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 1.  RESUMO 

 O  carcinoma  espinocelular  de  boca  (CEC)  é  ainda  um  grande  desafio  para  todos 

 os  profissionais  da  área  de  saúde.  Estes  desafios  envolvem  o  manejo  desta  forma  de 

 neoplasia  maligna,  mas  principalmente,  seu  diagnóstico  precoce  a  fim  de  minimizar  a 

 morbidade  e  a  mortalidade  desses  pacientes.  O  monitoramento  das  desordens 

 potencialmente  malignas  bucais  (DPMB),  como  as  leucoplasias  e  eritroplasias,  tem  papel 

 fundamental  para  o  diagnóstico  precoce  do  CEC.  Para  que  isto  seja  alcançado  existem 

 diversos  métodos  de  detecção  de  alterações  a  nível  celular  bem  como  alterações 

 fenotípicas  a  nível  clínico,  e  ntretanto  esta  ação  clínica  ainda  é  extremamente  passiva  e 

 depende  do  aparecimento  das  lesões  visíveis  para  tomada  de  decisão  dentre  um  grupo 

 relativamente  amplo  de  indivíduos  que  estão  em  monitoramento  e  que  estão 

 cumulativamente  somando  danos  precoces  para  o  CEC  e/ou  DMPB.  O  objetivo  deste 

 estudo  foi  estabelecer  o  peso  relativo  dos  diferentes  parâmetros  de  risco  para  o 

 desenvolvimento  de  CEC,  clínicos  e  citopatológicos  ,  e  a  validade  de  aplicação  de  um 

 sistema  capaz  de  acelerar  este  monitoramento.  Como  principais  resultados  sugere-se  um 

 modelo  multicategórico  apresentando  pontos  de  corte  como  indicadores  de  risco 

 aumentado.  Para  análise  de  papanicolau  o  ponto  de  corte  com  maior  acurácia  (89%), 

 sensibilidade  (96%)  e  especificidade  (72%)  foi  aumento  de  17%  na  razão 

 núcleo-citoplasmas  associado  ao  sistema  Bethesda  modificado.  Para  análise  de  AgNOR  o 

 ponto  de  corte  foi  a  observação  de  média  acima  de  3,69  NORs  por  núcleo,  apresentando 

 acurácia  de  90%  (sensibilidade  86%  e  especificidade  93%).  O  uso  da  inteligência  artificial 

 CNN  efetivamente  permitiu  a  aceleração  da  obtenção  dos  resultados  comparáveis  com  a 

 análise  humana.  A  análise  do  modelo  multicategórico  apresentou  pontuações  preliminares 

 de  baixo  (4-6),  moderado  (7-12)  e  alto  risco  (13-19)  para  desenvolvimento  de  CEC.  A 
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 aplicação  longitudinal  igualmente  poderá  contribuir  com  o  monitoramento  de  indivíduos  de 

 risco  para  o  CEC. 

 Palavras-chave:  Câncer  bucal,  leucoplasia,  citopatologia,  Bethesda,  citomorfometria, 

 AgNOR,  Papanicolau. 
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 2.  JUSTIFICATIVA  E  ANTECEDENTES  DA  LITERATURA 

 Dados  da  Organização  Mundial  da  Saúde  (OMS)  indicam  que  na  última  década, 

 houve  um  aumento  de  20%  na  incidência  de  câncer  no  mundo  e  espera-se  que,  para 

 2030,  ocorram  mais  de  25  milhões  de  novos  casos  ,  a  maioria  em  países  de  baixa  e  média 

 renda.  No  Brasil,  a  estimativa  é  de  704  mil  novos  casos  de  câncer  para  o  triênio 

 2023-2025.  As  neoplasias  malignas  acometem  milhares  de  pessoas  em  todo  o  mundo, 

 sendo  o  câncer  de  boca  e  orofaringe  1  dos  20  cânceres  mais  comuns  (Cancer  today, 

 OMS  2023).  O  número  estimado  de  casos  novos  de  câncer  de  boca  no  Brasil  é  de 

 15.100,  correspondendo  ao  risco  estimado  de  6,99  por  100  mil  habitantes,  sendo  10.900 

 em  homens  e  4.200  em  mulheres  (INCA  2023).  Nosso  país  devido  às  suas  dimensões 

 continentais  e  heterogeneidade  social  e  cultural,  apresenta  um  perfil  da  incidência  que 

 reflete  a  diversidade  destes  padrões,  coexistindo  semelhanças  tanto  entre  países 

 desenvolvidos  quanto  em  desenvolvimento  (Santos  M.  de  O.  et  al,  2023). 

 De  todas  as  lesões  malignas  orais,  o  carcinoma  espinocelular  (CEC)  é  o  mais 

 prevalente  (  Sarode  G.  et  al,  2020)  .  O  risco  de  CEC  aumenta  com  o  aumento  da  idade  e 

 pela  exposição  a  fatores  de  risco  como  álcool,  fumo  e  exposição  UV  (  Luc  ena  IM.  et  al, 

 2022).  Quanto  ao  gênero,  o  risco  é  maior  em  homens,  mas  tem  aumentando 

 progressivamente  em  mulheres  desde  2010  (  GLOBOCAN,  2018).  Sua  causa  é 

 multifatorial  e  nenhum  agente  ou  fator  carcinogênico  etiológico  único  tem  sido  claramente 

 definido  ou  aceito.  A  rotina  clínica  odontológica  se  mantém  passiva  nos  últimos  anos  e 

 sem  mudança  expressiva  desses  cenários  e  com  limitada  busca  ativa  dos  indivíduos  com 

 risco  de  desfecho  positivo  para  CEC  (Lepper  T.W.  et  al,  2020). 

 O  sítio  mais  comumente  acometido  pelo  CEC  é  a  língua,  geralmente  as  superfícies 

 lateral  posterior  e  ventral.  O  assoalho  de  boca  é  o  segundo  sítio  mais  acometido,  seguido 
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 em  ordem  decrescente  de  frequência  o  palato  mole,  gengiva,  mucosa  jugal,  mucosa  labial 

 e  palato  duro  (  Riju  J.  et  al,  2023). 

 O  carcinoma  espinocelular  tem  uma  apresentação  clínica  variada,  incluindo  as 

 seguintes:  exofítica  (papilar  ou  verruciforme),  endofítica  (invasiva  ou  ulcerada), 

 leucoplásica  (mancha  branca),  eritroplásica  (mancha  vermelha)  ou  leucoeritroplásica 

 (combinação  de  áreas  brancas  e  avermelhadas)  (  Chuang  SL.  et  al,  2018).  Por  vezes,  os 

 carcinomas  espinocelulares  podem  ser  precedidos  por  desordens  potencialmente 

 malignas  bucais  (DPMB),  como  a  leucoplasia  e/ou  eritroplasia,  sendo  mais  fortemente 

 precedido  quando  estas  alterações  clínicas  visíveis  apresentam  alterações  epiteliais 

 displásicas  (  Warnakulasuriya  S,  2020). 

 O  melhor  prognóstico  do  CECl  depende  de  seu  diagnóstico  precoce,  uma  vez  que 

 possuem  alta  taxa  de  mortalidade.  Nos  últimos  5  anos,  a  mortalidade  esteve  em  quase 

 50%  dos  casos  (OMS,  2023).  Logo,  avaliações  preventivas  e  de  monitoramento  devem 

 ser  realizadas  principalmente  em  indivíduos  do  grupo  de  risco,  a  fim  de  reduzir  a 

 morbidade  e  mortalidade  destes  pacientes. 

 Sabe-se  que  o  exame  clínico  visual  é  o  principal  método  de  diagnóstico  bucal.  A 

 biópsia,  quando  necessária,  acompanhada  da  análise  histopatológica,  no  manejo  de 

 lesões  bucais  é  a  conduta  considerada  padrão  ouro  para  diagnóstico  definitivo  (  Müller  S. 

 2018;  Shanti  RM,  2020).  Porém,  para  o  rastreio  de  indivíduos  de  risco  sem  lesões  clínicas 

 visíveis,  bem  como  para  o  acompanhamento  dos  mesmos  durante  a  sua  vida,  a  biópsia 

 não  está  indicada  (  Warnakulasuriya  S,  2020).  Desta  forma,  métodos  que  sejam  capazes 

 de  mensurar  maior  ou  menor  risco  do  indivíduo  desenvolver  o  CECl  são  importantes  na 

 rotina  clínica  do  cirurgião-dentista  (Macaulay  et  al,  2012). 

 Muitos  meios  de  diagnósticos  visam  melhorar  a  eficiência  desta  detecção  precoce: 

 esfregaço  e  escovação  associados  a  várias  técnicas  de  citolopatogia,  corantes  vitais, 

 fluorescência,  microscopia  confocal,  tomografia,  espectroscopia,  testes  genéticos  e 
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 quimioluminescência.  Entretanto,  mesmo  que  estes  testes  de  forma  isolada  tenham 

 mostrado  resultados  promissores  na  literatura,  eles  ainda  não  trazem  evidência  de 

 precisão  suficiente  para  excluir  ou  confirmar  um  diagnóstico  de  benignidade  ou 

 malignidade  ou  como  meio  incorporado  a  protocolos  clínicos  de  rastreio  para  mensuração 

 de  risco  do  indivíduo  (Reychler  et  al,  2010). 

 Uma  técnica  não  invasiva  e  de  baixo  custo  que  pode  auxiliar  neste  processo  é  a 

 citopatologia  (da  Silva  AD,  et  al,  2017).  Esta  técnica  analisa  uma  amostra  de  células 

 epiteliais  que  podem  ser  submetidas  a  exame  microscópico  ou  molecular  para  avaliar 

 sinais  de  mudança  nuclear  (Weigun  et  al,  2010;  Alsarraf  et  al,  2018).  A  citopatologia 

 permite  analisar  a  célula  tanto  em  padrões  quantitativos  (citomorfometria  e  padrão  de 

 maturação)  quanto  em  qualitativos  (aglomerados  celulares)  (  Singh  V.  et  al,  2021)  .  Estas 

 análises  têm  sido  consideradas  na  literatura  como  promissoras  para  realizar  avaliações 

 individuais  de  risco  (Cançado  et  al.,  2001,  Al  Sarraf,  2018,  Lepper  T.W.  et  al,  2018). 

 Estudo  usando  método  de  Papanicolau  mensurando  os  diferentes  padrões  de  maturação 

 em  células  bucais  expostas  a  carcinógenos  em  lesões  leucoplásicas  e  carcinoma 

 espinocelular  observou  valores  aumentados  de  células  parabasais  nos  grupos  carcinoma 

 espinocelular  (CEC)  e  álcool/fumo  quando  comparado  ao  grupo  controle  (Burzlaff  J  et  al, 

 2007,  Gedoz  L  et  al,  2009  Lepper  T.W.  et  al,  2018).  A  análise  citomorfométrica  mostrou 

 aumento  da  relação  núcleo/citoplasma  conforme  progressão  da  doença  tanto  em  análise 

 celular  individual  quanto  em  aglomerados  (Alsarraf  2018,  Lepper  T.W  2018).  Valores 

 quantitativos  das  células  parabasais  e  da  relação  N/C  podem  ser  padrões  de  avaliação 

 para  o  desenvolvimento  de  alteração  na  mucosa  bucal  nos  indivíduos  expostos  aos 

 fatores  de  risco  para  CEC.  (Al  Sarraf  et  al,  2018;  Jairajpuri  ZS  et  al,  2019). 

 Quando  analisamos  a  acurácia  dos  métodos  citológicos  pela  coloração  de 

 papanicolau  os  valores  de  sensibilidade  destes  dois  testes  de  diagnóstico  variaram  de  56 

 a  80%  e  a  especificidade  variou  de  56  a  82%  (Lepper  et  al,  2020).  O  valor  da  acurácia  do 
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 método  de  diagnóstico  em  citopatologia  apresenta  variação  de  85,5  a  96%  (Koch  et  al, 

 2011;  Fontes  et  al,  2012  ) 

 A  análise  citomorfometrica  em  Papanicolau  tem  apresentado  resultados 

 promissores,  bem  como  a  análise  dos  aglomerados.  Historicamente,  a  observação  do 

 aumento  da  razão  núcleo  citoplasma  (N/C)  é  avaliada  no  método  Bethesda  para  o 

 monitoramento  de  câncer  de  colo  de  útero  (  Mishra  S.  et  al,  2023  ).  Em  cavidade  oral, 

 estudos  como  de  Shaila  M.  et  al,  2016  e  Raman  RK.  et  al,  2019  apresentaram  que  o 

 aumento  da  razão  (N/C)  pode  ser  um  indicativo  de  maior  risco  de  suspeição  ou 

 malignização  e  sugerem  como  método  citopatológico  de  padronização  para  análise  de 

 progressão  da  doença. 

 Outro  método  que  pode  ser  usado  por  meio  da  citopatologia  é  a  identificação  de 

 Regiões  Organizadoras  Nucleolares  (NORs)  (CARRARD  et  al,  2004;  Salgueiro  AP,  20  20  ). 

 O  aumento  da  velocidade  de  proliferação  celular  reduz  o  tempo  para  o  processo  de 

 reparo  do  DNA,  contribuindo  para  os  múltiplos  eventos  genéticos  da  carcinogênese.  A 

 técnica  das  AgNORs  avalia  essa  velocidade  de  proliferação  celular  por  meio  da 

 impregnação  pela  prata  das  proteínas  associadas  às  NORs,  que  são  as  regiões 

 organizadoras  nucleolares  responsáveis  pela  transcrição  do  DNA  ribossômico 

 (REMMERBACH  et  al,  2003). 

 O  estudo  de  Pinto  T.A.S.  et  al,  2003  associou  as  técnicas  de  Papanicolau  e  de 

 AgNORs.  Apesar  da  pequena  amostra,  observou-se  uma  correlação  entre  o  aumento  da 

 área  nuclear  e  o  aumento  da  média  do  número  das  AgNORs/núcleo. 

 A  média  do  número  das  AgNORs/núcleo,  a  porcentagem  de  células  com  mais  de  3 

 ou  5  AgNORs/núcleo  e  a  média  da  área  das  AgNORs  são  formas  de  análise  deste 

 método.  Estudos  têm  mostrado  que  o  aumento  destes  padrões  são  maiores  em  pacientes 

 expostos  ao  fumo  e  ao  álcool  e  com  CEC.  A  exposição  crônica  destes  carcinógenos 

 aumenta  a  atividade  proliferativa  celular  proporcionalmente  ao  tempo  de  exposição, 
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 principalmente  sob  o  efeito  sinérgico  destes  fatores  (Paiva  RL,  2004;  Gedoz  L,  2007).  O 

 pontos  de  corte  do  número  médio  das  AgNORs/núcleo  na  distinção  de  lesões  benignas  e 

 malignas  ainda  é  bem  definido,  alguns  autores  consideram  6.5,  outros  mais  de  70%  das 

 células  do  raspado  com  mais  de  3  e  4  (Paiva  RL,  2021;  Jajodia  E,  et  al.,  2017; 

 Remmerbach  TW,  2033). 

 Metodologias  conjuntas  para  identificar  indivíduos  que  tenham  maior  probabilidade 

 de  desenvolver  lesões  com  risco  de  malignização  podem  melhorar  a  efetividade  do 

 processo  de  rastreamento  (ROSIN  et  al,  2000).  Estudos  atuais  demonstraram  que 

 sistemas  de  captura  de  células  com  integração  de  algoritmos  de  diagnóstico  por  imagem 

 e  incorporados  ao  sistema  podem  produzir  precisões  de  diagnóstico.  Essas  ferramentas 

 podem  servir  como  métodos  auxiliares  capazes  de  distinguir  entre  lesões  orais  de  alto  e 

 baixo  risco  com  o  objetivo  de  melhorar  os  cuidados  primários  para  tratamento  secundário 

 e  terciário  (McRae  MPet  al,  2020). 
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 3.  OBJETIVOS 

 3.1.  Objetivo  Geral 

 Estabelecer  o  peso  relativo  dos  diferentes  parâmetros  citológicos  para  a 

 transformação  maligna  em  indivíduos  expostos  aos  fatores  de  risco  para  o 

 desenvolvimento  de  carcinoma  espinocelular  e  elaboração  de  um  modelo  multicategórico. 

 3.2.  Objetivos  Específicos 

 -  Avaliar  a  variabilidade  citopatológica  entre  pacientes  com  CEC,  DPMB  e 

 expostos  aos  consumos  de  álcool  e  fumo,  visando  estabelecer  valores  para 

 suspeição  de  desenvolvimento  de  CEC,  empregando  análises 

 citopatológicas,  qualitativas,  quantitativas  e  morfométricas  em  células  de 

 mucosa  bucal  na  coloração  de  Papanicolaou; 

 -  Definir  um  valor  médio  de  AgNOR  por  esfregaço  buscando  estabelecer 

 valores  para  suspeição  de  desenvolvimento  de  CEC  em  indivíduos  expostos 

 ao  álcool  e  fumo  comparativamente  com  indivíduos  diagnosticados  com 

 DPMB  e  CEC,  e  avaliar  a  contagem  humana  especializada  manual  e 

 contagem  automatizada  por  um  sistema  de  CNN  (tecnologia  desenvolvida 

 pelo  mesmo  grupo  de  trabalho  -  Ronnau  M.  et  al  2023); 

 -  Estabelecimento  de  uma  graduação  para  avaliação  de  indivíduos  expostos 

 aos  fatores  de  risco  para  CEC  por  meio  de  uma  análise  multicategórica  que 

 envolve  parâmetros  clínicos,  citopatológicos  e  histopatológicos. 
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 7.  Considerações  Finais 

 O  carcinoma  espinocelular  (CEC)  é  a  neoplasia  maligna  mais  prevalente  na 

 cavidade  bucal  e  está  entre  10  tipos  de  cânceres  que  acomete  a  população  brasileira  com 

 alta  taxa  de  mortalidade  (INCA,  2023).  Nas  últimas  décadas  este  contexto  não  sofreu 

 grande  modificação,  trazendo  um  alerta  sobre  a  importância  de  novas  medidas  de 

 mensuração  de  risco  para  esta  patologia  (OMS,  2023). 

 Os  fatores  de  risco  para  o  desenvolvimento  do  carcinoma  espinocelular  (CEC)  são 

 conhecidos  e  multifatoriais  e  o  exame  clínico  seguido  da  biópsia  e  o  exame 

 histopatológico  segue  sendo  o  padrão  para  o  diagnóstico  das  lesões  displásicas  ou 

 carcinoma  espinocelular  (  Sarode  G.  et  al,  2020;  Abati  S,  2020). 

 No  entanto,  alterações  subclínicas  podem  estar  presentes  e  a  rotina  clínica 

 odontológica  se  mantém  passiva  nos  últimos  anos,  sem  mudança  expressiva  deste 

 cenário,  com  limitada  busca  ativa  dos  indivíduos  com  risco  de  desfecho  positivo  para  CEC 

 (Bezerra  N.V.F.  et  al.,  2018;  Warnakulasuriya  S  ,  2021). 

 Os  estudos  existentes  na  literatura,  como  pudemos  observar,  versam  sobre  vários 

 critérios  de  análises  e  padrões  citológicos  individuais.  A  associação  de  mais  modelos 

 como  forma  de  rastreio  no  acompanhamento  do  indivíduo  pode  estar  mais  próximo  de  um 

 protocolo  clínico  e  citológico  utilizável,  contribuindo  para  superarmos  o  comportamento  de 

 acompanhamento  passivo  destes  indivíduos  até  que  ocorra  o  desfecho  da  doença. 

 Os  avanços  nos  sistemas  de  inteligência  artificial  sugerem  a  utilização  de  sistemas 

 automatizados  para  avaliação  citológica,  podendo  tornar  este  processo  mais  seguro  e 

 rápido  e  com  menor  subjetividade  para  seu  emprego  nas  análises  citopatológicas  em 

 boca  e  de  maneira  especial  para  seu  uso  confiável  de  suspeição  de  malignização  (  Sunny 

 S  et  al,  2019;  Adeoye  J  et  al,  2021;  Ronnau  M.  et  al,  2023). 
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 Atualmente  as  evidências  mais  sólidas  de  pesquisa  indicam  que  exames  periódicos 

 através  de  modelos  multicategóricos,  como  o  proposto  neste  estudo,  associado  às 

 análises  citopatológicas  automatizadas  possam  contribuir  para  a  formulação  de  um 

 modelo  clínico  de  monitoramento  dos  indivíduos  de  risco  capaz  de  sinalizar  de  maneira 

 ainda  mais  precoce  e  específica  quais  indivíduos  apresentam  maior  chance  de 

 malignização  (  Wang  T  et  al,  2019;  McRae  MP,  2020;  Cai  X  et  al,  2021  )  . 

 O  exame  clínico  visual  seguido  da  biópsia  e  exame  histopatológico  segue  sendo  a 

 conduta  considerada  padrão  para  diagnóstico  definitivo  CEC  e  de  alterações  de  displasia 

 epitelial  (  Müller  S.  2018;  Shanti  RM,  2020). 

 Agradecimento  ao  apoio  financeiro  Fapergs  PPSUS  2017  e  2020. 
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 9.  Anexos 

 9.1.  PARECER  DE  APROVAÇÃO  NO  COMITÊ  DE  ÉTICA 
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 9.2.  FICHA  EXAME  CLÍNICO  E  TCLE 

 T  ERMO  DE  CONSENTIMENTO  LIVRE  E  ESCLARECIDO 

 Caro  participante, 

 Esta  pesquisa,  cujo  título  é:  Métodos  de  Rastreamento  na  Prevenção  do  Câncer 

 Bucal  será  realizada  na  Faculdade  de  Odontologia  da  Universidade  Federal  do  Rio 

 Grande  do  Sul  (UFRGS)  e  tem  como  objetivo  Avaliar  a  aplicabilidade  clínica  de  testes  de 

 rastreio  em  pacientes  de  risco  para  o  câncer  bucal. 

 Se  você  concordar  em  participar  do  estudo,  deverá  responder  um  questionário,  terá 

 sua  boca  fotografada,  células  coletadas  de  sua  boca  com  uma  escova  e  se  tiver  lesão  em 

 boca,  esta  será  corada  com  corantes  em  azul.  Os  possíveis  desconfortos  associados  à 

 participação  neste  estudo  são  aqueles  decorrentes  da  coleta  das  células  bucais,  em  que  a 

 região  poderá  ficar  sensível,  dolorida.  As  áreas  coradas  com  o  azul  de  toluidina  poderão 

 ficar  coradas  por  algumas  horas,  porém  a  mesma  coloração  desaparecerá  por  completo 

 posteriormente.  Serão  utilizados  materiais  descartáveis  e  esterilizados,  portanto,  sem 

 riscos  adicionais.  O  benefício  relacionado  à  participação  neste  estudo  é  o  acesso  ao 

 monitoramento  e  diagnóstico  de  qualquer  condição  bucal.  Além  disso,  o  conhecimento 

 adquirido  com  este  estudo  poderá  contribuir  para  melhor  entender  e  prevenir  as  doenças 

 da  boca.  Fica  assegurado  o  direito  ao  sigilo  de  todas  as  informações  coletadas. 

 Seu  tratamento  não  será  afetado  independentemente  da  sua  escolha  em 

 participar  ou  não  desta  pesquisa.  Caso  decida  participar  e  depois  mude  de  ideia,  basta 

 entrar  em  contato  com  o  Professor  responsável  pela  pesquisa  e  solicitar  seu  desligamento 

 do  grupo  estudado,  continuando  assegurada  a  continuidade  de  seu  tratamento. 

 Eu,  ________________________________  (participante),  declaro  que  fui  informado  dos 

 objetivos  e  procedimentos  que  serão  realizados  nesta  pesquisa,  bem  como  sei  dos  meus 
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 direitos  e  dos  deveres  dos  pesquisadores.  Declaro,  ainda,  que  recebi  uma  cópia  deste 

 Termo. 

 Porto  Alegre,  _____  de  ________________  de  201_. 

 Telefone:_______________________ 

 O  pesquisador  responsável  por  este  estudo  é  Prof.  Dr.  Pantelis  Varvaki  Rados  e  a 

 aluna  responsável:  Tatiana  Wannmacher  Lepper,  telefone  para  contato:  (51)33083629  do 

 professor  responsável. 

 Observação:  o  presente  documento,  baseado  no  item  IV  das  Diretrizes  e  Normas 

 Regulamentadoras  para  Pesquisa  em  Saúde  do  Conselho  Nacional  de  Saúde  (resolução 

 196/96),  será  assinado  em  duas  vias,  de  igual  teor,  ficando  uma  em  poder  do  paciente  e  a 

 outra  da  equipe  de  pesquisadores  deste  estudo.  Esta  pesquisa  será  aprovada  pelo 

 Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  da  Universidade  Federal  do  Rio  Grande  do  Sul,  telefone: 

 51.33083629 
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 FICHA  ENTREVISTA  –  ANAMNESE 

 Entrevistador:  ___________________________ 

 1.  Dados  Pessoais 

 1.1.  Número  de  identificação___________________________________________ 

 1.2.  Identidade______________________________________________________ 

 1.3.  Endereço________________________________________________________ 

 1.4.  Telefone_________________________________________________________ 

 1.5.  Sexo:  1  masc  (  )  2  fem  (  ) 

 1.6.  Qual  sua  data  de  nascimento:  _____________  Qual  sua  idade  _____ 

 1.7.  A  sua  raça  ou  cor  é  1  (  )  branca  2(  )  negra  3(  )  parda  4(  )  amarela  5(  )  indígena 

 1.8.  Você  está:  1  (  )  casado  2  (  )  solteiro  3(  )  divorciado  4  (  )  viúvo 

 1.9:  Você  é  alfabetizado  1  (  )  sim  2(  )  não 

 1.10.  Você  estudou  até: 

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

 6(  )  superior  incompleto  7(  )  superior  completo 

 2.  Hábitos  de  Higiene  Bucal 

 2.1.  Com  que  frequência  você  escova  seus  dentes 

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

 uma  vez  por  dia  5  (  )  nunca  escova 

 2.2.  Você  divide  a  sua  escova  com  outras  pessoas  1(  )  sim  2  (  )  não 

 2.3.  O  que  você  usa  para  limpar  seus  dentes 

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

 2.4.  Você  usa  algum  produto  para  bochecho 

 1(  )  não  2(  )  sim.  Qual?  _______________  Há  quanto  tempo?____________ 

 2.5.  Com  que  frequência 

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

 2.6.  Quando  iniciou  o  uso? 

 1  (  )  antes  2(  )  depois  do  diagnóstico  de  câncer  ou  de  lesão  cancerizável 

 2.7.  Quando  foi  a  última  vez  que  você  foi  ao  dentista 

 1(  )  muitos  anos  atrás  2  (  )  1-3  anos  atrás  3(  )  menos  de  1  ano  atrás  4  (  )  não  lembra  5  (  ) 

 nunca  visitou 

 3.  Fatores  comportamentais 

 3.1.  Você  fuma  atualmente  1(  )  sim  2(  )  não  3.2  Tipo___________ 

 3.2  Quantos  cigarrros  por  dia  _______ 

 3.3  Há  quantos  anos_________ 

 3.4  Você  fumou  anteriormente  1  (  )  sim  2(  )  não 

 3.5  Quantos  cigarros  por  dia_________ 

 3.6  Por  quantos  anos____________ 

 3.7  Quanto  tempo  faz  que  você  parou  de  fumar____________ 

 3.8  Você  toma  chimarrão  1(  )  frequentemente  2(  )  algumas  vezes  3(  )  raramente  4(  ) 

 nunca 

 3.9  Você  ingere  bebidas  alcóolicas:  1(  )  frequentemente  2(  )  algumas  vezes  3(  )  raramente 

 4(  )  nunca 

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

 5(  )  outros____________________ 

 3.11  Quantas  doses/copos  você  ingere  por  semana  _______________ 

 4.  História  Médica 

 Você  tem:  Sim  Não  Não  sei 

 4.1  Diabetes  (  )  (  )  (  ) 

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

 4.3  Doença  cardíaca  ou  renal  (  )  (  )  (  ) 
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 4.4.  Artrite  (  )  (  )  (  ) 

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

 4.6.  Você  está  usando  alguma  medicação  1  (  )  sim  2  (  )  não 

 4.7.  Qual  ?________________________________ 
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 FICHA  DE  EXAME  CLÍNICO 
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 9.3.  TÉCNICA  DE  PAPANICOLAOU  MODIFICADO* 

 �  Álcool  absoluto  por  15  segundos  (quatro  vezes) 

 �  Água  destilada  por  15  segundos 

 �  Hematoxilina  de  Harris  com  0,5g  de  Acido  Acético  Glacial  durante  1  minuto 

 �  Descansar  em  papel  absorvente 

 �  Levar  em  água  corrente  e  remover  somente  quando  esta  tiver  aspecto  límpido 

 �  Carbonato  de  Lítio**  durante  15  segundos 

 �  Álcool  por  15  segundos  (aplicar  quatro  vezes) 

 �  Orange  G6  durante  1  minuto  com  Ácido  Fosfotungstico  (0,15g/l) 

 �  Descansar  em  papel  absorvente 

 �  Álcool  por  15  segundos  (por  duas  vezes) 

 �  Policromo***  durante  3  minutos 

 �  Descansar  em  papel  absorvente 

 �  Álcool  por  15  segundos  (por  três  vezes) 

 �  Descansar  em  papel  absorvente 

 �  Xilol  por  5  minutos  (2x)  seguido  por  Montagem  com  Bálsamo  do  Canadá 

 *Técnica  preconizada  por  Papanicolaou,  1941  e  modificada  pelo  Serviço  de  Citologia  do 

 Hospital  de  Clínicas  de  Porto  Alegre,  utilizada  pelo  Laboratório  de  Patologia  da  UFRGS.  ** 

 O  carbonato  de  lítio  é  utilizado  para  realçar  o  efeito  da  hematoxilina.  Tal  solução  é 

 preparada  com  5  gramas  deste  carbonato  para  2  litros  de  água  destilada. 

 **  Composição:  200  ml  de  corante  EA36  e  600  ml  de  corante  EA65  (proporção  3:1). 
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 9.4.  PROTOCOLO  AGNOR  -  Para  6  lâminas 

 FIXAÇÃO 

 ·  Materiais  necessários:  lâminas,  álcool  etílico  99°  ou  absoluto,  frasco  para  depósito  das 

 lâminas. 

 ·  Fixar  as  lâminas  em  álcool  etílico  99°  ou  absoluto  por  30  minutos,  caso  a  técnica  seja 

 realizada  não  imediatamente  após  a  coleta,  armazenar  as  amostras  imersas  em  álcool 

 sob  refrigeração  entre  -5°  C  a  10°  C. 

 ANTES  DE  INICIAR  A  COLORAÇÃO 

 ·  Preparar  o  Falcon  envolto  com  papel  alumínio. 

 ·  Pegar  água  deionizada  no  laboratório. 

 ·  Conferir  a  temperatura  da  estufa  entre  30°C  -  32,5°C  para  receber  a  câmara  escura 

 depois. 

 HIDRATAÇÃO  DAS  LÂMINAS 

 1-  Hidratar  as  lâminas  em  álcool  etílico  absoluto  por  3  minutos. 

 PÓS-FIXAÇÃO 

 1-  Preparar  uma  mistura  na  concentração  de  1:2  de  álcool  etílico  absoluto  e  ácido  acético. 

 a.  30  ml  de  álcool  absoluto  +  15ml  de  ácido  acético. 

 2-  Deixar  as  lâminas  mergulhadas  na  solução  por  10  minutos. 

 PREPARO  DA  SOLUÇÃO  COLÓIDE 

 1-  Pegar  o  frasco  de  vidro  e  tarar  a  balança  de  precisão. 
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 2-  Colocar  0,1g  de  gelatina. 

 3-  Acrescentar  à  gelatina  5ml  de  água  deionizada. 

 4-  Aquecer  a  solução  por  12  segundos  no  micro-ondas  e  mexer  bem  até  dissolver  bem  a 

 gelatina. 

 a.  Se  necessário,  aquecer  por  mais  3  segundos  para  dissolver  bem  a  gelatina. 

 PREPARO  DA  SOLUÇÃO  DE  NITRATO  DE  PRATA 

 1-  Pegar  o  frasco  de  vidro  e  tarar  sobre  a  balança. 

 2-  Colocar  5g  de  nitrato  de  prata  e  10  ml  de  água  deionizada. 

 3-  Mexer  bem  a  solução  até  não  enxergar  mais  os  cristais. 

 4-  Colocar  a  solução  de  nitrato  de  prata  no  Falcon  protegido  com  papel  alumínio, 

 acrescentar  à  solução  colóide. 

 5-  Misturar  bem  as  soluções  dentro  do  Falcon  e  acrescentar  50ul  de  ácido  fórmico. 

 6-  Fechar  o  Falcon  e  deixar  na  estante  sobre  a  bancada. 

 a.  Atenção!  Sempre  que  for  usar  as  pipetas  de  precisão,  trocar  de  luva,  para  evitar  a 

 corrosão  do  nitrato  de  prata. 

 LAVAGEM  DAS  LÂMINAS 

 1-  Após  decorrido  os  10  minutos  na  solução  de  álcool  etílico  absoluto  e  ácido  acético, 

 lavar  as  lâminas  duas  vezes  com  água  deionizada. 

 PREPARO  DA  CÂMARA  ÚMIDA 
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 1-  Colocar  água  deionizada,  em  temperatura  ambiente,  até  cobrir  o  fundo  da  câmara 

 (camada  fina). 

 2-  Retirar  o  excesso  de  água  que  pode  ter  nas  lâminas  (sacudir  elas  um  pouco)  e  colocar 

 sobre  as  grades. 

 3-  Com  uma  pipeta,  colocar  a  solução  preparada  até  cobrir  completamente  as  lâminas. 

 4-  Levar  a  câmara  à  estufa  por  10  minutos  junto  com  o  Falcon  com  o  restante  de  solução 

 que  sobrou.  Após,  abrir  para  conferir  se  as  lâminas  não  secaram,  se  necessário,  cobrir  as 

 áreas  secas  com  a  solução  guardada  no  Falcon  dentro  da  estufa. 

 5-  Após  conferir  as  lâminas,  deixá-las  por  mais  10  minutos  na  estufa. 

 a.  Elas  devem  chegar  a  uma  cor  de  café,  um  castanho  escuro. 

 b.  Se  houver  muita  alteração  de  temperatura  na  estufa  (abaixo  de  30°C,  podemos 

 acrescentar  o  tempo  dessa  alteração  nos  minutos  finais  até  atingir  a  coloração  desejada). 

 c.  Nesses  últimos  10  minutos,  devemos  preparar: 

 ·  Trocar  o  xilol  na  bateria  para  evitar  a  contaminação  com  eosina  das  demais  colorações. 

 ·  Conferir  se  há  lamínulas  que  cubram  toda  a  área  desejada  mergulhadas  no  álcool  na 

 bateria  de  montagem. 

 ·  Conferir  se  há  água  destilada  para  as  lavagens  a  seguir,  se  não,  pegar  mais  no 

 laboratório. 

 LAVAGEM  DAS  LÂMINAS 

 1-  Retirar  as  lâminas  da  estufa  após  os  20  minutos. 

 2-  Lavar  as  lâminas  duas  vezes  com  água  destilada  em  temperatura  ambiente. 

 117 



 a.  Os  descartes  dessas  lavagens  da  solução  de  nitrato  de  prata  devem  ser  descartados 

 no  recipiente  específico. 

 DESIDRATAÇÃO  DAS  LÂMINAS 

 1-  Uma  lavagem  das  lâminas  em  álcool  etílico  absoluto. 

 a.  Só  mergulhar  elas  e  já  tirar. 

 CLAREAR  DAS  LÂMINAS 

 1-  Retirar  as  lâminas  do  álcool  etílico  absoluto  e  mergulhar  uma  vez  no  álcool. 

 a.  Devemos  ter  a  visualização  de  uma  cor  acastanhada  clara. 

 b.  Se  perceber  a  presença  de  muitos  “rastros”  do  nitrato  de  prata,  mergulhar  mais  uma 

 vez. 

 MONTAGEM  DAS  LÂMINAS 

 1-  Secar  bem  as  lamínulas  que  serão  usadas  com  a  gaze. 

 2-  Retirar  a  lâmina  do  mergulho  no  xilo. 

 a.  Uma  por  vezes,  deixamos  as  outras  no  frasco  fechado  e  vazio  do  banho  de  álcool. 

 3-  Colocar  uma  gota  de  Entellan  no  centro  da  lâmina  úmida. 

 4-  Colocar  a  lamínula  em  45°C  na  ponta  da  lâmina  e,  com  o  auxílio  da  pinça,  ir  cobrindo  a 

 lâmina  com  ela. 

 a.  Para  retirar  possíveis  bolhas,  pressione  levemente  a  área  com  a  pinça. 

 5-  Aguardar  a  secagem  das  lâminas. 
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 a.  De  10  a  15  minutos. 

 b.  Com  gaze  e  xilol,  retirar  possíveis  extravasamentos  do  Entellan. 

 i.  Garantir  que  as  lâminas  estejam  bem  secas  antes  de  manipulá-las,  pois  pode  prejudicar 

 a  imagem. 

 CAPTURAS 

 1-  Pegar  no  laboratório  o  óleo  de  imersão,  algodão  e  álcool  isopropílico. 

 2-  Ligar  a  régua,  o  computador,  o  microscópio  e  a  câmera. 

 3-  Colocar  a  objetiva  de  100x  e  ajustar  o  feixe  no  máximo  1.25. 

 4-  Colocar  a  lâmina  na  bandeja. 

 5-  Após  as  capturas,  limpar  a  objetiva  com  algodão  úmido  com  álcool  isopropílico. 
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