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RESUMO

Pacientes diagnosticados com Anemia de Fanconi (AF) tém risco 700 vezes maior
para o desenvolvimento de carcinoma espinocelular (CEC) oral do que a populagao
geral. Por esse motivo, medidas de rastreamento e diagndstico precoce de
desordens orais potencialmente malignas (DOPM) e CEC nesse grupo de pacientes
precisam ser elaboradas. Citologia esfoliativa associada ao teste de micronucleos
(MN) como um biomarcador celular pode ser uma alternativa ja que esse esta
associado com instabilidade cromossdmica e genotoxicidade. O objetivo deste
estudo é avaliar a frequéncia relativa de micronucleos (FRMN) em células epiteliais
bucais de pacientes com AF. Foram incluidos no estudo 46 pacientes com AF que
realizaram o Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH) ou ndo com ou
sem DOPM. Foram coletados esfregacos celulares por meio da técnica de citologia
esfoliativa convencional da mucosa jugal e bordo lingual bilateral dos participantes,
além de todas as DOPM identificadas na amostra. As células coletadas foram
coradas pela reagdo de Feulgen. A FRMN foi calculada a cada 1000 células.
Participaram da pesquisa 27 mulheres e 19 homens, com faixa etaria de 4 a 42 anos
de idade, sendo que 32 destes ja haviam realizado TCTH. Os participantes foram
divididos em 3 grupos, sendo o grupo 1 de pacientes com AF n&o transplantados e
sem DOPM, o grupo 2 de pacientes pés TCTH e sem DOPM e o grupo 3 pos TCTH
com DOPM. A maior parte dos participantes (28) apresentou FRMN maior que o
limite superior considerado normal na populagéo geral. A média da FRMN total nos
pacientes dos grupos 1, 2 e 3 foram, respectivamente, 1,57, 2,16 e 4,49. Apesar
disso, os testes estatisticos ndo demonstraram diferenca significativa na FRMN total
entre os grupos. Quando comparada a FRMN em mucosa integra e mucosa com
DOPM dos participantes do grupo 3, foi possivel identificar diferenca
estatisticamente significante, onde os pacientes apresentaram maior FRMN em
mucosas com DOPM. Além disso, identificou-se que a idade dos pacientes
(principalmente na faixa etaria de 26 a 30 anos) e o tempo pos TCTH de 16 a 20
anos influenciam no aumento da FRMN. Conclui-se que o teste de FRMN pode ser
um meétodo complementar para mensurar a predisposicdo de pacientes
diagnosticados com AF para o desenvolvimento de CEC oral, favorecendo o

diagndstico precoce e possibilitando melhor prognéstico e sobrevida.

Palavra-chave: anemia de Fanconi; teste para micronucleos; cancer bucal; citologia

esfoliativa.



ABSTRACT

Patients diagnosed with Fanconi Anemia (FA) are 700 times more likely to develop
oral squamous cell carcinoma (SCC) than the general population. For this reason,
screening measures and early diagnosis of oral potentially malignant oral disorders
(OPMD) and SCC in this group of patients need to be developed. Exfoliative cytology
associated with the micronucleus test (MN) as a cellular biomarker can be an
alternative since this is associated with chromosomal instability and genotoxicity. The
aim of this study is to evaluate the relative frequency of micronuclei (FRMN) in oral
epithelial cells from patients with FA. Forty-six patients with FA who underwent
Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT) or not with or without OPMD were
included in the study. Cell smears were collected using the conventional exfoliative
cytology technique from the buccal mucosa and bilateral lingual border of the
participants, in addition to all OPMD identified in the sample. The collected cells were
stained by the Feulgen reaction. FRMN was calculated every 1000 cells. The
participants were 27 women and 19 men, aged between 4 and 42 years old, 32 of
whom had already undergone HSCT. Participants were divided into 3 groups: group
1 of patients with non-transplanted FA and without OPMD, group 2 of post-HSCT
patients without OPMD and group 3 of post-HSCT with OPMD. Most participants (28)
had FRMN greater than the upper limit considered normal in the general population.
The mean total FRMN in patients in groups 1, 2 and 3 were, respectively, 1.57, 2.16
and 4.49. Despite this, statistical tests did not demonstrate a significant difference in
total FRMN between groups. When comparing the FRMN in intact mucosa and the
mucosa with OPMD of the participants in group 3, it was possible to identify a
statistically significant difference, where patients had greater FRMN in mucous
membranes with OPMD. In addition, it was identified that the age of the patients
(mainly in the age group of 26 to 30 years) and the post-HSCT time of 16 to 20 years
influence the increase in FRMN. It is concluded that the FRMN test can be a
complementary method to measure the predisposition of patients diagnosed with FA
to the development of oral SCC, favoring early diagnosis and enabling better

prognosis and survival.

Keyword: Fanconi Anemia; micronucleus test; oral cancer; exfoliative cytology.
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1. INTRODUCAO

Pacientes diagnosticados com Anemia de Fanconi (AF) - uma doenga
genética autossdmica recessiva rara - apresentam maior predisposicdo para o
desenvolvimento de cancer de boca, especificamente, o subtipo mais comum:
carcinoma espinocelular (CEC) (KUTLER, PATEL, AUERBACH et al., 2016;
FURQUIM, PIVOVAR, AMENABAR et. al, 2018). Uma das consequéncias da
doenca é a aplasia medular, e para essa, o unico tratamento é o Transplante de
Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH) (KUTLER, PATEL, AUERBACH et al.,
2016; AMENABAR, TORRES-PEREIRA, TANG, et. al, 2019). O TCTH é um
tratamento conhecido e bem fundamentado para diversas doengas hematoldgicas e
onco-hematologicas (RIEZZO, PASCALE, LA RUSSA et. al., 2017). Porém, apesar
do TCTH corrigir a falha da medula éssea, sabe-se que nos pacientes com AF esse
tratamento torna-os ainda mais susceptiveis ao desenvolvimento de neoplasias
malignas (FURQUIM, PIVOVAR, AMENABAR et. al., 2018; VELLEUER, DIETRICH,
POMJANSKI et. al., 2020).

Nos ultimos anos tém ressurgido o interesse pela citologia esfoliativa como
estratégia para monitorar desordens orais potencialmente malignas (DOPM). Essa
técnica, além de facil realizagdo e baixo custo, auxilia os Cirurgides-Dentistas a
acompanhar pacientes com maior predisposi¢cado para desenvolvimento de cancer de
boca, evitando a realizagdo de multiplas biépsias em pessoas que apresentam maior
risco de sangramento e susceptibilidade a infecgdes oportunistas frente a
procedimentos cirdrgicos, como é o0 caso de pacientes oncologicos e onco-
hematolégicos (VELLEUER, DIETRICH, POMJANSKI et. al., 2020).

Como aperfeicoamento da técnica de citologia esfoliativa e para avaliagéo
do potencial de malignizagéo das lesdes orais, biomarcadores celulares podem ser
associados. O teste de micronucleos € um exemplo bastante utilizado (CARRARD,
COSTA, FERREIRA, et. al., 2007).

Micronucleos (MN) sao fragmentos de cromossomos ou Cromossomos
inteiros que s&o deixados para tras em anafase durante a divisado celular mitética e
aparecem no citoplasma das células divididas como pequenos nucleos adicionais
(CARRARD, COSTA, FERREIRA, et. al., 2007). A frequéncia de MN nesses tecidos

pode ser utilizada para identificar a fragilidade e a perda cromossémica, tornando
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possivel mensurar o potencial para transformagdées malignas da lesdo (CARRARD,
COSTA, FERREIRA, et. al., 2007; VELLEUER, DIETRICH, POMJANSKI et. al.,
2020).

Dessa forma, a utilizagdgo de MN como um biomarcador possibilita a
identificacdo de lesbes com potencial de transformagédo maligna ou CEC oral muito
mais cedo do que as manifestacdes de caracteristicas clinicas (CARRARD, COSTA,
FERREIRA, et. al., 2007; VELLEUER, DIETRICH, POMJANSKI et. al., 2020). Essa
pode ser uma estratégia a ser explorada para rastreamento de populagdes de alto

risco para CEC oral, como é o caso dos pacientes com AF.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € identificar e mensurar o potencial de
transformacao maligna de células da mucosa oral de pacientes com AF e desordens
orais potencialmente malignas (DOPM) ou lesdes sugestivas de malignidade
clinicamente desses pacientes por meio do uso de MN como um biomarcador

celular.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a frequéncia de MN nas células descamadas da mucosa oral integra
de pacientes com AF pré e pos TCTH;

e Avaliar a frequéncia de MN nas células descamadas de DOPM de pacientes
com AF p6s TCTH;

e Utilizar o teste de MN como uma ferramenta para mensurar o potencial de

malignizagao de células epiteliais bucais de pacientes com AF.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Desordens orais potencialmente malignas

Desordens orais potencialmente malignas (DOPM) é a nomenclatura mais
adequada para um grupo de lesdes ou disturbios da mucosa que podem preceder
cancer de labio ou intraoral (WARNAKULASURIYA, KUJAN, MOLES et. al., 2020;
LOCCA, SOLLECITO, ALAWI et. al., 2019; SPEIGHT, KHURRAM, KUJAN, 2017).
As DOPM necessitam de acompanhamento e rastreamento por serem lesbées com
curso imprevisivel: podem permanecer estaticas e sem alteragdes clinicas por
longos anos, mas podem também progredir ou regredir. Apesar de alguns estudos
mostrarem que uma minoria das DOPM apresenta transformagdo maligna, é
conhecido também que pacientes que apresentam essas desordens sao também
mais susceptiveis a desenvolver CEC em outros locais da boca, uma vez que uma

mucosa clinicamente normal pode ser molecularmente e/ou histologicamente
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anormal (WARNAKULASURIYA, KUJAN, MOLES et. al, 2020; LOCCA,
SOLLECITO, ALAWI et. al., 2019; SPEIGHT, KHURRAM, KUJAN, 2017). Além
disso, sado consideradas também um fator que pode intensificar o risco de
desenvolvimento de CEC oral. As lesdes bucais de pacientes com AF sao
consideradas DOPM (WARNAKULASURIYA, KUJAN, MOLES et. al., 2020; LOCCA,
SOLLECITO, ALAWI et. al., 2019; SPEIGHT, KHURRAM, KUJAN, 2017). Dessa
forma, medidas para acompanhamento mais proximo e rastreamento se fazem

necessarias nesse grupo de pacientes.

3.2 Citologia esfoliativa

As DOPM geralmente apresentam displasia epitelial que sao mais
fidedignamente identificadas histopatologicamente apds coleta do tecido por meio de
bidpsia incisional. A bidpsia é considerada padrdo ouro para analise e diagnostico
definitivo, porém, trata-se de um procedimento invasivo, que necessita de preparo e
tempo para realizagdo. Além disso, por envolver anestesia e possibilidade de
sintomatologia dolorosa pds-operatoria, pode ser motivo de estresse e/ou ansiedade
ao paciente (NANAYAKKARA, DISSANAYAKA, NANAYAKKARA et al, 2016).
Pacientes diagnosticados com doengas hematoldgicas ou onco-hematologicas ainda
apresentam o agravante de ter maior predisposigao para infecgdes oportunistas pos-
operatorias e sangramento trans e/ou pdés-operatério, devido a presenga de
pancitopenia ou plaquetopenia (VELLEUER, DIETRICH, POMJANSKI et. al., 2020).

A citologia consiste no estudo morfolégico e morfométrico de células
descamadas de uma mucosa. A técnica é bastante utilizada na ginecologia com o
objetivo de diagnosticar precocemente cancer de utero ou lesdes potencialmente
malignas da mucosa uterina (NANAYAKKARA, DISSANAYAKA, NANAYAKKARA et.
al, 2016). Essa abordagem foi sugerida por Papanicolau e Traut em 1943 (TRAUT,
PAPANICOLAU, 1943). Apos divulgacao do estudo de Papanicolau, a aplicabilidade
da citologia esfoliativa foi expandida também para eséfago, estdbmago, brénquios e
cavidade oral (NANAYAKKARA, DISSANAYAKA, NANAYAKKARA et. al, 2016).

A utilizacdo de citologia oral iniciou-se em 1963, porém, seu uso foi limitado
devido a baixa sensibilidade e especificidade para deteccdo de displasia e
malignidade. Com o passar dos anos, houve melhorias na técnica de citologia

esfoliativa e a mesma passou a ser considerada promissora para triagem de
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pacientes e também avaliagdo/acompanhamento de DOPM (CARRARD, COSTA,
FERREIRA, et. al., 2007; ALSARRAF, KUJAN, FARAH, 2018).

O uso de citologia esfoliativa como técnica para andlise de células
descamadas da mucosa oral de pacientes com maior susceptibilidade ao
desenvolvimento de céncer de boca vem sendo estudado a anos, com o objetivo de
auxiliar no diagnéstico precoce de malignidades orais (ACHA, RUESGA,
RODRIGUEZ et. al., 2005). Baixo custo, facilidade de realizagdo, auséncia de
sintomatologia dolorosa e seguranga do procedimento sdo motivos pelos quais a
técnica vem sendo aperfeicoada para melhora da confiabilidade de seus resultados
quando realizada em cavidade oral (CARRARD, COSTA, FERREIRA, et. al., 2007).

A técnica de citologia consiste em coletar células descamadas de uma
mucosa ou tecido com o auxilio de um instrumento. As amostras podem ser
coletadas com espatulas plasticas, de madeira ou metalicas e também com um
instrumento confeccionado para esse fim, o qual recebe o nome de citobrush ou
escova endocervical (CARRARD, COSTA, FERREIRA, et al., 2007). Dessa forma,
raspa-se suavemente a superficie coletando algumas células do 6rgdo ou tecido a
ser estudado (NANAYAKKARA, DISSANAYAKA, NANAYAKKARA et. al, 2016)

Um estudo de Nanayakkara et. al., conduzido em 2016, avaliou a diferenga
no diagndstico citolégico comparando as técnicas de coleta das células descamadas
de lesbes pré-malignas orais por meio de espatulas de metal ou com o uso de
escova endocervical. A analise foi realizada por meio da técnica de citologia
esfoliativa convencional. Apods a citologia, realizou-se bidpsia incisional da mesma
lesdo para confirmagdo diagndstica. O estudo concluiu que a coleta de células
descamadas com o uso de escova endocervical € mais preciso e apresenta maior
fidelidade para o diagndstico de DOPM orais quando comparados a técnica da
espatula, apresentando um esfregaco mais uniforme. Dessa forma, a citologia
esfoliativa como complemento ao exame oral poderia possibilitar melhor
acompanhamento/rastreamento de pacientes com maior predisposicao para o
desenvolvimento de CEC bucal, e, além disso, proporcionar diagnostico precoce e
diminuir a taxa de mortalidade associada ao mesmo.

A citologia esfoliativa oral para analise e diagnostico de CEC oral ou DOPM
€ questionada pelo fato de que, em estagios iniciais, as células malignas podem nao

atingir o epitélio, sendo necessaria uma amostragem de camadas mais profundas da
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mucosa oral e esse fato poderia ocasionar resultados falsos negativos
(NANAYAKKARA, DISSANAYAKA, NANAYAKKARA et. al, 2016).

Por esse motivo, o uso de biomarcadores celulares pode ser implementado
para a avaliacao celular, aperfeicoando a técnica e melhorando sua acuracia. A
frequéncia de MN é um dos testes que pode ser utilizado com esse objetivo
(JUNEJA, KATYAL, RATHORE, et. al., 2019; RAMIREZ, MINGUILLON, LOVELESS
et. al., 2020).

3.3 Microntcleos

Micronucleo (MN) é um nucleo adicional de uma célula separado do nucleo
principal. Esse pode ser formado por cromossomos inteiros ou fragmentos de
cromossomos que se perdem durante a mitose e aparecem no citoplasma das
células divididas como pequenos nucleos adicionais (CARRARD, COSTA,
FERREIRA, et. al., 2007; UCHOA, MAGALHAES, 2019). A formacéo de MN pode
ocorrer devido a alteragdes estruturais cromossémicas espontaneas ou decorrentes
de fatores ambientais. Os danos cromossdmicos causados por fatores ambientais
sdo em decorréncia dos efeitos genotoxicos de substancias como, por exemplo,
alcool e tabaco (UCHOA, MAGALHAES, 2019). Em pacientes com AF, sua presenca
pode estar associada com a instabilidade cromossémica e falha no reparo do DNA,
que ja sao caracteristicas da doengca (FURQUIM, PIVOVAR, AMENABAR et. al,
2018; VELLEUER, DIETRICH, POMJANSKI et. al., 2020).

O teste de micronucleos consiste na avaliagdo de células com o objetivo de
encontrar possiveis alteracbes cromossémicas. Lesdes malignas séo decorréncia de
varias alteracbes genéticas, e as mudangas morfolégicas das células podem ser
monitoradas por meio desse teste (UCHOA, MAGALHAES, 2019).

A frequéncia de MN é comumente utilizada para biomonitoramento e
acompanhamento de pacientes expostos a fatores genotdxicos, que apresentem
DOPM ou sao diagnosticados com doencgas que predispdem o desenvolvimento de
CEC oral (UCHOA, MAGALHAES, 2019). A avaliagdo da frequéncia de MN de
células descamadas da mucosa bucal pode ser utilizada para identificar a fragilidade

e a perda cromossOmica, tornando possivel mensurar o potencial para
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transformacgdes malignas das células estudadas (JUNEJA, KATYAL, RATHORE, et.
al., 2019; RAMIREZ, MINGUILLON, LOVELESS et. al., 2020).

O teste de MN pode ser realizado apds técnica de citologia esfoliativa
convencional, de base liquida e também cultura de células. Sendo as duas primeiras
mais utilizadas pelo custo e praticidade (UCHOA, MAGALHAES, 2019). A
identificacdo de MN pode ser realizada por meio de diversas coloracdes, porém, a
mais utilizada é a técnica de Feulgen, pelo fato de ser especifica para o DNA, que é
corado em rosa. A utilizacdo dessa técnica auxilia na quantificacao de DNA, além de
analise de ploidia e fracdo proliferativa (CARRARD, COSTA, FERREIRA, et. al,
2007; UCHOA, MAGALHAES, 2019).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de pesquisa

O seguinte trabalho trata-se de um estudo observacional transversal

prospectivo.

4.2 Selecao do material bibliografico

Os artigos cientificos para o referéncial tedrico foram consultados nas bases
de dados Scielo (http://www.scielo.br/), Pubmed
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed), Portal de Periédicos  Capes/Mec
(http://www.periodicos.capes.gov.br/) e na Biblioteca Virtual em Saude
(http://bvsalud.org/).

4.3 Local de pesquisa
O estudo foi realizado no Ambulatério do Servigo de Transplante de Medula
Ossea (STMO) do Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do

Parana (CHC-UFPR) e no Laboratério de Patologia Bucal do Curso de Odontologia

da Universidade Federal do Parana.
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4.4 Amostra

A amostra foi composta por conveniéncia incluindo um total de 51 pacientes.
A amostra final somou 46 pacientes diagnosticados com AF em qualquer periodo da
vida que realizam acompanhamento no CHC-UFPR, de ambos os sexos, pré e pds-
TCTH e com idades variadas entre 4 e 42 anos. Os pacientes foram recrutados no
ambulatério de AF da equipe de Odontologia do STMO que acontece nas tergas-

feiras pela manha.

4.4.1 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram incluidos na pesquisa pacientes diagnosticados com AF, com mucosa
integra ou que apresentassem DOPM, de ambos 0s sexos, sendo ja transplantados
ou pré TCTH, sem faixa etaria pré-determinada, incluindo criangas, adolescentes,
adultos jovens e adultos.

Pacientes com habito de tabagismo ou etilismo foram incluidos na amostra
pois os habitos nocivos sao considerados fatores cumulativos para o aumento dessa
predisposicao.

Foram considerados inaptos a participar do estudo os pacientes que se
recusaram a assinar os termos de consentimento da pesquisa ou que tinham alguma
alteracao fisica/sistémica/cognitiva que poderia impedir o exame fisico bucal e/ou a
coleta das células descamadas da mucosa oral.

Cinco pacientes foram excluidos da amostra, uma vez que esses
apresentavam histérico CEC oral prévio ja tratado ou lesées bucais com aspecto
sugestivo de malignidade clinicamente em processo de investigacdo e confirmagao

diagndstica.

4.5 Aspectos éticos

O presente projeto de pesquisa foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humano (CEP) do Complexo Hospital De Clinicas da
UFPR, e o recrutamento de pacientes s6 foi iniciado ap6s a aprovacgao, sob o
numero CAAE: 53235921.3.0000.0096 (anexo G).
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Os coordenadores responsaveis pelo ambulatério do Servigo de Transplante
de Medula Ossea (STMO) e pelo ambulatério de Odontologia foram informados
sobre o projeto de pesquisa e autorizaram a execugao do mesmo.

Para assegurar a privacidade dos pacientes participantes, os dados
coletados foram e continuam protegidos e confidenciais, ndo sendo divulgada
nenhuma informagéo que possa comprometer a identidade dos mesmos, apenas as
especificas, que sao necessarias para a construgcao deste trabalho.

Os participantes da pesquisa assinaram o Termo De Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE), o qual foi escrito de forma simples para que os pacientes e seus
responsaveis pudessem compreender os procedimentos a quais foram submetidos.
Dois termos diferentes foram escritos, um TCLE para adultos e um TLCE para
responsaveis (participantes com menos de 12 anos de idade) (Anexos A e B,
respectivamente). Para os participantes com menos de 18 anos de idade e mais de
12 anos de idade ou legalmente incapazes, foi fornecido o Termo de Assentimento
Livre Esclarecido (TALE) (Anexo C).

4.5.1 Riscos e Beneficios

A coleta das células descamadas da mucosa oral € um procedimento rapido,
seguro e de facil realizacdo. Porém, em casos de lesdes orais com sintomatologia
dolorosa, a coleta das células pode causar leve desconforto. Em casos onde as
mucosas bucais apresentem-se ressecadas, pode, além de leve desconforto, ocorrer
lesbes associadas a fricgdo e sangramento leve.

Os pacientes sdo beneficiados de forma direta com o acompanhamento
odontoldgico realizado no ambulatorio e com estratégias para prevengao do cancer

de boca.

4.6 Procedimentos metodolégicos

Os procedimentos metodolégicos ocorreram em duas etapas: clinica e
laboratorial. A histéria clinica do paciente, como demais diagndsticos, histérico de
TCTH, doador e informagdes demograficas e epidemiolégicas foram coletadas no

banco de dados eletronicos da equipe de odontologia, em prontuarios fisicos e
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confirmadas com os pacientes/responsaveis. Essas informacdes foram anotadas na
ficha clinica confeccionada especificamente para a pesquisa, que pode ser
visualizada no anexo D.

Os pacientes foram divididos em 3 grupos:

1) Pacientes diagnosticados com AF sem TCTH sem DOPM,;

2) Pacientes diagnosticados com AF pos TCTH sem DOPM,;

3) Pacientes diagnosticados com AF pés TCTH com DOPM.

A examinadora foi calibrada para identificagcdo e diagnéstico de DOPM em
pacientes com AF. E também foi calibrada para realizagdo da técnica de citologia
esfoliativa convencional e teste de MN, desde a coleta das células descamadas da
mucosa oral, coloracédo e montagem das laminas, até a identificacédo e contagem de
MN.

4.6.1 Etapa clinica

A etapa clinica foi realizada no ambulatério de AF do STMO do CHC-UFPR.

Essa foi constituida de exame clinico, busca de informagdes sobre a histéria
clinica do paciente em prontuarios, fotografias de lesdes apresentadas de forma que
nao possibilite a identificacdo do paciente e coleta de células descamadas da
mucosa bucal. Informagdes como a realizagdo ou ndo de TCTH, doador e tempo pos
transplante, habitos nocivos (como uso de tabaco e alcool), histérico de Doenga do
Enxerto contra Hospedeiro (DECH) e presenca ou auséncia de DOPM foram
investigadas e anotadas em ficha especifica para avaliacao clinica (anexo D).

O exame clinico foi realizado no consultério Odontolégico do STMO com boa
iluminagdo e auxilio de gaze e espatulas de madeira, para que as mucosas
pudessem ser devidamente afastadas para avaliacdo e busca de lesdes bucais.

Apods o exame fisico e anteriormente as coletas, foram realizadas fotografias
das lesdes orais apresentadas pelos pacientes. As fotografias das DOPM
identificadas foram realizadas para que as caracteristicas clinicas das lesbes
apresentadas pudessem ser mais detalhadamente observadas e comparadas com a
frequéncia relativa de MN (FRMN) identificada posteriormente. Critérios como

homogeneidade, textura, extensdo e localizagdo da lesdo sdo importantes para
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mensuragado do potencial de malignizag&o clinico. A associagdo das caracteristicas
clinica das DOPM com a FRMN pode ser util para definir critérios de rastreamento e
monitoramento dos participantes do estudo.

Foram coletadas células epiteliais descamadas de pacientes que
apresentavam DOPM e também em mucosa integra, para posterior analise por meio
de citologia esfoliativa convencional. A coleta de células foi realizada em borda
lateral de lingua e mucosa jugal, bilateralmente, de todos os pacientes participantes
do estudo, sendo elas integras ou com DOPM, identificando na ficha clinica a
situacdo da mucosa oral de onde as células descamadas foram coletadas (integra
ou com DOPM), além de todas as mucosas com DOPM identificadas na amostra
(anexo D). Dessa forma, foram realizadas, no minimo, 4 coletas de células
descamadas da mucosa oral por paciente para posterior analise microscopica, além
das amostras de mucosas com DOPM. O maximo de amostras extras coletadas por
paciente foi de 3. Em pacientes que apresentavam DOPM generalizadas, utilizou-se
os critérios clinicos para selecédo do local de coleta de células, como por exemplo, a
homogeneidade, extensdo, textura, sintomatologia, tempo de aparecimento e
localizagao da lesao.

As DOPM identificadas foram classificadas de acordo com as caracteristicas
e diagnostico clinico em: leucoplasia, leucoeritroplasia, eritroplasia, queilite actinica
e lesdes liquenodides orais sem tratamento (LLOST). N&o foram realizadas biopsias
incisionais para confirmagéo diagnostica.

Para facilitar a coleta, as mucosas foram levemente afastadas com gaze,
evitando o reflexo do paciente e melhorando a visualizagdo do local. As células
epiteliais descamadas foram coletadas com o auxilio de escova endocervical
(cytobrush), em movimentos rotatérios e o esfregaco foi posteriormente disposto
sobre uma lamina de vidro, em sentido unico e movimentos rotatorios, com objetivo
de transpassar todas as células coletadas sem sobreposicdo. Além disso, foi
realizado o transpasse de uma lamina de vidro sobre a outra, proporcionando o
melhor espalhamento dessas células e amostra duplicada de cada coleta de cada
paciente. Posteriormente a essa etapa, as laminas contendo as células coletadas e
ja identificadas com o local de coleta e numero do participante, foram fixadas e
armazenadas em imersao em alcool absoluto em frascos plasticos com suporte para

laminas devidamente identificados. As identificagdes das coletas foram realizadas
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tanto nas proprias laminas, em lapis, na parte fosca da lamina de vidro,
possibilitando o processamento e coloracdo sem esmaecer, como com etiquetas
adesivas nos frascos porta laminas. Todas as amostras foram coradas apos o tempo

minimo de 2 horas de fixagdo em imersao em alcool absoluto.

4.6.2 Etapa laboratorial

A etapa laboratorial foi realizada no Laboratério de Patologia do Curso de
Odontologia da UFPR, no campus Jardim Botanico.

Para coloragdo das laminas foi utilizada a Reagao de Feulgen, sendo essa
especifica para DNA, corando o nucleo e MN em rosa. Nao foram utilizadas contra-
coloragdes ou coloracdes adicionais.

O protocolo com o passo a passo seguido para a coloracdo e montagem das
laminas pode ser visualizado no anexo E, onde descreve detalhadamente cada
solucdo utilizada e o tempo de imersdo em cada uma delas. E importante ressaltar
que o processamento foi realizado por imersdo, com exceg¢dao das etapas de
lavagem com agua destilada. Além disso, o Reativo de Schiff teve sua filtragem
realizada previamente a cada uso e precisou ser preparado 3 vezes ao longo dos
meses da pesquisa, por perder sua transparéncia e capacidade maxima de
coloracdo. Mas, todas as novas preparagdes foram realizadas utilizando as mesmas
dosagens e critérios estabelecidos e descritos no anexo E.

Apobs a coloragao e montagem das laminas, as mesmas foram armazenadas
em caixas porta laminas separadas pelo grupo o qual o paciente participante estava
agrupado.

A avaliacdao das laminas e identificagcdo/contagem dos MN foi realizada

apenas pela pesquisadora principal e seguiu 0s seguintes passos:

1) Limpeza das sujidades da lamina de vidro;

2) Foco micro e macroscoépico e analise geral da lamina e das células em
menor aumento (5x);

3) Contagem da quantidade de células por estimativa e avaliagdo da

morfologia das células (10x);
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4)

5)

6)

Visualizagdo, identificacdo e contagem de MN (40x). Todos os MN
identificados foram contados, além da quantidade de células
micronucleadas. A lamina foi avaliada em forma de ziguezague
horizontalmente, iniciando pela esquerda da lamina e percorrendo toda a
sua extensdo, sendo a técnica indicada para evitar resultados falsos-
positivos e falsos-negativos;

Em caso de duvidas ou para melhor analise das células, utilizou-se o
maior aumento (100x) com auxilio de éleo de imersao;

Demais alteragbes nucleares como cariorrexe, picnose, caridlise,

binucleagao e broken-eggs nao foram contabilizadas.

Para avaliacdo e identificacdo de MN seguiu-se os critérios basicos
propostos por Tolbert, Shy & Allen (1992):

1)
2)

3)
4)

o)
6)

7)

O MN deve apresentar perimetro redondo sugerindo uma membrana;
Deve apresentar tamanho igual ou menor que 1/3 do nucleo principal,
mas grande o suficiente para identificar forma e cor;

Deve estar no mesmo plano focal que o nucleo;

Deve ser identificada auséncia de sobreposi¢ao ou ligagao com o nucleo
principal;

Deve ser Feulgen Positivo, ou seja, corar em rosa;

Deve apresentar intensidade de coloragao igual ou semelhante ao nucleo
principal,

Deve apresentar textura similar ao nucleo principal.

A frequéncia de MN foi realizada com base na contagem manual do numero

de células, na contagem da quantidade de células micronucleadas e na contagem

total da quantidade de MN encontrados. Esses dados foram descritos em ficha

formulada especificamente para esse fim (anexo F). A sequéncia para avaliagdo das

células se deu por grupos, iniciando pelo primeiro paciente do primeiro grupo até o

ultimo paciente do grupo 3. Além disso, uma sequéncia esquematica também foi

seguida, iniciando por mucosa jugal direita, mucosa jugal esquerda, borda lateral de

lingua direita, borda lateral de lingua esquerda e, nos casos de pacientes com
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DOPM, as amostras extras. Cada alteragdo identificada foi anotada na ficha
especifica para a avaliacdo de MN.

A quantidade de MN por paciente foi contabilizada na forma de frequéncia
relativa (FRMN), sendo proporcional a quantidade de 1000 células. A metodologia
escolhida foi referenciada no estudo conduzido por Ramirez et. al., em 2020, onde a
frequéncia de MN foi investigada em pacientes com AF.

4.6.3 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados com os participantes separados nos
3 grupos ja pré-estabelecidos conforme as variaveis que apresentavam, mas
também com a amostra total sem divisdes.

A influéncia dos dados clinicos na FRMN total de todos os pacientes foi
avaliada por meio de regressao linear simples (Hair et al. 2009). Os modelos
atenderam aos pressupostos de linearidade (confirmacdo grafica), normalidade
(p>0,05), homocedasticidade (p>0,05), auséncia de outliers (-3,3) e independéncia
dos residuos. O Critério de Informacédo Akaike (AIC) foi utilizado para qualificagéo
dos modelos (Akaike 1974, Burnham & Anderson, 2002). Todas as variaveis
categorias (de acordo com os dados clinicos coletados) foram avaliadas
separadamente afim de verificar sua influéncia, sem divisdo por grupos.

A variavel resposta utilizada nos testes de comparacao foi a FRMN total,
incluindo mucosas integras e DOPM daqueles que apresentavam (grupo 3). O teste
do Qui-quadrado de Aderéncia e Independéncia foi utilizado para comparacao das
FRMN total entre os grupos. O valor de significancia considerado para todos os
testes foi de 0,05. A representacao das diferencas se deu por meio de graficos de
barras que acompanham barras de erro padréao.

Para comparacdo da FRMN total entre os pacientes, foi realizado o teste de
Wilcoxon para a amostra total, sem separagao por grupos, que foram organizados

em forma de grafico de barras para melhor visualizacao.
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5. RESULTADOS

Foram incluidos na amostra 46 pacientes com diagnostico de AF em
qualquer periodo da vida, sendo 27 mulheres e 19 homens, que foram divididos em
3 grupos. O grupo 1 foi composto por 14 pacientes, o grupo 2 por 13 pacientes € o
grupo 3 por 19 pacientes.

Participaram do estudo pacientes procedentes de todas as regides do pais

(figura 1), sendo a maior parte do sul (15), sudeste (13) e nordeste (11).

Figura 1. Mapa do Brasil dividido por estados e regides, demonstrando a

quantidade de participantes em cada uma delas.

() Regido Norte (1)
Regido Centro-Oeste (6)

- Regido Nordeste (11)
@) Regigo Sudeste (13)
@ Regizo sul (15)

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

A idade dos participantes variou de 4 a 42 anos. Em relacéo a cor de pele,
os pacientes foram classificados em brancos e nao brancos, sendo o maior grupo de
participantes ndo brancos (31 pacientes).

Nas tabelas 1, 2 e 3 é possivel encontrar os dados clinicos coletados para
caracterizacao dos pacientes, descritos de forma mais detalhada.

A maior parte dos pacientes da amostra ja realizaram TCTH (32). Em
relacdo ao tipo de TCTH, seguiu-se a seguinte classificagdo: ndo aparentado,
aparentado (totalmente compativel ou compatibilidade maior que 50%) e
haploidéntico (50% compativel ou menos), sem levar em consideracédo a fonte de

coleta das células-tronco. Alguns pacientes foram submetidos ha mais de um TCTH
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com diferentes doadores. Os doadores familiares foram de 7 tipos, sendo que
grande parte dos pacientes receberam as células-tronco de irméos (16). O sexo dos
doadores nao aparentados nao foram incluidos nos dados coletados pela dificuldade
de fidedignidade da informacao e por nao constar em prontuario.

A DECH foi dividida apenas na presenca ou auséncia do histoérico da
doenca, independentemente do 6rgao acometido. Dos 32 pacientes pés TCTH,
apenas 11 relataram ter desenvolvido a DECH. Nenhum paciente apresentava
DECH no momento da coleta de dados.

As DOPM manifestadas pelos pacientes incluidos no grupo 3 foram
classificadas conforme o diagndstico clinico e a localizagdo da lesdo. 19 pacientes
apresentaram DOPM sendo que alguns deles tinham mais de uma. Todas as DOPM
foram contabilizadas.

Quando questionados sobre habitos nocivos como tabaco e alcool, um
paciente relatou usar diariamente cigarro e um paciente relatou tomar cerveja
diariamente antes de realizar o TCTH. Por causa da pequena amostragem, essas

variaveis ndo foram testadas em relagéo a influéncia ou ndo na frequéncia de MN.
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Tabela 1. Caracterizagao dos dados clinicos por separagao de grupos.

Dados clinicos Quantidades Porcentagem (%) Desvio padréao
GRUPO 1 - Sem TCTH sem DOPM
Homens 6 42,8 -
Mulheres 8 57,1 -
Brancos 2 14,3 -
N&o brancos 12 85,7 -
Mediana das idades 6 - 6,55
GRUPO 2 - P6s TCTH sem DOPM
Homens 7 53,9 -
Mulheres 6 46,1 -
Brancos 5 38,5 -
N&o Brancos 8 61,5 -
Mediana das idades 16 - 7
Mediana da idade quando 52
realizou TCTH ° )
Mediana do tempo pos TCTH 6 - 5,2
GRUPO 3 - P6s TCTH com DOPM
Homens 6 31,6 -
Mulheres 13 68,4 -
Brancos 8 42,2 -
N&o Brancos 11 57,9 -
Mediana das idades 23 - 8,4
Mediana da idade quando 10,6
realizou TCTH 12 -
Mediana do tempo pos TCTH 11 - 6,7

Fonte: Dados da pesquisa (2023)



Tabela 2. Descricao dos dados clinicos de TCTH dos pacientes incluidos nos

grupos 2 e 3.
Variaveis Categorias Quantidade Porcentagem (%)

Haploidéntico 8 24,2
Tipo TCTH (33) Aparentado 15 45,5
Nao aparentado 10 30,3
Irmaos 15 65,2
Pais 5 21,7

Doador Aparentado (23)
Primos 2 8,7
Tios 1 4.3
Sim 11 34,4

Historico de DECH (32)
Nao 21 65,6

Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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Tabela 3. Descricao dos dados clinicos de DOPM dos pacientes incluidos no

grupo 3.

Variaveis Categorias Quantidade Porcentagem (%)
Eritroplasia 1 3,2
Leucoeritroplasia 1 3,2
Classificagdo DOPM (31) Leucoplasia 19 61,3
LLOST 8 25,8
Queilite Actinica 2 6,5
Lingua 12 38,7
Labio 3 9,7
Gengiva 4 12,9
Localizagao DOPM (31)
Mucosa jugal 6 19,4
Palato 5 16,1
Trigono retromolar 1 3,2

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Para exemplificar as alteragdes nucleares identificadas nos participantes,

algumas imagens foram anexadas. Na figura 2 podemos visualizar uma célula sem

alteragcbes em nucleo e citoplasma e apresentando padrdo de normalidade. Nas

figuras 3 e 4 podemos visualizar a principal alteracdo nuclear de importancia para

esse estudo: os MN.
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Figura 2. Célula com coloragao e formato normal. Coloragao de Feulgen (400x).

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Figura 3. MN indicado pela seta. Coloragao de Feulgen (400x).

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Figura 4. MN indicado pela seta. Coloragao de Feulgen (400x).

Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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Neste estudo, 46 pacientes foram avaliados e a média da FRMN total foi de
2,97, com um desvio padrao de 1,97. Foi realizado um teste de Wilcoxon para a
amostra, que mostrou que nao houve variagao significativa (W=542, p=0,986) na
FRMN total entre os pacientes.

Esses resultados sugerem que ndo ha evidéncias suficientes para concluir
que a média da populacao é significativamente diferente da média hipotética. Isso
indica que, com base na FRMN total, os pacientes ndao apresentam diferencas
estatisticamente significativas entre eles.

A FRMN (a cada 1000 células) de cada participante separada nos grupos
pré-definidos pode ser visualizada nas tabelas 4, 5 e 6. Sendo que a maior FRMN
entre os pacientes do grupo 1 foi de 4,7; do grupo 2 foi de 4,6; ja do grupo 3 foi de 9
e a menor de 2,6. Essa variabilidade pode ser também visualizada nas figuras 5 e 6.
Os pacientes estao diferenciados pelo numero da ficha clinica de coleta, permitindo
a sua identificagao para consulta e estabelecimento de condutas clinicas.

Na tabela 7 é possivel observar a média, mediana e o desvio padrdo da

FRMN nos trés grupos.

Tabela 4. FRMN total em ordem decrescente dos participantes do grupo 1.
Participante FRMN

2 4,7
24 3

40 2,8
16 2,2
9 2

5 1,8
29 1,5
6 1,1
44 1

20 0,9
19 0,7
21 0,4
17

18

Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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Tabela 5. FRMN total em ordem decrescente dos participantes do grupo 2.
Participante FRMN

51 4,6
11 3,7
38 3,7
1 3,5
28 3,5
27 24
22 1,8
36 1,7
35 1,4
25 1

13 0,5
8 0,4
12 0

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Tabela 6. FRMN total em ordem decrescente dos participantes do grupo 3.
Participante FRMN

50 9
15 6,3
39 5,9
3 57
14 5,6
37 55
31 52
42 5
4 4.4
45 42
34 4.1
26 3,6
43 3,5
48 3,25
7 3.1
46 2,9
32 2,8
33 2,8
49 2,6

Fonte: Dados da pesquisa (2023)



Tabela 7. Média, mediana e desvio padrao da FRMN total nos trés grupos.

Grupo Média Mediana Desvio padrao

Grupo 1 1,57 1,3 1,3
Grupo 2 2,16 1,8 1,5
Grupo 3 4,49 4,2 1,6

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Figura 5. Grafico de barras ordenadas demonstrando a variagao da FRMN

totais em todos os participantes.

50 15 39 3 14 37 31 42 2 51 4 45 34 38 11 26 1 28 43 48 7 24 46 33 40 32 49 27 16 9 5 22 36 20 35 6 25 4 20 19 13 21 § 12 17 18
Pacientes (N° da filha clinica)

o

Frequéncia MN totais

00

Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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Figura 6. Grafico de dispersao de pontos demonstrando a variabilidade da

FRMN totais de todos os participantes.

MN total

de MN total

Frequéncia

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Quando comparada a FRMN total entre os 3 grupos, os resultados indicaram
que, embora o grupo 3 apresente uma FRMN total maior, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos (p=0,5539) (figura 7). Quanto a
FRMN em mucosa com DOPM, somente o grupo 3 apresentou valores para esta
variavel, o que impossibilitou a comparagdo entre os grupos. Adicionalmente, a
comparacao da FRMN apenas em mucosa integra entre os 3 grupos também néao
apresentou diferenga estatisticamente significativa (p=0,5456), apesar de o grupo 3

também ter apresentado maior FRMN em mucosas integras (figura 8).
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Figura 7. Grafico de barras com barras de erro padrao para comparagao da
FRMN total entre os trés grupos avaliados.
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~
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n
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0.0

Grupo1
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Fonte: Dados da pesquisa (2023)
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Figura 8. Grafico de barras com barras de erro padrao para comparagao da
FRMN em mucosa integra entre os trés grupos avaliados.

Frequéncia de Micronticleos Mucosa Integra
w

Grupo1
Grupo2
Grupo3

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Quando comparada a FRMN em mucosa integra e mucosa com DOPM dos
participantes do grupo 3, foi possivel identificar maior FRMN nas mucosas com

DOPM (figura 9), havendo diferenga estatistica significativa (p=0,0018).
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Figura 9. Grafico de barras com barras de erro padrao para comparagao da

FRMN em mucosa integra e mucosa com DOPM entre os pacientes do grupo 3.

o

DOPM

fnteg ra

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

As células epiteliais descamadas foram coletadas tanto em mucosa jugal
bilateral quanto em bordo lingual bilateral. Foram realizados testes para comparar se
ha diferengca na FRMN entre as mucosas nas duas lateralidades (direita e esquerda).
Na mucosa jugal do lado direito (MJD) a média da FRMN é 24,8 e no lado esquerdo
(MJE) a média é 21,6 (figura 10). Apesar disso, ndo ha diferenga estatistica
significativa entre os dois lados (p=0,2305).

Em bordo lingual do lado direito (BLD) a média da FRMN ¢é 23,5 e no lado
esquerdo (BLE) é 22,9 (figura 11) e também néo foi encontrada diferenca estatistica
na FRMN nos dois lados da lingua (p=0,8114).
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Figura 10. Grafico de barras com barras de erro padrao para comparagao da
FRMN em MJD e MJE de todos os participantes.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023)

Figura 11. Grafico de barras com barras de erro padrao para comparagao da
FRMN em BLD e BLE de todos os participantes.

30

2.5

2.0

0.59
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BLD

Fonte: Dados da pesquisa (2023)

A regresséo linear simples foi realizada para verificar a influéncia dos dados

clinicos na FRMN total dos participantes da pesquisa. Dessa forma, constatou-se
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que a idade tem impacto significativo na FRMN total (R2=0,3666; F=6,498;
p<0,0001) e os resultados indicam que a faixa etaria de 26 a 30 anos apresenta a
maior FRMN total (t=4,626; p<0,0001). A analise também revelou que o sexo nao
tem impacto significativo na FRMN total (R2=0,0265; F=2,553; p=0,1157). Ja a cor
da pele apresentou impacto significativo na FRMN total (R2=0,1309; F=9,583;
p=0,0030), demonstrando que os pacientes que se autodeclararam n&o brancos
apresentam a maior FRMN total (t=-3,096; p<0,0030). Em relacdo a idade que o
paciente tinha quando realizou o TCTH, nao foi identificada associacdo com maior
FRMN total (R2=-0,0860; F=0,3188; p=0,8986). Mas o tempo pés TCTH tem impacto
significativo na FRMN total (R2=0,4129; F=8,559; p<0,0001) e os resultados indicam
que pacientes com tempo pés TCTH entre 16 a 20 anos apresentam maior FRMN
total (t=4.735; p<0,0001). O tipo de TCTH que o paciente realizou (R2=0,0910;
F=2,077; p=0,1025) e quem foi seu doador (R2=-0,0745; F=0,1253; p=0,7495) nao
tém impacto significativo na FRMN total.

A andlise de regressao linear simples revelou que os pacientes sem histérico
de DECH apresentam maior FRMN total (t=3,169; p<0,0028). Além disso, o teste
demonstrou que a presenga (R2=0,107; F=1,899; p=0,1408) e a localizacdo de
DOPM (R2=0,0225; F=1,086; p=0,4083) ndo demonstraram impacto significativo na
FRMN total.

6. DISCUSSAO

O teste de frequéncia de MN é frequentemente utilizado para avaliar
instabilidade cromossd6mica e danos genotdxicos em células esfoliadas da cavidade
oral de diferentes grupos de pacientes. Ha estudos onde esse biomarcador celular
foi aplicado em pacientes fumantes, em pacientes expostos a agrotoxicos, em
pacientes com CEC oral, e em pacientes com DOPM ou outras lesdes bucais, como
por exemplo, liquen plano oral (CHATTERJEE et. al., 2009; JADHAV et. al., 2011;
VIDYALAKSHMI et. al., 2016; JUNEJA et. al., 2019; UCHOA et. al, 2019). Um
estudo realizado por Juneja et. al., (2019) que avaliou a melhor coloragdo para
identificacdo de MN chegou a conclusdo que as coloragdes mais adequadas para
investigacao de MN sao as especificas para DNA, como por exemplo, a reacédo de

Feulgen, que foi a utilizada nesse estudo. Segundo os autores, estudos onde
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coloragcbes nao especificas para DNA foram utilizadas, como, por exemplo, a
coloracdo de Giemsa, maior FRMN ¢ identificada, e isso provavelmente acontece
pela alta probabilidade de resultados falsos-positivos.

Até o momento, consta na literatura apenas um estudo, conduzido por
Ramirez et. al., em 2020, que aplicou o teste de frequéncia de MN em células
epiteliais bucais de pacientes com AF. As principais diferencas deste artigo quando
comparado ao nosso estudo € a presenca de um grupo controle com 24 pacientes
nao diagnosticados com AF, e, que a técnica para coleta dos esfregagos celulares
se deu por meio da citologia esfoliativa em base liquida. Em nosso estudo, optou-se
por nao realizar coleta de células descamadas da cavidade oral de pacientes sem
AF e a técnica utilizada foi a citologia esfoliativa convencional, devido a facilidade de
aplicabilidade e baixo custo do método, considerando as limitagbes do laboratério de
estudo. Ja em relacdo a amostra, a quantidade de participantes diagnosticados com
AF é semelhante, uma vez que no estudo conduzido por Ramirez e colaboradores
(2020) foram incluidos 40 participantes diagnosticados com AF e em nosso estudo a
amostra totalizou 46 pacientes. Outra diferenca € que a coleta de células foi
realizada apenas em mucosa jugal integra bilateralmente. Ja em nosso estudo,
optamos por coletar células epiteliais descamadas de mais de uma mucosa,
objetivando maior quantidade de células para amostra. E por isso, foram coletadas
células também de bordo lingual bilateral. Aléem disso, como pacientes com AF
frequentemente apresentam DOPM, acreditamos ser necessaria a avaliacdo da
FRMN nas lesdes identificadas nesse grupo de pacientes, buscando identificar se a
FRMN é maior em mucosas integras ou em DOPM, possibilitando a mensuracéao e
comparacgao do potencial de transformacao maligna dessas células.

A quantidade de células avaliadas variou bastante nos estudos onde o teste
de MN foi aplicado. Ha estudos que realizaram a FRMN a cada 100, 500, 1000 e até
2000 células (CASARTELLI et. al., 2000; HOLLAND et. al., 2008; CHATTERJEE et.
al., 2009; JHADAV et. al., 2011; GUPTA et. al., 2019). Em nosso estudo, optou-se
por calcular a FRMN a cada 1000 células, utilizando metodologia semelhante a
pesquisa conduzida por Ramirez et. al., (2020), uma vez que € o artigo que mais se
assemelha a nossa investigagao.

A FRMN esperada para a populagédo geral - pacientes sem AF - pode variar
de 0,5 a 2,5 MN a cada 1000 células (CASARTELLI et. al., 2000; HOLLAND et. al.,
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2008; RAMIREZ et. al., 2020), e, dessa forma, considera-se que pacientes com
FRMN acima de 2,5 apresentam maior risco de desenvolver CEC oral. Dos 46
participantes deste estudo, 28 pacientes apresentaram FRMN acima de 2,5.

Ramirez et. al. (2020) encontrou 4 de FRMN total das mucosas jugal em
pacientes com AF, sendo trés vezes maior que o grupo controle, que foi de
aproximadamente 1,3. Em nosso estudo, a maior FRMN total foi de 9 (em um
paciente do grupo 3), sendo a média de todos os participantes de 2,9, e tendo trés
que apresentaram FRMN igual a 0. Os pacientes com maior FRMN sdo os
participantes do grupo 3 — poés TCTH e com DOPM, sendo que a menor FRMN
nesse subgrupo foi 2,6, ou seja, maior do que o limite superior do esperado para a
populagcdo sem AF, segundo Casartelli et. al., (2000) e Holland et. al., (2008). Os
participantes com FRMN igual a zero foram um do grupo 1 e dois do grupo 2. Ja a
maior FRMN total no grupo 1 foi de 4,7 e no grupo 2 de 4,6, sendo numeros
extremamente semelhantes com os encontrados por Ramirez et. al., (2020) na
amostra de pacientes com AF, e nesses trés casos, aplicou-se o teste de MN
apenas em mucosas integras.

A realizagdo de TCTH esta associada com maior FRMN total nos pacientes
com AF, porém, o tipo de TCTH e quem foi o doador nao parece exercer influéncia.
Ja o tempo poés TCTH sim, uma vez que a analise de regressao linear demonstrou
significancia estatistica e identificou que pacientes com tempo pés TCTH entre 16 a
20 anos apresentam maior FRMN. Esses resultados estdo de acordo com dados ja
bem documentados na literatura que demonstram que a realizacdo do TCTH
aumenta a predisposicao para o desenvolvimento de CEC oral e que quanto maior o
tempo pos transplante, maior essa susceptibilidade (FURQUIM, PIVOVAR,
AMENABAR et. al., 2018; VELLEUER, DIETRICH, POMJANSKI et. al., 2020).

Quando comparado pacientes com AF sem TCTH e pdés TCTH, os
pesquisadores (Ramirez et. al., 2020) identificaram maior FRMN nos pacientes nao
transplantados. Os autores justificam esse resultado relatando que a realizagao do
TCTH proporcionaria a eliminacédo de células com instabilidade cromoss6mica, uma
vez que o paciente com AF vai receber as células-tronco de uma pessoa sem AF e
que, possivelmente, ndo apresentaria danos genotéxicos nas células. Porém, em
nosso estudo, a média da FRMN nos grupos 1 e 2 foi de 1,57 e 2,16,

respectivamente, demonstrando que o grupo 2 - pés TCTH sem DOPM - apresentou
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uma média de FRMN maior quando comparado com os pacientes do grupo 1 (ndo
transplantados e sem DOPM). Dessa forma, esse resultado corrobora com a
literatura, uma vez que a maior FRMN demonstraria maior potencial de
transformagao maligna das células avaliadas, e, sabe-se que a realizacdo de TCTH
aumenta ainda mais a predisposicdo a CEC oral em pacientes com AF (FURQUIM,
PIVOVAR, AMENABAR et. al., 2018; VELLEUER, DIETRICH, POMJANSKI et. al.,
2020).

Em relagdo aos dados sociodemograficos, como por exemplo, 0 sexo
bioldgico, nao foi identificada influéncia na FRMN. Ja a cor da pele parece influenciar
na FRMN, sendo que a cor do tipo ndo branca apresentou maior FRMN. Mas, é
importante destacar que a maior parte dos participantes do estudo se
autodeclararam como nao brancos (33) e essa influéncia pode estar associada com
a grande amostragem. A idade dos pacientes também parecer ter influéncia na
maior FRMN e a faixa etaria de 26 a 30 anos apresentou a maior FRMN total. Isso
poderia estar relacionado com o fato de que os pacientes com AF estdo sendo
diagnosticados mais precocemente e dessa forma, sendo submetidos ao TCTH
ainda na infancia, melhorando a taxa de sobrevida. Dessa forma, os pacientes
diagnosticados com AF estdo vivendo mais e tendo mais tempo pés TCTH, o que
aumentaria o risco de desenvolver CEC oral (FURQUIM, PIVOVAR, AMENABAR et.
al., 2018; VELLEUER, DIETRICH, POMJANSKI et. al., 2020).

A média da FRMN total no grupo 3 foi de 4,49, e quando comparada a FRMN
das mucosas integras com as mucosas com DOPM do grupo 3, foi encontrada
diferenga estatistica significante (p=0,0018), o que poderia sugerir que os pacientes
diagnosticados com AF que apresentem DOPM tém maior potencial de
transformacao maligna das células bucais em comparacdo com as mucosas
integras. Em mucosas com DOPM em pacientes diagnosticados com AF ndo ha
ainda na literatura numeros que possibilitem comparag¢des. Um estudo conduzido
por Gupta et. al., (2019), avaliou a FRMN (a cada 1000 células) em pacientes com
leucoplasia oral, fibrose submucosa oral e liquen plano oral, sendo a amostra de 40
pacientes para cada subtipo de DOPM. Como resultados, os autores encontraram
FRMN de 1,5 para fibrose submucosa oral, 1,7 para liquen plano e 2,3 para
leucoplasia, sendo que os dados de fibrose submucosa oral e liquen plano oral

foram parecidos com a média da FRMN no grupo 1 (1,57), porém, bem menores
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quando comparados a média da FRMN do grupo 3, que apresentavam DOPM. A
maior parte dos pacientes com DOPM apresentaram lesbes compativeis
clinicamente com leucoplasia oral e a localizagdo mais acometida foi a lingua.
Apesar de tudo isso, os testes estatisticos ndo demonstraram que a presenca de
DOPM, o diagndstico clinico ou a localizagao interfiram na FRMN.

Os pesquisadores (Ramirez et. al., 2020) também identificaram diferenca
estatistica significante quando compararam a FRMN em uma mucosa jugal com a
outra e por isso sugerem maior potencial de transformagdo maligna das células de
uma mucosa jugal do que a outra. Outro estudo, onde o teste de MN foi aplicado em
pacientes com xeroderma pigmentoso, os autores também identificaram FRMN
desigual em diferentes locais da mucosa oral (ROSIN et. al., 1994). Em nosso
estudo, apesar de haver diferenga na FRMN quando comparada as mucosas jugal e
bordas lingual direitas e esquerdas, o resultado nao foi considerado estatisticamente
significante. Dessa forma, nosso estudo nado sugere o maior potencial de
transformacdo maligna comparando a lateralidade das mucosas e acredita-se que
as mucosas ndao devem ser avaliadas de forma isolada, e por isso, optou-se por
trabalhar com a FRMN total. Assim, a maior FRMN total demonstra maior
instabilidade cromossOmica e danos genotdxicos, sugerindo maior potencial de
transformacao maligna e exigindo monitoramento tempestivo dos pacientes com AF
com maior FRMN total. Os estudos demonstram que € maior o indice de
confiabilidade do teste de MN sem separacao por mucosas, porém, dessa forma nao
€ possivel prever em qual localizagdo da boca o paciente apresenta maior risco de
desenvolver CEC oral (ROSIN et. al., 1994; RAMIREZ et. al., 2020). Mas, esse fato é
bastante semelhante com a presenga de DOPM, ja que o paciente diagnosticado
com uma DOPM apresenta maior potencial de desenvolver CEC oral, sendo que
essa pode ser proveniente da lesdo prévia, ou em qualquer outra mucosa oral
integra, j@ que uma mucosa clinicamente sem alteragbes nem sempre €& uma
mucosa citologicamente e molecularmente integra (WARNAKULASURIYA, KUJAN,
MOLES et. al, 2020; LOCCA, SOLLECITO, ALAWI et al, 2019; SPEIGHT,
KHURRAM, KUJAN, 2017).

7. CONSIDERAGOES FINAIS
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Pacientes com AF apresentam alta FRMN tanto em mucosas integras
quanto em mucosas com DOPM e essa frequéncia € intensificada em pacientes ja
transplantados e quanto maior o tempo pés TCTH. Uma vez que os MN sao
provenientes da instabilidade cromossdémica e decorrentes da genotoxicidade
imposta as células, acredita-se que quanto maior a FRMN que um paciente
apresentar, maior a probabilidade de desenvolver CEC oral.

Dessa forma, o teste de FRMN pode ser um método complementar para
mensurar a predisposicdo de pacientes diagnosticados com AF para o
desenvolvimento de CEC oral podendo auxiliar na tomada de decisdes, permitindo
que a equipe multiprofissional desenvolva medidas para maior acompanhamento do
grupo de risco, como, por exemplo, menor intervalo de tempo entre as consultas de
rotina e rastreamento de DOPM, favorecendo o diagndstico precoce e possibilitando

melhor progndstico e sobrevida.
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ANEXO A - TCLE ADULTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Cassius Carvalho Torres-Pereira e Barbara Soldatelli Ballardin, pesquisadores da

Universidade Federal do Parand, estamos convidando vocé, paciente diagnosticado com Anemia de
Fanconi ou que apresente lesdes de boca compativeis com Doenga do Enxerto Contra Hospedeiro
(DECH) e que realiza acompanhamento multiprofissional no Servico de Transplante de Medula
Ossea do Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand, a participar de um
estudo intitulado “Rastreamento de LesGes Potencialmente Malignas e Cancer Bucal em pacientes
Onco-Hematoldgicos”. Esse estudo permitira entender se pacientes diagnosticados com essas
doencas apresentam maior predisposi¢cao para o desenvolvimento de cancer de boca. Paraisso, serd
realizado um teste chamado de frequéncia de Micronucleos, que possibilita a avaliagcdao do potencial
de malignizacdo das células. Essa avaliacdo é feita em laboratdrio apds a coleta das células bucais
dos participantes.
Sua participacdao é muito importante, pois é através de pesquisas clinicas que ocorrem o0s avangos
em todas as areas. Participando dessa pesquisa, vocé estara contribuindo no planejamento de
medidas que possibilitem o diagndstico precoce de cancer de boca e rastreamento de pacientes que
apresentam maiores chances de desenvolver cancer bucal.

1. O objetivo desta pesquisa é avaliar a predisposi¢cdo de pacientes com Anemia de Fanconi e
DECH para desenvolver cancer de boca.

2. Caso vocé aceite participar da pesquisa, serd necessario passar por uma avaliacdo no
consultdrio da odontologia que esta localizado no ambulatdrio do Servico de Transplante de
Medula Ossea da instituicdo. Nessa avaliacdo, perguntas sobre a doenca diagnosticada e os
tratamentos ja realizados serdo feitas. Também serdo feitas fotografias de lesdes presentes
em boca. Além disso, serd realizado o exame para coleta das células.

3. Para arealizacdo do exame, sera utilizada uma escova para coleta das células da mucosa da
boca. Rasparemos essa escova nas mucosas. Vocé sé precisara fazer essa avaliagdo uma vez,
nao necessitando refazer estes exames em outros momentos. O tempo gasto para
responder as perguntas, fotografias e coleta das células sera de 30 minutos.

4. E possivel que vocé experimente algum desconforto, embora minimo, principalmente
relacionado ao exame da coleta das células da boca. Pois esse exame trata-se da raspagem
de uma escova na mucosa. Esse procedimento ndo causa dor. Caso vocé apresente lesGes
bucais dolorosas ou diminuicdo da quantidade de saliva na boca e sensacao de boca seca,
podera sentir leve desconforto durante a raspagem. Faremos o possivel para que este exame
seja 0 mais rapido possivel. Caso vocé se sinta constrangido ou desconfortavel durante o
atendimento, poderd desistir de participar da pesquisa. Além do mais, todos os dados
obtidos e as fotos serdo guardados com sigilo e identificados com cddigos, para que sua
identidade ndo seja revelada.

5. Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser por exemplo o fato de vocé apresentar
alguma fadiga na boca devido ao tempo que pode levar para realizar o exame fisico, as
fotografias e a coleta das células. Pode ser ainda que a raspagem de mucosas machucadas
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ou ressecadas cause leve dor ou sangramento. Garantimos, porém, que faremos todo o
esforgo para evitar estas situagdes desagradaveis e que vocé estara livre para nos avisar caso
algo assim acontega ou para desistir da participacao da pesquisa.

6. Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo:

v/ Melhor acompanhamento dos grupos de risco para cancer de boca;

v/ Monitoramento de lesdes com potencial de transformacdo maligna;

Vv Aperfeicoar técnicas que possibilitem o diagndstico precoce;

v Melhor caracterizacdo das lesdes que podem ser encontradas em boca.

No entanto, nem sempre vocé sera diretamente beneficiado com o resultado da pesquisa, mas
podera contribuir para o avanco cientifico.

7. A sua participacdo neste estudo é voluntdria e se vocé ndao quiser mais fazer parte da
pesquisa poderd desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinado. O seu atendimento e/ou tratamento estd
garantido e ndo sera interrompido caso vocé desista de participar.

8. Caso sejam identificadas lesdes bucais, sejam de DECH ou de outra natureza, vocé recebera
os tratamentos necessarios. A realizagcdo desse estudo permitird que pacientes com maior
predisposicdo para desenvolvimento de cancer de boca, tenham melhor acompanhamento,
possibilitando o diagndstico precoce. Os resultados dos exames podem ser solicitados aos
pesquisadores. Alteragdes identificadas serdo informadas e caso necessite de tratamento,
esse sera realizado.

9. As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas pela equipe de saude do
Servico de Transplante de Medula Ossea, membros das Autoridades de Satde ou do Comité
de Etica. No entanto, se qualquer informac3o for divulgada em relatério ou publicacdo, isto
serd feito sob forma codificada, para que sua identidade seja preservada e seja mantida a
confidencialidade.

10. 0 material obtido — ldminas com as células coletadas e imagens — sera utilizado unicamente
para essa pesquisa.

11.As despesas necessdrias para a realizagdo da pesquisa como as luvas, mdscaras, gorros,
escova para coleta de células e demais materiais necessdrios para a andlise laboratorial ndo
sdo de sua responsabilidade evocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro pela
participagdao na pesquisa.

12.Vocé tera a garantia de que problemas como dor e sangramento decorrentes da realizacdo
do exame necessdrio para o estudo serdo tratados no ambulatério de Odontologia do
Servico de Transplante de Medula Ossea.

13.Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um cédigo e as
fotografias serao organizadas de forma que ndo permita a sua identificagao.

Os pesquisadores Cassius Carvalho Torres-Pereira e Bdrbara Soldatelli Ballardin, dentistas
responsaveis por este estudo, poderao ser contatados no prédio de Odontologia do Campus Jardim
Botanico da Universidade Federal do Parand (Av. Pref. Lothario Meissner, 632 - Jd. Botanico,
Curitiba - PR) de segunda a sexta-feira em hordrio comercial, ou através dos telefones: 054 99605-
0168 ou 041 3360-4024, e-mail: cassius@ufpr.br ou barbarasballardin@gmail.com, para esclarecer
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eventuais duvidas que vocé possa ter, e fornecer as informagdes que queira, antes, durante ou
depois de encerrado o estudo.

Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode contatar
também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CEP/HC/UPFR pelo Telefone 3360-
1041 das 08:00 horas as 14:00 horas de segunda a sexta-feira. O CEP é de um grupo de individuos
com conhecimento cientificos e ndo cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada do
estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

Autorizo ( ) Ndo autorizo( ) o uso de minhas fotografias e informagdes do meu histérico de saude
e das células coletadas para fins da pesquisa, sendo seu uso restrito a analise pelos pesquisadores
envolvidos para a mensuracdo do potencial de transformacdo maligna.

Eu li esse Termo de Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei
em participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacdo a qualquer momento sem justificar minha decisdao e sem qualquer
prejuizo para mim e sem que esta decisdo afete meu tratamento ou atendimento.
Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Curitiba, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal

Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e Esclarecido deste
participante ou seu representante legal para a participacdo neste estudo.

Barbara Soldatelli Iiallardin - Pesquisadora



ANEXO B — TCLE RESPONSAVEL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — RESPONSAVEL LEGAL

A crianga/adolescente, sob sua responsabilidade, esta sendo convidada(o) por néds, Cassius
Carvalho Torres-Pereira e Barbara Soldatelli Ballardin, pesquisadores da Universidade Federal do
Parand, estamos convidando vocé, paciente diagnosticado com Anemia de Fanconi ou que
apresente lesdes de boca compativeis com Doenca do Enxerto Contra Hospedeiro (DECH) e que
realiza acompanhamento multiprofissional no Servico de Transplante de Medula Ossea do
Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand, a participar de um estudo
intitulado “Rastreamento de Lesdes Potencialmente Malignas e Cancer Bucal em pacientes Onco-
Hematoldgicos”. Esse estudo permitira entender se pacientes diagnosticados com essas doencas
apresentam maior predisposicdo para o desenvolvimento de cancer de boca. Para isso, serd
realizado um teste chamado de frequéncia de Micronucleos, que possibilita a avaliacdo do
potencial de malignizacdo das células. Essa avaliacdo é feita em laboratério apds a coleta das
células bucais dos participantes.

Sua participacdo é muito importante, pois é através de pesquisas clinicas que ocorrem os avangos
em todas as dreas. Participando dessa pesquisa, vocé estard contribuindo no planejamento de
medidas que possibilitem o diagndstico precoce de cancer de boca e rastreamento de pacientes
gue apresentam maiores chances de desenvolver cancer bucal.

-

O objetivo desta pesquisa é avaliar a predisposicdo de pacientes com Anemia de Fanconi e

DECH para desenvolver cancer de boca.

2. Caso vocé permita que a crianca/adolescente participe da pesquisa, a mesma passara por
uma avaliacdo no consultério da odontologia que estd localizado no ambulatério do
Servico de Transplante de Medula Ossea da instituicdo. Nessa avaliacdo, perguntas sobre a
doenca diagnosticada e os tratamentos ja realizados serdo feitas. Também serdo feitas
fotografias de lesGes presentes em boca. Além disso, sera realizado o exame para coleta
das células.

3. Paraarealizagdo do exame, sera utilizada uma escova para coleta das células da mucosa da
boca. Rasparemos essa escova nas mucosas. Vocé sé precisara fazer essa avaliagdo uma
vez, ndo necessitando refazer estes exames em outros momentos. O tempo gasto para
responder as perguntas, fotografias e coleta das células sera de 30 minutos.

4. E possivel que a crianca/adolescente experimente algum desconforto, embora minimo,
principalmente relacionado ao exame da coleta das células da boca. Pois esse exame trata-
se da raspagem de uma escova na mucosa. Esse procedimento ndo causa dor. Caso essa
apresente lesGes bucais dolorosas ou diminuicdo da quantidade de saliva na boca e
sensacdo de boca seca, poderd sentir leve desconforto durante a raspagem. Faremos o
possivel para que este exame seja o mais rapido possivel. Caso sinta-se constrangido ou
desconfortavel durante o atendimento, podera desistir de participar da pesquisa. Além do
mais, todos os dados obtidos e as fotos serdo guardados com sigilo e identificados com
cddigos, para que sua identidade ndo seja revelada.

5. Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser por exemplo o fato de apresentar alguma

fadiga na boca devido ao tempo que pode levar para realizar o exame fisico, as fotografias

e a coleta das células. Pode ser ainda que a raspagem de mucosas machucadas ou
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ressecadas cause leve dor ou sangramento. Garantimos, porém, que faremos todo o
esforgo para evitar estas situacGes desagraddveis e que vocé estara livre para nos avisar
caso algo assim aconteca ou para desistir da participacao da pesquisa.

Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo:

Melhor acompanhamento dos grupos de risco para cancer de boca;
Monitoramento de lesGes com potencial de transformacdo maligna;
Aperfeicoar técnicas que possibilitem o diagndstico precoce;

Melhor caracterizacao das lesdes que podem ser encontradas em boca.

No entanto, nem sempre o participante sera diretamente beneficiado com o resultado da
pesquisa, mas podera contribuir para o avango cientifico.

7.

10.

11

12.

13.

A participacao neste estudo é voluntdria e se vocé nao quiser mais fazer parte da pesquisa
podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinado. O seu atendimento e/ou tratamento esta
garantido e ndo sera interrompido caso vocé desista de participar.

Caso sejam identificadas lesGes bucais, sejam de DECH ou de outra natureza, os
tratamentos necessarios serdo ofertados. A realizacdo desse estudo permitira que
pacientes com maior predisposicdo para desenvolvimento de cadncer de boca, tenham
melhor acompanhamento, possibilitando o diagndstico precoce. Os resultados dos exames
podem ser solicitados aos pesquisadores. Alteracdes identificadas serdo informadas e caso
necessite de tratamento, esse sera realizado.

As informacgdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas pela equipe de saude do
Servico de Transplante de Medula Ossea, membros das Autoridades de Saude ou do
Comité de Etica. No entanto, se qualquer informacdo for divulgada em relatério ou
publicacdo, isto sera feito sob forma codificada, para que sua identidade seja preservada e
seja mantida a confidencialidade.

O material obtido — ldaminas com as células coletadas e imagens — sera utilizado
unicamente para essa pesquisa.

.As despesas necessdrias para a realizacdo da pesquisa como as luvas, mascaras, gorros,

escova para coleta de células e demais materiais necessarios para a analise laboratorial ndo
sdo de sua responsabilidade e vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro pela
participacdo na pesquisa.

Garantimos que problemas como dor e sangramento decorrentes da realizacdo do exame
necessario para o estudo serdo tratados no ambulatdrio de Odontologia do Servico de
Transplante de Medula Ossea.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera o nome do participante, e sim um
cadigo e as fotografias serdo organizadas de forma que ndo permita sua identificacao.

Os pesquisadores Cassius Carvalho Torres-Pereira e Bdrbara Soldatelli Ballardin, dentistas
responsaveis por este estudo, poderdo ser contatados no prédio de Odontologia do Campus
Jardim Botanico da Universidade Federal do Parand (Av. Pref. Lothario Meissner, 632 - Jd.
Botanico, Curitiba - PR) de segunda a sexta-feira em horario comercial, ou através dos telefones:
054 99605-0168 ou 041 3360-4024, e-mail: cassius@ufpr.br ou barbarasballardin@gmail.com,

para esclarecer eventuais duvidas que vocé possa ter, e fornecer as informagdes que queira, antes,
durante ou depois de encerrado o estudo.
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Se vocé tiver duvidas sobre os direitos como participante de pesquisa, vocé pode contatar
também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CEP/HC/UPFR pelo Telefone 3360-
1041 das 08:00 horas as 14:00 horas de segunda a sexta-feira. O CEP é de um grupo de individuos
com conhecimento cientificos e ndo cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada do
estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

Autorizo () N&o autorizo ( ) o uso de fotografias e informacGes do histérico de saude e das
células coletadas da crianca/adolescente para fins da pesquisa, sendo seu uso restrito a analise
pelos pesquisadores envolvidos para a mensuracao do potencial de transformacdo maligna.

Eu li esse Termo de Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
concordei em participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que
sou livre para interromper a participacdo a qualquer momento sem justificar minha decisdao e sem
qgualquer prejuizoe sem que esta decisdo afete o tratamento ou atendimento da
crianca/adolescente.

Eu concordo voluntariamente que a crianca/adolescente participe deste estudo.

Curitiba, de de

Assinatura do Responsavel Legal

Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e Esclarecido deste
participante ou seu representante legal para a participacdo neste estudo.

ey

Barbara Soldatelli Ballardin - Pesquisadora




ANEXO C - TALE
TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Rastreamento de Lesdes Potencialmente Malignas e Cancer Bucal em pacientes
Onco-Hematolégicos”
Pesquisadores: Cassius Carvalho Torres-Pereira e Barbara Soldatelli Ballardin
Local da Pesquisa: Ambulatério de Odontologia do Servico de Transplante de Medula Ossea do
Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand
O que significa assentimento?
Assentimento significa que vocé, crianca/adolescente, concorda em fazer parte de uma pesquisa.
Vocé terd seus direitos respeitados e recebera todas as informacdes sobre o estudo, por mais
simples que possam parecer.
Pode ser que este documento denominado TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
contenha palavras que vocé ndo entenda. Por favor, peca ao responsavel pela pesquisa ou a equipe
do estudo para explicar qualquer palavra ou informacdo que vocé ndo entenda claramente.
Informacgao ao participante
Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa, com o objetivo de entender se
pacientes diagnosticados com Anemia de Fanconi ou Doenca do Enxerto Contra Hospedeiro (DECH)
apresentam maior predisposicdo para o desenvolvimento de cancer de boca. Para isso, sera
realizado um teste chamado de frequéncia de Micronucleos, que possibilita a avaliacdo do potencial
de transformacdo maligna das células. Essa avaliacdo é feita em laboratdrio apds a coleta das células
bucais dos participantes.
Sua participacdo é muito importante, pois é através de pesquisas clinicas que ocorrem os avanc¢os
em todas as dreas. Participando dessa pesquisa, vocé estard contribuindo no planejamento de
medidas que possibilitem o diagndstico precoce de cancer de boca e rastreamento de pacientes que
apresentam maiores chances de desenvolver cancer bucal.
Os beneficios da pesquisa sao:

v Melhor acompanhamento dos grupos de risco para cancer de boca;

v Monitoramento de lesdes com potencial de transformacdo maligna;

Vv Aperfeicoar técnicas que possibilitem o diagndstico precoce;

v Melhor caracterizagdo das lesdes que podem ser encontradas em boca.

No entanto, nem sempre vocé sera diretamente beneficiado com o resultado da pesquisa, mas
podera contribuir para o avanco cientifico.

O estudo serd desenvolvido Ambulatério de Odontologia do Servico de Transplante de Medula
Ossea dessa instituicdo, onde serdo coletadas células da mucosa da boca, além de tiradas algumas
fotografias da sua boca. O seu nome nao aparecera na pesquisa e o seu rosto ndo aparecerd nas
fotos.

O que devo fazer se eu concordar voluntariamente em participar da pesquisa?

Caso vocé aceite participar da pesquisa, sera necessario passar por uma avaliagdo no consultério da
odontologia que estd localizado no ambulatério do Servico de Transplante de Medula Ossea da
instituicdo. Nessa avaliacdo, perguntas sobre a doencga diagnosticada e os tratamentos ja realizados
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serdo feitas. Também serdo feitas fotografias de lesdes presentes em boca. Além disso, serd
realizado o exame para coleta das células. Para a realizacdo do exame, sera utilizada uma escova
para coleta das células da mucosa da boca. Rasparemos essa escova nas mucosas. Vocé sé precisara
fazer essa avaliagdo uma vez, ndo necessitando refazer estes exames em outros momentos. O
tempo gasto para responder as perguntas, fotografias e coleta das células sera de 30 minutos.

A sua participacdo é voluntaria. Caso vocé opte por ndo participar ndo terd nenhum prejuizo no
seu atendimento ou tratamento.

Contato para duvidas

Se vocé ou 0s responsaveis por vocé tiverem duvidas com relacdo ao estudo ou aos riscos
relacionados a ele, vocé deve contatar os pesquisadores Cassius Carvalho Torres-Pereira e Barbara
Soldatelli Ballardin. Poderao ser contatados no prédio de Odontologia do Campus Jardim Botanico
da Universidade Federal do Parana (Av. Pref. Lothario Meissner, 632 -Jd. Botanico, Curitiba - PR)
de segunda a sexta-feira em horario comercial, ou através dos telefones: 054 99605-0168 ou 041
3360-4024, e-mail: cassius@ufpr.br ou barbarasballardin@gmail.com.

Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode contatar
também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CEP/HC/UPFR pelo Telefone 3360-
1041 das 08:00 horas as 14:00 horas de segunda a sexta-feira.

DECLARACIXO DE ASSENTIMENTO DO PARTICIPANTE

Eu li e discuti com o pesquisador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste
documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar e que posso interromper a minha
participacdo a qualquer momento sem dar uma razao. Eu concordo que os dados coletados para o
estudo sejam usados para o propdsito acima descrito.

Eu entendi a informacdo apresentada neste TERMO DE ASSENTIMENTO.

Eu tive a oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

Curitiba, de de

Assinatura do Adolescente

Barbara Soldatell‘ Ballardin - Pesquisadora




ANEXO D - FICHA DE AVALIAGAO CLINICA

UFPR UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Rastreamento de Lesoes Potencialmente Malignas e Cancer Bucal em pacientes
Onco-Hematoloégicos

Complexo Hospital de Clinicas da UFPR

Ficha de Avaliacdo Clinica N2

NOME DO PACIENTE:

Numero do prontudrio CHC UFPR:

Dados pessoais

Idade: anos Data de nascimento: / /

Sexo: ( ) Feminino ( ) Masculino

Nome do responsavel: () Ndo se aplica

Procedéncia: Cidade Natal:

Grupo étnico: ( ) Leucoderma ( ) Melanoderma ( )Xantoderma ( )Feoderma

Historia Clinica

Doenca de base:

TCTH: ( )Sim ( ) Nao
Tipo: ( ) N&o se aplica
() Ndo aparentado
() Aparentado Doador:

() Aparentado Haploidéntico  Doador:

Tempo de TCTH: () Nao se aplica

Presenca de DECH:
( )Ndo ( )Naoseaplica ( )Pulmdao ( )Olhos ( )Pele ( )Boca ( )Intestino

() Outros




Outras doencas:

Fumante: ( )Sim ( )N3do Quantidade cigarros/dia:
Bebidas alcodlicas: ( )Sim ( ) Nao

Tipo de bebidas:

Quantidade ingerida/dia:

Avaliagcdo Odontoldgica

Queixa principal:

Lesdes em mucosa oral compativel com DECH: ( )Sim ( ) Nao

Local: Tempo de duracdo:

Descricdo das lesdes:

Exames Complementares realizados:
Bidpsia: ( )Sim ( )Nao

Local: Resultado:

Citologia esfoliativa: ( )Sim ( ) Na&o

Local: Resultado:

LesGes bucais ndo compativeis com DECH: ( )Sim ( ) N&o

Local: Tempo de duragao:

Descricdo da lesdo:

Suspeita de malignidade clinicamente: ( )Sim ( ) Nao

Hipotese diagndstica clinica:

Exames Complementares realizados:
Bidpsia: ( )Sim ( )Nao

Local: Resultado:

Citologia esfoliativa: ( )Sim ( ) Nao

Local: Resultado:

Informagdes complementares:




Citologia Esfoliativa
Coleta de células descamadas:
Amostra 1: mucosa jugal direita

( )integra ( )Comlesdo
Amostra 2: mucosa jugal esquerda

( )integra ( )Comlesdo
Amostra 3: borda lateral de lingua direita

( )integra ( )Comlesdo
Amostra 4: borda lateral de lingua esquerda

( )integra ( ) Com lesdo

Amostras extras:

Amostra extra 1: Local:

Amostra extra 2: Local:

Amostra extra 3: Local:

Amostra extra 4: Local:




ANEXO E - PROTOCOLO DE COLORAGCAO E REAGAO DE FEULGEN PARA
ANALISE DE MICRONUCLEOS

Passo a passo do protocolo utilizado para pesquisa/ identificagao e

frequéncia de Micronucleos:

1° passo - prepararagao do Reativo de Schiff:

1) Dissolver 1g de Fucsina basica em 200ml de agua destilada pré-aquecida a

60°C. Agitar a solugao em agitador magnético até esfriar;

2) Apés esfriar, adicionar 10ml de Acido Cloridrico (HCI) 1 Molar (M) e
homogeneizar a solugédo. O HCI deve ser preparado na hora do uso, em uma

capela. Dose: 0,835 mL de HCl em 9,165 ml de agua destilada;

3) Depois de misturar o HCI na solugédo, adicionar 2g de Metabissulfito de
Potassio e homogeneizar a solugdo com agitador magnético durante 10 minutos.

Usar a capela com exaustao devido ao gas toxico;

4) Transferir a solugdo para um frasco escuro e encoberto por papel aluminio
para proteger da luz, homogeneizando varias vezes durante uma hora. Aguardar
24 horas;

5) Apos 24 horas, adicionar 10g de carvao ativado e homogeneizar diversas

vezes ao longo de 4 horas;

6) Filtrar a solugao em papel de filtro diretamente para outro frasco ambar seco

e limpo. A solucao filtrada deve ficar transparente;

7) Apos afiltragem, realizar teste de capacidade da coloragao; Teste: Pingar uma
gota da solugdo em papel filtro. Se formar um halo com coloragédo purpura no
papel sendo o seu centro branco, a solugao esta apta para uso. Se toda a area
ficar corada, se faz necessario novo tratamento com carvao ativado por 24hrs e

nova filtragem (Repetir os passos 5, 6 e 7);



8) Recomenda-se nova filtragem sempre antes da utilizacdo do reativo e novo
tratamento com carvao mensal, para manter as propriedades da solugdo. A

solucao deve estar sempre com coloragéo transparente antes da utilizagao;

9) A solugao pode ser guardada em geladeira em frasco ambar, com protecao a

luz, por tempo indeterminado.

2° passo — Coleta das células epiteliais descamadas por meio da técnica de

Citologia Esfoliativa Convencional:

1) Coleta de células epiteliais com escova citobrush em mucosa jugal direita e

esquerda, borda lateral de lingua direita e esquerda e areas de lesdes bucais;

2) Identificagdo do numero do participante da pesquisa a lapis em |amina de vidro

com ponta fosca;

3) Transpasse das células coletadas para lamina de vidro convencional, em

movimento rotatérios e em direc&o unica;

4) Transpasse das células coletadas de uma lamina de vidro para outra,
promovendo melhor espalhamento das células, evitando sobreposicéo e

proporcionando amostra dupla de cada local;
5) Fixagao por imersdo em solugéo de alcool absoluto por no minimo 15 minutos;

6) Identificagao dos frascos porta [aminas com informagdes sobre o participante

do estudo;

7) Armazenamento em local fora de exposigcdo solar até o momento da

coloragao.

3° passo — Reagao de Feulgen:
Protocolo adaptado da indicagao do fabricante — Merck.
1) Lavar as laminas com agua destilada para remover o excesso de alcool;

2) Organizar as laminas em grades porta laminas especificas para baterias de

coloracgao;



3) Dissolver o HCI 1M para HCI 5M a 22°C. Dose: 4,15ml de HCI para cada 5,84

ml de agua destilada;

4) Colocar as laminas com as células epiteliais coletadas por imers&o durante 50

minutos em solugao de HCI 5M;
5) Lavar em agua destilada por 2 minutos;
6) Lavar em agua destilada por mais 2 minutos;

7) Imersao das laminas em Reagente de Schiff preparado anteriormente durante

60 minutos;

8) Imersao em solugédo de Metabissulfito de Sodio (Metabissulfito 1) concentrado

em 5ml por 3 minutos (10g de Metabissulfito para 100ml de agua destilada);

9) Imersao em solugéo de Metabissulfito de Sodio (Metabissulfito 1) concentrado

em Sml por mais 3 minutos;

10) Lavar em agua destilada por 2 minutos;

11) Lavar em agua destilada por mais 2 minutos;

12) Imers&o em alcool absoluto (Alcool |) por 2 minutos;

13) Imersao em alcool absoluto (Alcool 1) por mais 2 minutos;
14) Imersdo em Xilol | por 1 minuto;

15) Imersao em Xilol Il por mais 1 minuto.

Observagao: as solugdes de Metabissulfito de Sédio, Alcool e Xilol devem estar
separadas em 2 fracos para imersao, denominadas solucao | e Il, para evitar o
acumulo de sujidades e possiveis artefatos durante a avaliagcdo microscoépica

das laminas.

4° passo — Montagem das laminas:

1) Montagem das laminas utilizando Permount (2 gotas) e laminulas de vidro

tamanho convencional;

2) Tempo de secagem das laminas: 24h;



3) Limpeza das laminas e remogéo de excesso de Xilol + Permount.

5° passo - Avaliagao das laminas e identificagcdo de MN conforme método
proposto por por Tolbert, Shy & Allen (1992).



ANEXO F — FICHA DE AVALIAGAO DE MICRONUCLEOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Rastreamento de Lesoes Potencialmente Malignas e Cancer Bucal em pacientes

Onco-Hematoldgicos

Complexo Hospital de Clinicas da UFPR

Ficha de Avaliacdo de Micronucleos N2

NOME DO PACIENTE:

Numero do prontudrio CHC UFPR:

Amostra 1: mucosa jugal direita

( )integra ( )Comlesdo
Quantidade total de células: __
Quantidade de células micronucleadas:
Quantidade total de MIN:

Frequéncia de MN:

Amostra 2: mucosa jugal esquerda

( )integra ( )Comlesdo
Quantidade total de células:
Quantidade de células micronucleadas:
Quantidade total de MIN:

Frequéncia de MN:

Amostra 3: borda lateral de lingua direita
( )integra ( )Comlesdo
Quantidade total de células:

Quantidade de células micronucleadas:



Quantidade total de MN:

Frequéncia de MN:

Amostra 4: borda lateral de lingua esquerda

( )integra ( )Comlesdo
Quantidade total de células:
Quantidade de células micronucleadas:
Quantidade total de MIN:

Frequéncia de MN:

Amostras extras:

Amostra extra 1: Local:

Quantidade total de células:
Quantidade de células micronucleadas:
Quantidade total de MN:

Frequéncia de MN:

Amostra extra 2: Local:

Quantidade total de células:
Quantidade de células micronucleadas:
Quantidade total de MIN:

Frequéncia de MN:

Amostra extra 3: Local:

Quantidade total de células:
Quantidade de células micronucleadas:
Quantidade total de MN:

Frequéncia de MN:



