanicolaou para analise
morfoldgica, e a técnica do AgGNOR para anélise da velocidade de proliferacdo celular. Com
base nos resultados obtidos, foi possivel verificar uma mudanca no padrdo de maturagédo e na
velocidade de proliferacdo das células quando expostas ao fumo e &lcool. Foi possivel
verificar uma mudanca no padréo de ceratinizacdo da mucosa bucal, quando exposta a fatores
irritativos, embora esse padrdo ndo pareca acometer todos os sitios da boca, sendo mais
representativa em bordo de lingua. Conclui-se que a citopatologia pode sinalizar indicadores
precoces em pacientes de risco para o cancer bucal como alteracbes na proliferacdo e
maturacao epitelial.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular. Leucoplasia. Citopatologia. AQNOR. Papanicolaou.
Proliferacdo de células. Maturacdo de células.



ABSTRACT

CARDOSO, Fernanda Brochier. Analysis of the maturation pattern and proliferative
activity of the oral mucosa in individuals exposed to carcinogens , with leukoplakia and
oral squamous cell carcinoma. 2016. 35 p. Final Paper (Graduation in Dentistry) -
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2016.

Noninvasive methods as cytopathology has proven effective to perform the tracking or
monitoring of individuals without any lesions and in individuals with potentially malignant
disorders. The aim of this study was to evaluate the maturation pattern and the proliferative
activity of the oral mucosa in individuals without any lesion and exposed to tobacco and
alcohol, as well as in subjects with leukoplakia and oral cancer, comparing them to
individuals without any lesion and not exposed to risk factors. We collected 117 patients in
total and divided into 4 groups, with 33 in the control group, 31 in the alcohol-smoking group,
31 in the leukoplakia group and 22 in the squamous cell carcinoma group. In the patients of
the groups without lesions, the cytological sample was collected on the border tongue and
floor of mouth, and in the patients of the groups with lesions, the collection was held at the
site of injury. The samples were submitted to the Papanicolaou technique for morphological
analysis and AgNOR technique for analysis of cell proliferation rate. Based on the results
obtained, it was possible to observe a change in the pattern of maturation and the speed of cell
proliferation rate when exposed to smoking and alcohol. It was possible to see a change in the
pattern of keratinization of oral mucosa when exposed to irritating factors, although this
pattern does not seem to affect all sites in the mouth, being more representative in the border
of the tongue. We conclude that the cytopathology may evince early indicators of patients at
risk for oral cancer with changes in epithelial proliferation and maturation.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma. Leukoplakia. Cytopathology. AgNOR.
Papanicolaou. Cell proliferation. Cell maturation.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular (CE) representa 90% das neoplasias malignas que mais
acometem a cavidade oral. (JOHNSON et al., 2005; SILVA, WARD, 2007; BAYLE; LEVIN,
2008; NEVILLE, 2004). No Rio Grande do Sul, segundo dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) (2016), o cancer bucal é a 7° neoplasia mais comum, com uma taxa estimada
de 15,49 casos a cada 100.000 habitantes por ano, para o sexo masculino e 3,40 casos a cada
100.000 habitantes para o sexo feminino.

Essa neoplasia € causada por uma combinacdo de fatores intrinsecos, como
hereditariedade e condicdes sistémicas, e fatores extrinsecos principalmente o tabaco e alcool
(JOHNSON et al., 2005; SILVA; WARD, 2007). O fumo é considerado o fator de risco mais
importante para o surgimento do carcinoma espinocelular bucal, atuando como um agente
iniciador e também promotor no processo de carcinogénese. Isso porque ele provoca
mutacdes em genes que regulam os mecanismos de proliferacdo e morte celular. Quando
associado ao alcool, pode aumentar em até 50X o risco para o seu desenvolvimento, quando
comparados com individuos que nunca beberam ou fumaram (CASTELLSAGUE et al.,
2004). O papel do alcool na carcinogénese e seus mecanismos de atuacdo sdo parcialmente
compreendidos (OGDEN; WIGHT, 1998). Sabe-se que o alcool causa aumento da
permeabilidade da mucosa bucal, o que facilitaria a penetracdo de carcindgenos. Ele €
também é responsavel por aumentar a proliferacdo do epitélio, bem como modificar o seu
processo de maturagdo, provocando muitas vezes atrofia. Ainda, gera metabdlitos e radicais
que podem danificar o DNA celular (SQUIER et al., 1991; FELLER et al., 2013).

O carcinoma espinocelular bucal é, muitas vezes, diagnosticado num momento tardio,
0 gue acaba influenciando negativamente o progndstico, atingindo taxas de sobrevida de 50%
em 5 anos. Nesse contexto, torna-se vital o diagnéstico precoce dessas lesdes para estabelecer
a melhor conduta de tratamento ao paciente, e, ainda, monitorar o aparecimento de lesdes
potencialmente malignas nos pacientes inseridos nos grupos de risco, tornando-se um metodo
efetivo de prevencéo do cancer (FONTES, 2008; LAUREANO, 2015).

As lesbes potencialmente malignas sdo definidas como um grupo de lesbes que
predispdem o desenvolvimento do céncer, e sdo constituidas por alteragdes estruturais e
citologicas resultantes tanto de distdrbios de proliferacdo quanto de maturacdo do tecido
epitelial da boca, e que podem sofrer transformacdo maligna. (WOOLGAR,;
TRIANTAFYLLOU, 2011). Assim, 0s primeiros estagios de transformacdo maligna podem
ser reconhecidos muitas vezes por esse tipo de lesdo. Dentre esse grupo de lesdes a

leucoplasia, que é a mais prevalente, apresenta uma taxa anual de malignizacdo de 1%. A



displasia epitelial esta presente em cerca de 10 a 25% destas lesGes, e representa 0 maior
potencial de transformacdo maligna, sendo o padrdo ouro para avaliacdo de risco de
malignizacdo. O cancer bucal pode se desenvolver em um sitio de leucoplasia pré-existente,
mas também pode ocorrer em qualquer outro sitio da cavidade bucal (VAN DER WAAL,
2009; VAN DER WAAL, 2010).

A carcinogénese bucal é notoriamente complexa, no qual alterages precoces ocorrem
a nivel celular e precedem as manifestacdes clinicas. Nesse contexto, a citopatologia, por ser
um método ndo-invasivo, tem sido sugerida como uma ferramenta de rastreamento individual,
a fim de indicar mudangas iniciais tanto nos padrdes de descamagdo como proliferacdo
celular, contribuindo para deteccdo precoce das alteracGes iniciais e/ou prevenir o
desenvolvimento de lesdes com risco de malignizacdo. (OGDEN; COWPE; GREEN, 1992;
CANCADO; YURGEL; SANT ANNA, 2001; HAYAMA et al., 2005; MEHROTRA, 2012).

Utilizando a citopatologia, Burzlaff (2007), através do método de Papanicolaou,
observou diferentes padrdes de maturacdo em ceélulas da mucosa bucal expostas a
carcinégenos como fumo e alcool, com leucoplasias e carcinoma espinocelular. Células das
camadas mais profundas do epitélio aumentaram em numero e isto foi associado a severidade
dos achados histologicos, assim leucoplasias com displasia epitelial apresentaram maior
nimero de células intermedidrias e parabasais do que leucoplasias sem displasia, e a
proporcéo destes tipos celulares foi ainda maior em carcinomas espinocelulares.

Na citopatologia, a técnica de coloragdo AgNORs tem sido utilizada para avaliar a
velocidade de proliferacdo celular das células epiteliais da mucosa bucal expostas a
carcindgenos. (HERNANDEZ-VERDUN, 1983; TRERE, 2000). Estudos tém mostrado
aumento na atividade proliferativa na mucosa bucal morfologicamente normal de pacientes
expostos ao fumo e alcool, quando comparada aos ndo expostos (CANCADO; YURGEL,;
SANT ANNA, 2001; PAIVA et al., 2004), assim como alteracfes nas lesGes potencialmente
malignas e carcinomas (SHARMA; SAXENA, 2012; GONZALES SEGURA et. al., 2015).

O processo de malignizacdo se caracteriza por diversas alteracGes celulares, que
podem ser ou ndo detectaveis clinicamente, dependendo do estagio de evolucdo da neoplasia.
Este processo constitui um interessante modelo a ser estudado dos eventos que podem ocorrer
na carcinogénese bucal. Assim torna-se necessario a realizacdo de pesquisas que avaliem
marcadores que sinalizem 0s eventos precoces que ocorrem no processo de malignizacdo da

cavidade bucal.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar o0 padrdo citologico e a velocidade de proliferacdo celular em
individuos com mucosa clinicamente normal, exposta a carcinégenos, em individuos com
leucoplasia e cancer bucal, em relacdo a individuos sem lesdo e ndo expostos aos fatores de

risco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o padrdo de maturacdo da mucosa bucal por meio da técnica Papanicolaou em
individuos sem lesdo e expostos ou ndo aos fatores de risco, em individuos com leucoplasia e
cancer bucal.

Avaliar a velocidade de proliferacdo celular da mucosa bucal por meio da técnica de
AgNOR em individuos sem lesdo e expostos ou ndo aos fatores de risco, em individuos com

leucoplasia e cancer bucal.



3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Este foi um estudo transversal, observacional e analitico.

3.2 AMOSTRA

Os individuos deste estudo foram selecionados no Ambulatério de atendimento da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), no
Centro de Especialidades Odontoldgicas da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e no setor de Estomatologia do Hospital Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). A amostra foi composta por quatro grupos:

(1) Grupo Controle (GC): constituido por pacientes de ambos 0s sexos, acima de 30

anos, que nao apresentavam lesdes bucais, com excec¢do de doenca periodontal, e que nédo
estavam expostos aos fatores de risco para o cancer bucal. Pacientes que nunca fumaram, ou
pararam de fumar ha mais de 10 anos, e que nunca beberam qualquer bebida alcodlica ou que
bebem, em média, menos de uma dose de bebida alcodlica por dia (340 ml de cerveja, 113 mli
de vinho e 28 ml de destilados) (TEZAL et al., 2001).

(2) Grupo Alcool e Fumo (GAF): constituidos por pacientes de ambos 0s sexos, acima

de 30 anos, que ndo apresentam lesdes bucais clinicamente visiveis, mas expostos aos fatores
de risco. Pacientes que fumavam no minimo 20 cigarros com filtro por dia, por no minimo um
ano, ou mais de 10 cigarros com filtro por mais de 10 anos associado ou ndo ao consumo de
bebida alcodlica. O consumo de bebida alcodlica é caracterizado pela ingestdo de uma dose

ou mais de bebida alcodlica por dia.

(3) Grupo Leucoplasia (GL): constituido por pacientes de ambos 0s sexos, acima de 30
anos, que apresentavam leucoplasias bucais, sendo que ap6s a coleta citopatoldgica foi
realizada a biopsia das lesBes para o diagnostico histopatolégico. Um paciente foi excluido do
estudo apas ter diagnostico histopatoldgico de Liquen Plano.

(4) Grupo Carcinoma Espinocelular (GCE): constituido por pacientes de ambos 0s

sexos, acima de 30 anos, que apresentavam clinicamente carcinoma espinocelular bucal
primario confirmado apds bidpsia e diagnostico histopatoldgico. Para critério de incluséo
foram considerados apenas aqueles pacientes que ndo tinham histérico de carcinoma

espinocelular bucal anterior.
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O célculo amostral foi baseado num nivel de significancia de 5%, com poder de 90% e
com uma diferencga esperada em relacdo a propor¢do de células intermediarias de 20% entre
os grupos (BURZLAFF et al.,, 2007). Dessa forma a amostra foi constituida de
aproximadamente 30 pacientes por grupo.

Na primeira consulta, para todos os pacientes, foram explicados os objetivos do estudo
e apos foi assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A). Os pacientes
que ndo concordaram em participar do estudo tiveram seu atendimento garantido. Em seguida
foi realizada uma entrevista e aplicado um questionario com informacgfes pertinentes a
resposta dos objetivos deste projeto (ANEXO B), seguido do exame fisico extra-bucal e intra-
bucal.

3.3 COLETA CITOPATOLOGICA

Os pacientes do grupo controle e do grupo alcool/fumo foram submetidos a coleta de
células da mucosa bucal com citobrush® para realizacdo de exame citol6gico nos sitios borda
de lingua e assoalho bucal, os sitios mais comumente afetados pelo céancer de boca
(DEDIVITIS et al., 2004). Nos pacientes dos grupos leucoplasia e carcinoma espinocelular a
coleta foi feita na regido onde estava localizada a lesdo. Previamente a realizacdo dos
raspados citopatologicos todos os pacientes foram orientados a retirar suas proteses
removiveis e a bochechar agua filtrada durante 1 minuto, sendo realizado ap6s um raspado de
cada sitio, o qual foi posteriormente colocado em laminas histoldgicas e fixados em solugédo
manipulada de etanol absoluto spray, sendo ap6s armazenadas na geladeira.

Nos grupos Leucoplasia e Carcinoma Espinocelular foi realizado o procedimento de
rotina da Clinica Odontoldgica procedendo a bidpsia incisional das lesdes sob anestesia local,
apos a coleta de material citopatoldgico. Os carcinomas espinocelulares e as leucoplasias
foram diagnosticados histopatologicamente.

As laminas foram identificadas com um nimero de registro para cada paciente, e entdo
processadas de acordo com a técnica a ser realizada: Papanicolaou (ANEXO C) e AgNOR
(ANEXO D).
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3.4 TECNICA PARA ANALISE DE MATURAGAO EPITELIAL (QUANTIFICACAO DO
PAPANICOLAOU)

A analise do padrdo de maturacdo epitelial dos esfregacos foi realizada através
observacgdo das primeiras 100 células epiteliais distendidas e ndo sobrepostas, com o auxilio
de microscopio binocular Olympus Optical Co. modelo CX41RF em aumento de 400x. O
observador desconhecia a qual grupo pertencia cada lamina, pois elas eram identificadas
apenas com o numero de registro. Os diferentes tipos celulares foram quantificados de acordo

com a seguinte classificacdo (ANEXO E): Célula anucleada, célula superficial com ndcleo,

’0

(a) (b) () (d)

Figura 1: observa-se em (a) escama anucleada, com a presenca de citoplasma celular em tons

celula intermediéria e célula parabasal.

de laranja e auséncia de qualquer remanescente nuclear. Em (b) observa-se célula superficial
com nucleo, no qual o citoplasma apresenta-se eosinéfilo e com estrutura nuclear picnoética
fortemente corada de azul. Na figura (c) observa-se célula intermediaria, na qual a estrutura
nuclear ndo é tao picnotica, ja sendo possivel verificar organelas no seu interior. Na figura (d)
observa-se células do tipo parabasal, onde a estrutura nuclear esta aumentada e ocupa cerca de

metade do citoplasma celular (coloracdo de Papanicolaou modificado, aumento de 400x).

3.5 TECNICA PARA ANALISE DA VELOCIDADE DE PROLIFERAGAO CELULAR
(QUANTIFICACAO DAS AgNORS)

No esfregaco citopatologico submetido a técnica de AGNOR foram quantificadas 50
células, bem distendidas e ndo sobrepostas, em um microscopio binocular, em aumento
1000x, com Gleo de imersdo. O observador desconhecia a qual grupo pertencia cada lamina.
Foi realizada a contagem das AgNORs segundo critérios estabelecidos por Crocker et al.
(1989), sendo estas, as estruturas esféricas negro-acastanhadas que aparecem dentro dos
nucleos. AQNORs que estivessem muito proximos, nao permitindo a individualizacéo, foram

considerados um anico ponto. Para avaliacdo dos parametros de proliferacdo celular foi
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calculada a média de AgNORs/nicleo (MAgNOR) e o percentual de células com mais do que
1, 2, 3 e 4 AgNORs/nucleo (pAgNOR), de acordo com metodologia proposta por Xie et al.
(1997).

e

(a) (b) (c)

Figura 2: Em (a) observa-se a presenca de 3 AgNORs, em (b) observam-se 4 AgNORs e em
(c) observam-se 4 AgNORs, visto que quando os pontos estdo muito proximos entre si, Sao
considerados 0 mesmo. Técnica de impregnacdo por prata das RegiGes Organizadoras

Nucleares, em aumento de 1000x, com 6leo de imersao.
3.6 MANIPULACAO E DESCARTE DE AMOSTRAS

Todos os procedimentos envolvendo material bioldgico foram realizados com o uso de
equipamentos de protecdo individual (avental, mascara, luvas). Materiais toxicos foram
manipulados em capela de exaustdo e o descarte de residuos quimicos feito via o Centro de
Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para a sua correta eliminacdo.
Durante o transcorrer, bem como ao final dos experimentos, 0s materiais bioldgicos utilizados
ou ndo para esta pesquisa foram descartados em sacos plasticos brancos com identificacdo de
material bioldgico ou caixas para pérfuro-cortantes e recolhidos por empresa contratada pela
UFRGS para coleta deste tipo de residuos.

3.7 LOCAL DE REALIZAGCAO DOS EXPERIMENTOS

O conjunto dos experimentos deste projeto ocorreu no Laboratério de Patologia Bucal
da Faculdade de Odontologia localizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do presente estudo foram submetidos ao Programa de Computador SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) com o objetivo de realizar a analise estatistica. O

teste estatistico realizado foi o Generalized Estimated Equations (GEE) e o teste Bonferroni
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para comparagdo entre 0s grupos, sendo considerado um nivel de significancia estatistica de
5% (p<0.05).

3.9 TREINAMENTO DO EXAMINADOR
O aluno responsavel pela quantificagdo do Papanicolaou e do AgNOR recebeu

treinamento para ambas as técnicas, no inicio e durante o decorrer do trabalho. No total,

foram realizados 3 momentos de treinamento.
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4 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi cadastrado na Plataforma Brasil e submetido & Comisséo de Pesquisa da
Faculdade de Odontologia previamente ao inicio de sua execucdo. Esta pesquisa foi aprovada
pelo comité de ética e pesquisa cujo numero CAAE ¢é 12691813.6.0000.5347 (ANEXO F). Os
pacientes foram convidados a participar dessa pesquisa, e apds assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A). Todos os dados coletados foram protegidos
por confidencialidade. Apo6s os dados serem digitados no banco de dados, os participantes
eram referidos apenas por um codigo numérico. Os dados com informagGes pessoais foram
codificados de maneira que s6 o pesquisador responsavel podia obter o acesso. Todas as
informacdes e material bioldgico serdo armazenados por um periodo de cinco anos, apos 0s

quais se for o caso, o projeto solicitard renovacdo junto as instancias competentes.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

Nesse estudo, participaram 117 pacientes, sendo 33 do grupo controle, 31 do grupo
alcool-fumo, 31 do grupo leucoplasia e 22 do grupo carcinoma espinocelular. A média de
idade variou de 48 a 57 anos, sendo que a menor média encontrada foi no grupo alcool-fumo,
e a maior nos grupos leucoplasia e carcinoma espinocelular. Em todos os grupos dessa
pesquisa, com exce¢cdo do grupo carcinoma espinocelular, houve predominancia de
participantes do sexo feminino. No grupo carcinoma espinocelular, foi encontrado o maior
percentual de pacientes que consumiam bebidas alcodlicas, assim como maior packyears. As
condicdes dentarias encontradas foram piores nos grupos com lesdo, sendo mais acentuada no
grupo carcinoma espinocelular. Ja no grupo controle e alcool-fumo, houve predominio do
estado dental bom e regular, respectivamente. As caracteristicas demograficas e
comportamentais da amostra estdo descritas na Tabela 1.

Packyear é um parametro para analise da dose cumulativa de exposi¢do ao tabaco ao longo do
tempo, sendo calculada pelo nimero de cigarros consumidos por dia e multiplicado pelo
namero de anos de duracao do habito. Na Tabela 1, esse dado na forma de média também é

mostrado.

No presente estudo, ap6s diagnéstico histopatoldgico, as leucoplasias foram
classificadas em displasicas (n= 7) e ndo displasicas (n=24). Destas, 8 foram classificadas
com hiperceratose, 11 com hiperplasia epitelial e hiperceratose e 12 com hiperceratose e

acantose.
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Tabela 1 - Dados demograficos e de habitos dos pacientes incluidos nos grupos controle,
alcool-fumo, leucoplasia e carcinoma espinocelular para anélise do padrdo de
maturacao e velocidade de proliferacdo celular

Controle Alcool-fumo Leucoplasia Carcinoma
(n=33) (n=31) (n=31) Espinocelular
(n=22)
Idade (média + 55(%10,05) 48 (£11,05) 57 (£13,51) 57 (+8,40)
DP)
Género 51,1% F 74,1% F 58,1% F 48,1% F
48,4% M 25,8% M 41,9% M 51,9% M
Frequéncia de -- 100% 64,5% 70,4%
fumantes
Packyears -- 24 (£16,4) 27 (x19,1) 51 (x42,6)
(média + DP)
Consumo de -- 70,96% 41,9% 77,8%
bebidas
alcodlicas
Estado dentario
Pobre 15,1% 32,2% 54,8% 63,6%
Regular 36,3% 41,9% 16,1% 22,7%
Bom 48,4% 25,8% 29% 13,7%

Localizacéo da
Lesdo

Lingua (32,2%)
Assoalho de boca
(19,3%)

Palato (19,3%)
Mucosa Jugal
(12,9%)

Fundo de sulco
(3,2%)

Gengiva (3,2%)
Outras (9,8%)

Lingua (18,1%)
Assoalho de boca
(27,2%)

Palato (18,1%)
Mucosa jugal
(9,1%)

Outras (27,5%)

5.2 ANALISE DO PADRAO DE MATURACAO

Os dados referentes ao percentual dos diferentes tipos celulares da mucosa bucal

observados pela técnica do Papanicolaou nos grupos estudados estdo descritos nas Tabelas 2 e

3.

Foi possivel observar maior percentual das células do tipo escama anucleadas nos

individuos do grupo alcool-fumo quando comparado ao grupo controle, e no grupo

leucoplasia quando comparado aos pacientes sem lesdo (p=0,00), no sitio borda de lingua

(Tabela 2).

Conforme ilustrado na Tabela 3, foi observada diferenca estatistica em relacéo ao

percentual de escamas anucleadas do grupo leucoplasia com os grupos sem leséo, no sitio

assoalho bucal (p=0,00). Também foi observado maior percentual de células intermediarias

nos grupos sem lesdo, no sitio assoalho bucal, do que no grupo leucoplasia (p=0,001).



17

Comparando os sitios anatdmicos coletados, foi possivel observar maior percentual de células

intermediérias no assoalho bucal, quando comparado a borda de lingua (p=0,007).

Tabela 2 - Distribuicdo de células escamas anucleadas, superficial com nucleo e
intermediarias nos grupos controle, alcool-fumo no sitio borda de lingua,
leucoplasia e carcinoma espinocelular no sitio lesional (média e desvio padréo)

Controle Alcool-fumo  Leucoplasia Carcinoma p*
(BL) (BL) Espinocelular
Escama 1,0 (z0,2)* 3,0 (#0,5)° 13 (£2,6)° 5,0 (¥1,5) *°¢ p=0,00
anucleada
Superficial com 43 (¥2,8) 38(x2,8) 40(x2,8) 38(x2,6) p>0,05
nacleo
Intermediaria 51(x3,1) 58(%3,1) 46(%3,7) 58(+3,1) p>0,05

BL=Bordo de Lingua
*p correspondente ao teste de Bonferroni.
Tabela 3 - Distribuicdo das células escamas anucleadas, superficial com nulcleo e

intermediarias nos grupos controle, alcool-fumo no sitio assoalho bucal,
leucoplasia e carcinoma espinocelular no sitio lesional (média e desvio padréo)

Controle (AB) Alcool-fumo Leucoplasia Carcinoma p*
(AB) Espinocelular
Escama 1,0 (£0,2)*° 1,0 (£0,4)*® 13 (£2,6)¢ 5,0 (+1,5)*°¢ p=0,00
Anucleada
Superficial 34 (+2,3) 30(x2,9) 40(£2,8) 38(+2,6) p>0,05
com nucleo
Intermediéria 65(+2,3) " 66(+3,1) * 46(+3,7) B 58(+3,1) *® p>0,05

AB=Assoalho de Boca
*p correspondente ao teste de Bonferroni

5.3 ANALISE DA VELOCIDADE DE PROLIFERACAO CELULAR

Com relacdo aos parametros referentes a velocidade de proliferacdo celular, podemos
observar maior média de AQNOR (mAgNOR) e percentual de AGQNOR (pAgNOR>2 e 3) nos
pacientes do grupo carcinoma espinocelular bucal em relacdo ao grupo controle, no sitio
borda de lingua (p=0,001; p=0,027; p=0,005, respectivamente) conforme ilustrado na Tabela
4,

Quando consideramos os raspados obtidos do assoalho de boca dos grupos sem leséo
foi possivel observar, no grupo alcool-fumo, maior média (MAgNOR) e percentual de
AgNOR (pAgNOR>2, 3 e 4) do que no grupo leucoplasia (p<0,05; p=0,004; p=0,01; p=0,02,

respectivamente) conforme mostrado na Tabela 4. Ao comparar os dois sitios coletados, foi
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possivel observar maiores médias dos parametros de proliferacdo celular no sitio assoalho

bucal quando comparado a borda de lingua (p=0,00).

Tabela 4 - Valores de mMAgNOR e pAgNOR (média e desvio padrdo) das células coletadas
em borda de lingua (BL), assoalho de boca (AB) e sitio lesional (L) nos grupos
controle, alcool-fumo, leucoplasia e carcinoma espinocelular

MAgNOR pAgNOR>1  pAgNOR>2 pAgNOR>3 pAgNOR>4
Controle BL 3,36(x0,89)°  95(+1,10) 74(x2,40)  43(x2,90) 20(+2,10)
AB  3,93(x0,14) 98 (+7,00)  87(+2,40) 62(+3,40) 34 (+3,40)
Alcool-fumo BL  3,72(x0,94)  98(+4,00) 82(x1,80)  51(x3,00) 27(x2,70)
AB  431(0,13) 99 (#3,00)  91(+1,40) 69 (+3,00) 39(+3,20)
Leucoplasia L 358(£0,13)** 94 (£1,90) 77(x340)" 50(x450) " 24(x3,00)"
CEC L 4,16(x0,16)* 91 (+4,70) 86 (+2,70)" 62 (+4,20) 35(+4,30)

*p:07001; **p<0705; ***p:07027; ****p:0’004; *****pzoyoos; ******p=0,01;******* sz,OZ4
#p correspondente ao teste de Bonferroni
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6 DISCUSSAO

O aspecto inovador dessa pesquisa € que ela faz uso da citopatologia para comparacao
de mucosa bucal normal, exposta aos fatores de risco para o cancer de boca e mucosa de
pacientes com leucoplasia e carcinoma espinocelular. Essa comparacdo, na literatura, é
bastante escassa, encontra-se apenas alguns estudos que utilizaram tal metodologia para
analise. (FONTES et al., 2008; CANCADO; YURGEL; SANT"ANNA, 2001; GEDOZ et al.,
2009).

Uma comparacdo direta na literatura a respeito do padrdo de maturacdo da mucosa
bucal é possivel apenas com dois autores, que fizeram a classificacdo de acordo com o
percentual de cada tipo celular através da técnica Papanicolaou. Assim, na analise do padrao
de maturacdo epitelial da mucosa bucal nos diferentes grupos avaliados nesta pesquisa, 0
percentual de células mais encontrado em todos os grupos foi o de células intermediarias,
seguido pelas células superficiais e escamas anucleadas, que corrobora com os achados de
Bustos et al. (2004) e Burzlaff et al. (2007).

H& uma grande variedade na metodologia nos estudos que fazem uso da técnica do
Papanicolaou, seja utilizando a classificacdo proposta por Papanicolaou & Traut, realizando
andlises citomorfométricas para deteccdo de anormalidades ou classificando atipias celulares
para diagnostico de neoplasias. (CANCADO; YURGEL; SANT ANA, 2001; HANDE;
CHAUDHARY, 2010; AHMED; BALBIKER, 2009; AHMED et al., 2010).

Nesse estudo, foi observado aumento estatisticamente significante de escamas
anucleadas no grupo leucoplasia quando comparada aos grupos sem lesdo, possivelmente
relacionado ao fato da leucoplasia se caracterizar por uma mancha ou placa branca, resultante
de uma espessa camada de ceratina em sua superficie. Esse padrdo das lesdes leucoplasicas
pode ocasionar um numero elevado de falso-negativos nos achados citopatoldgicos, uma vez
que a coleta feita com citobrush® pode ndo atingir as camadas mais profundas, conforme
citado por Mehrotra et al. (2009) e Burzlaff et al. (2007). Ainda, o padrdo descamativo das
leucoplasias depende muito do distdrbio de maturacdo presente. Assim, as células obtidas por
meio da citologia esfoliativa sdo, em sua maioria, das camadas superficiais, e ndo das
camadas mais profundas do tecido epitelial, onde a proliferacéo celular e suas alteragdes mais
severas sdo mais perceptiveis (OGDEN; COWPE; GREEN, 1992; EPSTEIN; ZHANG;
ROSIN, 2002). Essa questdo pode ser um fator limitante para analise citopatoldgica das leses
da cavidade bucal, ndo devendo a citologia esfoliativa substituir a bidpsia no diagnostico

definitivo do carcinoma espinocelular. Ela €, porém, um instrumento valioso para o
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monitoramento daqueles pacientes de risco para o desenvolvimento dessa patologia, sendo
indicado o acompanhamento longitudinal destes pacientes.

Maior percentual de escamas anucleadas nos pacientes expostos ao alcool e fumo foi
encontrado quando comparado ao grupo controle, no sitio borda de lingua, o que sugere uma
mudanca, ainda que inicial, no padrdo de maturacdo do epitélio dos individuos expostos aos
carcindgenos. Esse achado esta de acordo com Bustos et al. (2004), porém em seu estudo ndo
foi considerado o consumo de alcool, apenas o tabaco. O aumento no percentual de escamas
deve-se a0 aumento da ceratinizacdo, presumivelmente em resposta ao estimulo direto do
calor e dos produtos quimicos decorrentes da combustdo do tabaco, tendo como objetivo a
protecdo da mucosa contra esses agentes danosos. (WINN, 2001; GRINSPAN, 1960;
BUSTOS et al., 2004; BRAGA et al., 2004). Esse padrdo de alteracdo na ceratinizacdo nédo
parece acontecer em todos os sitios da cavidade bucal. Estudo de Drouilly (1984) nao
evidenciou diferencas no percentual de escamas anucleadas no assoalho bucal de fumantes e
ndo-fumantes, em concordancia com esse trabalho.

Além disso, como conseqiéncia do maior percentual de escamas anucleadas,
proporcionalmente observamos menor percentual de células intermediarias no grupo
leucoplasia, em discordancia aos achados de Burzlaff et al. (2007), que encontrou um maior
namero de células intermediérias no grupo leucoplasia do que nos pacientes sem lesdo. Ainda,
o percentual de células intermediérias nos grupos alcool-fumo e controle foi maior do que no
grupo leucoplasia. I1sso provavelmente ocorreu devido a espessa camada de ceratina nas lesGes
leucoplasicas que acabou por dificultar a coleta de células mais profundas do epitélio bucal.

O sitio assoalho bucal apresentou um maior nimero de células intermediérias quando
comparado a borda de lingua, de acordo com os resultados de diversos estudos (BRAGA et
al., 2004; SILVA; RADOS, 1997; BURZLAFF et al., 2007). Isso pode ser explicado pelo
fato do assoalho bucal ser uma mucosa nao ceratinizada, mais fina e permeavel que a borda de
lingua.

Na literatura tem sido amplamente sugerido que a contagem de AgNOR reflete a
velocidade de proliferagdo das células (QUINN; WRIGHT, 1990; MAO, 1995). A
citopatologia, quando comparada com a histopatologia, em relacdo a impregnacdo por prata
nas regides organizadoras nucleolares € mais precisa, ja que € possivel a analise de todo o
nucleo, e ndo apenas de uma parte dele (SUJATHAN, 1996; SHARMA; SAXENA, 2012).

Sharma e Saxena (2012), observaram uma maior média e percentual de AgNOR no
grupo carcinoma espinocelular, seguido pelo grupo dos fumantes, sendo a menor média

verificada no grupo controle. Gonzales Segura et al. (2015) constatou maior média de
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AgNOR no grupo carcinoma e nas lesdes potencialmente malignas quando comparado ao
controle.

Nossa pesquisa encontrou resultados que reforcam os dados ja existentes, onde foi
observada maior média e percentual de AgNOR no grupo carcinoma (4,16 +0,16 ) em
comparacao ao controle (3,36 +0,89) conforme ilustrado na tabela 4, no sitio borda de lingua.
Dados semelhantes foram encontrados por Mao (1994), que obteve média de AgNOR de
4.69£0.72 nos pacientes com carcinoma e 2.99+0.43 nos pacientes com a mucosa bucal
clinicamente normal, utilizando esfregaco citolégico com metodologia semelhante a desta
pesquisa. Este resultado também estd em concordancia com Remmerbach (2003). Esse autor
verificou ainda que a média de AgNOR em pacientes fumantes e ndo-fumantes foi de 2.4 +
0.54 AgNORs e 2.6 = 0.4, respectivamente. Esse resultado corrobora com os resultados do
nosso estudo, ndo sendo verificada diferenca entre os grupos. Fontes (2008), no entanto,
verificou diferenca estatistica no mAgNOR entre o grupo controle e o grupo de pacientes
fumantes.

Nossos resultados demonstraram maior média na velocidade de proliferacdo celular no
assoalho de boca quando comparado a borda de lingua, nos grupos controle e alcool-fumo
(p=0,00), em concordancia com Cancado et al. (2001), o qual constatou resultados similares
no grupo de pacientes fumantes. Paiva et al. (2004), também observou maior proliferacdo
celular (MAgNOR) nos sitio assoalho bucal dos pacientes fumantes e do grupo controle
guando comparado a borda de lingua , demonstrando que cada sitio anatdbmico apresenta
velocidades de proliferacdo celular diferentes. A andlise comparativa dos parametros de
proliferacdo celular entre os pacientes com lesdo e a mucosa bucal normal exposta a
carcinogenos deve ser realizada com cuidado uma vez que existe diferenca na velocidade de
proliferacdo nos diferentes sitios. Assim, tal analise ndo pode ser feita nesse estudo com 0s
grupos carcinoma e leucoplasia pelo fato das lesbes estarem distribuidas por toda a cavidade
bucal, impossibilitando uma comparacéo sem viés; diferentemente dos grupos sem lesdo onde
foram realizados raspados citolégicos somente nos sitios assoalho bucal e borda de lingua.

Ainda, foram encontrados valores maiores de mMAgNOR e pAgNOR nos pacientes do
grupo alcool-fumo em comparag¢do com o grupo leucoplasia, no sitio assoalho de boca. Pelo
fato das coletas terem sido realizadas em diferentes sitios anatdmicos, considerando que a
velocidade de proliferacdo celular € sitio-dependente, o assoalho de boca apresenta alta
atividade proliferativa quando comparada aos diferentes sitios coletados nos grupos com lesédo

como leucoplasia.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados nessa pesquisa, € possivel verificar uma
mudanca no padrao de maturacgéo e na velocidade de proliferacéo das células da mucosa bucal
quando expostas ao fumo e alcool. Ainda, é possivel verificar um aumento na ceratinizagdo da
mucosa bucal, exposta a carcindgenos. Esse padrdo, porém, ndo parece acometer todos 0s
sitios da boca, sendo mais representativa em bordo de lingua.

Em relacdo a velocidade de proliferacdo, é possivel constatar que estd aumentada
quando ha manifestacdo fenotipica do carcinoma espinocelular bucal. Conclui-se que a
citopatologia pode sinalizar indicadores precoces em pacientes de risco para o cancer bucal
como alteracBes na proliferacdo e maturacdo epitelial. Ela é adequada para realizar o
rastreamento individual e em sitios especificos, ao longo do tempo. Faz-se necessario, porém,
0 emprego de novas metodologias associadas a ela, que possam sinalizar com maior acuracia

aqueles individuos de maior risco.
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ANEXO A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro participante,

Esta pesquisa, cujo titulo é: ANALISE DA CORRELACAO IMUNOISTOQUIMICA E
IMUNOCITOQUIMICA DA MUCOSA BUCAL EXPOSTA A CARCINOGENOS EM
HUMANOS sera realizada na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) e tem como objetivo determinar a expressdo de marcadores
moleculares, associados a carcinogénese, e sua associagdo com o risco de desenvolvimento de
cancer de boca. Se vocé concordar em participar do estudo, deverd responder um
questionario, tera células coletadas de sua boca com uma escova.

Os possiveis desconfortos associados a participacao neste estudo sdo aqueles decorrentes de
um exame odontolégico comum. Serdo utilizados materiais descartaveis e esterilizados,
portanto, sem riscos adicionais. O beneficio relacionado a participacao neste estudo € 0 acesso
ao monitoramento e diagnostico de qualquer condicdo bucal. Além disso, o conhecimento
adquirido com este estudo podera contribuir para melhor entender e prevenir as doencas da
boca. Fica assegurado o direito ao sigilo de todas as informages coletadas. Seu tratamento
ndo sera afetado independentemente da sua escolha em participar ou ndo desta
pesquisa. Caso decida participar e depois mude de idéia, basta entrar em contato com o
Professor responsavel pela pesquisa e solicitar seu desligamento do grupo estudado,
continuando assegurada a continuidade de seu tratamento.

Eu, (participante), declaro que fui informado dos
objetivos e procedimentos que serdo realizados nesta pesquisa, bem como sei dos meus
direitos e dos deveres dos pesquisadores. Declaro, ainda, que recebi uma cépia deste Termo.
Porto Alegre, de de 201 .

Telefone:

O pesquisador responsavel por este estudo é Prof. Dr. Pantelis Varvaki Rados e a aluna
reponsavel: Alessandra Dutra da Silva, telefone para contato: (51)33083629 do professor
responsavel.

Observacdo: o presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e Normas
Regulamentares para Pesquisa em Saude do Conselho Nacional de Saude (resolucdo 196/96),
sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma em poder do paciente e a outra da
equipe de pesquisadores deste estudo.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, telefone: 51.33083629.
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ANEXO B- QUESTIONARIO

Entrevistador:

1. Dados Pessoais

1.1. Numero de identificacéo
1.2. Identidade

1.3. Endereco
1.4. Telefone
1.5. Sexo: 1 masc () 2 fem ()

1.6. Qual sua data de nascimento: Qual sua idade

1.7. Asuaracaou cor € 1 () branca 2() negra 3() parda 4( ) amarela 5( ) indigena

1.8. Vocé esta: 1 () casado 2 () solteiro 3( ) divorciado 4 () vilvo

1.9: Vocé ¢ alfabetizado 1 () sim 2( ) ndo

1.10. Vocé estudou até:

1() nunca estudou 2( ) 1-4 série 3() 5-8 série 4( ) 2 grau incompleto 5() 2 grau completo 6( )
superior incompleto 7( ) superior completo

2. Habitos de Higiene Bucal

2.1. Com que frequéncia vocé escova seus dentes

1()) uma vez por semana 2( ) 2-5 vezes por semana 3( ) uma vez por dia 4( ) mais de uma vez
por dia 5 () nunca escova

2.2. Vocé divide a sua escova com outras pessoas 1( ) sim 2 () ndo

2.3. O que voceé usa para limpar seus dentes

1 () nada 2 () palito 3 () fio dental 4( ) outro

2.4. Vocé usa algum produto para bochecho

1() ndo 2() sim. Qual? Hé& quanto tempo?
2.5. Com que frequéncia

1 () uma vez por semana 2 () 2-5 vezes por semana 3( ) uma vez por dia 4 () mais de uma
vez por dia 5 () nunca usa

2.6. Quando iniciou 0 uso?

1 () antes 2()) depois do diagnéstico de cancer ou de lesdo cancerizavel

2.7. Quando foi a Ultima vez que vocé foi ao dentista

1( ) muitos anos atras 2 () 1-3 anos atras 3( ) menos de 1 ano atrds 4 () ndo lembra 5 ()
nunca visitou

3. Fatores comportamentais

3.1. Vocé fuma atualmente 1( ) sim 2() ndo 3.2 Tipo

3.2 Quantos cigarrros por dia

3.3 Ha quantos anos

3.4 Vocé fumou anteriormente 1 () sim 2() ndo

3.5 Quantos cigarros por dia

3.6 Por quantos anos
3.7 Quanto tempo faz que vocé parou de fumar
3.8 VVocé toma chimarrdo 1( ) frequentemente 2( ) algumas vezes 3( ) raramente 4( ) nunca

3.9 Vocé ingere bebidas alcoolicas: 1( ) frequentemente 2( ) algumas vezes 3( ) raramente 4( )
nunca

3.10 Qual tipo de bebida 1( ) nenhum 2() cerveja 3( ) cachacga 4( ) vinho

5( ) outros
3.11 Quantas doses/copos vocé ingere por semana
4. Histdria Médica

Vocé tem: Sim Nao N&o sei

4.1 Diabetes () () ()

4.2 Asma, alergia a alimentos, medicamentos () () ()




4.3 Doenca cardiaca ou renal () () ()

4.4. Artrite () () ()

4.5 Outro problema de satde (HIV,hepatite) () () ()

4.6. Voceé esta usando alguma medicagdo 1 () sim 2 () ndo
4.7. Qual ?
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ANEXO C- TECNICA DO PAPANICOLAOU MODIFICADO

[J Alcool absoluto por 15 segundos (quatro vezes)

() Agua destilada por 15 segundos

[ Hematoxilina de Harris com 0,5g de Acido Acético Glacial durante 1 minuto
[1 Descansar em papel absorvente

[] Levar em dgua corrente e remover somente quando esta tiver aspecto limpido
[] Carbonato de Litio** durante 15 segundos

[J Alcool por 15 segundos (aplicar quatro vezes)

[J Orange G6 durante 1 minuto com Acido Fosfotungstico (0,15g/1)

] Descansar em papel absorvente

[J Alcool por 15 segundos (por duas vezes)

[1 Policromo*** durante 3 minutos

] Descansar em papel absorvente

[J Alcool por 15 segundos (por trés vezes)

[] Descansar em papel absorvente

[] Xilol por 5 minutos (2x) seguido por Montagem com Balsamo do Canada

*Técnica preconizada por Papanicolaou, 1941 e modificada pelo Servico de Citologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, utilizada pelo Laboratdrio de Patologia da UFRGS. **
O carbonato de litio é utilizado para realcar o efeito da hematoxilina. Tal solucdo é preparada
com 5 gramas deste carbonato para 2 litros de agua destilada.

** Composicdo: 200ml de corante EA36 e 600ml de corante EA65 (proporg¢éo 3:1).
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ANEXO D- TECNICA DA IMPREGNACAO PELA PRATA DOS AGNORS

A técnica citoquimica da AgNOR sera baseada na técnica descrita por Ploton et al. (1986), e
segue 0s seguintes passos:

[1 Apos raspagem da cavidade bucal com a escova citologica :

[1 Homogeneizar os tubos individualmente no vortex em alta velocidade por 15s.

[] Antes de pipetar cada amostra, homogeneizar por mais 5s.

[J Pipetar 200 mml da amostra

[1 Dispensar sobre a membrana 0 material uniformemente

] Proceder a técnica citoquimica da AgNOR

[1 Fixagd@o em alcool etilico 96%

[1 Desidratagdo com alcool etilico absoluto

[1 Pés-fixacdo em uma mistura de &lcool etilico-acido acético (solucao 3:1) por 10 minutos
[ Lavagem em agua destilada

[1 Impregnagdo pela prata, gotejando a solu¢do coloidal sobre as laminas, colocadas em
camara Umida fechada e levadas a estufa por 20 minutos a 450C. A solucédo col6ide de prata
deve ser preparada, na hora de uso, pela dissolucdo de 2% de gelatina em solucdo aquosa de
acido férmico a 1%, misturada numa proporcao de 1:2 partes, com solugdo aquosa de nitrato
de prata em concentracao de 50%.

] Duas lavagens em agua destilada aquecida a 45 oC, para facilitar a remocao da gelatina e,
uma em agua destilada na temperatura ambiente.

[] Reidratagdo em trés banhos de alcool etilico absoluto

[J Clareamento em xilol

[J Montagem em Permount (Fisher ChemAlert®).

*A técnica foi adaptada por Isabel Lauxen e Marcia Oliveira para utilizacdo em esfregacos
citoldgicos da mucosa bucal. O tempo e a temperatura de impregnacgéo pela prata devem ser

adaptados de acordo com o tecido em estudo. (Laboratdrio de Patologia Bucal — Faculdade de
Odontologia da UFRGS. Fone: (051) 3308-5023.
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ANEXO E- CLASSIFIQA(;AO DOS TIPOS CELULARES PARA ANALISE
MORFOLOGICA SEGUNDO CARVALHO (2002)

[1 Escama anucleada: s@o células achatadas, poligonais como as superficiais, porém sem
nucleo. Ocasionalmente, leve vestigio da presenca de um nucleo podera ser percebido. O
citoplasma é intensamente ceratinizado e se cora, mais comumente, em amarelo alaranjado ou
vermelho.

] Célula superficial com nucleo: sdo células grandes, achatadas, de tendéncia poligonal e de
citoplasma pouco transparente. O citoplasma é eosinofilo, isto é, cora-se numa variagdo do
amarelo-claro ao vermelho-purpura. A coloragdo mais comum, entretanto, € a résea. As
bordas citoplasmaticas sdo bem delineadas. O nicleo é inteiramente picnotico, isto €, apertado
sobre si mesmo, pequeno e sem nenhuma estrutura identificavel de cromatina. Aparece como
um pequeno ponto preto, arredondado ou, as vezes, ligeiramente alongado.

[] Célula intermediaria: sdo células ciandfilas com colorag@o mais clara que as das camadas
mais profundas. As bordas externas do citoplasma mostram tendéncia acentuada para linhas
retas, conferindo uma forma poligonal. A predominancia do citoplasma sobre o nucleo é
muito acentuada. O citoplasma se dobra com facilidade, tornando-se transparente. O nucleo
tem a forma mais ou menos ovalada, a cromatina é finamente granular e uniformemente
distribuida, porém alguns granulos e esbocos de corddes de cromatina podem ser
presenciados.

[] Célula parabasal: sdo células de forma oval, embora, ainda, possam aparecer arredondadas.
O citoplasma tem coloracdo basofila ou ciandfila. O nlcleo assume posigdo central, tem
forma ovalada e ocupa metade da area celular. A cromatina € menos abundante, granular e
uniformemente distribuida
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ANEXO F- FICHA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

% UNIVERSIDADE FEDERAL [g}
RIO GRANDE DO SUL / PR W
H._FMEE REITORIA DE PESQUISA -

DD R DrRs- e D

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA CORRELACAC IMUNDIESTOOQUIMICA E IMUNOCITOOUIMICA DA
MUCOSA BUCAL EXPOSTA A CARCINOGENGS EM HUMANDS

Posquisador: Paniels Vareakl Fodos

Aroa Tomatica:

Vorsio: 3

CARAE: 13591 1260000 5347

institulgio Proponante: UNIVERSIDADE FEDERAL DO B0 GRAMDE 00 SULCOMITE DE ETICA EM
Pairocinador Principal: CORS HAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECHNOLOGICD

DADOS DD PARECER

Mmoo do Paresoor: 01,0685
Diata da Relatorda: 281 12013

& prosontagdo do Frojota:

Esla pstudo transeersal, obsersacional @ analllioo lem como objelivoe avaliar o padeio choldgion da muoosa
bucal @ comelncond-lo oom a egmessio imunoksioquimica e imunodtoguimica de probeines esociedns a
sdasss, diferanciaglo a prollaragio am individues com muoosa clinlcamente normal, saposta a
carcindgancs, am individoos com lescoplasi & chnoer bucal, em melago a individeos sem les8o e ndo
capasios mos faioees de risoo. Pars (e, serd meallzads a sndlse des ofdiuies da mucoss bucal axpostos a
corcindgancs ulillmndo as bonicas de papaniool (ardise mordoldgioa), (donicn de AgMORs {prodif ersgio
calular] @ marcadores Imuncistoguimioos de adesio calular (desmoplequing 1), de difsrenciagio
(cloquerstines 4] & prolileragio (EGFA), a fim de estabalecer um miédlodo wiizando o cliopatologla, qua
possa pradizer a transiormagdo maligna de pacienbes axpostos a carcindgenos com ou sem lasio
clinicamants vishal Os individuos desie estudo serfo seleconados no Ambulatdio de slendimento da
Faculdede da Odontologia da Universidade Fedaral do Rio Grande do Sul (UFRGS] no Cantro da
Espacialidaders Cdonlolfgices & no sslor da Estomatalogis do Hospital Clnices de Porlo Asgre (HOPA]). A
amosim serd composta por & prupos: (1) Gropo Confrola (GC): constituido por paclenies do génem
minsculing, acima de 30 anos, gue nfio apresantem estes conoarizdvalks ou clncer bucal, & gue nflo estido
eapedns aos talores die fson para o cnoar bucal.

Erndlaregn: 4. Paulo Garea, 100 - Sake 317 do Prbdie Lo 138 Relloss - Cansis Cailn

Bakie Famoigalhia CEP: oot
UF: A Munksigia: PORTO ALEGRE
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ConSmscka do Passcar: 50 5

(2 Grupo Aloood & Fuma (GEAF): constituldes por packentes do ginero masouling, mcimes de 30 anos, gue o
apresentam lesdes cancaisivels nem clinosr bucal, mas s8o axpostos aos falones de rsco para essas
hsters () Girupo Leuooplasia (GL): constiluldo por paclentes do gpness mesculing, acima de 30 anos, que
aprasantam clinkssmente ucoplsias bucals, sando posteriormente subdivididos em grupos de aconda oom
& ausfincia ou presanga de snaks displétions no matadal histopaiokigion exeminada. (4] Grupo Cancinoma
Espinocslutar (GCER ponstituldo por paciemes do phnero masculing, soima die 30 anos, que apresestizm
clinkzamente carcinoma aspinooaiular Bucal

confirmado aphs bibdpsia o dagndstion hisiopatolégioo. Sard festada a rormalidade da disiribuigho dos
dados abtidos nos dferentes deslechos a a parir diso secfio esoolbidos os lesbes estallstioos. S houvwer
rnormalidade da distribulglo dos dados, a frequidncia dos diferenles tipos oelulares o da frequidnoia de
AgNOAS o posithidade das oéulss para os difemsnbes mancadores na imunostoguimics send avelisda por
ANCOYA. O tasie da corelagio uliitzando o coeficlenta de oormelagiio de Pearson secd uliiizado para owliar a
exibincia de assodagio antra of marcadores imuncistoquimicos @ =5 demals varivals (contagam da
AgNOFRs & dos Bpos onlulaees do esfregago). Avalar o padriio dicldgloo da muoosa bucal e cormalacdond-io

oom & sapresmdo imunolEoquimica & imurocioguimica de profalras assocdedas @ adesiio, diferendagio a

prodiferaca em individucs oom
mucoss clinicamanta normal, eapasts o corcindganos, am individuos com ewooplosia @ chnoer buosl, em

rilgfio a indieiducs sem leslio @ ndo expostos mos falores de fsoo,

Objetivo da Pesguisa:

Awaliar o padrfio dioldgioo da muoosa bucal @ cormelaciond-io com a expressio imunoisiogquimics a
imunacitoguimica da prodeings associndas a adesdo, diferenciagio o proliferagdo em individuos com
mucoss clink:amanta normal, expasts & carcindgancs, am individuss com leuooplasia @ chnoer bucal, em

relegho a individuos sem lesio @ niko eaposios wos Teioees de fson.

Avaliagdo dos Riscos o Beneficios:

A dequados.

Comantirios o ConsidoragSes sobno a Posguisa:

O estudo possul aprovagho da Compesg Odomodogia, conforme pamoss anmado ra Plataforma Brasil O
estudo prevd & malizagio de bidpsies nos grupes 2 (diagndstioo dinico de eucoplesia) e 4 (disgndstioo
clinico de carcinoma espinocelular], procedimantes esses qua i@m indicagiio terapdutica

indapendentamants da realizagio do estudo.
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Consideragdes sobre os Termos do apresentagio obrigaddria:

A presente emanda apresents modificapbes no TCLE, solidimdas pelo CEP coparicipanta. OF
pesquisadores apmseniam a individualizagho dos termos para pacienias com lesSo @ sem leso.
Focomendapdns:

Conclusies ou Pendéncias o Lisia do Insdoguapies:

& presente emanda apresenta modificagies no TCLE, solldiadas pelo CEP copardicipara. 05
pesquisadores apmseniam a individualizagho dos termos para pacienias oom lesio o sem leso.
Ercaminhe-se ag CEP-HCPA pam avaliagio.

SHuagdo do Parscor:
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Nocossita & preciagio da COMNEP:

Miio

Consideragdes Finais a critdrio do CEP:
A presente emanda apresents modificapbes no TCLE, solidimdas pelo CEP coparicipanta. OF
pesquisadores apmseniam a individualizagho dos termos para pacienias com lesdo @ sem leso.

Erncaminhe-se ano CEP-HCPA pam aealiagio.
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