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RESUMO

A Anemia de Fanconi (AF) é uma doencga genética autossémica recessiva rara,
caracterizada por instabilidade cromossémica, pancitopenia e anomalias congénitas.
A doenga evolui para a insuficiéncia progressiva da medula 6ssea e para o
desenvolvimento de neoplasias malignas, como a leucemia mieldide aguda e o
carcinoma espinocelular (CEC) na regido de cabega e pescogo. O transplante de
células-tronco hematopoiéticas (TCTH) é o unico tratamento curativo para a
insuficiéncia medular na AF. O risco de desenvolvimento de neoplasias malignas,
principalmente o CEC, na cavidade bucal, aumenta consideravelmente apds o
TCTH. Os objetivos deste estudo foram avaliar as alteragbes morfologicas e
morfométricas e quantificar as regiées organizadoras nucleolares em células
epiteliais da lingua em pacientes com AF, apos o TCTH. Quarenta esfregacos da
lateral da lingua de 20 criangas e adolescentes com AF apés TCTH (grupo caso) e
de 20 criangas saudaveis (grupo controle) foram coletados por meio da citologia
esfoliativa em base-liquida. Os grupos foram pareados por sexo e idade. Os
esfregacgos foram preparados e corados pela técnica de Papanicolaou (para analise
morfolégica e morfométrica) e impregnagao pela prata (para quantificagao de
AgNORs). Apéds analise dos esfregacgos, as variaveis morfoldgicas né&o
apresentaram diferenga estatisticamente significante quanto ao predominio celular e
quanto a classificacdo de Papanicolaou para os grupos caso e controle. Com auxilio
de um sistema analisador de imagens as variaveis area do nucleo (AN), area do
citoplasma (AC) e relagéo area do nucleo-citoplasma (AN/AC) foram mensuradas.
As variavéis AN (71,85 um?) e AC (2127,48 pm?) estavam aumentadas no grupo
caso em relagao ao grupo controle (55,21 um? e 1441,61 ym?, respectivamente). A
média da relacdo AN/AC apresentou diminuigao significativa no grupo caso (0,03)
comparado ao grupo controle (0,04). Nao houve diferenga estatistica significativa
entre os grupos para a média de AQNORs por nucleo. Em concluséo, este estudo
demostrou alteragbes morfométricas, com aumento da AN e AC e diminui¢ao da
relagdo AN/AC, nas células epiteliais da lingua de individuos com AF ap6s o TCTH.
N&o foram observadas alteragdes na quantificagdo de AQNORs por nucleo em
células epiteliais da lingua de doentes com Anemia de Fanconi apds o transplante
de células-tronco hematopoiéticas.

Palavras-chave: Anemia de Fanconi. Citologia. Lingua. Regido Organizadora do
Nucléolo. Carcinoma de Células Escamosas. Transplante de células-tronco
hematopoiéticas.



ABSTRACT

Fanconi Anemia (FA) is a rare autosomal recessive genetic disease characterized by
chromosomal instability, pancytopenia and congenital anomalies. The disease
progresses to progressive bone marrow failure and the development of malignancies
such as acute myeloid leukemia and squamous cell carcinoma (SCC) in the head
and neck. The hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the only curative
treatment for bone marrow failure in FA. The risk of developing cancer, especially
SCC in the oral cavity increases considerably after HSCT. The objectives of this
study were to evaluate the morphological and morphometrical changes and quantify
the nucleolar organizer regions in epithelial cells of the tongue in FA patients, after
HSCT. Forty smears of the tongue side were collected by liquid-based exfoliative
cytology in twenty FA children and adolescents after HSCT (case group) and 20
healthy children (control group), matched for age and gender. The smears were
prepared and stained by the Papanicolaou technique (to evaluate morphological and
morphometrical changes) and silver impregnation (to quantify AQNORs). To
examination of smears, morphological variables showed no statistically significant
difference regarding the prevalence and classification of Papanicolaou cell for case
and control groups. With the aid of an image analyzing system variables area of the
nucleus (NA), area of cytoplasm (CA) and area ratio of the nucleus-cytoplasm
(NA/CA) were measured. Variables AN (71,85 um?) and AC (2127,48 um?) were
increased in the case in the control group (55,21 um? and 1441, 61 um?respectively).
The mean ratio of NA/CA was significantly decreased in the case group (0.03)
compared to control (0.04). No differences were found between the groups for the
mean values of AQNORs per nucleus. In conclusion, this study demonstrated
morphological changes, with increased AC and AN and decrease in the AN/ AC, in
the epithelial of the tongue of patients with AF after HSCT. No changes in the
quantification of AQNORSs per nucleus in epithelial cells of the tongue of patients with
Fanconi anemia after transplantation of hematopoietic stem cells.

Key words: Fanconi Anemia. Cytology. Tongue. Nucleolus Organizer Region.
Squamous Cell Carcinoma. Hematopoietic Stem Cell Transplantation.
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1 INTRODUGCAO

A Anemia de Fanconi (AF) é uma anemia aplasica (AA) hereditaria
autossOmica recessiva associada a multiplas alteragées congénitas e instabilidade
cromossémica. E caracterizada pela progressiva faléncia da medula 6ssea
(pancitopenia) e pela predisposicdo ao desenvolvimento de neoplasias malignas,
como a leucemia e os tumores so6lidos (PASQUINI, 2000; ALTER, 2003;
ROSENBERG et al., 2005).

As manifestacdes clinicas da AF iniciam na primeira década de vida e incluem
alteragdes na pigmentacdo da pele, malformacbdes cardiacas e renais além de
alteragdes esqueléticas, principalmente em membros superiores (BUTTURINI et
al.,1994; KUTLER et al., 2003a).

A instabilidade cromossémica da AF € marcada por um reparo defeituoso do
DNA somado a hipersensibilidade ao efeito indutor de quebras cromossémicas por
agentes clastogénicos (SAGASETA de ILURDOZ et al., 2003; AUERBACH, 2009).

A faléncia da medula éssea, na AF, pode ser corrigida pelo transplante de
células-tronco hematopoiéticas (TCTH). Apesar da melhora no quadro hematoldgico,
estes individuos apresentam um aumento na predisposi¢cao ao desenvolvimento de
tumores solidos, principalmente o carcinoma espinocelular (CEC) na regido de
cabecga e pescoco, figado e trato genital. Na cavidade bucal, o sitio de preferéncia é
a lateral de lingua (LUSTIG et al.,1995; PASQUINI et al., 2003).

O diagnoéstico precoce do CEC nestes individuos é fundamental e garante um
melhor prognostico. Individuos com AF apresentam de 700 a 800 vezes mais
chances de desenvolver alteragbes malignas quando comparadas com a populagao
em geral (ALTER et al., 2005).

A citologia esfoliativa bucal surge como um instrumento util no diagndstico
precoce e controle de lesdes com potencial de malignizagédo (FREITAS et al., 2004;
ACHA et al., 2005; ALTER et al., 2005).

Os estudos usando a citologia esfoliativa mostraram que as células do epitélio
da mucosa bucal podem ser modificadas em alteracdes sistémicas como na anemia,
na diabetes e na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (MONTO; RIZEK; FINE,
1961; JAJARM; MAHTASHAM; RANGIANI, 2008; POMPERMAYER et al., 2011).

Ainda podem ser modificadas em resposta a agentes locais como o alcool e o
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tabaco (PAIVA et al., 2004; FONTES et al., 2008). Entretanto até o presente
momento nenhum estudo utilizou a citologia esfoliativa para avaliar as alteragdes
celulares (morfologia e morfometria) e a proliferacdo celular na mucosa bucal de
doentes da AF ap6s TCTH.

As regides organizadoras nucleolares (NORs) sdo proteinas formadas por
segmentos de DNA que contém os genes para a produgdo de RNA ribossémico.
Quando impregnadas pelos sais de prata sdo denominadas AgNORs e sao
visualizadas, através da microscopia de luz, como pontos negros no interior dos
nucleos celulares durante a interfase (TRERE, 2000).

As AgNORs sao marcadores da proliferagdo celular capazes de avaliar as
modificagdes celulares e o comportamento bioldgico de lesdes, estabelecendo o
potencial de malignidade (PLOTON et al.,1986; CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989;
BUSTOS et al., 2004).

O objetivo do presente estudo foi avaliar os aspectos morfolégicos,
morfométricos de células esfoliadas na lingua de doentes de Anemia da Fanconi que

foram submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANEMIA DE FANCONI

A AF é uma doenga autossdmica recessiva rara e uma das AA mais
frequentes. E caracterizada por instabilidade cromossémica, aparéncia fenotipica
heterogénea e suscetibilidade aumentada ao desenvolvimento de neoplasias
malignas. A consanguinidade também €& considerada um fator relevante (PASQUINI
et al., 2003; ALTER, 2003; KUTLER et al., 2003a).

Essa doenca foi descrita pela primeira vez pelo pediatra Guido Fanconi, em
1927, apds estudo de uma familia em que trés criangas do sexo masculino, com
idades entre cinco e sete anos, apresentavam pancitopenia e alteragbes congénitas.
Baseado nessas observagdes e em outros critérios, Fanconi estabeleceu o
diagnostico, chamando-a de Anemia de Fanconi (SAGASETA de ILURDOZ et al.,
2003).

A AF apresenta como principais caracteristicas as malformagdes congénitas
em diversos 6rgaos e a faléncia progressiva da medula éssea, que pode variar
desde uma citopenia assintomatica, em qualquer linhagem celular, até uma AA
grave. Associado ao quadro hematoldgico, ha também uma predisposi¢gdao marcante
a neoplasias, principalmente a leucemia mieléide aguda (LMA), a sindrome
mielodisplasica (SMD) e a tumores soélidos (ALTER, 2003, GUIDELINES for
Diagnosis and Management, 2008, p.56).

Os estudos sobre a frequéncia da AF no mundo sido escassos. Estudos
recentes demonstraram uma frequéncia média de 1:181 individuos com AF, nos
Estados Unidos. A estimativa em 2010 foi de 550 a 975 individuos com AF vivendo
nos Estados Unidos, e que por ano, 31 criangas nasceriam com AF no pais
(ROSENBERG; TAMARY; ALTER, 2011). No Brasil, ndo existem estudos que
demonstrem a prevaléncia ou frequéncia da AF.

A AF apresenta distribuicdo igualitaria entre os sexos (NOWZARI et al., 2001;
KUTLER et al., 2003a). No entanto, isto ndo é um consenso, pois alguns autores
encontraram maior prevaléncia no sexo masculino (SAGASETA de ILURDOZ et al.,
2003; ALTER et al., 2005).
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A idade média para o diagnéstico € de sete anos (ALTER et al., 2005). A
expectativa de vida é de 25 anos, podendo alcancar entre 30-40 anos de idade.
Segundo Rosenberg, Greene e Alter (2003) aos 48 anos de idade, 93% dos
individuos com AF foram submetidos ao TCTH (devido a faléncia da medula éssea
ou leucemia mieldide aguda) ou desenvolveram um tumor sélido ou faleceram.

Cerca de um terco dos individuos com AF ndo manifestam malformacgdes
congénitas. Nestes, o diagndstico geralmente é feito apés o surgimento dos
sintomas clinicos de disfungdo hematolégica, aumentando o risco de neoplasias
malignas. Assim, a idade média do diagndstico neste grupo é significativamente
mais alta do que a de individuos com malformacgdes. Isto se deve, muitas vezes, a
falta de conhecimento do espectro fenotipico da AF (ALTER et al, 2005;
AUERBACH, 2009).

Além das caracteristicas hematoldgicas e manifestacées congénitas, a AF
caracteriza-se pelo mau funcionamento do mecanismo de reparo do DNA. Entre as
mais importantes estdo a instabilidade cromossémica espontdanea e a
hipersensibilidade das células destes individuos ao efeito indutor de quebras
cromossOmicas por agentes clastogénicos, tais como a mitomicina C e o
diepoxibutano (AUERBACH, 2009; D'ANDREA, 2010).

Sao reconhecidos 15 genes ou grupos de complementagdo especifica
responsaveis pela AF (A, B, C, D1 (BRCA2), D2, E, F, G, |, J, L, M, N, P e RAD51C).
Estes representam mais de 95% dos casos de AF. As mutagdes em FA-A, C e FA-
FA-G sao as mais comuns e representam cerca de 85% dos individuos doentes de
AF em todo o mundo. Alguns individuos ndo apresentam mutagdes nestes 15 genes,
por esse motivo, acredita-se na existéncia de novos genes relacionados a AF
(ALTER; KUPFER, 2011).

A importancia do conhecimento do tipo de mutagdo esta na correlagédo
existente entre o gendtipo e o fendtipo. A gravidade do fendtipo é determinada pelo
grupo de complementagdo especifica e pelo tipo de mutagdo genética. Assim,
caracteristicas fisicas severas, como a AA de inicio precoce € mais comum em
individuos com mutacbes em genes especificos como FANCA, FANCCIVS4,
FANCG e FANCI. A leucemia e os tumores solidos ocorrem nos genes
FANCD1/BRCA2 e FANCN/PALB2 (GUIDELINES for Diagnosis and Management,
2008, p.46).
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Com base nestas caracteristicas genéticas foram desenvolvidos métodos de
inducdo de quebras cromossbmicas, como o Teste de Sensibilidade ao
Diepoxibutano (Teste do DEB). Este € o método classico de referéncia usado para o
diagndstico da AF e é capaz de detectar rupturas ou aberragdes cromossdmicas nas
células periféricas do sangue, apos cultura de um mitdégeno de células linfocitarias e
agentes clastogénicos de DNA. O teste DEB, permite fazer um diagndstico da AF
em pessoas com sutis caracteristicas clinicas, incluindo aquelas sem anomalias
congénitas clinicamente detectaveis (GIAMPIETRO et al., 1993; GUIDELINES for
Diagnosis and Management, 2008, p.41).

As novas técnicas de diagndstico concentram-se na determinagdo das
correlagdes entre o gendtipo e fendtipo e na terapia génica, visando um melhor
prognostico e acompanhamento dos doentes de AF (GUIDELINES for Diagnosis
and Management, 2008, p.236).

O diagnéstico precoce garante um controle hematolégico da AF e o
aconselhamento genético familiar. Este favorece a identificagdo pré-sintomatica de
irmaos afetados e auxilia na identificacdo de possiveis irmaos doadores de medula
0ssea, inclusive durante o periodo gestacional (SAGASETA et al., 2003; REINHARD
et al., 2007).

2.2 MANIFESTACOES SISTEMICAS DA ANEMIA DE FANCONI

As manifestagbes sistémicas em doentes de AF podem envolver desde
malformagdes congénitas até padrdes de normalidade. Diversos sistemas do corpo
humano podem ser afetados como o sistema nervoso central, gastrointestinal,
endocrino, esquelético, cardiorespiratorio, dentre outros (GIAMPIETRO et al., 1993;
KUTLER et al., 2003a).

Algumas manifestagdes clinicas sdo marcantes nos individuos doentes da AF,
como a baixa estatura, microcefalia e microftalmia, anormalidades de pigmentagao
da pele (manchas café com leite) e malformacdes 6sseas do osso radio e anomalias
do dedo polegar (REINHARD et al., 2007; AUERBACH, 2009).

As anormalidades de pigmentacédo de pele s&o caracterizadas pela presenca

de manchas café com leite, podendo resultar em hiperpigmentagdo generalizada
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com escurecimento de toda a pele, resultando em um aspecto "bronzeado"
(SAGASETA de ILURDOZ et al., 2003; D'ANDREA, 2010).

Anormalidades esqueléticas em membros superiores podem envolver a
auséncia de dedos, polegares bifidos e hipoplasia ou auséncia do osso radio. Em
membros inferiores é bem menos frequente podendo envolver displasia congénita
do quadril, malformagdes vertebrais, escoliose, sindactilia ou alteracdo na
implantacédo dos dedos dos pés (ROSENBERG; HUANG; ALTER, 2004).

Anomalias de cranio e face como microcefalia, microftalmia, estrabismo, raiz
nasal larga, implantagdo anormal de cabelos ou retromicrognatia, também fazem
parte das caracteristicas clinicas da sindrome (SAGASETA de ILURDOZ et al.,
2003).

A baixa estatura é a anomalia fisica mais frequente em individuos com AF e &
muitas vezes secundaria as deficiéncias hormonais, que incluem hipofuncao
hipofisaria com hipogonadismo, deficiéncia do horménio do crescimento, disfungéo
da tiredide e deficiéncia de insulina ou resisténcia com intolerancia a glicose. A
sindrome é geralmente associada a parametros de crescimento anormal tanto no
pré-natal e poés-natal, com baixo peso ao nascimento. A baixa estatura é uma
caracteristica integrante da AF, porém a associagdo com endocrinopatias amplia as
deficiéncias do crescimento em uma propor¢ao significativa de individuos
(ROSENBERG; HUANG; ALTER, 2004; AUERBACH, 2009).

Anormalidades de desenvolvimento gonadal e sexual podem envolver
hipogonadismo. As mulheres podem apresentar aplasia de utero ou da vagina,
atraso na menarca, ciclos menstruais irregulares e declinio da fertilidade. Os
homens podem desenvolver criptorquidia (testiculos ectépicos), hipospadia (mal
formacgao congénita do meato urinario), diminuigdo da produgao de espermatozdéides
e diminuigcao de sua fertilidade (AUERBACH, 2009).

Anomalias otologicas também sao observadas nestes individuos, envolvendo
ou ndo a perda auditiva. Dentre as anomalias s&o citadas pavilhdo anormal ou
ausente, orelhas proeminentes, orelhas com implantagcdo baixa, canais de orelha
pequena ou ausente, membrana timpanica ausente e ossiculos fundidos
(GUIDELINES for Diagnosis and Management, 2008, p.174).

Outras anormalidades que podem estar associadas a AF incluem alteragdes
enddcrinas como rins ectopicos, hipoplasicos, displasicos ou ausentes. Anomalias

gastrointestinais podem envolver atresia de eséfago, duodeno e jejuno, além de
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anus perfurado e fistula traqueoesofagica. Além de diversas anomalias cardiacas de
natureza estrutural e congénita (GUIDELINES for Diagnosis and Management, 2008,
p.35; AUERBACH, 2009).

Devido a complexidade das anomalias congénitas nos doentes da AF, o
tratamento destas ¢é multidisciplinar incluindo ortopedia, cirurgia geral,
endocrinologia, otorrinolaringologia dentre outros, viabilizando o acompanhamento e
a melhora da qualidade de vida nesse grupo (GUIDELINES for Diagnosis and
Management, 2008, p.9)

2.3 MANIFESTACOES HEMATOLOGICAS DA ANEMIA DE FANCONI

A AF é a mais comum das AA na infancia. Sabe-se que 90% dos doentes de
AF desenvolvem a pancitopenia devido a AA, com manifestagcdes na primeira
década de vida, em média entre 8 a 10 anos de idade (ALTER, 1996; ROSENBERG;
TAMARY; ALTER, 2011).

Em individuos com AF, a AA é caracterizada por progressiva pancitopenia
associada a hipocelularidade da medula 6ssea. A presengca de hemorragias
espontaneas, pela reducdo acentuada de plaquetas e de anemia devido a
eritropenia é marcante em doentes de AF com aplasia medular. Além disso, devido a
leucopenia, apresentam incapacidade de combater com sucesso as infeccdes
(ALTER, 1996; PASQUINI, 2000; ROSENBERG; HUANG; ALTER, 2004).

Os doentes da AF podem desenvolver ao longo da vida neoplasias
hematolégicas, em decorréncia da faléncia medular, como a sindrome
mielodisplasica (SMD) e a leucemia mieloide aguda (LMA) (GUIDELINES for
Diagnosis and Management, 2008, p.35).

A SMD refere-se a um grupo doengas hematopoiéticas de origem clonal da
medula éssea, caracterizada por produgao, maturacdo e aparecimento de células
sanguineas que frequentemente culminam em deficiéncia de hemacias, leucdcitos e
plaquetas, levando a LMA. Esta ndo é considerada uma neoplasia, mas sim uma
anormalidade hematoldgica precursora da LMA (ALTER et al., 2005; GUIDELINES
for Diagnosis and Management, 2008, p.53).
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A LMA é a neoplasia maligna mais comum na AF e a idade média para o
desenvolvimento é de 13 anos. Esta apresenta um risco de desenvolvimento 800
vezes maior quando comparado & populacdo em geral. E uma enfermidade da
medula 6ssea, caracterizada pelo crescimento descontrolado de leucdcitos imaturos
e reduzida quantidade de plaquetas (ALTER 2003; ROSENBERG; HUANG; ALTER,
2004).

A associacao de insuficiéncia medular, alto risco de cancer e a sindrome da
instabilidade cromossdémica nao ¢é surpreendente, pois excessivas quebras
cromossOmicas podem causar danos no reparo do DNA, apoptoses e mutagdes que
conferem uma vantagem seletiva para o crescimento de células progenitoras
(MATHEW, 2006).

De modo geral, individuos que desenvolvem AA, LMA ou SMD em idade
precoce devem ser investigados quanto a AF, mesmo sem manifestagbes clinicas
da sindrome (ALTER 2003).

2.4 MANIFESTACOES BUCAIS DA ANEMIA DE FANCONI

As alteragdes bucais em individuos com AF sdo muitas. No entanto, a doenga
periodontal, causada pelo acumulo da placa dental, € a mais citada. O sangramento
gengival e a hiperemia sdo achados marcantes em doentes de AF (FIGURA 1). A
pobre higiene bucal € somada a condicdo sistémica que se torna um agente
agravante da gengivite e periodontite nesses individuos (NOWZARI et al., 2001,
TEKCICEK et al., 2007).

A trombocitopenia e a anemia crénica sao alteragées hematoldgicas comuns
em individuos com AF. A trombocitopenia exacerba o sangramento gengival e a
anemia cronica pode favorecer a palidez da mucosa e da gengiva (ACIKGOZ et al.,
2005).

Araujo et al. (2007) consideraram que a condicdo hematoldgica nao interfere
na presencga ou auséncia da doenga periodontal, mas sim a condi¢gao de higiene dos
individuos com AF. Os autores ndo encontraram uma relacdo direta entre a
contagem plaquetaria, inflamagao gengival e a saude periodontal nos individuos com
AF.
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FIGURA 1 - GENGIVITE EM CRIANGA COMANEMIA DE FANCONI APOS
TRAMSPLANTE DE CELULAS-TROMCO HEMATOPOIETICAS
FONTE: O AUTOR (2011)

A periodontite agressiva é comum em individuos jovens com AF. A perda
horizontal acentuada do osso alveolar é resultante de precaria higiene bucal,
associada a deficiéncia leucocitaria e a patogenicidade dos microorganismos da
placa dental bacteriana. O Actinobacillus actinomycetemcomitans e o0
citomegalovirus humano s&o essenciais no estabelecimento da periodontite
agressiva. Estes microorganismos associados a imunossupressao podem resultar
em perdas dentarias (OPINYA; KAIMENYIl; MEME, 1988; ENGEL; RUSKIN;
HAROLD, 1992; NOWZARI et al., 2001).

Além da doenga periodontal, a carie também é uma infeccdo comum nos
jovens e adolescentes com AF. A prevaléncia de carie na AF & de 35%, nao
demonstrando alteragdes microbioldgicas significativas, quando comparado a
populacdo em geral (ACIKGOZ et al., 2005; TEKCICEK et al., 2007).

Anomalias dentarias numéricas, de posicdao, dimensdo e forma podem ser
observadas nessa populagédo. Dentre as anomalias numéricas, a agenesia e 0s
dentes supranumerarios sao as mais comuns, sendo o incisivo lateral superior o
mais afetado. Quanto a posicdo, a giroversao de dentes permanentes e a
transposicao dentaria sdo as mais relatadas. O canino permanente apresenta maior
prevaléncia da transposicdo dentaria (ARAUJO et al., 2007; TEKCICEK et al., 2007).

Dentre as anomalias de dimensdo e forma destacam-se as raizes curvas,
afiladas e com dilaceracgbes apicais, as pérolas de esmalte, taurodontia, microdontia
e hipoplasia de esmalte (ARAUJO et al., 2007; TEKCICEK et al., 2007).
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Koubik et al. (2006) relataram discrepancia entre idade dental, cronolégica e
o0ssea em individuos com AF, sendo que a idade dental e 6ssea sao inferiores a
idade cronoldgica. A baixa estatura e déficit de horménios do crescimento sao
comuns em AF, devido a hipoatividade do hipotalamo e hipotireoidismo (SAGASETA
de ILURDOZ et al., 2003).

A hipossalivagao também é umas das manifestacdes bucais da AF, tanto em
individuos submetidos ao TCTH, quanto naqueles que nao realizaram o transplante.
A patogénese da AF associada ao uso constante de farmacos pode alterar o fluxo
salivar (TEKCICEK et al., 2007; MATTIOLI et al., 2010).

As alteracgdes de fluxo salivar podem acarretar aumento na prevaléncia de
carie e na predisposi¢cao ao desenvolvimento de infecgdes, porém nao € um fator
isolado. Alteragdes na composicao salivar sao relatadas, como nas baixas
concentragdes de uréia e calcio justificadas pela atresia gastrointestinal e alteracdes
renais e hepaticas (TEKCICEK et al., 2007; MATTIOLI et al., 2010).

Otan et al. (2004) relataram que dentre as alteragdes em tecidos moles, as
ulceras aftosas recorrentes sao as lesdes bucais mais comuns nos pacientes com
AF (FIGURA 2). Estas estdo relacionadas com a condicdo hematoldgica,
principalmente a neutropenia e a anemia, pois ha uma melhora na cicatrizacdo das
Ulceras recorrentes nas semanas posteriores as transfusdes sanguineas. Além
disso, com a deficiéncia leucocitaria, ha uma reducdo da imunidade e maior
facilidade no desenvolvimento dessas lesdes ulceradas.

Na lingua, as alteracbes mais comuns sao a atrofia papilar, lingua saburrosa,
a macroglossia e a pigmentacdo melanica (OPINYA; KAIMENYIl; MEME, 1988;
TEKCICEK et al., 2007).

Lesbes e condicbes com potencial para malignizagdo, como leucoplasias,
eritroplasias e o liquen plano, bem como o proprio CEC devem ser consideradas
importantes alteragdes na lingua dos pacientes com AF, pois esse € o sitio de
preferéncia de desenvolvimento dessas lesbes, com prevaléncia de 69%. (LUSTIG
et al.,1995; KUTLER et al., 2003b; WARNAKULASURIYA; JOHNSON; VAN DER
WAAL, 2007).
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FIGURA 2 — ULCERA RECORREMWTE EM INDIVIDUD COM ANEMIA
OE FANCOMI
FONTE: O AUTOR (2011}

2.5 TRATAMENTO DA INSUFICIENCIA DA MEDULA OSSEA

O tratamento da insuficiéncia medular em individuos com AF envolve
tratamento hormonal com andrégenos, fatores de crescimento hematopoiéticos
(citoquinas) e o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) (D'ANDREA,
2010).

Os andrégenos sao utilizados para aumentar a concentragdo de hemoglobina,
normalizando as hemacias e melhorando também a contagem de plaquetas. Este
tratamento hormonal envolve baixo risco de mortalidade, porém apresenta diversos
efeitos secundarios, tais como a masculinizacio, hiperatividade, ictericia, adenoma
hepatico, hipertensao arterial, dentre outros. Além disso, ndo previne a progressao
da LMA e a SMD (SAGASETA de ILURDOZ et al., 2003; GUIDELINES for Diagnosis
and Management, 2008, p.183).

Os fatores de crescimento hematopoiéticos, conhecidos também como
citocinas (GM-CSF e G-CSF), aumentam a quantidade de neutréfilos e, em alguns
casos, ha melhora na contagem de hemoglobina e plaquetas (GUIDELINES for
Diagnosis and Management, 2008, p.60).

A prescrigdo de androgenos e fatores de crescimento podem ser eficazes no

tratamento da faléncia medular na AF. Mas a maioria dos pacientes tornam-se
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refratarios a estes tratamentos. Nesses casos, o TCTH é o tratamento de eleicdo.
(SAGASETA de ILURDOZ et al., 2003; ALTER et al., 2005).

O TCTH ¢ o unico tratamento curativo para a insuficiéncia medular e capaz de
restaurar a hematopoiese normal na AF. Individuos submetidos ao TCTH
apresentam sobrevida de 70% (SOCIE et al., 1991; ALTER, 1996; PASQUINI et al.,
2003).

E um procedimento de infusdo venosa de células retiradas da medula 6ssea,
sangue periférico ou corddo umbilical, com a finalidade de restabelecer a
hematopoiese e as fungdes imunoldgicas (ALBERTINI; RUIZ, 2004).

O TCTH pode ser realizado por um doador aparentado, chamado de
transplante alogénico ou por um doador ndao aparentado. O TCTH alogénico é a
melhor terapia disponivel para a cura da AF, pela sua alta compatibilidade de
genotipos e reduzida taxa de desenvolvimento da doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH). Em caso de auséncia de um doador histocompativel na familia,
€ indicado o TCTH por um doador n&do aparentado apds avaliagdo criteriosa
(SAGASETA de ILURDOZ et al., 2003; GUIDELINES for Diagnosis and
Management, 2008, p.197).

Devido a caracteristica de instabilidade cromossémica e defeitos no reparo do
DNA, inerente a AF, os individuos sofrem toxicidade extrema a quimioterapia e a
radiacdo utilizadas nos regimes habituais de condicionamento para o TCTH (SOCIE
et al., 1998; ROSENBERG et al., 2005).

Como resultado, o TCTH é seguido por um periodo de imunodeficiéncia
reforcada por agentes imunossupressores, visando a profilaxia e a terapia da
doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) (DEEG et al., 1996).

A DECH caracteriza-se pelo ataque das células T do doador as células do
receptor e é classificada de acordo com sua gravidade (Grau | ao V). Esta alteragao
€ bastante comum e é considerada uma das complicagcbes pos TCTH. Pode
manifestar-se de forma aguda nos 100 primeiros dias apdés o TCTH, ou crénica,
apos esse periodo. Diversos o6rgados como a pele, olhos, figado, sistema
gastrointestinal e cavidade bucal sédo afetados (GUARDIOLA et al., 2004,
GUIDELINES for Diagnosis and Management, 2008, p.213).

Rosenberg et al. (2005) demonstraram forte relacdo entre a DECH e o CEC.

Em seus estudos, individuos com AF que desenvolveram DECH severa apds o
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TCTH tiveram o risco aumentado em 33 vezes para o desenvolvimento de CEC.
Esse resultado também foi relatado por Deeg et al. (1996) e Socié et al. (1998).

Segundo Pasquini et al. (2003) dois fatores sdo responsaveis pela
predisposicao de CEC associado a DECH cronica. A condig¢ao inflamatéria crénica
da doencga e o infiltrado linfocitario presente, que induz a um aumento do potencial
de mutacgdes pela liberacéo de radicais oxigénio, bastante reativos.

Contudo, mesmo apos o TCTH pode nao haver a eliminagao total do risco de
neoplasia, pois algumas células residuais da AF podem persistir, mantendo o risco
de uma transformacdo maligna (ALTER, 2003).

Apesar dos doentes da AF apresentarem uma predisposi¢cao inerente ao
desenvolvimento de lesbes malignas, o risco de desenvolvimento de tumores soélidos
€ aumentado naqueles submetidos ao TCTH. Isso se deve a associagao existente
entre o condicionamento pré TCTH, a imunossupressao pos TCTH, a insuficiéncia
da medula 6ssea e a persisténcia a instabilidade cromossémica inerentes a AF
(DEEG et al., 1996; KUTLER et al., 2003b; SALUM et al., 2006).

A relagao existente entre TCTH e tumores solidos em individuos com AF é
bem determinada na literatura. Entretanto, o regime modificado de condicionamento
para TCTH para esses pacientes mostrou bons resultados e no geral, 44% dos
transplantados sobrevivem livres de CEC por uma década ou mais (SOCIE et al.,
1991; JANSISYANONT; PAZOKI; ORD, 2000; ROSENBERG et al., 2005).

2.6 TUMORES SOLIDOS

Além da alta frequéncia de LMA em pacientes com AF, a alta incidéncia de
malignidade n&o-hematoldgica é significativa. Individuos doentes de AF tém 700
vezes mais chance de desenvolver um tumor soélido do que individuos sem a
doenga. A regido de cabecga e pescogo e o trato ginecologico sdo as areas mais
acometidas (ALTER et al., 2005).

Segundo Alter (2003), 25% dos doentes da AF que apresentam altera¢des
malignas sO6 descobrem a sindrome apos o diagndstico da neoplasia ou das

complicagdes decorrentes dessa.
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Com a melhora na disponibilidade dos transplantes hematopoiéticos, em
decorréncia do maior numero de doadores e dos novos protocolos, a taxa de
sobrevivéncia de individuos com AF aumentou. Contudo, os doentes da AF chegam
a idades mais avangadas, em que a incidéncia de tumores solidos aumenta
consideravelmente (AUERBACH, 2009). Pasquini et al. (2003) observaram que com
o TCTH ha uma reducgao acentuada no risco de neoplasia linféides, porém ha um
aumento progressivo no risco de desenvolvimento de tumores solidos.

O tumor solido que mais acomete os individuos com AF & o CEC. Os sitios
mais comuns s&0 a regido de cabecga e pescogo, a regido anal, vulva e es6fago
(SOARES et al., 2004; ALTER et al., 2005).

O CEC na regiao de cabeca e pescog¢o pode ser encontrado em qualquer
revestimento mucoso do trato aéreo-digestivo superior, com inicio na cavidade bucal
e nasofaringe, estendendo-se até a orofaringe, laringe ou hipofaringe (LUSTIG et
al.,1995; KUTLER et al., 2003a; ASLAN, 2006).

Dentre os sitios do CEC, a cavidade bucal € a de maior predominio (ALTER
et al., 2005). De acordo com Guidelines for Diagnosis and Management (2008,
p.252), 65% dos CEC estao localizados na cavidade bucal. As regides mais afetadas
séo a lingua, o rebordo alveolar, a regiao retromolar, o assoalho e a mucosa bucal
respectivamente (KUTLER et al., 2003b). A incidéncia de CEC de lingua na AF é de
69%, e a lateral de lingua € a regido de maior ocorréncia, principalmente em
criangas (LUSTIG et al.,, 1995). Na populacdo em geral, a proporgdo de CEC de
lingua é de 10 a 20% (KUTLER et al., 2003b).

O comportamento biolégico do CEC associado a AF é agressivo, com
envolvimento de metastases linfonodais precoces e invaséo dos tecidos moles, além
de manifestar precocemente em relagdo a populagao geral (KUTLER et al., 2003b;
ASLAN, 2006).

A média de idade do diagndstico de CEC na regidao de cabega e pescogo na
AF é de 26 anos e diminui para 21 anos naqueles pacientes submetidos ao TCTH,
com variagdo de 11 a 33 anos. O tempo médio entre o TCTH e o diagndstico do
tumor solido de cabecga e pescoco € de 3 a 15 anos. Aos 48 anos de idade, o risco
cumulativo de um doente de AF desenvolver um tumor sélido é de 78% (ALTER,
2003).

Varios sdo os relatos de casos na literatura de criancas doentes de AF com
CEC na regiao bucal, na idade de 5 a 14 anos (JANSISYANONT; PAZOKI; ORD,
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2000; PASQUINI et al., 2003; SALUM et al., 2006; REINHARD et al., 2007) e em
adultos jovens até 20 anos (JACOBS; KARABUS, 1984; MILLEN et al., 1997).

A observacao mais significativa em doentes de AF que apresentaram CEC é
a sua relacdo com o TCTH. Individuos submetidos ao TCTH desenvolveram CEC de
maneira mais precoce que individuos também com AF, porém que n&o realizaram o
TCTH (ALTER, 2003; ROSENBERG; GREENE; ALTER, 2003; GUARDIOLA et al.,
2004).

A razao do aumento na predisposicdo ao CEC pés TCTH esta relacionada a
diversos fatores. Primeiramente, a fatores inerentes a AF, tais como a instabilidade
cromossOmica e a predisposicao a neoplasias malignas. Fatores relacionados ao
condicionamento pré e p6s-TCTH, que envolve irradiagao corporal total e tratamento
imunossupressor prolongado também acentuam esta predisposigcdo (LUSTING et
al., 1995; DEEG et al., 1996; MILLEN et al., 1997; GUARDIOLA et al., 2004).

Outros fatores de risco estdo envolvidos no pés TCTH, dentre eles a doenca
do enxerto contra o hospedeiro (DECH). Rosenberg et al. (2005) relataram que 96%
dos doentes de AF que desenvolveram DECH crénica morreram ou desenvolveram
a neoplasia maligna, em média, seis anos apés TCTH.

Fatores hormonais podem estar associados a patogénese do CEC. O
predominio de tumores solidos no sexo feminino € maior (2:1) em relacdo as demais
alteragdes neoplasicas desenvolvidas na sindrome (PASQUINI et al., 2003; ALTER,
2005).

A predilegdo do CEC pela cavidade bucal, bem como pela regido anogenital
esta relacionada a fatores predisponentes, tais como virus pois as mucosas sdo uma
via comum para infecgdes virais oncogénicas, especialmente o papilomavirus
humano (HPV) e o herpes (KUTLER et al., 2003b; ARAUJO et al., 2011). Além
disso, a incorporagdao do genoma viral ao DNA das células de individuos com AF
pode ser facilitada pela imunossupressao, decorrente da faléncia da medula 6ssea
(KUTLER et al., 2003b). Alter et al. (2005) sugeriram que 25% dos casos de
carcinoma de cabeca e pesco¢o em individuos com AF esta associado ao HPV.

Kutler et al. (2003b) relataram que a carcinogénese induzida pelo HPV em
individuos com AF esta associada com a inativagdo de p53 pelo HPV, e nao por

mutagénese direta.
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O virus simio 40, membro do grupo dos papovavirus inclui o HPV, este age
na mucosa induzindo a carcinogénese viral (LUSTIG et al.,1995; PASQUINI et al.,
2003).

O tratamento do CEC na cavidade bucal é realizado pela remogéo cirurgica
radical da lesdo. O diagnostico precoce associado a excisdo cirurgica total parece
ser o fator progndstico mais importante em pacientes com AF e CEC. O
acompanhamento constante no rastreamento das lesdes com potencial para
malignizagc&o e neoplasias devem ser feitos regularmente em individuos jovens com
AF (REINHARD et al., 2007).

O monitoramento deve ser anual em todo individuo doente da AF acima de
10 anos de idade, ou em qualquer idade apds o TCTH. Além disso, a vacinagao
contra o HPV reduz o risco de CEC na regidao de cabecga e pescogo, bem como na
regido anogenital, portanto as imunizagdes devem estar em dia (LUSTIG et al.,1995;
ALTER et al., 2005).

Qualquer individuo que desenvolve CEC na regidao de cabega e pescogo,
sistema gastrointestinal ou ginecolégico em uma idade precoce e sem historico de
uso de tabaco ou alcool, deve realizar os exames para o diagnéstico da AF (ASLAN,
2006; ROSENBERG; TAMARY; ALTER, 2011).

2.7 CITOLOGIA ESFOLIATIVA

A citologia esfoliativa bucal € definida como o estudo e interpretagdo das
células epiteliais descamadas da mucosa bucal. Caracteriza-se pela avaliagdo da
morfologia celular microscépica apos a fixagdo e a coloragdo. As células epiteliais
sdo obtidas por raspagem com espatulas ou escovas, ou ainda bochechos com
solugdes ou amostras de saliva (FREITAS et al., 2004; PEREZ-SAYANSM et al.,
2010).

Esta técnica € um método simples, indolor, ndo invasivo e por esse motivo
bem aceito pelos pacientes, diferente da bidpsia, que & invasiva. E uma ferramenta
de baixo custo e um importante exame complementar na detecgéo precoce de CEC
(EPSTEIN; ZHANG; ROSIN, 2002; FREITAS et al., 2004; NAVONE; PENTENERO;
GANDOLFO, 2011).
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A deteccao de individuos de alto risco para o desenvolvimento de lesbes com
potencial de malignizagdo, bem como a intervengcdo em fases iniciais do CEC sao
responsaveis pela redugdo da mortalidade e morbidade nos doentes da AF
(EPSTEIN; ZHANG; ROSIN, 2002; FREITAS et al., 2004).

O exame da citologia esfoliativa € amplamente usado na ginecologia,
conhecido como exame de Papanicolaou. Este € um recurso eficaz na redugao da
incidéncia e mortalidade do carcinoma do colo do utero e no diagnostico de lesdes
com potencial para malignizagdo. Na odontologia vem sendo utilizada desde a
década de 80 associada ao exame clinico como coadjuvante importante na detecgéo
precoce do CEC (NAVONE; PENTENERO; GANDOLFO, 2011).

A citologia esfoliativa pode ser utilizada também em mucosa bucal saudavel
de individuos de alto risco ao desenvolvimento de neoplasias e no rastreamento de
lesdes com diagndstico concluido de CEC (IGRAM et al., 1963; ; FREITAS et al.,
2004; KUJAN et al., 2006; PEREZ-SAYANSM et al., 2010).

A desvantagem da citologia esfoliativa é a sua baixa sensibilidade devido ao
elevado numero de resultados falsos negativos, devido a coleta inadequada das
amostras, erro no processamento laboratorial e na interpretagdo subjetiva dos
resultados. Isto pode ser minimizado pela associagdo com outras metodologias, tais
como a morfometria ou outros métodos como analise molecular, deteccao de
marcadores tumorais e analise imunonohistoquimicas de DNA (FREITAS et al.,
2004; KUJAN et al., 2006).

A citomorfometria é capaz de revelar células atipicas com aumento da area
nuclear, diminuicdo da area citoplasmatica e estabelecer a relagdo area do nucleo e
da area do citoplasma. Estas analises aumentam a sensibilidade da citologia
esfoliativa no diagndstico precoce do cancer bucal, tornando esta técnica objetiva,
precisa e reprodutivel. Além de possibilitar o diagndstico de alteragcbes celulares
antes mesmo da manifestacao clinica perceptivel da lesdo. Porém, nao substitui a
bidpsia, pois ndo define o tipo de lesdo maligna e nem a sua extensdo (OGDEN;
COWPE; WIGHT, 1997).

Cowpe, Longmore e Green (1988) e Ramaesh et al. (1998) utilizaram técnicas
morfométricas para determinar os didmetros do nucleo e do citoplasma em células
da mucosa bucal normal, em lesdes displasicas e no CEC. Observaram uma
diminuigdo do diametro do citoplasma em lesées com displasia e no CEC, quando

comparado o diametro de células da mucosa normal, sendo que o menor didmetro
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citoplasmatico encontrado foi nas lesbes de CEC. O oposto ocorreu nos didmetros
nucleares, pois esses maiores no CEC, seguido pelas lesdes displascas, sendo que
o menor nucleo foi observado nas células da mucosa normal. Sendo estes autores,
a reducdo na area do citoplasma associado ao aumento da area do nucleo, esta

relacionada a caracteristicas de malignidade..

2.7.1 Citologia esfoliativa em base liquida

A citologia esfoliativa em base liquida é uma alternativa a citologia
convencional, empregada até 1990. Apresenta resultados promissores na qualidade
da amostra, com menos artefatos e quantidade superior de células para analise
(NAVONE; PENTENERO; GANDOLFO, 2011).

Na citologia esfoliativa em base liquida, as células sdo armazenadas em
frasco com solugao fixadora para evitar ressecamento das mesmas. Essa solugao
produz uma suspensado de células que posteriormente sdo depositadas sobre
ldaminas de vidro, produzindo uma camada fina, homogénea e com abundante
numero de ceélulas. Pus, sangue ou muco estdo diminuidos em relagdo a técnica
convencional da citologia e o fundo claro melhora a sensibilidade e a especificidade
da técnica. A diminuicdo de artefatos nas laminas é explicada pelo uso da
membrana de policarbonato durante o processamento laboratorial. Essas
apresentam porosidade padronizada que retém as células epiteliais e permite a
passagem de outras particulas (PEREZ-SAYANSM et al., 2010; CAMPAGNOLI et
al., 2011).

O uso de escova permite um aumento no numero de células coletadas por
amostra do epitélio escamoso estratificado ceratinizado ou ndo da mucosa bucal,
além de permitir a penetracdo das cerdas nas camadas mais subsuperficiais,
recolhendo também algumas células basais, tornando a amostra mais representativa
(EPSTEIN; ZHANG; ROSIN, 2002; PEREZ-SAYANSM et al., 2010).

A citologia em base liquida apresenta melhores resultados quanto a
espessura do esfregago (41%) e na distribuicdo das células (66%) (HAYAMA et al.,
2005). Aléem de melhora na morfologia celular e na sobreposigdo celular quando

comparada com a técnica da citologia esfoliativa convencional. Uma reducgédo de
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54,6% € observada no numero de esfregacgos insatisfatorios na citologia esfoliativa
em base liquida quando comparada a convencional. Assim, a citologia esfoliativa em
base liquida permite maior deteccdo de caracteristicas de malignidade
(CAMPAGNOLI et al., 2011).

A citologia esfoliativa em base liquida apresenta melhor sensibilidade e
especificidade 95,1 e 99,0% respectivamente, que a citologia convencional 85,7 e
95,9% (NAVONE et al., 2007).

Em estudos sobre a avaliagdo de lesbes com potencial para malignizagéo,
comparando a citologia esfoliativa convencional e em base liquida observou-se que
embora a citologia convencional seja util no diagndstico, a citologia em base liquida
forneceu melhores resultados e maior quantidade de material (NAVONE et al.,
2007).

Kelles et al. (2011) sugeriram que utilizando a técnica de citologia esfoliativa e
morfometria foi possivel demonstrar transformagdo maligna na cavidade bucal de
pacientes apos o transplante renal, sendo um bom método de acompanhamento e
monitoramento de lesdes.

A associagdo da citologia esfoliativa em base liquida e a utilizacdo de
marcadores da atividade celular e nuclear (AgNORs), aumenta a possibilidade de
diagnostico de lesdes suspeitas, principalmente em grupos de alto risco ao

desenvolvimento de neoplasias malignas (REMMERBACH et al., 2003).

2.7.2 Caracteristicas morfolégicas e da coloracao de células epiteliais

As células do epitélio escamoso estratificado ceratinizado da mucosa bucal
nos esfregacos estdo organizados em camadas que podem ser diferenciadas pela
sua morfologia e classificadas pela técnica de coloragado de Papanicolaou (FREITAS
et al., 2004).

A coloragdao de Papanicolaou permite observar diferencas nas células
epiteliais devido a afinidade dos corantes pelos constituintes citoplasmaticos. As
células da camada basal sdo esféricas ou ovoides, com citoplasma de cor verde ou
azul esverdeado; o nucleo esta em tom de azul, centralizado, redondo e aumentado

em relacdo ao tamanho da célula. Na camada intermediaria, as células aparecem
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menores e alongadas, com seu citoplasma mais transparente e o nucleo menor e
picnoético. A camada superficial apresenta células com citoplasma com grande
quantidade de granulos de queratohialina e as células da camada cérnea sao
anucleadas e visualizadas em tons de vermelho, laranja, amarelo ou marrom
(MONTGOMERY, 1951; SILVERMAN; BECKS; FARBER, 1958).

Algumas altera¢des na morfologia celular séo indicios de malignidade quando
presentes em diversas células do esfregaco. Na regido nuclear, alteragcbes como
hipercromatismo, figuras aberrantes de mitose, aumento exagerado do nucleo,
anormalidades de distribuicdo na cromatina, multinucleagdo e anisocariose, sao
sugestivas de malignidade (MONTGOMERY; VON HAAM, 1951; SILVERMAN;
BECKS; FARBER, 1958; COWPE; LONGMORE; GREEN, 1988; RAMAESH et al.,
1998).

No citoplasma, alteracbes como vacuolizacdo, inclusdo de corpos estranhos,
anisocitose, propriedades alteradas dos corantes e o polimorfismo sao indicios de
malignidade (MONTGOMERY; VON HAAM, 1951).

2.8 REGIOES ORGANIZADORAS NUCLEOLARES

As regides organizadoras nucleolares (NORs) sdo um grupo de proteinas
nucleolares argirofilicas, que estdo associadas com os centros fibrilares e fibrilas
densas do nucleo da célula durante a interfase e sao responsaveis pela replicagao
de RNA. Assim, quanto maior o numero de NORs, maior a taxa de replicagao dos
ribossomos e células. As NORs ficam localizadas nos bracos curtos dos
cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 (TRERE, 2000; DERENZINI, 2000).

A técnica da impregnacado por prata consiste na pigmentacdo seletiva das
NORs por sais de prata, que podem ser observadas ao microscopio de luz como
pontos negros no interior dos nucleos celulares, durante a interfase (CROCKER;
BOLDY; EGAN, 1989; TRERE, 2000).

A quantificacdo de AgNORs foi desenvolvida inicialmente para analise do
tamanho, forma e numero dos componentes nucleolares, por meio de microscopia

de luz. Devido as evidéncias relacionando a quantidade de AQNORs e o tempo de
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duplicagao celular, este método passou a ser confiavel para avaliar a proliferacéo
celular (CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989).

A partir da segunda metade dos anos 80, foi demonstrado que células de
lesGes malignas frequentemente apresentam uma maior quantidade de AgNORs,
em comparagao com as correspondentes benignas ou células normais (PLOTON et
al.,1986; DERENZINI, 2000).

A contagem de NORs é um método que consiste na enumeracado de cada
ponto enegrecido no nucleo celular diretamente no proprio microscopio de luz. Se
uma agregagdo de um ponto enegrecido ndo pode ser definido como NORs
individual, entdo cada agrupamento € contado como uma proteina AgNOR
(CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989; TRERE, 2000).

O numero, o tamanho e o arranjo de AQNORs apresentam correlagdo com os
indicadores de atividade de proliferagcdo celular. Assim, o numero de sitios de
AgNORs aumenta, com a diminuicdo da diferenciagao celular. A quantificacdo de
AgNORs em CEC (YUE; IWAI; FURUTA, 1999; CANO et al., 2002;), tumores de
glandulas salivares (ADEYEMI et al., 2006) e epitélios displasicos (HILDEBRAND et
al., 2010) sdo maiores do que em mucosa normal, demonstrando a relagcéo existente
entre a proliferagao celular, a malignidade e as AgNORs.

Uma das caracteristicas mais importantes das transformacdes neoplasicas é
o descontrole do ciclo celular, por esse motivo a avaliacdo da proliferagao celular é
considerada uma ferramenta valiosa para prever o comportamento neoplasico
(CECARELLI, 2000).

A histomarcacdo tem sido utilizada para a quantificacdo da proliferagcao
celular em diferentes tecidos e lesées. E um método de mensuracdo da proliferagéo
celular e do diagndstico precoce do cancer bucal, sendo considerado um marcador
da atividade celular e nuclear (PLOTON et al.,1986; FONTES et al., 2008;
DERENZINI, 2000).

Os marcadores de proliferagao celular, como o AGNOR, vém sendo utilizados
para um melhor entendimento bioldgico das varias alteragdes patoldgicas, em
especial quando nao ha sinal clinico de lesdo. Assim, pode-se monitorar lesbes com
propensao a malignidade ou areas com alto risco ao desenvolvimento de lesbes
malignas (BUSTOS et al., 2004; CANCADO; YURGEL; FILHO, 2008; FONTES et al.,
2008).
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

O propdsito deste estudo foi avaliar as variagbes morfologicas, morfométricas
e as diferengas na proliferagdo das células epiteliais da lingua de doentes com
Anemia de Fanconi, apds o transplante de células-tronco hematopoiéticas, utilizando

a citologia esfoliativa em base liquida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar a area do nucleo das células epiteliais da lingua de doentes com
Anemia de Fanconi apés o transplante de células-tronco hematopoiéticas;

e Avaliar a area do citoplasma das células epiteliais da lingua de doentes com
Anemia de Fanconi apés o transplante de células-tronco hematopoiéticas;

« Avaliar a relacédo da area do nucleo e do citoplasma das células epiteliais da
lingua de doentes com Anemia de Fanconi apds o transplante de células-
tronco hematopoiéticas;

* Quantificar as AgNORs das células epiteliais da lingua de doentes com

Anemia de Fanconi apés o transplante de células-tronco hematopoiéticas.
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4. METODOLOGIA

4.1 APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi iniciado apds o protocolo de pesquisa ter sido aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas do Parand e esta sob o
registro de numero 2344238/2010-10 (ANEXO 1).

4.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

O desenho do estudo foi do tipo caso-controle com amostra pareada por sexo

e idade.

4.2.1 Linha de Pesquisa

O trabalho esta inserido na linha de pesquisa “Diagndstico e tratamento das
alteragdes bucais” do Programa de Pés Graduacao em Odontologia da Universidade
Federal do Parana com area de concentracdo em “Saude bucal durante a infancia e

a adolescéncia’.

4.3 AMOSTRA

Participaram do estudo 40 criangas e adolescentes com idade entre 7 a 18
anos, que foram divididas em dois grupos, pareados por sexo e idade:
. Grupo caso: 20 individuos com diagndstico confirmado da

Anemia de Fanconi e que realizaram o TCTH, provenientes do
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ambulatério de transplante de medula 6ssea do Hospital de Clinicas do
Parana.
. Grupo controle: 20 individuos saudaveis, atendidos na clinica

odontolégica da Universidade Federal do Parana.

4.4 VARIAVEIS INTERVENIENTES

4.4 1 Critérios de Inclusao

No Grupo Caso foram incluidos no estudo:
* Individuos com diagnéstico confirmado de Anemia de Fanconi;
* Doentes da Anemia de Fanconi que realizaram o TCTH com tempo
superior a seis meses;

» Auséncia de manifestagdes estomatoldgicas, exceto a atrofia papilar.

No Grupo controle foram incluidos no estudo:
e Individuos saudaveis e com auséncia de manifestagdes

estomatolodgicas.

Em ambos os grupos foram incluidos no estudo:
e Individuos ndo tabagistas, ndo etilistas e ndo usuarios de drogas
ilicitas;
* Individuos ndo usuarios de enxaguatorios bucais e n&o usuarios de

aparelhos ortodénticos.

4 .4 .2 Critérios de Exclusao

No grupo caso foram excluidos individuos que apresentassem sinais clinicos

da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) ou histérico desta alteragéo.
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4.5 METODOS

Os individuos e seus responsaveis legais (Qquando menor de idade) foram
contatados e convidados quanto a possibilidade da participacdo no estudo. Apds a
explicagcdo completa e pormenorizada sobre a natureza da pesquisa, os individuos
e/ou o responsavel legal assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE 1 e 2). Os adolescentes entre 16 e 18 anos, que aceitaram participar da
pesquisa, assinaram o Assentimento Informado para Adolescentes (APENDICE 3).

Todos os participantes da pesquisa responderam a uma ficha clinica
(APENDICE 4) sobre a histéria médica pregressa e procedeu-se o exame fisico
intrabucal. Em seguida, a coleta das células epiteliais esfoliadas foi realizada na

lateral da lingua pela técnica da citologia em base liquida.

4 5.1 Coleta de dados

A coleta das células foi realizada com um kit denominado Digene Cervical
Sampler®, composto por um frasco, contendo 1 mL de Specimen Transport Medium
(STM) e uma escova com cabo longo (FIGURA 3).

FIGURA 3 — KIT DIGENE CERVICAL SAMPLER™ COMPOSTO POR
ESCOVA DE CABD LONGO E FRASCO, CONTENDO SPECIMEN
TRANSFORT MEDIUM (5TM)

FONTE: O AUTOR (2011)

Inicialmente, os individuos foram orientados a realizar um enxague bucal com
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agua para remover possiveis restos celulares e bactérias. A coleta das células foi
realizada tracionando-se levemente a lingua com auxilio de uma gaze estéril. Por
meio da aplicagdo da escova de forma suave e em movimentos giratorios no sentido
horario (cinco voltas), a coleta foi realizada na porgao lateral posterior da lingua
(FIGURA 4). Em seguida, a escova foi mergulhada no interior do frasco contendo o
STM, permanecendo imersa neste liquido com o frasco tampado e conservada sob
refrigeragdo (2 a 8° C) (DAKO®, modelo DU330, Campinas, Brasil) at¢é o momento
do processamento laboratorial, no Laboratério de Patologia do curso de Odontologia

da Universidade Federal do Parana.

FIGURA 4 - GOLETA DAS CELULAS EPITELIAIS DA LATERAL DA
LINGUA COM ESCOVA CITOLOGICA
FONTE: O AUTOR (2011)

4.5.2 Processamento Laboratorial

Uma cartela contendo 12 laminas histoldgicas (Lamigene®) foi adaptada numa
prensa metalica (Prepgene®) juntamente com um filtro contendo uma membrana de
policarbonato de 25 mm de diametro e 5 um de porosidade (Filtrogene®) (FIGURA
5A). As laminas foram identificadas previamente para evitar trocas de material e os
frascos foram colocados em um rack na mesma sequéncia das ldminas (FIGURA
5B). A seguir, os frascos foram homogeneizados num agitador de tubos do tipo

Vortex (modelo AP 56, Phoenix, EUA) em alta velocidade e por tempo minimo de 20
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segundos (FIGURA 6). Uma aliquota de 200 uL foi transferida do interior do frasco
para a superficie do filtro com o auxilio de uma pipeta monocanal (FIGURA 7A). A
prensa metalica foi fechada por dez segundos, havendo, ao final, a transferéncia das
células que ficaram prensadas sobre a lamina (FIGURA 7B). Os esfregagos foram
fixados em solugdo de alcool etilico absoluto por 20 minutos e, em seguida
procedeu-se a coloragao de Papanicolaou e a impregnagao pela prata obtendo-se

as laminas para analise citolégica (ANEXO 2 e 3).

FIGURA & — EQUIPAMENTDO UTILIZADD MO PROCESSAMENTO
LABORATORIAL. A: PRENSA METALICA, CARTELA DE LAMINAS E
O FILTRO. B: RACKCOMFRASCOS, VORTEX, PRENSA METALICA
E PIPETA MONOCAMAL®

*Imagens gentilmente cedidas pelos professores Dr. Antonio Adilson Soares de Lima e Dra. Maria
Angela Naval Machado
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FIGURA & - HOMOGENEIZACAD
DAS AMOSTRAS NO VORTEX

FIGURA 7 — SEQUENCIA DA PRENSAGEM DAS
LAMINAS, A: ALIQUOTA SENMDO DISPEMSADA,
COM A PIPETA, MA SUPERFICIE DO FILTRO B
PREMSA  METALICA FECHADA, PARA A
TRAMZFERENCIA DO MATERIAL SOERE A
LAMIMA®

*Imagens gentilmente cedidas pelos professores Dr. Antonio Adilson Soares de Lima e Dra. Maria
Angela Naval Machado
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4.5.3. Analise morfoldgica

A analise morfologica e morfométrica dos esfregacos foram feitas por meio da
microscopia de luz, utilizando um microscopio binocular modelo BX41 (Olympus®,
Jap3do) adaptado com ocular WH 10X-H/22 (Olympus®, Japdo) e objetivas PLAN
40x/125 (Olympus®, Japao) com aumento de 400X.

As laminas tiveram seus numeros de identificacdo cobertos para evitar viés.
Um unico examinador foi previamente treinado quanto ao reconhecimento da
presenca ou auséncia das alteragbes celulares, quanto ao predominio celular,
quanto a morfometria das células epiteliais e a quantificacdo das AgNORs.

Os dados analisados de cada lamina foram anotados em fichas especificas
(APENDICE 5).

Em relagao ao grau de maturagao, os esfregacos foram analisados de acordo
com o predominio do tipo celular: superficial anucleada, superficial nucleada,
intermediaria e basal (FIGURA 8).

LT
FIGURA & — FOTOMICROGRAFIA DE CELULAS EPITELIAIS DA LATERAL DA
LINGUA NUCLEOS E CITOPLAZSMA EM DIFERENTES GRAUZ DE
MATURACAD (PAPANICOLAOU, 400x)
FOMNTE: O AUTOR (2011)

As laminas também foram classificadas de acordo com os critérios
citopatolégicos de Papanicolaou usando a técnica de varredura em toda extensao da

lamina.
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Os esfregacos foram classificados em cinco classes, de acordo com Papanicolaou
(WOYCEICHOSKI et al., 2008; CAMPAGNOLI et al., 2011; POMPERMAYER et al.,

2011).

Classe 0: Material insuficiente ou inadequado para analise;

Classe I. Células apresentam padrdao morfolégico normal em todo
esfregaco;

Classe Il: Esfregago normal com células inflamatérias. O esfregaco
apresenta caracteristicas de benignidade, porém, com alteragdes
inflamatdrias (mudanga na relagdo nucleo-citoplasma, multinucleagao
ou presencga de halos perinucleares) em pelo menos dois campos;
Classe lll: Esfregago suspeito. Presenca de alteragbes displasicas
apresentando alguns critérios de malignidade, porém com alteragdes
discretas em pelo menos dois campos;

Classe IV: Esfregagos fortemente suspeitos de malignidade com
alteragdes displasicas. Células da camada basal e parabasal redondas
ou ovais, com nucleos em posi¢gao central, além de aparecer células
com nucleos volumosos e citoplasma reduzido; em pelo menos dois
campos;

Classe V: Presenca de alteracbes compativeis com neoplasias
malignas, exibindo células com nucleo hipercromatico, com acentuado
pleomorfismo nuclear, espacos vazios e granulos grosseiros de
cromatina. As células podem apresentar mitoses atipicas,
pleomorfismo celular e evidente alteragdo na propor¢cdo nucleo-

citoplasma em favor do nucleo.
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4.5.4 Analise morfométrica

As imagens de 50 células nucleadas de cada lamina foram capturadas por
uma camera microscopica digital DP 25 (Olympus®, Jap3do) e o Software analisador
de imagens - AnalySIS (Olympus®, Japao) em um aumento de 400 vezes, de acordo
com a metodologia preconizada por Ogden e Cowpe (1989). A captura foi realizada
sequencialmente, por campo citolégico da lamina, da esquerda para a direita e de
cima para baixo (FIGURA 9). Somente as células que se encontravam estiradas e

bem delimitadas foram capturadas.

FIGURA 9 - DIAGRAMA REPRESEMTATIVG DA
SEQUENCIA PARA LEITURA DE LAMIMAS
FONTE: O AUTOR (2011)

As areas do nucleo (AN) e do citoplasma (AC) foram delimitadasem cada 50
células, usando o cursor digital na ferramenta poligono do Software analisador de
imagens (FIGURA 10).

Os valores numéricos das medidas da AN e AC foram transferidos para um
arquivo do Excel (Microsoft Inc., EUA) e a relacdo AN/AC de cada amostra foi
calculada. Apds a obtencdo das medidas das 50 células por lamina foi calculada

uma média por grupo.
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FIGURA 10 - LAYOUT DO PROGRAMA AMALISADOR DE IMAGEM (ApabsSis)
VISUALIZACAD DA DELIMITACAD DA AREA DO NUCLEC, DO CITOPLASMA E OS5
VALORES RESPECTIVOS
FONTE: O AUTOR (2011}

4.5.5 Quantificagdo de AQNORs

A anadlise quantitativa das AgNORs foi realizada por meio da microscopia de
luz utilizando um microscopio binocular modelo BX41 (Olympus®, Japdo) adaptado
com ocular WH 10X-H/22 (Olympus®, Japao) e objetivas PLAN 100x/125 (Olympus®,
Japao) para imersao (1000X).

O parametro utilizado para a contagem foi determinado pela presenga de
pontos enegrecidos bem definidos no interior dos nucleos, conforme os critérios
estabelecidos por Crocker, Boldy e Egan (1989) (FIGURA 11).

O processo de contagem das AgNORs foi realizado por um mesmo
examinador treinado. A lamina foi percorrida em toda sua extensao (FIGURA 9) e o
numero de pontos escuros corados pela prata foi enumerado nos 100 primeiros

nucleos celulares visualizados em cada esfregaco citoldgico.
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FIGURA 11 - FOTOMICROGRAFIA DAS CELULAS EPITELIAIS EXIBINDO AS AGHNORS
(AGMNORS, 1000X)

Nucleos com auséncia de AgNORs ndo foram incluidos na contagem. Os
nucléolos corados por prata semelhantes a um anel foram contados como se fossem
um. Quando a agregacgao de pontos corados ndo pode ser visualizada como NORs
individuais, foi considerado como se fosse um sé, como recomendado por Crocker,
Boldy e Egan (1989) e Trere (2000).

4.5.6 Analise estatistica

Os dados obtidos para cada variavel avaliada foram registrados e tabulados
em planilhas no software estatistico SPSS versdo 17.0 para Windows (SPSS Inc,
Chicago, IL, EUA).
4.5.6.1 Analise Morfoldgica

Para a analise da variavel relacionada ao predominio celular entre os grupos
caso e controle, foi aplicado o teste Exato de Fischer (p<0,05). Para a variavel
relacionada a classificacdo de Papanicolaou foi aplicado o teste de Qui-quadrado,

com nivel de significancia de 5%.
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4 .5.6.2 Analise Morfométrica

Para a analise das variaveis morfométricas AN, AC e AN/AC entre os grupos
caso e controle, foram aplicados o teste de Shapiro-Wilk para normalidade, Levene
para homogeneidade de variancias e o teste t para amostras independentes, todos

com nivel de significancia de 5%.

4.5.6.3 Quantificacdo de AQNORs

Visando comparar se havia diferenga estatistica significativa nos valores
médios de AgNORs por nucleo entre o grupo caso e controle, os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Em seguida foi utilizado o
teste de homogeneidade de Levene e o teste t para amostras independentes com

nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Do total de participantes dos grupos caso e controle, nove eram do sexo
masculino (45%) e 11 do sexo feminino (55%). A média de idade dos participantes
foi de 11,20 anos (£3,4).

Quanto ao tipo racial o grupo caso foi composto por individuos leucodermas
(35%), melanodermas (30%), feodermas (25%) e xantodermas (10%). No grupo
controle a predominancia foi do tipo racial leucoderma (40%), seguido por
melanoderma (35%), xantoderma (15%) e feoderma (10%).

O tempo médio de TCTH, no grupo caso, foi de 37,05 meses (+£28,8),
variando de 8 a 86 meses. Do total, 11 individuos (55%) eram transplantados nao
aparentados e 9 (45%) haviam sido submetidos ao transplante alogénico.

Os dados obtidos na histéria médica referentes as medicacgdes utilizadas

pelos individuos do grupo caso e o tempo de TCTH estdo descritos no QUADRO 1.
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Amostra Tempo de Medicamento
TCTH
(meses)
1 79 Nenhum
2 32 Prednisolona
3 13 Acido félico (Vitamina Bo), Sulfametoxazol e Trimetoprima (Bactrim),

Polivit A/B (Vitaminas A, D, E, By, B,, B3, Bs, Bs, C, B7 € B1,)

4 39 Nenhum
5 76 Nenhum
6 20 Azitromicina, Sulfametoxazol e Trimetoprima (Bactrim), Ciclosporina,

Prednisolona, Fenoterol

7 18 Sulfametoxazol e Trimetoprima (Bactrim), Acido félico (Vitamina Bg)

8 10 Sulfametoxazol e Trimetoprima (Bactrim) e Acido félico (Vitamina Bs)

9 13 Sulfametoxazol e Trimetoprima (Bactrim) e Acido félico (Vitamina Bg)

10 9 Hidrocortisona,  Ciclosporina, ~ Sulfametoxazol e Trimetoprima
(Bactrim) e Acido fdlico (Vitamina Be), Tiamina (Vitamina B.), Besilato
de Anlodipino

11 84 Nenhum

12 36 Ursacol

13 39 Nenhum

14 81 Loratadina

15 8 Ciclosporina, Sulfametoxazol e Trimetoprima (Bactrim) e Acido félico

(Vitamina Bg), Aciclovir, Captopril, Pidolato de magnesio (Pigdomag),
Tiamina (Vitamina B+)

16 86 Nenhum

17 8 Sulfametoxazol e Trimetoprima (Bactrim) e Acido félico (Vitamina Bs),
tiamina, ciclosporina

18 33 Levotiroxina sodica

19 9 Ciclosporina, Sulfametoxazol e Trimetoprima (Bactrim) e Acido félico
(Vitamina Bs)

20 48 Propranolol

QUADRO 1 — MEDICAMENTOS USADOS PELOS INDIVIDUOS DO GRUPO CASO E TEMPO DE
TCTH
FONTE: O AUTOR (2011)
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5.1 ANALISE MORFOLOGICA

As células das camadas superficiais nucleadas (5%) e as das camadas
superficiais anucleadas (95%) apresentaram a mesma distribuicdo entre os grupos

(TABELA 1), sem diferenca estatisticamente significante.

TABELA 1 — PREDOMINANCIA CELULAR NOS ESFREGAGOS BUCAIS DO GRUPO CASO E NO
GRUPO CONTROLE

Grupo Células Células Células da Células da Valor de p
superficiais superficiais camada camada basal
nucleadas anucleadas intermediaria
n % n % n % n %
Caso 1 5 19 95 - - - -
1,00
Controle 1 5 19 95 - - - -

Teste Exato de Fischer (p<0,05)
FONTE: O autor (2011)

De acordo com a classificagcdo de Papanicolaou, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos grupo caso e controle. Os valores
encontrados foram iguais para ambos os grupos, sendo que 55% dos esfregagos
pertenciam a Classe | e 45% a Classe || (TABELA 2).

TABELA 2 - QARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ESFREGAGCOS BUCAIS SEGUNDO A
CLASSIFICACAO DE PAPANICOLAOU NO GRUPO CASO E NO GRUPO CONTROLE

Classificacao Caso Controle Valor de p
n(%) n(%)
Classe 0 0(-) 0
Classe | 11(55) 11(55)
Classe ll 9(45) 9(45)
Classe Il 0(-) 0 1,00
Classe IV 0(-) 0
Classe V 0(-) 0
Total 20 20

Teste de Qui-quadrado(p<0,05)
FONTE: O autor (2011)
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Alteracdes celulares e nucleares como nucléolos multiplos, hipercromatismo,
anormalidades de distribuicdo na cromatina, polimorfismo, discrepancia na
maturacdo celular ou figuras mitéticas aberrantes nao foram observadas nos

esfregacos.

5.2 ANALISE MORFOMETRICA

Houve um aumento, estatisticamente significante, da AN e AC no grupo caso
em relagao ao grupo controle (FIGURA 12).
A relacdo AN/AC esta diminuida no grupo caso quando comparado ao grupo

controle, com valores significantes estatisticamente (TABELA 3).

TABELA 3 - MEDIA E DESVIO PADRAO (DP) DAS VARIAVEIS AN, AC E AN/AC NO GRUPO CASO
E NO GRUPO CONTROLE

Variavel Grupo Caso Grupo Controle Valor de p
n MédiatDP n MédiatDP
AN (pm?) 20 71,85 um2 £ 15, 05 20 55, 21um? £ 8, 63 <0,01*
AC (pm?) 20 2127, 48 ym? £ 441, 20 20 1441, 61 ym2 £ 247, 23 <0,01*
AN/AC 20 0,03 £ 0, 006 20 0,04 + 0,005 <0,01*

Teste t (p<0,05)
* Diferenca Estatistica
FONTE: O autor (2011)
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FIGURA 12 — FOTOMICROGRAFIA DAS CELULAS EPITELIAIS DOS GRUPOS CASO E
CONTROLE. A E B: CELULAS EPITELIAIS DOS INDIVIDUOS COM ANEMIA DE FANCONI
EXIBINDO AUMENTO DA AREA DO NUCLED E DO CITOPLASMA. C E D: CELULAS EPITELIAIS
DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS (PAPANICOLAOU, 400X)

FONTE: O AUTOR {2011)

5.3 ANALISE DA QUANTIFICACAO DAS REGIOES ORGANIZADORAS
NUCLEOLARES (AgNORs)

As AgNORs estavam localizadas no interior do nucleo e foram visualizadas
como pequenas estruturas com morfologia predominantemente arredondada, de
colorag&o castanho claro ou negro, em numero e tamanhos variaveis (FIGURA 13).

O numero médio de AgNORs por nucleo foi superior no grupo caso em
relagéo ao grupo controle, porém esta diferenga nao foi estatisticamente significativa
(Tabela 4).
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FIGURA 13 - FOTOMICROGRAFIA EXIBIMDO AS AGMORS MO INTERIOR DO
MUCLED DAS CELULAS EPITELIAIS (AGHORS, 400 X E 1000X)

TABELA 4 - MEDIA E DESVIO PADRAO (DP) DA VARIAVEL AGNORS POR NUCLEO SEGUNDO
OS GRUPOS CASO E CONTROLE

Grupos n Média DP Valor de p
Caso 20 3,05 +0,44
0,28
Controle 20 2,93 +0,20

Teste t (p<0,05)
FONTE: O autor (2011)
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6 DISCUSSAO

A Anemia de Fanconi € caracterizada pela instabilidade gendmica, alteragbes
hematoldgicas progressivas e predisposicdo ao desenvolvimento de neoplasias
hematoldgicas e tumores solidos (ROSENBERG et al., 2005). Além disso, apresenta
ampla heterogeneidade fenotipica e genotipica com complexo diagndstico e
tratamento de suas manifestagdes (ALTER, 2003).

O estudo multidisciplinar dos doentes da AF se faz importante e facilita o
diagnodstico e o tratamento das diversas alteracbes que compdem a sindrome. O
exame intrabucal nessa populagao é relevante, pois o CEC na regidao de cabeca e
pescoco € o tumor sélido mais comum em doentes da AF, principalmente apds o
TCTH. O diagndstico precoce e o acompanhamento de lesées com potencial de
malignizacdo € fundamental para um bom progndstico, menor mortalidade e
morbidade nesses individuos (ALTER, 2003; ACHA et al., 2005).

Mudangas morfométricas no epitélio da mucosa bucal foram demostradas em
estudos citolégicos de doencas sistémicas (POMPERMAYER et al., 2011; ALBERTI
et al., 2003; JAJARM; MAHTASHAM; RANGIANI, 2008), porém ainda nao foram
realizados em individuos com AF.

A AF é uma AA congénita caracterizada pela insuficiéncia do processo de
hematopoiese, com desenvolvimento de anemia grave, neutropenia e
trombocitopenia (PASQUINI, 2000).

Estudos citologicos relacionaram alguns tipos de anemias nutricionais a
alteracbes nas dimensdes do nucleo e do citoplasma, como na anemia por
deficiéncia de vitamina B2 e de acido félico ou ainda na anemia por deficiéncia de
ferro (BOEN, 1957; BODDINGTON, 1959; FARRANT, 1960; MONTO; RIZEK; FINE,
1961).

Analises dos efeitos da anemia nas células epiteliais da mucosa oral
mostraram diferengas de acordo com o tipo de anemia encontrada. Graham e
Rheault (1954) e Boen (1957) observaram um aumento AN e AC nas células
epiteliais bucais em individuos com anemia perniciosa, ou seja, por deficiéncia de

vitamina Bis.
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Farrant (1960) relatou um aumento da AN de células epitelias da mucosa
bucal em individuos com anemia perniciosa. Boddington e Spriggs (1959) e
Macleod, Hamilton e Soames (1988) também encontraram aumento da AN, porém
em pacientes com anemia megaloblastica, por deficiéncia de vitamina B, e acido
félico. Monto, Rizek e Fine (1961) e Macleod, Hamilton e Soames (1988) relataram
aumento na AN em pacientes com anemia por deficiéncia de ferro.

Alteracbes na AN/AC também foram relatadas em estudos sobre anemias
nutricionais (GRAHAM E RHEAULT, 1954; BODDINGTON, 1959; MONTO, RIZEK E
FINE, 1961).

A avaliacdo morfométrica das anemias demonstrou que apos o tratamento
das deficiéncias nutricionais as alteragdes celulares foram reversiveis (GRAHAM E
RHEAULT, 1954; BODDINGTON, 1959). Na AF, o unico tratamento curativo para a
eritropenia, que causa a anemia grave, € o TCTH (ALTER, 1996; PASQUINI et al.,
2003).

No presente estudo observou-se no grupo caso que mesmo submetidos ao
TCTH, houve aumento na AN e na AC e diminuicdo da relacdo AN/AC das células
epiteliais. Embora o TCTH restabelega a fungdo hematologica dos doentes da AF,
este nao foi capaz de reverter as alteracbes morfométricas das células epiteliais.

As hipoteses sugeridas para justificar a variagdo morfométrica celular
encontrada na AF, apos o TCTH, podem apresentar diferentes abordagens.

A primeira hipotese sugere que apds o transplante, algumas células alteradas
da AF possam permanecer na medula éssea, preservando caracteristicas inerentes
a AF, como alteragdes decorrentes da anemia grave, leucopenia e trombocitopenia
(ALTER, 2003). Hipoteticamente sugere-se, que as alteragdes celulares comuns em
individuos anémicos, como o aumento da AN e AC seja mantida apés o TCTH e que
possam ser visualizadas como alteracbes morfométricas nas células epiteliais nos
doentes da AF.

Outra hipdtese a ser considerada esta relacionada a anemia nutricional por
deficiéncia de vitamina B+, e acido folico que pode ocorrer apdés o TCTH. Isto ocorre
em virtude da diminui¢cao da ingestao e absor¢ao dessas vitaminas, decorrentes das
mucosites, enterites, gastroparesia, nauseas, vomitos, diarréias e hipossalivagao
que estes individuos desenvolvem (ALBERTINI; RUIZ, 2004).

A deficiéncia da vitamina B:, pode ser uma das justificativas para tentar

explicar o mecanismo responsavél pelas alteragcbes nas areas do nucleo e do
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citoplasma nas anemias. Na auséncia de vitamina B, podem ocorrer alteracdes na
sintese de acidos nucléicos, que reduz a taxa de divisao celular e em consequéncia
causa um aumento da célula e do nucleo (FARRANT, 1960).

A suplementagao vitaminica com acido félico e vitamina Bi, estava sendo
prescrita para 40% dos individuos do grupo caso, no momento da coleta das células
epiteliais da lingua (QUADRO 1), demonstrando a deficiéncia de vitaminas
desenvolvida por esses individuos apés o TCTH. Observa-se que os individuos que
estavam recebendo a suplementagdo apresentavam tempo de TCTH inferior ou
igual a 18 meses, ou seja, estavam mais suscetiveis as complicagbes decorrentes
do pés TCTH, como a diminuicdo da ingestdao e absor¢do dessas vitaminas. Os
demais individuos do grupo caso, apresentavam tempo superior de TCTH e nao
estavam recebendo, no momento da coleta, a suplementagao de vitaminas.

Nado foi realizado um perfil metabdlico nutricional que confirmasse a
deficiéncia de vitaminas, porém, todos os individuos do grupo caso, que estavam
recebendo ou nao complementagdo vitaminica, apresentaram alteragcbes
morfométricas.

Outra hipotese a ser discutida esta relacionada a presenca clinica da atrofia
papilar, comum em individuos com AF (TEKCICEK et al., 2007). No atual estudo,
observou-se que todos os doentes da AF apresentavam clinicamente a atrofia
papilar, variando de intensidade leve a severa. No entanto, apesar dessa
constatagdo clinica, os achados morfométricos sugerem um aumento celular, n&o
condizente com a reducdo da AN e da AC, caracteristicos da atrofia de células
epiteliais. A atrofia epitelial € caracterizada por uma diminuicdo do tamanho das
células e por perda de substancia em resposta a um adaptagcdo celular
(POMPERMAYER et al., 2011).

A Ultima hipotese sugere que a condigdo genética imutavel da doenca,
caracterizada pela instabilidade cromossémica e o defeito no reparo do DNA pode
colaborar para possiveis alteragbes morfométricas nas células epiteliais de
individuos com AF.

O mecanismo responsavél pelas alteracbes morfométricas na AF, observadas
neste estudo, ndo pode ser elucidado. Porém pode-se sugerir que as alteragcdes
geneticas e as alteragées hematologicas inerentes a AF, ndo corrigidas pelo TCTH,
podem afetar as células epitelias da lingua desses individuos, levando as alteragdes

morfométricas.
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Quanto a morfologia observou-se predominancia de células da camada
superficial nucleada e anucleada em ambos os grupos. Como o sitio de coleta foi a
lateral da lingua, a presenca de ceratindcitos anucleados e nucleados era esperada.
Além disso, a citologia esfoliativa raramente remove células das camadas mais
profundas do epitélio, principalmente quando este esta higido (OGDEN; COWPE;
WIGHT, 1997). Os achados deste estudo corroboram com aqueles encontrados por
Montgomery e Von Haam (1951), que afirmaram que existe uma maior
predominancia de células anucleadas na lingua usando a citologia esfoliativa.

Esfregagos com padrdo morfolégico normal e com alteragdes inflamatorias
(classe Il) foram observados. Esse resultado é justificavel, pois as amostras foram
coletadas no epitélio bucal higido. A lingua € um local contaminado por
microorganismos, isso explicaria a presencga de células inflamatérias nos esfregagos
Classe Il de Papanicolaou.

No presente estudo a quantificagcdo de AgNOR foi usada como um marcador
da proliferagao celular devido a alta predisposi¢ao ao desenvolvimento do CEC apds
o TCTH (ROSENBERG et al., 2005) e as caracteristicas genéticas, como a
instabilidade cromossémica e os defeitos no reparo do DNA na AF (AUERBACH,
2009)

No entanto, ndo foi demonstrada diferenga estatistica significativa entre os
grupos caso e controle no numero de AgNORs por nucleo, demonstrando que na
mucosa higida dos doentes de Fanconi, mesmo com a suscetibilidade aumentada
ao desenvolvimento de CEC e a instabilidade cromossémica, nido foi possivel
encontrar alteragdes de proliferacao celular.

Novos estudos devem ser realizados para investigar os mecanismos
envolvidos nas alteragdes celulares da mucosa bucal de individuos com Anemia de
Fanconi, principalmente relacionados ao desenvolvimento precoce do carcinona
espinocelular, visando o diagndstico, reduzindo a morbidade e a mortalidade nesta

populacao.



60

7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou:

- Aumento na area do nucleo das células epiteliais da lingua de doentes com
Anemia de Fanconi apds o TCTH;

- Aumento na area do citoplasma das células epiteliais da lingua de doentes
com Anemia de Fanconi ap6s o TCTH,;

- Diminuicdo da relagdo nucleo-citoplasma das células epiteliais da lingua de
doentes com Anemia de Fanconi apds o TCTH;

- N&o ocorreram alteragdes na quantificagdo de AQNORs em células epiteliais

da lingua de doentes com Anemia de Fanconi apés o TCTH.
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para menores de idade

Titulo: Analise citolégica e quantitativa das regides organizadoras nucleolares da
mucosa bucal de criancas e adolescentes com Anemia de Fanconi

Pesquisador: Anna Clara Duszczak D’Agulham

Local da Pesquisa: Ambulatério de Transplante de Medula Ossea do Hospital de
Clinicas.

Endereco: Rua General Carneiro n° 181 - 15° andar - Tel:(41) 3360-1007

Alto da Gléria - Curitiba — PR

PROPOSITO DA INFORMAGAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE
CONSENTIMENTO

Seu filho (a) estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa,
coordenada por um profissional de saude agora denominado pesquisador. Para
poder participar, € necessario que vocé leia este documento com atencao. Ele pode
conter palavras que vocé ndo entende. Por favor, peca aos responsaveis pelo
estudo para explicar qualquer palavra ou procedimento que vocé nado entenda
claramente.

O proposito deste documento é dar a vocé as informacdes sobre a pesquisa
e, se assinado, dara a sua permissao para seu filho (a) participar do estudo. O
documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou
desconfortos caso queira participar. Vocé s6 deve concordar em participar do estudo
se vocé quiser. Vocé pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a
qualguer momento.

INTRODUGAO

O cancer bucal € um tumor maligno que se desenvolve a partir de uma célula
que sofre uma série de alteragbes genéticas. Pode acometer labio, mucosa bucal,
gengivas, palato duro, lingua e assoalho da boca. Os fatores que podem levar ao
cancer de boca s&o idade superior a 40 anos, vicio de fumar cachimbos e cigarros,
consumo de alcool e a presenga de raras doencgas genéticas. Por esse motivo é
importante um controle e acompanhamento de populagdes com esse historico.

PROPOSITO DO ESTUDO
Este estudo tem como objetivo avaliar as células da lateral da lingua para
analisar sua forma, tamanho e proliferagéo.

SELECAO

Poderéao participar da pesquisa criancas e adolescentes de 5 a 21 anos, com
Anemia de Fanconi e que a realizagdo Transplante de Medula Ossea (TMO) & pelo
menos 6 meses.

Também podem participar da pesquisa criangas e adolescentes de 5 a 21
anos que nao apresentem qualquer doenca sistémica.
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N&o poderédo participar do estudo individuos com lesdes na boca, fumantes
ou consumidores de bebidas alcodlicas, usuarios de enxaguatorios bucais,
individuos com aparelhos ortodénticos e usuarios de drogas.

DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS

Caso seu filho (a) participe da pesquisa, sera necessario responder algumas
perguntas sobre a saude dele (a) e realizar um exame na boca. Este exame é feito
passando uma escovinha rapidamente na lateral da lingua, como se vocé estivesse
escovando seus dentes.

PARTICIPAGAO VOLUNTARIA:

Sua decisao em participar deste estudo € voluntaria. Vocé pode decidir ndo
participar no estudo. Uma vez que vocé decidiu participar do estudo, vocé pode
retirar seu consentimento e participacdo a qualquer momento. Se vocé decidir nao
continuar no estudo e retirar sua participagao, vocé nao sera punido ou seu filho (a)
perdera qualquer beneficio ao qual vocés tém direito.

CUSTOS
Nao havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no
estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPAGAO
Sua participagdo € voluntaria, portanto vocé ndo sera pago por sua
participacao neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E
ACESSO AOS REGISTROS

O Investigador responsavel pelo estudo e equipe ira coletar informacdes
sobre seu filho (a). Em todos esses registros um codigo substituird o nome. Todos
os dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados coletados serao
usados para a avaliacdo do estudo, membros das Autoridades de Saude ou do
Comité de Etica, podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser
usados em publicacbdes cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua
identidade n&o sera revelada em qualquer circunstancia.

Vocé tem direito de acesso aos dados. Vocé pode discutir esta questao mais
adiante com o investigador do estudo.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiverem alguma duvida com relagdo ao estudo,
direitos do paciente, ou no caso de danos relacionados ao estudo, vocé deve
contatar o investigador do estudo ou sua equipe (Anna Clara Duszczak D’Agulham
3232 6452/9166 4288). Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente
de pesquisa, vocé pode contatar Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, pelo telefone:
3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos
e nao cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada do estudo de
pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:
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Eu, , portador (a)

do RG , responsavel pelo menor
li e discuti com o

investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste
documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar sobre a participacao
do meu filho (a) neste estudo, e que eu posso interromper a participacdo a qualquer
momento sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo
sejam usados para o propésito acima descrito

Eu entendi a informagéo apresentada neste termo de consentimento. Eu tive
a oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram
respondidas.

Eu receberei uma copia assinada e datada deste Documento de
Consentimento Informado.

NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DATA
(Se menor ou incapacitado)

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA
(Pessoa que aplicou o TCLE)
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APENDICE 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para maiores de idade

Titulo: Analise citolégica e quantitativa das regides organizadoras nucleolares da
mucosa bucal de criancas e adolescentes com Anemia de Fanconi.

Pesquisador: Anna Clara Duszczak D’Agulham

Local da Pesquisa: Ambulatério de Transplante de Medula Ossea do Hospital de
Clinicas.

Endereco: Rua General Carneiro n° 181 - 15° andar - Tel:(41) 3360-1007

Alto da Gléria - Curitiba - PR

PROPOSITO DA INFORMAGAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE
CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por
um profissional de saude agora denominado pesquisador. Para poder participar, é
necessario que vocé leia este documento com atencao. Ele pode conter palavras
que vocé nao entende. Por favor, peca aos responsaveis pelo estudo para explicar
qualquer palavra ou procedimento que vocé nao entenda claramente.

O propdsito deste documento € dar a vocé e seus familiares as informacdes
sobre a pesquisa e, se assinado, dara a sua permissao para participar no estudo. O
documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou
desconfortos caso queira participar. Vocé sé deve participar do estudo se vocé
quiser. Vocé pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a qualquer
momento.

INTRODUGAO

O cancer bucal € um tumor maligno que se desenvolve a partir de uma célula
que sofre uma série de alteragcbes genéticas. Pode acometer labio, mucosa bucal,
gengivas, palato duro, lingua e assoalho da boca. Os fatores que podem levar ao
cancer de boca sdo idade superior a 40 anos, vicio de fumar cachimbos e cigarros,
consumo de alcool e a presenca de raras doengas genéticas. Por esse motivo é
importante um controle e acompanhamento de populagées com esse historico.

PROPOSITO DO ESTUDO
Este estudo tem como objetivo avaliar as células da lateral da lingua para
analisar sua forma, tamanho e proliferagao.

SELECAO

Poderéo participar da pesquisa criangas e adolescentes de 5 a 21 anos, com
Anemia de Fanconi e que a realizagdo Transplante de Medula Ossea (TMO) & pelo
menos 6 meses.

Também podem participar da pesquisa criangas e adolescentes de 5 a 21
anos que nao apresentem qualquer doencga sistémica.

Nao poderédo participar do estudo individuos com lesdes na boca, fumantes
ou consumidores de bebidas alcodlicas, usuarios de enxaguatorios bucais,
individuos com aparelhos ortodénticos e usuarios de drogas.

DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS
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Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario responder algumas
perguntas sobre a sua saude e realizar um exame na sua boca. Este exame é feito
passando uma escovinha rapidamente na lateral da lingua, como se vocé estivesse
escovando seus dentes.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua decisao em participar deste estudo € voluntaria. Vocé pode decidir ndo
participar no estudo. Uma vez que vocé decidiu participar do estudo, vocé pode
retirar seu consentimento e participagcao a qualquer momento. Se vocé decidir nao
continuar no estudo e retirar sua participagcéo, vocé nao sera punido ou perdera
qualquer beneficio ao qual vocé tem direito.

CUSTOS
Nao havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no
estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO
Sua participacdo € voluntaria, portanto vocé nao sera pago por sua
participacao neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E
ACESSO AOS REGISTROS:

O Investigador responsavel pelo estudo e equipe ira coletar informacdes
sobre vocé. Em todos esses registros um codigo substituira seu nome. Todos os
dados coletados serdao mantidos de forma confidencial. Os dados coletados serao
usados para a avaliacdo do estudo, membros das Autoridades de Saude ou do
Comité de Etica, podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser
usados em publicacdes cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua
identidade n&o sera revelada em qualquer circunstancia.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questao
mais adiante com o investigador do estudo.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiverem alguma duvida com relagao ao estudo,
direitos do paciente, ou no caso de danos relacionados ao estudo, vocé deve
contatar o investigador do estudo ou sua equipe (Anna Clara Duszczak D’Agulham
3232 6452/9166 4288). Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente
de pesquisa, vocé pode contatar Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, pelo telefone:
3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos
e nao cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada do estudo de
pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os
detalhes descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou
recusar, € que eu posso interromper minha participagcdo a qualquer momento sem
dar uma razao. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados
para o propdésito acima descrito
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Eu entendi a informagéo apresentada neste termo de consentimento. Eu tive
a oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram
respondidas.

Eu receberei uma copia assinada e datada deste Documento de
Consentimento Informado.

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DATA

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA
(Pessoa que aplicou o TCLE)
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APENDICE 3

Termo de Assentimento para Adolescentes

Titulo: Analise citolégica e quantitativa das regides organizadoras nucleolares da
mucosa bucal de criancas e adolescentes com Anemia de Fanconi.
Investigador:Anna Clara Duszczak D’Agulham

Local da pesquisa: ]
( ) Ambulatério de Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas do Parana
( ) Clinica de Odontologia da Universidade Federal do Parana

Eu, estou sendo convidado a
participar deste estudo. Informacgdes serdao explicadas para mim pela pesquisadora
Anna Clara Duszczak D’Agulham.

Por que este estudo esta sendo feito?
Este estudo tem como objetivo avaliar as células do lado da lingua para
analisar sua forma, tamanho e reproducao.

O que terei de fazer?

Vocé sera convidado a responder algumas perguntas por primeiro. Depois
sera feito um exame da lingua. Vocé devera coloca-la para fora da boca e a
pesquisadora ira passar uma escova (parecida com uma escova de dente) na lateral
da sua lingua.

Sentirei algum efeito em participar desta pesquisa?
Nao, pois a unica coisa que vocé ira sentir € a sensagao da escova na sua
lingua

Que beneficios poderia ter em participar do estudo?

Com um exame muito simples vocé vai ficar sabendo se existe alguma
mudanca na forma, tamanho e reproducdo das células, que podem ser sinal de
alguma doenca.

Posso me recusar a participar do estudo?

Sim, vocé nao precisa participar deste estudo se nao quiser. E pode sair a
qualquer momento e ninguém ira ficar bravo com vocé. O médico/dentista continuara
cuidando de vocé. Vocé pode fazer perguntas sobre este estudo a qualquer
momento, através dos telefones da pesquisadora Anna Clara Duszczak D’Agulham:
9166 4288 e 3232 6452.

Eu aceito participar deste estudo

NOME DO ADOLESCENTE ASSINATURA DATA

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA
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APENDICE 4
Ficha clinica Data: [/ |
DADOS DO PACIENTE CODIFICACAO: | | |
Nome paciente:
Nome do Acompanhante:
Endereco: ne:
Bairro: Cidade: Estado: CEP:
- Telefone: Celular:
HISTORIA MEDICA
1 Idade em anosl | 2 Data de nascimentol | | | | |

3 Sexo Feminino |_ Masculino I_

4 Tipo Racial |_ Leucoderma|_ Xantoderma I_ Melanoderma Feoderma

5 Tempo de TMO em anosl | 6 Data do TCTH | | | | |

7 Tipo de transplante I_ Aparentado I_Néo aparentado

8 Qual (is) os medicamentos e dosagens dos medicamentos em uso no momento?

9 Percebeu alguma alteragao na sua boca nos ultimos meses? Sim | Nao

Qual?
10 Faz bochecho com alguma substancia? Siml Nao | Qual?
11 Vocé é fumante? Sim Nao

12 Consome alcool diariamente? Sim |_ Nao |_

13 Ja apresentou neoplasia? Sim I_ Néo|_ Local:




APENDICE 5

Ficha de analise citolégica Caédigo: | | |

Maturacao Celular

Camada superficial anucleada

Camada superficial nucleada

Camada Intermediaria

I_ Camada basal

Classificagcao de Papanicolaou

I_Classe 0 I_Classe I |_Classe Il I_Classe i I_Classe v |_Classe V

Alteragdes Celulares

Nucleo Citoplasma

[ Hipercromatismo [ Propriedades alteradas dos corantes
[ Figuras aberrantes de mitose [ Vacuolizagdo

[ Aumento exagerado do nucleo [ Inclusdo

[ Anormalidades na cromatina [ Anisocitose

[ Multinucleagao [ Polimorfismo

[ Anisocariose
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ANEXO 1

@& HOSPITAL DE CLINICAS
B £ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CEPM/HC/IUFPR
Curitiba, 19 de novembro de 2010.

limo (a) Sr. (a)
Anna Clara Duszcak D’Agulham
Neste

Prezada Pesquisadora:

, Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “ANALISE
CITOLOGICA E QUANTITATIVA DAS REGIOES ORGANIZADORAS NUCLEOLARES DA
MUCOSA BUCAL DE CRIANCAS E ADOLESCENTES COM ANEMIA DE FANCONI®, foi
analisado COM PENDENCIA pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos, em reuniao realizada no dia 26 de outubro de 2010. Apos, analisada as
respostas das pendéncias encaminhadas pela pesquisadora, este CEPIHE
considera o projeto aprovado em 19 de novembro de 2010. O referido projeto
atende aos aspectos das Resolugbes CNS 196/96, e complementares, sobre
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
do Ministéerio da Saude.

CAAE: 0282.0.208.000-10
Registro CEP: 2344.238/2010-10

Conforme a Resolucao 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informacdes
relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidgs.

Data para entrega do primeiro relatério: 19 de maio de 2011.

Atenciosamente,

Renangambara_ Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR
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ANEXO 2

SOLUGAO

TEMPO/PROCEDIMENTO

Alcool etilico 80%

10-15 mergulhadas

Alcool etilico 70%

10-15 mergulhadas

Alcool etilico 50%

10-15 mergulhadas

Agua Destilada

10-15 mergulhadas

Hematoxilina de Harris

1 minutos

Agua corrente

2 minutos

HCI 0,5% em agua destilada

2 mergulhadas

Alcool etilico 50%

10 — 15 mergulhadas

Alcool etilico 70%

10 — 15 mergulhadas

Alcool etilico 80%

10 — 15 mergulhadas

Alcool absoluto

10 — 15 mergulhadas

Orange G 6

1 mergulhada

Alcool absoluto

10 — 15 mergulhadas

Alcool absoluto

10 — 15 mergulhadas

Alcool absoluto

10 — 15 mergulhadas

EA-36

1 minuto

Alcool absoluto

10 mergulhadas

Alcool absoluto

10 mergulhadas

Alcool absoluto

10 mergulhadas

Alcool absoluto

10 mergulhadas

50/50 Xilol e Alcool

10-15 mergulhadas

Xilol 10-15 mergulhadas
Xilol 10-15 mergulhadas
Xilol 10-15 mergulhadas
Xilol 10-15 mergulhadas

Montagem da Lamina

FONTE: DIGENE do Brasil, (2002)
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ANEXO 3

SOLUCAO A: 2g de gelatina (sem sabor) dissolvida em 100 ml de agua destilada

pré aquecida. Adicionar 1g de acido formico.

SOLUCAO B: nitrato de prata a 50% (50 gramas de nitrato de prata e 100 ml de
agua destilada)

Misturar 1 volume de solugcdo A com 2 volumes da solucéo B.

1- colocar no recipiente com as lamina ,deixando sobre 30minutos, no escuro e
a temperatura ambiente;

2- Lavar em agua destilada;

3- Colocar em metabissulfito de soédio a 1% (1 grama em 100 ml de agua
destilada) de 1 a 3 minutos — ideal de 2 minutos

4- Lavar em agua destilada;

5- Colocar tiassulfato de sodio a 2% (2 gramas em 100 ml de agua destilada) de
1 a 3 minutos

6- Lavar em agua destilada

7- Deixar 1 minuto em alcool absoluto;

8- Deixar mais 1 minuto em novo alcool absoluto;

9- Mais um minuto em novo alcool absoluto;

10-Deixar 1 minuto em xilol;

11-Deixar mais 1 minuto em novo xilol;

12-Mais um minuto em novo xilol

13-Montagem de l|aminas com balsamo Histolam da biotec e laminula de
24X50mm.



	Dissertacao resumo.pdf
	Dissertacao
	 DADOS DO PACIENTE                                           codificação:          
	APÊNDICE 5
	Ficha de análise citológica					Código: 
	Maturação Celular
	 Camada superficial anucleada
	 Camada superficial nucleada  
	 Camada Intermediária
	 Camada basal  
	Classificação de Papanicolaou
	Classe 0    Classe I    Classe II    Classe III    Classe IV    Classe V
	Alterações Celulares
	 
		FONTE: DIGENE do Brasil, (2002)


