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RESUMO

KLEIN, Isadora Peres. Validacdo da citopatologia como técnica para monitoramento
de pacientes com leucoplasia bucal.2013. 52 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacgdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

A Leucoplasia bucal ¢ uma lesdo predominantemente branca com risco de transformacao
maligna. Clinicamente, essa lesédo apresenta-se como mancha ou placa branca que pode
mostrar areas avermelhadas. A transformacdo maligna pode ocorrer na propria leucoplasia, na
mucosa perilesional ou em mucosas distantes, nas quais ndo se observavam inicialmente
alteragdes clinicamente. Em funcdo disso, pacientes com leucoplasia podem sofrer
malignizacdo em uma mucosa que em um primeiro momento parecia saudavel e ndo estava
associada a leucoplasia. O objetivo do presente estudo foi verificar se existe correlagdo entre a
taxa proliferativa avaliada a partir de esfregacos citolégicos obtidos da mucosa clinicamente
saudavel e a taxa proliferativa avaliada na lesdo propriamente dita. Os esfregacgos citologicos
foram obtidos da mucosa perilesional clinicamente normal e da mucosa do sitio anatdmico
contralateral. As células obtidas foram espalhadas em laminas histoldgicas, fixadas em etanol
a 96% e submetidas a técnica de impregnacdo pela prata para quantificacdo das AQNORs. Os
espécimes biopsiados foram fixados em formalina neutra tamponada a 10%, emblocados em
parafina. Dois cortes histologicos foram obtidos e submetidos a diferentes técnicas
histoquimicas: hematoxilina e eosina (HE) para analise das altera¢cbes morfologicas do tecido
epitelial e o outro a técnica de impregnacdo pela prata para quantificacdo das AgNORs e
avaliacdo da taxa proliferativa. Os parametros utilizados foram média do nimero de AgNORs
por ndcleo (MAgNOR) e do percentual de células com mais do que 3 AgNORs/nlcleo
(PAgNOR>3). Os resultados mostraram que houve correlacdo significativa (R=0.852, p<0.05)
entre mMAgNORs das células esfoliadas da mucosa perilesional quando comparada as células
obtidas da mucosa contralateral. Da mesma forma, um correlacdo significativa (R=0.720,
p<0.05) foi encontrada comparando os valores de mMAgNOR entre as células da camada basal e da
camada suprabasal do epitélio das leucoplasias. Ndo houve correlacdo entre os diferentes
métodos - citopatologia e histologia — para a avalia¢do da taxa proliferativa. Pode-se concluir
que os estagios subclinicos da progressdo tumoral apresentam comportamento proliferativo
semelhante, o que parece estar relacionado a teoria do campo de cancerizagdo. Além disso, 0s
resultados obtidos a partir das diferentes técnicas ndo apresentaram correlacdo, mostrando que
comparagOes diretas devem ser evitadas. Entretanto, considerando que a citologia bucal
associada a quantificacdo das AGNORs é informativa com relacdo a taxa proliferativa, esta
abordagem € potencialmente Gtil para o monitoramento da mucosa clinicamente normal de
pacientes portadores de leucoplasia.

Palavras- Chave: Citologia esfoliativa. Lesdes cancerizaveis. AGQNOR.



ABSTRACT

KLEIN, Isadora Peres. Validation of cytology as a technique for monitoring patients
with oral leukoplakia. 2013. 52 f. Final Paper (Graduation in Dentistry) —Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

Leukoplakia is defined as a lesion predominantly white in color that shows risk of
malignization. Clinically, this lesion appears as a white patch or plaque that might present
reddish areas. Malignant transformation may occur in the leukoplakia, in adjacent mucosa
or in distant mucosae in which initially clinical changes were not noticed. Therefore, oral
leukoplakia patients may transform in anatomic sites non-related to leukoplakia or that
appears healthy previously. The aim of the present study was to verify if there is
correlation between cell proliferation rate evaluated in biopsies and oral smears. Oral
smears were obtained from mucosa adjacent to leukoplakia and from contralateral site.
The samples were spread onto histological slides, fixed in 96% ethanol and silver-stained
for AgQNOR quantification. The biopsied specimens were fixed in 10% neutral buffered
formalin, paraffin-embedded. Two histological slides were obtained and were submitted
to different histochemical techniques: hematoxylin-eosin (HE) for morphological analysis
of the epithelial tissue and silver-stained for AQNOR quantification for proliferation rate
evaluation. The parameters were the mean number of AgQNORs per nucleus (MAgNOR)
and the percentage of cells with more than 3 AgNORs/nucleus (pAgNOR > 3). The results
have shown a statistically significant correlation (R=0.852, p<0.05) between the
MAgNORs of exfoliated cells obtained from adjacent mucosa when compared to the cells
obtained from the mucosa contralateral. In the same way, a significant correlation
(R=0.720, p<0.05) was found comparing mMAgNOR values from basal layer cells and
suprabasal layer cells of epithelium from biopsied leukoplakias. There was no correlation
between the two different methods — cytopathology and histology — for proliferation rate
evaluation. It may be concluded that subclinical stages of tumor progression show similar
proliferative behavior, which seems to be related to the field cancerization theory.
Besides, the results obtained from different techniques do not present correlation, showing
that direct comparisons should be avoided. However, considering that oral cytology
associated to AGNOR quantification is informative about proliferation rate, this approach
is potencially useful for monitoring normal appearing mucosa of oral leukoplakia patients.

Keywords: Exfoliative cytology. Precancerous lesions. AGQNOR.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

A Leucoplasia bucal é definida como uma placa ou mancha predominantemente
branca que ndo pode ser classificada clinica ou patologicamente como qualquer outra
doenca (BARNES et al.,, 2005). Esta lesdo é incluida no grupo de desordens
potencialmente malignas, visto que apresenta risco aumentado de transformagdo em
carcinoma espinocelular (WARNAKULASURIYA; JOHNSON; VAN DER WAAL,
2007; VAN DER WAAL, 2009). A leucoplasia é a lesdo potencialmente maligna de boca
mais frequente, com prevaléncia estimada entre 0,42 e 5% (CARRARD et al., 2010;
JAHANBANI, 2003; SCHEPMAN et al., 1996; DIETRICH; REICHART; SCHEIFELE,
2003). Essa lesdo acomete com maior frequéncia individuos do género masculino
(DIETRICH; REICHART; SCHEIFELE, 2003; MISHRA et al., 2005) e da faixa etéria
que vai dos 40 aos 60 anos (PINDBORG et al., 1968; COWAN et al., 2001).

O consumo de tabaco é o fator etiologico mais importante para o desenvolvimento
da leucoplasia bucal (BANOCZY; GINTNER; DOMBI, 2001). Com relagdo a
participagdo de outros fatores, como o consumo de bebidas alcodlicas, ndo ha consenso na
literatura (LEE et al., 2003; MACIGO; MWANIKI; GUTHUA, 1995). Outros autores
consideram, ainda, que essa lesdo pode ser idiopatica, ou seja, ndo estar associada a
nenhum fator de risco conhecido (HASHIBE et al.,, 2000; HASHIBE et al., 2003;
DIETRICH et al., 2004; CHUNG et al., 2005; DAGLI et al., 2008; YANG et al., 2010).

A leucoplasia pode ocorrer em qualquer regido da boca, entretanto os sitios
anatdbmicos mais acometidos sdo a mucosa jugal, o assoalho de boca, o palato e a lingua.
(LUMERMAN; FREEDMAN; KERPEL, 1995; KOVAC-KAVCIC; SKALERIC, 2000;
GUPTA; WARNAKULASURIYA, 2002). Clinicamente, essas lesfes podem se
apresentar como manchas ou placas de coloragdo cinzenta ou branco-acinzentada e serem
Gnicas ou multiplas. As lesGes sdo classificadas como: (a) homogéneas, quando
apresentam superficie lisa e uniforme sem areas avermelhadas ou (b) ndo homogéneas,
que se caracterizam por apresentarem superficie irregular/rugosa (HOLMSTRUP et al.,
2006) ou areas avermelhadas, sendo chamadas eritroleucoplasia, leucoplasia mosqueada,
ou leucoplasia salpicada (WILLIAMS et al., 2008).

Frente a identificacdo de lesbes brancas em mucosa bucal, recomenda-se a

eliminagdo de qualquer fator irritativo e acompanhamento por 2 a 4 semanas para verificar
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se ha regressdo, o que confirmaria o diagndstico de ceratose friccional ou ceratose do
fumante caso o fator irritativo fosse o tabaco. Além destas, outras lesdes brancas devem
ser descartadas antes da definicdo do diagndstico clinico de leucoplasia. Apos ser definido
o diagnostico clinico de leucoplasia, deve-se realizar bidpsia parcial para permitir a
avaliacdo microscopica, a qual vai definir quais disturbios de maturagdo epitelial estdo
presentes (KRAMER et al., 1978; JOHNSON; VAN DER WAAL; AXELL, 1997).

Microscopicamente, as leucoplasias podem apresentar diferentes alteracdes
morfoldgicas no tecido epitelial. Essas alteracdes resultam de distarbios do processo de
renovacao epitelial, que sdo caracteristicas histopatoldgicas que representam alteracdes no
ritmo de proliferacdo e diferenciacdo celular (HILDEBRAND et al., 2010). Grande parte
dessas alteracOes, leva ao aumento da espessura do tecido epitelial, o que explica o
aparecimento de placas ou manchas brancas do ponto de vista clinico (KRAMER et al.,
1978). Estes distdrbios séo classificados de acordo com suas caracteristicas morfologicas
em hiperplasia, hiperceratose (hiperortoceratose ou hiperparaceratose), acantose e
displasia epitelial. No diagndstico histopatolégico de uma leucoplasia estes distarbios de
maturacdo epitelial podem estar presentes isoladamente ou de forma combinada
(WALDRON; SHAFER, 1975; WARNAKULASURIYA et al., 2008).

A hiperplasia caracteriza-se pelo aumento do numero de células do tecido com
manutencdo do seu padrdo morfofuncional. A hiperceratose indica aumento da espessura
da camada de ceratina que pode ser do tipo paraceratina ou ortoceratina. A acantose é o
espessamento da camada espinhosa do epitélio, resultando no encurtamento das papilas
conjuntivas e tendéncia de planificacdo da interface epitélio-conjuntivo (GREER, 2006;
WARNAKULASURIYA et al., 2008). A displasia epitelial é caracterizada pela presenca
de células com diferentes graus de atipia localizadas geralmente nas camadas mais
internas do epitélio, entretanto, com a evolucdo da lesdo, pode atingir toda extensdo do
tecido, sendo entdo classificada como carcinoma in situ (KRAMER et al., 1978;
LUMERMAN; FREEDMAN; KERPEL, 1995; BARNES et al., 2005). Na displasia
epitelial podem ser observadas as seguintes alteracdes morfoldgicas no tecido (BARNES
et al., 2005):

13



Quadro 1 - Alteracfes morfoldgicas teciduais na displasia epitelial

14

ALTERACOES ARQUITETURAIS ‘ ALTERACOES CELULARES |
Estratificagdo epitelial irregular Ndcleos com tamanho aumentado
Perda de polaridade das células da camada basal Pleomorfismo nuclear
Papilas epiteliais em forma de gota Células com tamanho aumentado
Aumento do nimero de mitoses Pleomorfismo celular
Presenca de mitoses na metade superficial do Aumento da proporcao nicleo/citoplasma
epitélio
Ceratinizacdo individual Aumento do volume nucleolar
Pérolas de ceratina Numero aumentado e de tamanho dos nucléolos
Mitoses atipicas
Hipercromasia

Fonte: adaptado de BARNES et al., 2005

Apobs o diagndstico histopatoldgico, o profissional deve decidir qual abordagem
terapéutica serd adotada para cada caso. O objetivo do tratamento é prevenir a
transformacdo maligna ou, quando isso ndo for possivel, interceptar carcinomas
espinocelulares nos seus estagios iniciais. O tratamento pode ser ndo cirirgico, mediante a
utilizacdo de agentes farmacoldgicos topicos ou sisttmicos como suplementos
antioxidantes (KAUGARS et al., 1996), ou ainda, tratamentos cirargicos, 0s quais
envolvem a excisdo das lesdes. A remogéo da leséo pode ser parcial ou total e depende do
tamanho da lesdo, localizacdo e presenca ou ndo de displasia epitelial frente ao exame
microscopico. Até o0 momento, ndo ha evidéncias de que algum tipo de tratamento possa
diminuir o risco de malignizacdo (HOLMSTRUP et al., 2006; VEDTOFTE et al., 1987;
VAN DER WAAL, 2009). Holmstrup et al. (2006) observaram, que a intervencdo
cirdrgica ndo reduz ou elimina o desenvolvimento do cancer. Nesse estudo foi observado
que nas lesdes tratadas cirurgicamente houve transformacdo maligna em 12% (11 de 94
casos) e que nos casos ndo tratados cirurgicamente observou-se que 4% (7 de 175 casos)
evoluiram desta forma.

A taxa de transformacdo maligna varia 0,13-17,5%, com periodos de observacao
variando de 1 a 30 anos. (EINHORN; WERSALL, 1967; SILVERMAN et al., 1976).
Alguns fatores parecem contribuir para 0 maior risco de malignizagédo, dentre eles: faixa
etaria acima de 50 anos (AMAGASA; YAMASHIRO; UZAWA, 2011; CHIESA et al.,
1993), género feminino (VAN DER WAAL, 2009), localizagdo na mucosa da lingua ou
do assoalho de boca (VAN DER WAAL, 2009; POGREL, 1979), tamanho da lesdo maior
que 200 mm? (HOLMSTRUP et al., 2006; VAN DER WAAL, 2009), o tipo clinico ndo



15

homogéneo (SCHEPMAN et al., 1998; HOLMSTRUP et al., 2006; VAN DER WAAL,
2009) ou presenca de displasia epitelial (VAN DER WAAL, 2009; SILVERMAN;
GORSKY; LOZADA, 1984).

A relacdo entre presenca de displasia epitelial e transformacdo maligna ainda néo
esta clara. Alguns autores sugerem que as leucoplasias displéasicas apresentam mais risco
de malignizacdo, mas outros autores ndo foram capazes de encontrar essa relagdo
(HOLMSTRUP et al., 2006). Segundo Van der Waal (2009), essa discrepancia de
resultados pode estar relacionada a subjetividade associada com o diagnéstico de displasia
epitelial.

O prognéstico das leucoplasias ainda permanece em discussdo. Mesmo diante do
prognostico incerto, a existéncia de taxas registradas a respeito do risco de malignizacdo
justifica consultas de acompanhamento periddico para pacientes com esse tipo de leséo
(VAN DER WAAL, 2009). Atualmente, vem se buscando formas alternativas para estudo dos

pacientes com leucoplasia, a fim de se estabelecer biomarcadores capazes de identificar quais

seriam aqueles que sofreriam transformacéo maligna ao longo do tempo.

1.1 CITOPATOLOGIA

A citopatologia bucal é um tipo de exame fundamentado na analise microscopica de
células individuais, sendo um método indolor, simples e de baixo custo. Este método consiste
na analise morfoldgica de células esfoliadas ou raspadas da mucosa bucal (BANOCZY;
RIGO, 1976; OGDEN; COWPE; WIGHT, 1997). Inicialmente, houve uma tentativa de
utilizar a citopatologia como um método de diagndstico do carcinoma espinocelular de boca.
No entanto, observou-se um grande nimero de trabalhos que mostravam a ocorréncia de
casos falso-negativo e falso-positivo, mostrando que esta técnica € ineficaz para o diagnostico
de céncer bucal (SILVERMAN; BECKS; FARBER, 1958; SANDLER; CAHN, 1960;
BANOCZY:; RIGO, 1976; RICK; SLATER, 2003). Em decorréncia disso, a técnica passou a
ser utilizada para avaliar se os fatores de risco para o cancer de boca (fumo e alcool) induzem
alteracdes no processo de renovacdo do epitélio em mucosa clinicamente normal (PAIVA et
al., 2004; BOHRER et al., 2005; OGDEN; COWPE; GREEN, 1990). Paiva et al. (2004)
sugerem que o fumo, associado ou ndo, ao alcool aumentam a atividade de proliferacdo
celular da mucosa clinicamente normal do labio inferior, da borda de lingua e do assoalho
bucal. Bohrer et al.(2005) concluiram que a quantificacdo de células mostrou-se suficiente
para avaliar o padréo de maturacéo epitelial em esfregacos do labio inferior, borda da lingua e

assoalho da boca de fumantes e ndo fumantes.
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Por outro lado, considerando que nas leucoplasias observa-se um espessamento do tecido
epitelial, existe possibilidade de que, ao realizar os raspados, obtenha-se um grande nimero
de células anucleadas, o que dificultaria uma analise apropriada. Uma alternativa para
contornar esta limitacdo seria obter os raspados da mucosa adjacente. Isso pode ser suportado
no estudo de Wright e Shear (1985) que observaram areas de displasia epitelial adjacente a
carcinoma espinocelular e na teoria do campo de cancerizagdo (CALIFANO et al., 1996). Os
pacientes com carcinoma espinocelular de boca podem apresentar alteracdes moleculares ou
microscépicas em regides da mucosa adjacente ou distante desta lesdo, as quais muitas vezes
ndo apresentam alteracdes clinicamente perceptiveis. Em funcdo disso, pacientes com
leucoplasia podem sofrer malignizacdo em uma mucosa aparentemente saudavel e ndo
associada a leucoplasia. Portanto, durante as consultas de acompanhamento, é importante
avaliar todas as mucosas do pacientes com leucoplasia e ndo apenas a regido afetada pela
lesdo (SCHEPMAN et al., 1999). O monitoramento por meio de bidpsias e exame
histopatologico parece ser inviavel para lesdes ndo visiveis, isso porque seriam necessarias

bidpsias aleatdrias em varias regides da cavidade bucal (BREMMER et al., 2009).

1.2 REGIOES ORGANIZADORAS NUCLEOLARES E AgNORs

As regibes organizadoras nucleolares (NORs) sdo segmentos de DNA que
transcrevem o RNA ribossémico e estdo localizadas nos bracos curtos dos cromossomos
acrocéntricos 13, 14, 15, 21, 22. AgNORs sdo proteinas que se apresentam como pontos
pretos dentro do nucléolo quando realiza-se a técnica de impregnacao pela prata. Esta bem
demonstrado, por Derenzini et al. (2000), que a quantidade de AgNORs aumenta em
células com maior atividade proliferativa. Diferentemente da maioria dos marcadores de
proliferacdo, que indicam apenas se uma célula esta ou ndo se dividindo (fracdo de
crescimento), a técnica de AgNOR permite diferenciar, entre as células que estdo
proliferando, aquelas que o fazem mais rapidamente (taxa proliferativa) (DERENZINI et
al., 2000).

Alguns estudos tém utilizado a citopatologia associada a técnica de AgQNORs para
estudo do comportamento proliferativo da mucosa clinicamente normal de fumantes. Estes
estudos demonstraram aumento da proliferacdo celular nas células esfoliadas da mucosa
bucal de individuos consumidores de tabaco e de alcool (SAMPAIO et al., 1999;
CANCADO; YURGEL; SANT’ANNA FILHO, 2001; PAIVA et al., 2004; ORELLANA-
BUSTOS et al., 2004; GEDOZ et al., 2007; CAMPOS FONTES et al., 2008). Sabe-se que

h& aumento da proliferacdo celular durante a progressdao tumoral (MACLUSKEY et



al.,1999). Dessa forma, 0 monitoramento das variacOes da atividade proliferativa poderia
contribuir no sentido de identificar precocemente os individuos em que ocorreria a
transformacédo maligna.

Estudos prévios tem demonstrado que ocorre aumento da proliferacdo celular na
medida em que os distdrbios de maturacdo se tornam mais graves (HILDEBRAND et al.,
2010; XIE et al., 1997). Porém, h& necessidade de outros estudos, devido a diferenca da
taxa de proliferacdo celular de lesGes ndo displasicas, principalmente acantose
(HILDEBRAND et al., 2010).

17
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente estudo foi quantificar a taxa proliferativa em leucoplasias a

partir da técnica de AgNOR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar se ha correlacdo entre a taxa proliferativa avaliada a partir das células
esfoliadas da mucosa adjacente ou contralateral a leucoplasias e a taxa proliferativa
avaliada nas lesbes propriamente ditas em espécimes obtidos por meio de bidpsia;

- Avaliar se ha correlacdo entre a taxa proliferativa avaliada em células esfoliadas
da mucosa adjacente a leucoplasias e a das células obtidas da mucosa contralateral;

- Avaliar se ha correlagdo entre a taxa proliferativa avaliada nas celulas da camada
suprabasal e a da camada basal do epitélio em casos de leucoplasia.
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3 METODOLOGIA

Este estudo faz parte do projeto intitulado “ACOMPANHAMENTO CLINICO
LONGITUDINAL E MANEJO DE PACIENTES PORTADORES DE LEUCOPLASIA
BUCAL” e propde a validacao da citopatologia associada a técnica de AQNORs como método
de monitoramento do comportamento proliferativo da mucosa bucal de pacientes com
leucoplasia. O projeto foi submetido a e aprovado pela Comissdo de Pesquisa da FO/UFRGS
e ao Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS (protocolo 17910).

O estudo foi observacional transversal com relagcdo de associacao.

3.1 PACIENTES

A amostra do presente estudo foi selecionada a partir do projeto mencionado a cima, o
qual inclui dois grupos de pacientes. O primeiro grupo (“grupo retrospectivo™) foi composto
de pacientes com diagndstico prévio de leucoplasia (2003-2010), os quais foram recuperados
a partir consulta aos registros do Laboratorio de Patologia. Este grupo totalizou 135 pacientes,
com o0s quais se tentou contato por meio de telefonema ou carta para agendamento de
consulta. Quarenta e um desses 135 pacientes compareceram para atendimento e 5 haviam
sofrido transformacao maligna. O segundo grupo (“grupo prospectivo”) foi composto de 19
pacientes que tiveram diagnostico clinico de leucoplasia entre 2011 e 2013. Dentre os 60
pacientes examinados, 26 apresentavam leucoplasias e, destes, 24 apresentavam critério para
indicacdo de bidpsia. Maiores detalhes sdo apresentados no fluxograma do critério de selecdo
dos pacientes (Figura 1). Dos pacientes encaminhados com o diagnostico clinico de
leucoplasia, 3 do grupo retrospectivo e 4 pacientes do grupo prospectivo tiveram o
diagnostico revisado (Figura 2 e 3).



Figura 1 — Fluxograma do critério de sele¢o dos pacientes
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Figura 2 — Imagens clinicas de dois casos em que houve revisdo de diagndstico: estomatite nicotinica em palato
duro e mole (A). Ceratose friccional em rebordo alveolar, em paciente que ndo usava protese parcial removivel e

mastigava sobre a regi&o (B)

Fonte: Patologia Bucal/lUFRGS.

Figura 3 — Imagens clinicas de dois casos em que houve revisdo de diagnéstico: liquen plano apresentando-se
como placa em labio inferior de paciente no qual também foram identificadas lesbes estriadas em borda de
lingua. Posteriormente realizou-se bidpsia parcial e o exame histopatolégico confirmou o diagndstico (A).
Queilite actinica em labio inferior (B)

Fonte: Patologia Bucal/UFRGS.

Os 60 pacientes atendidos (41 pacientes retrospectivos e 19 prospectivos, Figura 1)
responderam a uma entrevista a partir da qual foram coletadas informacGes como idade,
género, cor da pele e informacdes a respeito dos habitos de exposicdo. Posteriormente, 0s
mesmos foram submetidos a um exame clinico (Figura 4), no qual se analisou a presenca e 0
nimero de lesdes, bem como localizacdo, tamanho (mm?), aspecto clinico (homogénea/nao
homogénea) ¢ a conduta a ser instituida (bidpsia parcial ou total). Com relacdo ao género, 8
pacientes eram homens e 6 mulheres. A média de idade foi 52,21 (+12,63), variando de 35 a
76 anos. Oito pacientes eram fumantes, 4 eram ex-fumantes e 2 nunca havia fumado. Em
relacdo ao consumo de bebidas alcoodlicas, 9 eram consumidores, 4 ex-consumidores e 1
nunca haviam consumido. Os demais dados referentes a caracterizacdo dos pacientes

estudados e das lesdes avaliadas sdo apresentados, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2.
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Figura 4 — Imagens clinicas do paciente #1, no qual detectou-se leucoplasia ndo homogénea na mucosa do
assoalho bucal e no ventre de lingua com diagnéstico histopatoldgico de acantose e hiperceratose (A) e do
paciente #8 com leucoplasia ndo homogénea em regido de borda de lingua, com diagnostico histopatolégico de
displasia epitelial (B)

Fonte: Ptologia Bucal/lUFRGS.

Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes incluidos na amostra

Paciente  Género Idade Cigarro Cigarro Duracdio  Packyears  Alcool  Alcool Duracéo

(n/dia) (anos) (g/dia) (ano)
#1 M 57 F 20 36 36 EB NI NI
#2 F 64 EF 60 34 102 EB 21,94 NI
#3 M 40 EF 20 15 15 B 1,67 >10
#4 F 41 EF 6 20 6 B 1,33 >10
#5 F 76 F 3 50 7,5 NB 0 NI
#6 M 35 EF 10 14 7 EB 8,00 >10
#7 M 66 F 20 50 50 B 18,29 >10
#8 M 42 NF B 4,11 >10
#9 F 49 F 20 30 30 B 5,49 <10
#10 M 50 F 80 37 148 B 39,47 >10
#11 M 40 NF B 0,10 >10
#12 F 67 F 20 30 30 EB 22,76 >10
#13 M 45 F 40 30 60 B 1,33 >10
#14 F 59 F 40 45 90 B 1,71 >10

F - Fumante, EF- Ex-fumante, NF - Nunca fumou, B - Bebedor, EB - Ex-bebedor, NB - Nunca bebeu, NI — nao
informado.



Tabela 2 - Caracteristicas das lesdes estudadas
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Paciente  Lesdo Localizagao Tamanho  Tipo Tipo Numero de Diagndstico
(mm?) (lesdo)  (bidpsia) lesbes Histopatoldgico

#1 1 Assoalho, ventre de lingua 400 NH Parcial Unica AeHC
#2 2 Palato mole NI H Parcial Unica HP e HC
#3 3 Rebordo alveolar inferior 15 H Total Unica HOC
#4 4 Mucosa jugal 15 H Total Unica HC e HPC
#5 5 Palato mole 16 H Parcial Multipla HC
#6 6 Assoalho 200 NH Parcial Mudltipla HOC
#7 7 Mucosa jugal 33 Parcial Miultipla AeHOC
#7 8 Fundo de sulco superior 40 Parcial Mudltipla AeHC
#8 9 Borda de lingua 350 NH Parcial Mudltipla D
#9 10 Assoalho 9 H Total Multipla HP e HPC
#10 11 Rebordo alveolar inferior 135 H Parcial Multipla HP e HC
#11 12 Mucosa labial superior 21 H Total Unica HP e HPC
#12 13 Palato mole 96 H Parcial Multipla D
#13 14 Mucosa jugal inferior 110 H Parcial Unica HP
#14 15 Palato duro, palato mole 260 H Parcial Mudltipla HP e HOC

H — Homogénea, NH — N&o Homogénea, A-Acantose, HC-Hiperceratose, HPC-Hiperparaceratose, HOC-
Hiperortoceratose, HP-Hiperplasia epitelial, D- Displasia leve. NI — ndo informado.
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3.2 OBTENCAO DOS ESFREGACOS CITOLOGICOS

Foram obtidas células da mucosa clinicamente normal adjacente a leucoplasia e da
mucosa do sitio anatbmico contralateral, com auxilio de uma escova citologica. As células
obtidas foram espalhadas em laminas histoldgicas, as quais foram acondicionadas em um
frasco contendo etanol a 96%. Posteriormente, os mesmos foram submetidos a técnica de
AgNOR, seguindo o protocolo de Ploton et al. (1986), para a quantificacdo do nimero de
AgNORs/nicleo como um pardmetro de taxa proliferativa. Para essa andlise, foram
consideradas 50 células por lamina, sendo calculada, posteriormente, a média do nimero de
AgNORs/nicleo (MAgNOR) e o percentual de células com mais do que 3 AgNORs
(PAgNOR>3) para cada caso (Figura 5).

Figura 5 — Fotomicrografia de células esfoliadas da mucosa adjacente a leucoplasia ndo homogénea localizada
no assoalho bucal do paciente #1 (ex-fumante) apresentando 5 AgNORs (*) e 4 AgNORs (**). O exame

histopatoldgico indicou acantose e hiperceratose. Técnica de impregnacdo pela prata para observacdo das
AgNORs, aumento original de 1000x

% %k

e

30um
Fonte: Patologia Bucal/UFRGS.

3.3 REALIZACAO DAS BIOPSIAS

Previamente a realizacdo das bidpsias, foi prescrito tratamento antifungico (nistatina
100.000 Ul/ml, 10 ml por vez, 4 vezes ao dia, 14 dias) para eliminar a possibilidade de
sobreposicdo de infeccdo por Candida sp. Nos casos em que havia fatores traumaticos
associados as lesdes brancas (proteses desadaptadas, restos radiculares, dentes ou restauracfes
fraturadas), os mesmos foram removidos através do encaminhamento desses pacientes para o
atendimento clinico na propria faculdade ou mediante procedimento na prépria clinica onde

aconteciam os atendimentos. Apos 14 dias, 0s pacientes retornavam e as biopsias e 0s
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raspados citol6gicos da mucosa oral eram obtidos. Em 11 casos, as bidpsias foram incisionais

e, em 4 casos, as biopsias foram totais.
3.4 PREPARO DAS LAMINAS HISTOLOGICAS

As pecas foram fixadas por 24 horas em formalina tamponada a 10% e processadas
para inclusdo em parafina histologica. Posteriormente, a partir dos blocos de parafina, foram
feitas 2 secgdes de 4 um do bloco de parafina e montadas em laminas de vidro. Uma das
laminas foi submetida a técnica de coloracdo da Hematoxilina e Eosina (HE) e o outra a

técnica de impregnacdo pela prata para evidenciacdo das AQNORs.

3.5 AVALIACOES DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS — TECNICA DE HE

As laminas histolégicas coradas com HE foram avaliadas por patologistas previamente
treinados para definir as alteracdes morfoldgicas presentes a partir do exame histopatolégico.
A avaliacdo dos disturbios de maturacdo seguiram os critérios estabelecidos recomendados
pela Organizacdo Mundial de Saude (BARNES et al., 2005) e foram realizadas em regifes

que correspondiam as avaliacGes por meio da técnica de AQNORs (Figuras 6 e 7).

Figura 6 — Fotomicrografias de espécime obtido a partir de bidpsia parcial de leucoplasia ndo homogénea e ndo
displasica localizada em mucosa do assoalho bucal do paciente #1. Cortes histolégicos submetidos a técnica de
coloracdo da HE a partir dos quais estabeleceu-se o diagndstico de acantose e hiperceratose. A linha pontilhada
indica transicdo entre a mucosa adjacente e a lesdo propriamente dita (A), aumento original de 400x e a técnica
de impregnacéo pela prata para observacéo das AGQNORs (B), aumento original de 400x

“—

Fonte: Ptologia Bucal/lUFRGS.
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Figura 7 — Fotomicrografias de espécime obtido a partir de bidpsia de leucoplasia homogénea displasica
localizada em mucosa de palato mole do paciente #12. Cortes histologicos submetidos a técnica de coloragdo da
HE a partir dos quais estabeleceu-se o diagndéstico de displasia epitelial (A) aumento original de 400x e a técnica
de impregnagéo pela prata para observacéo das AGQNORs (B), aumento original de 400x
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Fonte: Patologia Bucal/UFRGS.

Anteriormente a avaliacdo das laminas histoldgicas, foi realizado um treinamento para
os critérios de classificacdo das displasias epiteliais. Apos ser atingido um indice Kappa maior
que 0,7 entre os examinadores, foi iniciada a revisdo das laminas. Ao longo do estudo, a cada
10 laminas examinadas, uma foi sorteada para reavaliacdo, a fim de assegurar a manutencao

da calibragem intra e interexaminador.

3.6 AVALIACAO DA TAXA PROLIFERATIVA — TECNICA DE AgNORs

Imagens de campos microscopicos foram capturadas a partir das laminas impregnadas
pela prata, usando um microscépio CX41RF da marca Olympus® com uma camera QColor
5, Coolet, RVT, Olympus® ligados a um computador Dimension 5150 da Dell®. Foi
utilizado o aumento de 1000x, com utilizacdo de Oleo de imersdo. As imagens foram
importadas para um disco rigido externo a partir do programa QCapture®, versdo 2.81. A
avaliacdo foi realizada pela contagem do nimero das AgNORs por ndcleo das células da
mucosa bucal. As laminas foram colocadas na platina do microscépio sempre com a sua
identificacdo posicionada a direita do observador e foram capturadas tantas imagens quanto
necessario para a quantificacdo das AQNORs nos nucleos das 50 primeiras células observadas,
aumento de 1000x para as laminas de citologia e 100 células por 1dmina para as ldaminas de
histologia, sendo 50 da camada basal e 50 da camada suprabasal. A partir das contagens foi
obtida a média do numero de AgNORs /nucleo (MAgNOR) e o percentual de células com
mais do que 3 AgNORs (pAgNOR >3). A calibragem foi realizada no periodo de pré-

quantificacdo e repetida antes do término da coleta dos dados. Além disso, também foi feita
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ap6s um treinamento com o professor orientador, a fim de padronizar os critérios de

contagem.

No total, foram produzidas 48 laminas histoldgicas (24 submetidas a técnica de HE e
24 submetidas a técnica de AgNORSs) e 48 laminas citoldgicas (24 laminas da mucosa
adjacente e 24 laminas dos sitios anatdmicos contralaterais). Devido a problemas técnicos, 20
laminas de citologia (2 laminas por paciente) foram excluidas do estudo (Tabela 3). Nas
laminas produzidas a partir dos pacientes 15, 16, 17, 18, 19 e 20 ndo obteve-se 50 células. Nas
laminas provenientes dos pacientes 21, 22, 23 a qualidade da técnica de impregnacdo pela
prata foi insatisfatéria.

A amostra final do presente estudo contou com 15 casos de leucoplasia, que geraram
30 laminas histoldgicas e 30 laminas citoldgicas provenientes de 14 pacientes. Com base
nestes casos, avaliou-se a correlacdo entre os valores das quantificagfes de proliferacdo
celular por meio da técnica de AgQNORs em ceélulas esfoliadas da mucosa com os valores das

quantificacBes em espécimes provenientes de biopsias.

Tabela 3 — Caracteristicas dos casos excluidos do estudo devido a problemas técnicos

Paciente Lesédo Localizacéo Tamanho  Tipo Tipo Numero  Diagnostico Histopatoldgico

(mm?)  (lesdo) (bidpsia) lesdes

#15 16 Palato mole 375 NH Parcial  Mdltipla HP e HC
#16 17 Mucosa jugal NI NI Total Unica D
#17 18 Mucosa jugal 130 H Total Unica HOC
#18 19 Borda de lingua 25 H Parcial Unica HCeA
#19 20 Mucosa jugal 72 H Total Unica HP e HC
#20 21 Palato mole 288 NH Parcial Unica HOC
#21 22 Gengiva 60 NH Parcial ~ Mdltipla HC e HP
#22 23 Borda de lingua 48 H Total Unica HP e HPC
#23 24 Mucosa jugal 30 H Total Unica HPe A

H — Homogénea, NH — Ndo Homogénea, A-Acantose, HC-Hiperceratose, HPC-Hiperparaceratose, HOC-
Hiperortoceratose, HP-Hiperplasia epitelial, D- Displasia leve. NI — ndo informado.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

A existéncia de relacdo entre a taxa proliferativa mensurada a partir das células
esfoliadas e a taxa proliferativa na leucoplasia propriamente dita foi verificada pelo teste de
Correlacdo de Pearson. O nivel de significAncia foi estabelecido em 5%. O teste foi realizado
no software PASW 18.0.
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4 RESULTADOS

Os dados referentes as alteragcdes morfologicas, quantificacdo das AGNORs nas laminas
citologicas, nas laminas histoldgicas sdo apresentados na Tabela 4. Na analise citopatoldgica,
observou-se mAgNOR igual a 3.37 (£0.74) e 3.33 (+0.72) para a mucosa adjacente e
contralateral, respectivamente. A analise dos espécimes de biopsia mostrou um mAgNOR de
2.46 (£0.47) e 2.95 (+0.44) para a camada basal e para a camada suprabasal do epitélio
respectivamente.

No Quadro 2, sdo apresentados os valores para as analises de correlacdo entre as
quantificacBes das AgNORs a partir das células esfoliadas e dos espécimes de bidpsia.
Constatou-se que ha uma correlacdo forte (R=0.85, p<0,001) entre os valores obtidos para as
células da mucosa adjacente e os valores obtidos para as células esfoliadas da mucosa do sitio
contralateral. Com relacdo aos valores de mAgNOR para as lesbes biopsiadas, houve
correlacdo moderada (R=0.72, p=0,002) (Grafico 1). Para as demais avalia¢Oes de correlagéo,

ndo foram encontradas correlacdes estatisticamente significativas.

Tabela 4 - Valores das quantificacdes das AGQNORs nas células esfoliadas da mucosa bucal clinicamente
normal e das lesBes dos pacientes portadores de leucoplasia bucal

mMAgNOR pAgNOR>3
Células esfoliadas Bidpsia Células esfoliadas Bidpsia

Lesdo Adj Contra  Basal Supra Adj Contra Basal Supra DHP
1 3,12 2,82 3,04 3,36 38 24 26 48 AeHC
2 3,18 2,38 2,58 2,98 34 16 20 32 HP e HC
3 2,12 2,14 2,30 2,38 8 14 16 12 HOC
4 3,24 3,16 2,60 3,12 36 40 6 24 HC e HPC
5 3,32 3,54 1,78 2,18 36 42 6 10 HC
6 3,16 3,04 2,50 3,00 34 38 18 30 HOC
7 2,72 2,72 2,26 3,34 18 20 10 36 AeHOC
8 3,40 3,08 2,40 2,80 40 28 10 22 AeHC
9 3,04 3,24 2,12 2,46 30 38 0 8 D
10 5,38 4,76 2,70 3,58 80 86 22 52 HP e HPC
11 3,24 3,16 1,60 2,52 38 38 0 6 HP e HC
12 3,64 3,88 2,02 3,02 46 68 8 28 HP e HPC
13 3,28 3,48 3,22 3,14 38 44 36 34 D
14 3,18 4,08 3,20 3,66 34 58 38 52 HP
15 4,52 4,40 2,58 2,70 80 72 16 16 HP e HOC

Média 3,37 3,33 2,46 2,95 39,33 41,73 1547 27,33
DP 0,74 0,72 0,47 0,44 18,88 21,19 11,60 1541

Adj— mucosa adjacente, Contra — mucosa contralateral, Basal — células da camada basal do tecido epitelial,
Supra — células da camada suprabasal do tecido epitelial.



Quadro 2 — Avaliacao da correlagdo entre as quantificacfes das AQNORs (mAgNOR) nas camadas basal e
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suprabasal das lesGes biopsiadas e em células esfoliadas da mucosa adjacente a lesdo e contralateral de pacientes

portadores de leucoplasia bucal

Supra Basal Adj Contra

Supra Correlacdo de 1 ,120%* ,308 311

Pearson

Sig (2-tailed) ,002 ,264 ,259

N 15 15 15 15
Basal Correlacdo de 1 ,138

Pearson

Sig (2-tailed) ,623

N 15 15
Adj Correlagéo de ,138 1

Pearson

Sig (2-tailed) ,623

N 15 15
Contra Correlacédo de 170 852"

Pearson ’ '

Sig (2-tailed) 544 000

N 15 15

** Correlagdo estatisticamente significativa (p=0.01). Adj — mucosa adjacente, Contra — mucosa contralateral,
Basal — células da camada basal do tecido epitelial, Supra — células da camada suprabasal do tecido epitelial.

Fonte: da autora

Gréfico 1 — Graficos de dispersdo, mostrando a existéncia de correlacdo entre os valores de mAgNOR entre
células esfoliadas da mucosa adjacente e contralateral (A) e entre as células da camada basal e da camada

suprabasal do epitélio de leucoplasias (B)
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5 DISCUSSAO

Este estudo enfocou na utilizacdo da citopatologia como uma forma de controle do
paciente com leucoplasia. Sabe-se que a maior limitacdo deste método em casos de
leucoplasias encontra-se no fato de que a amostra obtida apresenta poucas células em funcéo
do aumento da camada de ceratina tipico destas lesbes (MEHROTRA et al., 2009) . Em
funcdo disto, admite-se que a possibilidade de obtencdo de células passiveis de serem
estudadas é maior para campos cancerizaveis ndo visiveis clinicamente, por ndo serem
hiperceratéticos (BREMMER et al., 2009), o que justifica a abordagem proposta pelo presente
estudo. Além disso, propomos a avaliagdo das células da mucosa contralateral, a fim de
avaliar a ocorréncia de lesbes em sitios distantes de onde as lesdes foram detectadas em um
primeiro momento. Observou-se correlagdo forte entre proliferacdo celular na mucosa
adjacente e na mucosa contralateral. Isto indica que o individuo com historico de leucoplasia
deve ser considerado de alto risco, ndo apenas na lesdo propriamente dita ou sitio anatdmico
afetado por ela. Essa constatacdo encontra suporte e reforca a teoria do campo de

cancerizagao.

Além disso, a teoria do campo de cancerizagcdo pode ser suportada a partir do caso de
um paciente acompanhado neste estudo. O referido paciente ingressou no programa de
acompanhamento ap0s remocdo total de uma lesdo em palato mole com diagndstico
histopatoldgico de displasia epitelial. Houve acompanhamento clinico, no qual ndo foram
observadas novas lesfes por um periodo de um ano e seis meses. No entanto, apos dois anos,
foi constatada uma lesdo ulcerada em mucosa retromolar do lado oposto ao da leséo prévia, a
qual foi diagnosticada como carcinoma espinocelular apds bidpsia parcial e exame

histopatoldgico (Figura 8).
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Figura 8 — Imagem clinica e histopatologica de paciente ex-fumante (havia parado hd 7 meses,
consumidor de alcool) que havia apresentado leucoplasia em mucosa do palato lado direito, a qual tinha
sido submetida a bidpsia total com diagndéstico histopatoldgico de displasia epitelial e em consulta de
acompanhamento (2 anos depois) apresentou lesdo ulcerada em mucosa retromolar, a qual foi
submetida a bidpsia parcial (A). Diagnéstico histopatolégico de carcinoma espinocelular. Técnica de
coloragdo da HE (B), aumento original de 100x

Fonte: Patologia Bucal/UFRGS.

Outro resultado interessante foi ndo ter havido correlacdo entre a avaliagcdo da
proliferacdo por meio da citopatologia e do tecido biopsiado. Varias razdes poderiam explicar

esta auséncia de correlagdo.

As células esfoliadas da mucosa bucal coletadas por meio da citologia esfoliativa sdo
células das camadas superficiais, e ndo das camadas mais profundas do tecido epitelial onde a
proliferacdo celular e suas alteracbes mais severas sdo mais perceptiveis (OGDEN; COWPE;
WIGHT, 1997; EPSTEIN; ZHANG; ROSIN, 2002). A bidpsia, diferentemente, permite que
essas células mais profundas sejam analisadas. Acreditamos que esse possa ser um dos
motivos pelo qual ndo houve correlacdo de proliferacdo celular entre as diferentes técnicas.
Além disso, a citologia esfoliativa possibilita a avaliacdo de todo o nucleo da célula (MAO,
1995), enquanto na lamina produzida a partir da bidpsia estuda-se um corte histoldgico,
permitindo observacdo de um Unico plano do nucleo. Dessa forma, impossibilita a

quantificacdo de todas AgNORs e isso favorece uma contagem mais baixa.

Ha evidéncias na literatura de que as células da camada suprabasal sdo responsaveis
pelo aumento da proliferagéo celular como resposta a um agente irritativo. Em situagdes como
esta, as células da camada basal ndo apresentariam alterac@es, pois, fisiologicamente, ja estdo

em constante divisdo. Portanto, na medida em que é necessaria maior reposicdo celular,
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parece que as células da camada suprabasal, seriam as responsaveis pelo aumento do ritmo
proliferativo (HOMANN et al., 1997; CARRARD et al., 2004). De acordo com alguns autores
a camada suprabasal é a que mais favorece a identificacdo de alteragbes na proliferacdo
celular (LIU et al., 1998; TAKEDA et al., 2006; OLIVER; MACDONALD; FELIX, 2000;
HILDEBRAND et al., 2010). Esses resultados estdo de acordo com os apresentados na tabela
4, onde tanto mMAgNOR quanto pAgNOR sdo maiores na camada suprabasal quando

comparados com a camada basal.

Embora nédo tenha sido encontrada correlagdo entre a avaliacdo por meio da citologia e
a avaliacdo da lesdo propriamente dita, acreditamos na utilidade da citologia esfoliativa
associada a quantificacdo das AgNORs como forma de monitoramento de pacientes que
tenham apresentado leucoplasias. Esta indicacdo se sustenta nos resultados deste estudo em
comparacdo com resultados de estudos realizados anteriormente (Tabela 5). Ao comparar
células esfoliadas da mucosa clinicamente normal de pacientes controle (pacientes que ndo
fumam e ndo bebem), com pacientes fumantes, pacientes que fumam e consomem bebidas
alcoolicas e pacientes que apresentam leucoplasia, observa-se um progressivo aumento da
taxa proliferativa usando a quantificacdo das AgNORs. Além disso, Gedoz et al. (2007)
corroboram esta indicacédo, pois foram capazes de detectar aumento da taxa proliferativa nas
células esfoliadas da mucosa clinicamente normal de fumantes avaliados longitudinalmente

com esta técnica, o que pode ser um indicativo de progressdo tumoral em estagio subclinico.
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Tabela 5 — Comparacédo dos valores de AQNORs em mucosa clinicamente normal e em mucosa adjacente
e contralateral de pacientes portadores de leucoplasia

MAgNOR pAgNOR>3 MAgNOR pAgNOR>3
Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média (DP)

Mucosa clinicamente Lingua Assoalho

Normal

GC* 2,22 (0,43) 12,26 (8,77) 2,87 (0,58) 28,71 (17,19)
GF* 2,78 (0,51) 27,18 (13,24) 3,48 (0,59) 43,23 (18,68)
GFA* 2,90 (0,48) 29,16 (12,10) 3,57 (0,60) 46,94 (18,60)
Leucoplasia Diferentes sitios

GL-CL** 3,33(0,72) 41,73 (21,19) 3,33(0,72) 41,73 (21,19)
GL-AL** 3,37 (0,74) 39,33 (18,88) 3,37 (0,74) 39,33(18,88)

GC: grupo controle, GF: grupo fumo, GFA: grupo fumo-alcool, GL-CL: mucosa contralateral, paciente
com leucoplasia, GL-Adj: mucosa adjacente a leucoplasia, paciente com leucoplasia
*Paiva et al (2004), **presente estudo.

Em estudo prévio deste grupo, Pellicioli at al. (2011), encontraram uma maior
frequéncia de microndcleos na mucosa contralateral de pacientes com leucoplasia e com
carcinoma quando comparadas com a mucosa dos pacientes controles e dos que consumiam
tabaco e alcool. Esses resultados indicam a ocorréncia de mais quebras de DNA nestes
tecidos, embora clinicamente ndo haja alteragcfes, o que corrobora os resultados do presente

estudo e, mais uma vez, enfatiza a teoria do campo de cancerizacao.

Outro aspecto que chama a atencdo é a heterogeneidade dos pacientes da presente
amostra com relacdo ao perfil de exposi¢do ao fumo e a bebidas alcodlicas. A partir de anélise
da tabela 1, constata-se que 8 pacientes eram fumantes, 4 eram ex-fumantes e 2 nunca
haviam fumado. Além disso, 9 pacientes consumiam bebidas alcodlicas, 4 haviam parado e 1
nunca tinham consumido. Essa heterogeneidade prejudica a avaliagdo, pois os diferentes

padrdes de exposicdo dificultam o agrupamento dos pacientes com caracteristicas comuns.
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6 CONCLUSAO

N&o ha correlacdo entre a avaliacdo da proliferacdo a partir das células esfoliadas da
mucosa adjacente ou da mucosa contralateral e a avaliacdo da proliferagdo no tecido
biopsiado. A identificacdo de correlacdo entre proliferacdo celular na mucosa adjacente a
leucoplasia e na mucosa contralateral indica que o individuo com histérico de leucoplasia
deve ser considerado de alto risco, ndo apenas na lesdo propriamente dita ou sitio anatdmico

afetado por ela, 0 que estd de acordo com a teoria do campo de cancerizacao.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ndo ter sido encontrada correlacdo entre os parametros estudados, a
citologia parece ser util no monitoramento do paciente com leucoplasia, a partir do qual as
variagOes na taxa proliferativa podem ser identificadas, o que justificaria um controle mais

rigido do paciente.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro participante,

Esta pesquisa, cujo titulo & ACOMPANHAMENTO CLINICO LONGITUDINAL
E MANEJO DE PACIENTES PORTADORES DE LEUCOPLASIA BUCAL sera
realizada na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) e tem como objetivo acompanhar ao longo do tempo os pacientes que tem, ou
tiveram uma lesdo chamada leucoplasia e quando necessario fazer uma bidpsia para
determinar por meio de um exame microscopico as alteracfes existentes nas células deste
local. Se vocé concordar em participar do estudo, deverd responder um questionario,
comparecer a consultas periddicas a cada 6 meses por tempo indeterminado, terd células
coletadas de sua boca com uma escova para que a rapidez com que elas se dividem seja
monitorada ao longo do tempo e a cada consulta a sua boca sera fotografada para auxiliar na
comparacao da evolucdo da lesdo. Além disso, a(s) lesdo(des) serdo medidas com uma régua
para avaliar se esta havendo crescimento.

Os possiveis desconfortos associados a participacdo neste estudo sdo aqueles
decorrentes de um exame odontolégico comum. Serdo utilizados materiais descartaveis e
esterilizados, portanto, sem riscos adicionais. O beneficio relacionado a participacdo neste
estudo é o 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 informacdes 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 cdpia deste Termo.
Porto Alegre, de de 201 _.

Telefone:

Professor responsavel por este estudo é: Dr. Pantelis Varvaki Rados, telefone:
51.3308.5011, telefone celular: 51.9821.1599.
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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: 51.3316.3629
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APENDICE B - QUESTIONARIO

Prontuério: Data:

1. Dados pessoais:

Nome:

Entrevistador:

Idade (hoje):

Identidade:  Sexo:1.F( ) 22.M( ) DataNasc.. [/ [/
End.:

Bairro:

CEP: Tel/Cel:

Cidade:

Vocé esta: 1.( )casado 2.( )solteiro 3.( )divorciado 4.( )viuvo
Cor da pele: 1.( ) branco 2.( ) ndo branco Vocé ¢ alfabetizado? 1.( )sim 2.( )ndo

Vocé estudou: 1.( ) nunca estudou 2.( )1-4 série 3.( )5-8 série 4.( )2° grau incompleto

5.( )2°grau completo

2. Fatores comportamentais:

Fumo
D Néo E] Sim Q Parou ha (meses,anos)
I T 1
Tipo Cig/dia Tempo anos
Chimarrao
LEY Q Sim
{ ! 1
Temp. Qtde/dia Tempo anos
Obs.:

6.( )superior incompleto 7.( )superior completo

Alcool

D Néo m Sim IJ Parou ha (meses,anos)
| T 1

Tipo Qtde/sem (ml) Tempo anos
I

Tipo Qtde/sem (ml) Tempo anos
|

Tipo Qtde/sem (ml) Tempo anos

Exposigao solar (atual e anterior)
':] Nao g Sim Q Parou ha

[ I I
Tempo anos

(meses,anos)

Tipo Uso de protetor

D Ocupacional D Nao D Sim

D Lazer FPS
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2 [Fatores psicossociais:

Nos ultimos 3 anos vocé teve:

- Problema sério de saude 1.()sim 2.()ndo 3.( )ndo sei
- Problema sério de satde na familia 1.()sim 2.()ndo 3.( ) ndo sei
- Morte de alguém préximo 1.()sim 2.()ndo 3.( ) ndo sei
- Outro problema que tenha lhe afetado 1.()sim 2. )ndo 3.( )ndo sei

Em relacéo ao seu presente trabalho:
Vocé esta: 1.( ) empregado 2.( )desempregado 3.( )aposentado, do lar
Quantas horas vocé trabalha por semana: h  Ocupacéo (se aposentado, a

anterior):

Vocé esteve desempregado por mais de 3 meses nos ultimos 3 anos: 1. ( )sim 2.( )nédo

Se esteve, por quanto tempo? meses

Vocé acha que os ganhos mensais da sua familia:

1. ( ) ndo sdo suficientes para pagar as contas

2.( ) sdo suficientes apenas para pagar as contas

3.( ) sdo suficientes para pagar as contas e economizar um pouco

Vocé considera sua qualidade de vida: 1. ( )muito ruim  2.( )ruim 3.( ) razoavel 4.( )boa

5.( ) muito boa

Nivel Socioecondmico
Quanto voceé recebe por més? 1. ( ) até 1SM  2.( ) 1-2SM 3.( ) 2-3SM 4.( ) 4-55M
5.( )5-10SM 6. ( ) 10-20SM  7.( ) +20 8.( ) ndo respondeu 9.( ) ndo recebe salario

Quantos.... VOocé possui:

TV colorida 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( )dois 4.( )trés 5.()
quatro ou +

Radio 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( )dois 4.( )trés 5.()
quatro ou +

Banheiro 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( )dois 4.( )trés 5.()
quatro ou +

Carro 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( )dois 4.( )trés 5.()

guatro ou +



Empregada mensalista 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( )dois 4.( )trés 5.()

quatro ou +

Aspirador de po 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( )dois 4.( )trés 5.()
quatro ou +

Maquina de lavar 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( )dois 4.( )trés 5.()
quatro ou +

Video cassete ou DVD 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( ) dois 4.( )trés 5.()
quatro ou +

Geladeira 1. ( )ndo possui 2.( )Jum 3.( )dois 4.( )trés 5.()
quatro ou +

Freezer indep ou geladeira 1. ( )ndo possui 2.( )um 3.( ) dois 4.( )trés 5.()

duplex quatro ou +

Quantas pessoas dependem economicamente de vocé:  Quantas pessoas moram com

VOCE:

Historia médica

Diabetes 1.()sim 2. )ndo 3.( )ndo sei

Asma, alergia a alimentos, 1.()sim 2. )ndo 3.( )ndo sei

pé

Doenca cardiaca/renal 1.()sim 2. )ndo 3.( )ndo sei
Artrite 1.()sim 2. )ndo 3.()ndo sei
Outro problema de satde 1.()sim 2. )ndo 3.( ) néo sei
Qual?

Vocé estd usando alguma medicacdo? 1. ( )sim 2.( )ndo 3.( ) ndo sei

Qual (nome, posologia)?

Ha histdrico de cancer na familia? 1. ( )sim 2.( )ndo Quem/tipo?




48

Habitos de higiene / Condicoes bucais:

Com que frequéncia vocé escova os dentes? 1. ( ) Ix/dia 2.( ) 2x/dia 3.( ) 3x/dia  4.()

+3x/dia 5.( ) ndo escova

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

O que voceé usa para limpar seus dentes? 1.( )nada 2.( )palito 3.( )fiodental 4.()

outro

Vocé usa algum produto para bochecho? 1. ( )sim 2.( )ndo Qual?

Ha quanto tempo? Com que frequencia?

Quando iniciou o0 uso? 1 ( ) antes do diagnostico de leucoplasia 2 () depois do diagnostico

de leucoplasia

Quando foi a tltima vez que foi ao dentista? 1.( )hd muitos anos 2.( )ha 1-3anos  3.()

hd menosde 1ano  4.( ) ndo lembra 4.( ) nunca visitou

Percepcdo das condicdes bucais:

Nos Ultimos 12 meses, Vocé teve:

Mau halito, gosto ruim 1. ( )com frequencia 2.( )asvezes 3.( )raro 4.( )nunca
Dor de dente 1. ( )com frequéncia 2.( )asvezes 3.( )raro 4.( )nunca
Dentes frouxos 1. ( )com frequéncia 2.( )asvezes 3.( )raro 4.( ) nunca
Sensacéo de apertamento 1. ( )com frequéncia 2.( )asvezes 3.( )raro 4.( ) nunca
Sensacdao de boca seca 1. ( )com frequencia 2.( )asvezes 3.( )raro 4.( )nunca
Dor enquanto escova 1. ( )com frequéncia 2.( )asvezes 3.( )raro 4.( ) nunca
Feridas na gengiva 1. ( )com frequéncia 2.( )asvezes 3.( )raro 4.( ) nunca

Sangramento na gengiva 1. ( )com frequéncia 2.( )asvezes 3.( )raro 4.( )nunca



Exame bucal:

CPO-D
O=sadio 2=restauragdo com cdrie
1=céarie 3=restauragado sem carie

4=ausente por carie
5=ausente por outra razao

8=trauma
9=néo examinado

6=selante

7=pilar de protese fixa Dentes perdldos(n):_

17 16 15 14 13 12 11 21 22 23

24 25 26 27

47 46 45 44 43 42 41 31 32 33

34 35 36 37

|
Uso de protese

Condigoes:

[ ]Nao QSim Tipo:
|

f i 1
Tempo de uso anos Ultima troca (meses, anos)

Estado dentario

D Pobre (raizes residuais,varios dentes
perdidos e doenga periodontal avangada)

D Regular(presenga de carie e tartaro, mas
poucos dentes perdidos)

Remove para dormir

[ INao [ ]sim

I:] Bom (algumas restauragoes, sem carie)

D Muito bom (auséncia de caries,
restauragoes ou tartaro)
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DESENHO LESAO

( ) tecido mole ( ) intra-ossea

Mucosa de transigao
Mucosa labial

Palato duro

Gengiva (V) ou
fundo de sulco

Palato mole

Mucosa jugal (D) Mucosa jugal (E)

Lingua
(dorso)

Retrocomissura (D) Retrocomissura (E)

Descricao lesao/lesdes
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Lingua
(ventre)

Assoalho
Bucal

Mucosa labial

Mucosa de trgg#fiao

Lesao L1 L2

L3

Tamanho (cm)

Lesao
fundamental

Cor

Consisténcia

Superficie

Tipo

Limites

Duracao

Tratamento
prévio

Diagnéstico
clinico

Conduta

Biopsia(s) prévia(s)

Data Tipo Localizagao Numero
\

DHP

Nova(s) Bidpsia(s)

Data Tipo Localizagao Numero

DHP

Nova(s) Biépsia(s)

Data Localizagcao Numero (s)
\
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ANEXO A — PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL Comité De Etica Em Pesquisa Da Ufrgs
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comité De Etica Em Pesquisa Da Ufrgs analisou o projeto:

Namero: 17910

Titoks: Acompanhamento clinico longitudinal e manejo de pacientes portadores de leucoplasia bucal.

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

PANTELIS VARVAKI RADOS - coordenador desde 01/03/2011
VINICIUS COELHO CARRARD - pesquisador desde 01/03/2011
LAURA DE CAMPOS HILDEBRAND - pesquisador desde 01/03/2011
FRANCINNE MIRANDA DA ROSA - pesquisador desde 01/03/2011
ISABEL DA SILVA LAUXEN - Laboratorista desde 01/03/2011
ISADORA PERES KLEIN - Aluno de Graduagao desde 01/03/2011

Comité De Etica Em Pesquisa Da Ufrgs aprovou o mesmo , em reuniao realizada em
28/04/2011 - Sala de reuniées do Gabinete do Reitor - 6° andar do prédio da Reitoria, por
estar adequado ética e metodologicamente e de acordo com a Resolugao 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Sadide.

Porto Alegre, Terga-Feira, 27 de Margo de 2012

JOBE ARTUR BOGO CHIES
oordenador da comisséo de ética
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ANEXO B - TECNICA DE IMPREGNACAO PELA PARTE DAS AgNORs*

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

- Fixacdo em alcool etilico 96%

- Desidratagdo com alcool etilico absoluto

- Pos-fixacdo em uma mistura de alcool etilico-acido acético (solucdo 3:1) por 10 minutos.
- Lavagem em &gua destilada

- Impregnacao pela prata, gotejando a solucdo coloidal sobre as laminas, colocadas em camara
Umida fechada e levadas a estufa por 20 minutos a 45°C. A solucéo coloide de prata deve ser
preparada, na hora de uso, pela dissolucdo de 2% de gelatina em solucdo aquosa de &cido
férmico a 1%, misturada numa proporcao de 1:2 partes, com solugdo aquosa de nitrato de
prata em concentracdo de 50%.

- Duas lavagens em agua destilada aquecida a 45°C, para facilitar a remocéo da gelatina e,
uma em agua destilada na temperatura ambiente.

- Reidratacdo em trés banhos de alcool etilico absoluto
- Clareamento em xilol
- Montagem em Permount (Fisher ChemAlert)

*A técnica foi adaptada por Isabel Lauxen e Marcia Oliveira para utilizagdo em
esfregacos citologicos da mucosa bucal. O tempo e a temperatura de impregnacao pela prata
devem ser adaptados de acordo com o tecido em estudo (Laboratorio de Patologia Bucal —
Faculdade de Odontologia da UFRGS).
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ANEXO C - TECNICA HISTOQUIMICA DE AgNOR

Esta técnica de AgNOR foi desenvolvida baseada na ténica descrita por Ploton et al (1986) e
seguiu 0s seguintes passos:

- Desparafinizacdo com xilol

- Desidratagdo com &lcool etilico absoluto

- Pos-fixacdo em uma mistura de alcool etilico-acido acético (solucdo 3:1) por 10 minutos.
- Lavagem em &gua destilada

- Impregnacao pela prata, gotejando a solucdo coloidal sobre as laminas, colocadas em camara
Umida fechada e levadas a estufa por 20 minutos a 45°C. A solucéo coldide de prata deve ser
preparada, na hora de uso, pela dissolucdo de 2% de gelatina em solucdo aquosa de &cido
férmico a 1%, misturada numa proporcao de 1:2 partes, com solugdo aquosa de nitrato de
prata em concentracdo de 50%.

- Duas lavagens em agua destilada aquecida a 45°C, para facilitar a remocéo da gelatina e,
uma em agua destilada na temperatura ambiente.

- Reidratacdo em trés banhos de alcool etilico absoluto
- Clareamento em xilol
- Montagem em Permount (Fisher ChemAlert)

A técnica foi adaptada para lesdo Ceratocisto Odontogénico por Isabel Lauxen e
Marcia Oliveira. O tempo e a temperatura de impregnacao pela prata devem ser adaptados de
acordo com o tecido em estudo (Laboratorio de Patologia Bucal — Faculdade de Odontologia
da UFRGS).



