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RESUMO

E importante detectar os individuos com maior risco de desenvolver cancer de boca
para que estratégias de prevencdo possam ser implementadas. A leucoplasia é a
lesdo potencialmente maligna mais comum da cavidade bucal e sua transformacéao
maligna é associada com a perda de heterozigosidade (LOH) na regido 9p21. Os
estudos realizados sobre LOH em leucoplasia até o momento utilizaram DNA
extraido de amostras de bidpsias. No entanto, seria importante a utilizacdo da
citopatologia para a obtencéo de DNA, visto que esta € uma forma de coleta ndo
invasiva e in6cua, que permite varias coletas ao longo do tempo. No entanto, &
preciso primeiramente, verificar se 0 DNA obtido pela citopatologia € comparavel ao
DNA obtido pelos métodos ja utilizados na literatura. Portanto, o objetivo deste
estudo é avaliar a frequéncia de LOH de individuos com leucoplasia bucal, a partir
da citopatologia e do tecido obtido pela biopsia. Para tanto, 22 individuos foram
incluidos no estudo apdés assinatura do TCLE. De cada individuo foi obtida uma
amostra citoldgica realizando o esfregaco na superficie da lesdo, uma amostra de
sangue periférico para obtencdo de DNA controle e foi realizada a bidpsia da leséo.
O DNA da amostra citoldgica e do sangue foi extraido a partir de cartbes FTA.
Foram realizados cortes histolégicos dos blocos de parafina, e os tecidos epitelial e
conjuntivo foram microdissectados. O DNA das amostras teciduais foi extraido
utilizando-se o DNAmini Kit. Foi realizada a reacdo de PCR dos DNAs com o
marcador de microssatélite da regido 9p21 IFNA. A seguir os produtos do PCR
foram submetidos a eletroforese capilar e os dados analisados. A LOH foi observada
em 6 amostras, confirmado pelos dois métodos. A distribuicdo dos eventos de LOH
foi observada em amostras néo displésicas (n=4) e displésicas (n=2). A maior parte
de LOH detectada foi em pacientes ndo fumantes (n=4). A analise do microssatélite
IFNA nas amostras por citopatologia revelou 45,4% de LOH, enquanto que a analise
nas amostras biopsiadas revelou 27,3% de LOH. Das 22 amostras no total,
observamos concordancia apenas em 15 casos (68,2%). A analise pelo teste de qui-
quadrado confirmou que ndo ha associagdo estatistica entre as andlises realizadas.

Portanto, os dois métodos de coleta para analise de LOH ndo sdo comparaveis.

Palavras-chave: Leucoplasia. Transformacdo Maligna. Perda de Heterozigosidade.

Ctipatologia. Bidpsia.



ABSTRACT

It is important to detect individuals at higher risk of developing oral cancer so
prevention strategies can be implemented. Leukoplakia is the most common
potentially malignant lesion of the oral cavity and its malignant transformation is
associated with loss of heterozygosity (LOH) in the 9p21 locus. Studies of LOH in
leukoplakia have so far used DNA extracted from biopsy specimens. However, it
would be important to use cytopathology to obtain DNA, since this is a non-invasive
and innocuous collection method that allows several collections over time. However,
it is necessary first to verify if the DNA obtained by cytopathology is comparable to
the DNA obtained by the methods already used in the literature. Therefore, the
objective of this study is to evaluate the frequency of LOH in individuals with oral
leukoplakia, from cytopathology and tissue obtained by biopsy. For this, 22
individuals were included in the study after signing the TCLE. From each individual, a
cytological sample was obtained by scraping the lesion surface, a peripheral blood
sample to obtain control DNA and the biopsy of the lesion was performed. DNA from
the cytological sample and blood was extracted from FTA cards. Histological sections
of paraffin blocks were made, and the epithelial and connective tissues were
microdissected. The DNA from the tissue samples was extracted using DNAmini Kit.
PCR reaction of the DNAs with the microsatellite marker of the 9p21 IFNA region was
performed. Next, the PCR products were submitted to capillary electrophoresis and
the data analyzed. The LOH was observed in 6 samples, confirmed by both methods.
The LOH events were observed in non-dysplastic (n=4) and dysplastic (n = 2)
lesions. Most of the LOH detected was in honsmoking patients (n = 4). Analysis of
the microsatellite IFNA in the samples by cytopathology showed 45.4% of LOH,
whereas the analysis in the biopsied samples revealed 27.3% of LOH. Of the 22
samples in total, we observed agreement only in 15 cases (68.2%). The chi-square
test confirmed that there was no statistical association between the analyzes
performed. Therefore, the two methods of sample collection for LOH analysis

assessed are not comparable.

keywords: Leukoplakia. Malignant Transformation. Loss of Heterozygosity. Cytology.

Biopsy.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

O carcinoma espinocelular representa 95% de todas as neoplasias malignas
gue acometem a cavidade bucal, assim € usado, muitas vezes, como sinébnimo para
o termo cancer bucal. Apesar dos inumeros esforcos realizados no sentido de
prevenir, diagnosticar precocemente e buscar novos protocolos de tratamento, o
progndéstico desta doenca pouco tem se modificado nas uUltimas décadas (NEVILLE;
DAY, 2002), sendo mantidas taxas de sobrevida em torno de 50% em 5 anos
(ANTUNES et al., 2001; BIAZEVIC et al., 2006). Em funcéo disso, o cancer de boca
pode ser considerado um problema de saude publica, requerendo a implementacéo
de estratégias de combate mais eficazes.

A carcinogénese na cavidade bucal € um processo de multiplas etapas, com
alteracbes progressivas sobre o genoma celular, portanto, o desenvolvimento do
cancer na mucosa bucal muitas vezes € precedido por uma lesdo potencialmente
maligna. Uma lesdo potencialmente maligna consiste em um tecido alterado onde o
cancer ocorre mais frequentemente em comparacao a sua contraparte normal (MAO,
1997; REIBEL, 2003).

Dentre as lesdes potencialmente malignas de boca, a leucoplasia é a mais
frequente, com prevaléncia estimada entre 0,42 e 5% (BANOCZY; RIGO, 1991;
DELILBASI et al., 2003; JAHANBANI, 2003; SCHEIFELE; REICHART; DIETRICH,
2003; SCHEPMAN; SMEELE; VAN DER WAAL, 1996). Segundo Carrard et al.
(2010) a prevaléncia de leucoplasias na populacao da regido metropolitana de Porto
Alegre é de 1,01%. A leucoplasia se apresenta como uma placa ou mancha branca,
nao removivel por raspagem, que ndo pode ser caracterizada clinica ou
histopatologicamente como qualquer outra patologia (BARNES et al., 2005). Ao se
deparar com uma leucoplasia ha a necessidade de realizar-se uma biépsia para que
seja possivel o diagnostico histopatolégico, uma vez que estas lesdes podem
apresentar inimeras alteracdes epiteliais (KRAMER et al., 1978).

Os disturbios epiteliais presentes em leucoplasias séo classificados de
acordo com suas caracteristicas morfologicas em hiperplasia epitelial, hiperceratose
(hiperortoceratose ou hiperparaceratose), acantose e displasia epitelial
(WARNAKULASURIYA et al., 2008). No diagnéstico histopatoloégico de uma
leucoplasia essas alteracdes epiteliais podem estar presentes isoladamente ou em
conjunto (WALDRON; SHAFER,1975).
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Waldron e Shafer (1975) ap6s analise microscopica de 3256 leucoplasias

constataram que 80,1% apresentavam diferentes combinagdes de hiperplasia
epitelial, hiperortoceratose, hiperparaceratose e acantose, 12,2% apresentavam
displasia epitelial leve a moderada e 4,5% displasia severa ou carcinoma in situ.
Carcinoma espinocelular foi encontrado em 3,1% das leucoplasias.

A hiperplasia epitelial caracteriza-se pelo aumento do numero de células do
tecido com manutencdo do seu padrdao morfofuncional. A hiperceratose é o
espessamento anormal da camada de ceratina que pode ser constituida de
paraceratina ou ortoceratina. Na paraceratina as células superficiais achatadas
retém os nucleos e boa parte das organelas, enquanto que na ortoceratina essas
células perdem suas organelas e seu citoplasma é ocupado por grande quantidade
de filamentos de citoqueratina. A acantose € 0 espessamento da camada espinhosa
do epitélio, apresentando como principais caracteristicas o alongamento das papilas
epiteliais e a unido entre o tecido conjuntivo e epitelial em linha reta (BARNES et al.,
2005).

A displasia epitelial € caracterizada por modificacbes dos processos de
renovacdo e maturacdo epitelial, resultando em alteragcbes arquiteturais e
citolégicas. Segundo Barnes et al. (2005), na displasia epitelial podem-se observar
as seguintes alteracgdes:

a) aumento do numero de figuras de mitoses (algumas atipicas);

b) presenca de mitoses na metade superficial do epitélio;

c) aumento da proporcao nucleo/citoplasma;

d) nucléolos volumosos;

e) duplicacdo da camada basal;

f) estratificacao epitelial irregular;

g) ceratinizacdo individual ou de grupos de células na camada espinhosa;
h) papilas epiteliais em forma de gota;

i) perda da polaridade das células da camada basal;

j) perda de aderéncia intercelular;

K) hipercromatismo nuclear;



[) pleomorfismo celular.

Estima-se que a taxa anual de transformacdo maligna de leucoplasias seja
de 1% (VAN DER WAAL, 2009). Apesar do enorme progresso no campo da biologia
celular e molecular, ndo ha um marcador ou um conjunto de marcadores que
permitam de forma confiavel prever a transformacdo maligna de uma leucoplasia. A
identificagdo de individuos e lesGes com maior risco de desenvolvimento para o
cancer bucal tem fundamental importancia para a ado¢gdo de medidas eficazes que
favorecam o diagnostico precoce dessa neoplasia, aumentando as taxas de
sobrevida destes pacientes. Além de possibilitar a utilizacdo de medidas preventivas,
como o abandono do uso de substancias carcinogénicas e outros recursos
quimiopreventivos.

A busca continua pela descoberta de marcadores moleculares que possam
identificar lesbes com maior risco de progressdo para malignidade estad cada vez
mais em evidéncia. Uma revisdo com lesdes epiteliais orais potencialmente malignas
avaliou nos estudos o desenvolvimento de marcadores, o potencial deles assim
como a confiabilidade de antever a transformagao (NIKITAKIS et al., 2018).

Existe uma série de biomarcadores citados na literatura com objetivo de
avaliar com precisdo o risco de progressdo das leucoplasias bucais para o cancer.
Villa et al. (2019) em uma revisado sistematica avaliaram 25 estudos a respeito de
biomarcadores que incluiram desde marcadores inflamatérios ou oxidativos, fatores
de crescimento, canais i6nicos, fatores reguladores genéticos e celulares e
biomarcadores epigenéticos. Entre os biomarcadores, destacaram-se reguladores
da Podoplanina (proteina do tipo mucina, marcador especifico do vaso linfatico) e da
p27(proteina que regula o ciclo celular) por serem possiveis preditores
independentes para transformacdo maligna. O que mostra a relevancia na busca de
identificar marcadores preditivos confiaveis para melhor compreender a alteracdes
dessas lesoes.

Atualmente a citopatologia em boca € utlizada como recurso de
rastreamento de individuos em maior risco para cancer bucal (GEDOZ et al., 2007,
PAIVA et al., 2004). A fim de aumentar a acuracia deste exame, séo utilizadas
técnicas quantitativas, como por exemplo, a quantificacdo dos diferentes tipos
celulares encontrados no raspado citolégico com o emprego da coloragdo de

Papanicolaou. Apesar dos avancos na pesquisa empregando citopatologia como
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ferramenta de monitoramento e de diagndstico de risco existe ainda a necessidade

de utilizagdo de testes mais precisos para verificar o potencial de malignizacdo de
forma individual.

Um dogma central da carcinogénese € que o desenvolvimento do cancer
requer a acumulacdo de multiplas alteracdes genéticas. Portanto, lesdes que
progridem para carcinoma espinocelular tendem a ser geneticamente diferentes de
lesGes clinicamente semelhantes, mas que nao progridem (REIBEL, 2003).
Deteccdo destas alteracbes pode ser um poderoso preditor de risco para o
desenvolvimento de cancer bucal (ROSIN et al., 2000). A avaliacdo das lesbes para
a perda de heterozigosidade (LOH) tém sido utilizada e ja mostrou associa¢do com a
transformacao maligna. A perda de heterozigosidade representa a perda de um alelo
em um locus especifico, causada por mutacdo de delecdo, ou perda de um
cromossomo a partir de um par cromossomico, resultando em uma homozigosidade
anormal (ROSIN et al., 2008). Califano et al. (1996) sugeriram um modelo de
progressado tumoral para tumores de cabeca e pescoco a partir da analise de
microssatélites para determinar a presenca de perda de heterozigosidade em 10 loci
alélicos frequentemente perdidos no cancer de cabeca e pescoco. 87 lesdes
cancerizaveis com diferentes achados histopatoldgicos pareadas com amostras
normais foram analisadas. A maior frequéncia de LOH em leucoplasias com
hiperplasia ou hiperceratose ocorreu em 9p21 (20%), seguido por 3pl4 (16%) e 17pl3
(11%). Este achado indica que LOH nestas regibes é um evento precoce nha
progressdo tumoral. Displasias epiteliais, consideradas um passo intermediario na
evolucao histopatoldgica para o cancer, mostraram LOH adicionais em 11913 (29%),
13921 (32%) e 14931 (23%). Como esperado, houve também um aumento na
frequéncia de perdas em 9p2l e 3pl4 da etapa de leucoplasia sem displasia para
leucoplasia com displasia.

O estudo realizado por Rosin et al. (2000) teve por objetivo avaliar a perda
de heterozigosidade (LOH) comparando leucoplasias que progrediram ou ndo para o
carcinoma espinocelular. Todas as leucoplasias, que progrediram para carcinoma
espinocelular apresentavam perda do 3pl4 e 9p2l1, com risco relativo de
malignizacdo 24 vezes maior do que as lesdes que nao apresentavam tal alteracao.
No entanto, a perda destes alelos especificos, ocorria com significativa frequéncia
também em lesdes que ndo progrediram para carcinoma espinocelular. Logo, outros

marcadores foram necessarios para a avaliacdo do potencial de malignizacéao.


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=muta%C3%A7%C3%A3o&lang=3
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Lesdes cancerizaveis com perda do 3p e/ou 9p e alguma outra perda adicional nos

cromossomos 4q, 8p, 11qg, 13q e 17p, possuiam risco de transformacdo em
carcinoma espinocelular 33 vezes maior quando comparadas com lesdes que nao
apresentaram perdas em tais alelos.

Os estudos realizados sobre LOH em leucoplasia até o0 momento utilizaram
DNA extraido de amostras teciduais de bidpsias. No entanto, para avaliar o acumulo
de LOH em diferentes I6cus ao longo do tempo, de forma a detectar a progressao da
carcinogénese, seria importante a utilizacdo da citopatologia para a obtencdo de
DNA. Visto que a citopatologia € uma forma de coleta nédo invasiva e inGcua, que
permite varias coletas ao longo do tempo. No entanto, € preciso primeiramente
verificar se 0 DNA obtido pela citopatologia € comparavel ao DNA obtido pelos
meétodos ja utilizados na literatura, pois apenas as células mais superficiais sédo

coletadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia de perda de heterozigosidade de individuos com

leucoplasia bucal, a partir da citopatologia e do tecido obtido pela biopsia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar a frequéncia de perda de heterozigosidade com a progressiva
severidade da alteracéo epitelial diagnosticada na leucoplasia;
b) Comparar a frequéncia de perda de heterozigosidade de leucoplasias bucais

a partir da analise de DNA obtido por citopatologia e por biopsia;
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Este é um estudo transversal, observacional e analitico.

3.2 AMOSTRA

Os individuos deste estudo foram selecionados no ambulatério de
atendimento clinico da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

A amostra foi constituida por pacientes do género masculino ou feminino,
acima de 18 anos, que apresentam clinicamente leucoplasias bucais, sendo
posteriormente subdivididos em grupos de acordo com a auséncia ou presenca de
displasia epitelial no material histopatolégico examinado.

Os critérios de inclusdo deste estudo sdo: idade superior a 18 anos,
auséncia de lesdo bucal clinicamente visivel, com excecédo da leucoplasia. O calculo
amostral é baseado num nivel de significancia de 5%, para poder de 80% e com
uma diferenca esperada em relacdo a frequéncia de perda de heterozigosidade
entre os grupos de 60% (CALIFANO et al., 1996), dessa forma a amostra foi
constituida de 22 pacientes. Na primeira consulta, foram explicados os objetivos do
estudo e, os participantes que concordaram em fazer parte, assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A). Os pacientes que nao concordarem
em participar do estudo tiveram seu atendimento garantido. Em seguida foi realizado

0 exame fisico extra-oral e intra-oral.

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Os participantes foram submetidos a realizacdo de exame citolégico da
regido onde esta localizada a leucoplasia. Previamente a realizacdo dos raspados,
todos os pacientes foram orientados a retirar suas proteses removiveis (se
existentes) e a bochechar agua filtrada durante 1 minuto. A escova citolégica foi

colocada em um frasco do tipo eppendorf de 2mL, contendo como solugao
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tamponada fosfato salina (PBS). Os tubos foram individualmente colocados no

vortex (Phoenix, AP — 56, Araraquara — Brasil) em velocidade maxima, apés 15
segundos a escova foi removida. Em seguida, o tubo é centrifugado a 15009 por 10
minutos, o excesso de PBS € removido e o pellet de células é congelado a -20C
para posterior extracdo de DNA (BREMMER et al., 2005).

A segquir foi realizado o procedimento de rotina da Clinica Odontoldgica,
procedendo a biopsia das lesbes sob anestesia local, apés a coleta de material
citolégico. O material obtido foi fixado em formalina neutra tamponada a 10% e,
processado pela técnica de rotina do Laboratério de Histopatologia da Faculdade de
Odontologia da UFRGS para inclusdo em parafina e coloracdo por hematoxilina e
eosina (H&E). As leucoplasias foram diagnosticadas histopatologicamente de acordo
com os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (BARNES et al., 2005). A coleta
citopatologica prévia ndo influencia na qualidade da bidpsia para o diagnéstico

histopatologico.

3.4 COLETA DE SANGUE PERIFERICO

Além da coleta citopatoldgica, foi obtida uma amostra de sangue periférico
de cada individuo para obtencdo de DNA controle para a técnica de andlise de perda
de heterozigosidade. O sangue foi obtido por puncédo digital com o uso de lanceta.
As gotas de sangue foram coletadas em cartdes de papel FTA card (Whatman
International Ltd, Abingdon, Cambridge, UK).

3.5 MICRODISSECCAO

A partir de laminas com cortes histolégicos de 8um de espessura coradas
com Cristal de Violeta 0,5% (ANEXO B), o epitélio e tecido conjuntivo das amostras
biopsiadas foram microdissectadas de forma manual com auxilio de lupa e agulha
ou através do Microdissector Laser PALM MicroBeam ZEISS. As amostras do tecido
epitelial e conjuntivo foram coletadas em dois tubos separadamente distintos, onde o

tecido conjuntivo microdissecado foi utilizado como fonte de DNA controle.
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3.6 EXTRACAO DNA

O isolamento de DNA das amostras teciduais foi realizado com o kit QlAamp
DNA mini Kit (QiagenGmbH, Hilden, Germany), de acordo com as instru¢cdes dos
fabricantes. Enquanto que o isolamento do DNA das amostras citolégicas e de DNA
do sangue periférico foi realizado com o reagente FTA (Whatman International Ltd,
Abingdon, Cambridge, UK). A concentracdo do DNA foi medida com

espectrofotometro.

3.7 AMPLIFICACAO POR PCR

A perda alélica foi analisada utilizando-se o marcador de microssatélite
localizado no cromossomo 9p21 (IFNA). Este marcador foi selecionado por ser
frequentemente relacionado a perda alélica em cancer de cabeca e pescoco e em
lesbes cancerizaveis da mucosa bucal (CALIFANO et al.,, 1996; EPSTEIN et al.,
2003; ROSIN et al., 2000; ROSIN et al., 2002; SPAFFORD et al., 2001; SHUMWAY
et al., 2008; TSUI et al., 2008).

As reagbes de PCR foram realizadas num volume total de 20uL contendo
10ng de DNA, primer, solucdo tampdo, oligonucleotideos e enzima Tagq DNA
Polimerase. A amplificacdo de cada grupo de primers consistiu em 30 a 35 ciclos
com desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento entre 50-60°C por 60
segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos. Em seguida foi realizada a analise
dos fragmentos por eletroforese capilar com ABI Genetic Prism 3500 e os dados
analisados através do software GeneScan Analysis 3.7. A eletroforese capilar foi
realizada na Unidade de Andlises Moleculares e de Proteinas (UAMP) do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre.

A LOH foi determinada pelo calculo da propor¢céao entre a altura de pico de
alelos normais e tumorais, utilizando a férmula: (altura do pico do alelo 1 da amostra
de controle/ altura do pico do alelo 2 da amostra de controle) / (altura do pico do
alelo 1 da amostra epitelial / altura do pico do alelo 2 na amostra epitelial). As
amostras em que a razdo entre os valores dos alelos do controle e epitelial (leséo)
foram menores ou igual a 0,5, ou maiores ou igual a 2, foram denominadas LOH.
Os valores encontrados entre 0,5 e 2,0 foram considerados como casos de retencao

dos alelos, ou seja, sem mutacdo nesse locus. Instabilidade de microssatélite (MSI)
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foi definida como a presenca de novos tamanhos de fragmentos na amostra de

interesse, que estavam ausentes no DNA controle. Assim, a MSI se caracteriza por
mutacOes causadas pela insercdo de sequencias de DNA no locus estudado.
Quando apenas 1 pico estava presente esta amostra foi considerada como

homozigota, sendo considerada uma amostra ndo informativa (Figura 1).

Figura 1 — Aspecto representativo da andlise de fragmentos. A, amostra homozigota.
B, amostra com perda alélica. C, amostra com instabilidade de microssatélites

Homozigoto Perda Alélica (LOH) Instabilidade (MSI)
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Fonte: o autor

3.8 ANALISE DOS DADOS

Os dados do presente estudo foram tabelados, analisados e determinadas
as frequéncias absolutas e relativas. A concordancia entre os resultados obtidos das
amostras citolégicas e das amostras de tecido biopsiado foi avaliada pelo teste do
qui-quadrado, sendo considerado um nivel de significancia estatistica de 5%
(p<0.05).
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3.9 ANALISE CRITICA DE RISCOS E BENEFICIOS

Os procedimentos no presente estudo incluem exames clinicos e métodos
de coleta de células bucais que séo inécuos e ndo-invasivos, e de coleta de sangue
que é invasivo, mas inécuo por utilizar apenas materiais estéreis ndo oferecendo
nenhum risco aos pacientes.

Os beneficios para os participantes no presente estudo foram os seguintes:

a) diagnostico histopatoldgico;

b) informagdes sobre higiene e autocuidado bucais;

c) encaminhamento para o tratamento de outras patologias bucais e condi¢des
clinicas de acordo com as possibilidades de atendimento da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.10 MANIPULACAO E DESCARTE DAS AMOSTRAS

Todos os procedimentos envolvendo material biologico foram realizados com
o0 uso de equipamentos de protecao individual (avental, mascara, luvas). Materiais
toxicos foram manipulados em capela de exaustdo e o descarte de residuos
quimicos foi feito via o Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos da
UFRGS para a sua correta eliminacdo. Durante o transcorrer, bem como ao final dos
experimentos, os materiais biolégicos utilizados ou ndo para esta pesquisa foram
descartados em sacos plasticos brancos com identificacdo de material biol6gico ou
caixas para pérfuro-cortantes e recolhidos por empresa contratada pela UFRGS

para coleta deste tipo de residuos.

3.11 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

O conjunto dos experimentos deste projeto foi realizado no Nucleo de
Pesquisa Béasica em Odontologia, localizado na Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e na Unidade de Analises Moleculares e

de Proteinas (UAMP) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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4 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado Comisséo de Pesquisa da Faculdade de Odontologia
(ANEXO C) e pela Plataforma Brasil (ANEXO D) previamente ao inicio de sua
execucdo. Fizeram parte do estudo todos os individuos convidados que
concordaram em participar e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Todos os dados coletados foram protegidos por confidencialidade.
ApoOs os dados serem digitados no banco de dados, os participantes foram referidos

apenas por um codigo de referéncia.
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5 RESULTADOS

Ao total 22 leucoplasias foram analisadas, sendo 12 casos em mulheres
(54,6%) e 10 casos em homens (45,4%). A média de idade foi de 59,3, variando de
25 a 77 anos de idade, sendo 95,5% com idade acima dos 40 anos. A maioria dos
pacientes era fumante (59%), com consumo médio de 28,8 packyears. A andlise
microscopica revelou que 63,6% das lesdes foram diagnosticadas como hiperplasia
epitelial ou hiperceratose, 31,8% apresentaram displasia epitelial e 4,6% queilite
actinica. As localizagBes das leucoplasias foram: labio inferior, palato duro, palato
mole, assoalho bucal, dorso de lingua, ventre de lingua, gengiva, mucosa jugal,
mucosa labial e rebordo alveolar, sendo 14 casos (63,6%) em locais considerados
de alto risco (Tabela 1).

Os casos de LOH, confirmado tanto a partir do DNA obtido pela biépsia
quanto pela citopatologia, foram 6 (27,3%). A distribuicdo dos eventos de LOH foi
observada nos casos de displasia epitelial (n=2), hiperplasia epitelial com
hiperortoceratose (n=3) e hiperortoceratose (n=1). A maior parte de LOH detectada
foi em pacientes ndo fumantes (n=4). Nao observamos relacdo com o consumo de
bebida alcéolica, pois a distribuicdo de LOH ficou dividida em 2 casos de pacientes
etilistas, 2 ex-etilistas e 2 que n&do possuem o habito. Os sitios de acometimento das
lesGes que houve LOH foram: palato duro (n=1), rebordo alveolar/gengiva (n=2),
mucosa jugal (n=1), ventre de lingua (n=1) e borda de lingua (n=1), consistindo
apenas 2 casos em sitios de alto risco (Tabela 2).

A analise do microssatélite IFNA nas amostras por citopatologia revelou
45,4% de LOH, enquanto que a andlise nas amostras biopsiadas revelou 27,3% de
LOH. Das 22 amostras no total, observamos concordancia apenas em 15 casos
(68,2%) entre os resultados da citopatologia e das biopsias. A analise pelo teste de
qui-quadrado confirmou que n&o h& associagdo estatistica entre as analises
realizadas. Em relacdo aos 7 casos em que houve divergéncia, observamos que
enquanto os resultados na citopatologia revelaram LOH (n=4), instabilidade (n=2) e
homozigose (n=1), as amostras desses casos obtidas pelas biopsias revelaram
apenas retencdo (Quadro 1).

Dos 22 individuos estudados, 20 estdo em acompanhamento por 31,6

meses em média (x 34,35). Durante esse periodo apenas 1 lesdo progrediu para
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carcinoma espinocelular, sendo que esta estava localizada em borda de lingua e

apresentou LOH tanto na andlise feita a partir da bidépsia quanto por citologia.

Tabela 1 — Dados demogréficos, de exposicao e histopatoldégicos das amostras

estudadas

(continua)

Caracteristicas

Grupo Leucoplasia n=22

Sexo
Feminino

Masculino

Média de Idade (+ Desvio Padrao)

Exposicdo Fumo

Média Packyears (+ Desvio Padrdo)

Exposi¢éo Alcool Etilico

Localizacdo das lesGes
Assoalho Bucal
Labio Inferior
Palato Mole
Palato Duro
Dorso de Lingua
Ventre de Lingua
Gengiva / Rebordo alveolar
Mucosa Jugal
Bordo de Lingua

12 (54,6%)
10 (45,4%)

59,3 (+13)

59%
13,6% Ex-fumante

28,8 (+16,4)

36,4%

13,6% Ex-consumidor

4 (18,1%)
2 (9,1%)
3 (13,6%)
1 (4,6%)
2 (9,1%)
3 (13,6%)
4 (18,1%)
1 (4,6%)
2 (9,1%)




Tabela 1 — Dados demogréficos, de exposicdo e histopatoldgicos das

amostras

(concluséo)

estudadas

Caracteristicas

Grupo Leucoplasia n=22

Diagndstico Histopatologico
Hiperceratose
Hiperplasia Epitelial e Hiperceratose
Displasia Epitelial

Queilite Actinica

7 (31,8%)
7 (31,8%)
7 (31,8%)
1 (4,6%)

Fonte: o autor
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Tabela 2 — Dados clinico-patologicos e moleculares das amostras (continua)
Caso Género Idade Fumo Alcool Localizacdo da Diagndstico Citopatologia Bidpsia
leséo histopatolégico
#1 Masculino 69 Fumante Etilista Palato Mole Hiperplasia epitelial e Retencéao Retencdo
Hiperortoceratose
#2 Masculino 53 Fumante Ex-etilista Palato Duro Hiperplasia epitelial com LOH LOH
hiperortoceratose
#3 Masculino 77 Nado fumante  N&o etilista  Dorso de Lingua Displasia Epitelial MSI Retencéo
#4 Feminino 76 N&ao fumante Etilista Assoalho Bucal Displasia Epitelial MSI Retencédo
#5 Feminino 74 Fumante Etilista Rebordo Hiperortoceratose Homozigose Retencao
Alveolar
#6 Feminino 76 Fumante N&o etilista Rebordo Hiperplasia epitelial e Retencéo Retencéo
Alveolar hiperortoceratose
#7 Masculino 25 Fumante Etilista Assoalho Bucal Hiperparaceratose LOH Retencéo
#8 Feminino 60 Fumante N&o etilista  Assoalho Bucal Hiperortoceratose LOH Retencao
#9 Feminino 60 Ex-Fumante Etilista Rebordo Hiperortoceratose LOH LOH
Alveolar
#10 Masculino 48 Fumante Etilista Palato Mole Hiperparaceratose LOH Retencdo
#11 Feminino 64 Fumante Etilista Palato Mole Hiperortoceratose Retencdo Retencdo
#12 Masculino 70 Fumante Ex-Etilista Labio Inferior Displasia Epitelial Retencéo Retencéo

22



Tabela 2 — Dados clinico-patologicos e moleculares das amostras
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(concluséo)

Caso Género Idade Fumo Alcool Localizacdo da Diagndstico Citopatologia Bidpsia
leséo histopatolégico
#13 Feminino 60 Ex fumante Etilista Dorso de Lingua Hiperplasia epitelial e Retencdo Retencdo
Hiperparaceratose
#14 Feminino 62 N&ao fumante Ex-Etilista Ventre de Displasia Epitelial LOH LOH
Lingua
#15 Feminino 59 Fumante Etilista Assoalho Bucal Hiperparaceratose LOH Retencéo
#16 Feminino 48 N&o fumante  N&o Etilista Mucosa Jugal Hiperplasia epitelial e LOH LOH
Hiperortoceratose
#17 Feminino 41 Fumante N&o Etilista Ventre de Displasia Epitelial Retencéo Retencéo
Lingua
#18 Masculino 62 Ex fumante Ex etilista Ventre de Displasia epitelial Retencéo Retencéo
Lingua
#19 Masculino 48 N&o fumante Etilista Borda de Lingua Displasia epitelial LOH LOH
#20 Masculino 42 Fumante N&o etilista  Borda de Lingua Hiperplasia epitelial e Retencéo Retencéo
hiperparaceratose
#21 Masculino 61 Fumante N&o etilista L&bio Inferior Queilite Actinica Retencéo Retencéo
#22 Feminino 67 N&o fumante  Nao etilista Gengiva Hiperplasia epitelial e LOH LOH

hiperceratose

Fonte: o autor



24

Quadro 1 — Quadro de contingéncia da andlise de microssatélite das amostras

obtidas por biépsia ou por citologia.

Citologia
Retencao 1ILOH 2MSI Homozigose | Total
Retencéo 9 4 1 2 16
o LOH 0 6 0 0 6
Biopsia
MSI 0 0 0 0 0
Homozigose 0 0 0 0 0
Total 9 10 1 2 22

1LOH = Perda de Heterozigosidade
2MSI = Instabilidade

Fonte: o autor

Qui-quadrado p =0,3131.
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6 DISCUSSAO

A prevaléncia mundial das lesGes potencialmente malignas € de 4,47% e a
leucoplasia oral é uma das lesdes mais comuns (4,11%) (MELLO et al., 2018). Uma
revisao sistematica recente, indicou que a taxa de transformacéo maligna varia entre
0,13% e 34,0% sendo que a taxa média de transformacéo entre todos os estudos
em pacientes com leucoplasia oral foi de 14,9% (WARNAKULASURIYA;
ARIYAWARDANA, 2016). Na busca de detectar quais lesdes teriam maior potencial
de transformacdo, a perda de heterozigosidade (LOH) representa um marcador
adicional promissor como preditor de risco (CALIFANO et al., 1996; ROSIN et al.,
2000; ZHANG et al., 2012). Zhang et al. (2012) destacaram o papel preditivo da LOH
em 9p, revelando uma forte associagao da LOH em 9p21 com a progressao maligna.
No entanto, a maior parte dessa evidéncia foi construida utilizando amostras
teciduais provenientes de biopsias. A coleta citoldégica pode ser uma fonte alternativa
e valiosa para obtencdo de amostras de forma nado invasiva, porém ainda néo é
claro na literatura se a andlise a partir da citologia fornecera resultados semelhantes
aos obtidos a partir da biopsia. Diante destes dados, o objetivo do nosso estudo foi
avaliar a frequéncia de perda de heterozigosidade no cromossomo 9p2l1 de
individuos com leucoplasia bucal, comparando duas fontes de amostras: a
citopatologia e a amostra parafinada obtida pela biopsia.

Analisando as 22 amostras deste estudo, detectamos que 6 (27,3%)
apresentaram LOH, confirmadas tanto pela citologia quanto pela bidpsia. Dois
estudos com metodologia semelhante exibiram valores aproximados, Bremmer et al.
(2009) em sua pesquisa observaram que a LOH estava presente em 7 (28%) de 25
casos e no estudo realizado por Graveland et al. (2013) 11 (26,2%) de 42 amostras
revelaram LOH no cromossomo 9p. Bremmer et al. (2009) observou concordancia
em 80% das amostras enquanto que Graveland et al. (2013) obteve concordancia
em apenas 55% das amostras citoldgicas e teciduais. Das 22 amostras que
avaliamos, obtemos concordancia em 15 casos (68,2%), valor intermediario aos
encontrados previamente na literatura. Nestes estudos todas as amostras que
tinham LOH por citopatologia a LOH também foi correspondente nas amostras
biopsiadas (BREMMER et al., 2009; GRAVELAND et al., 2013), ja nossos resultados
mostram que 10 amostras que sofreram perda de heterozigosidade na citopalogia,

em 6 delas a perda foi equivalente nas amostras biopsiadas. Os tipos de divergéncia
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que observamos foram de LOH, MSI e homozigose nas amostras citoldgicas

enquanto que na analise da bidpsia foi observada apenas retencdo, porém nem a
MSI quanto a homozigose foram avaliados nos estudos acima citados, pois a
comparacao ocorreu somente se a LOH estava presente ou ndo na citopatologia e
no tecido biopsiado. Considerando a amostra tecidual da bidpsia como padréo,
indicaram a especificidade que foi de 100% em ambos os estudos e sensibilidade
analitica de 80% (BREMER et al.,, 2009) e 45% (GRAVELAND et al.,, 2013),
enquanto que a sensibilidade do nosso estudo € de 100% a especificidade é de
apenas 43,75%.

Em nossos resultados obtivemos discordancia de 7 amostras entre os
resultados da citopatologia e das bidpsias. E importante considerar que as células
obtidas pelas duas formas de coleta diferem, enquanto que a citologia é capaz de
extrair apenas as células mais superficiais da lesdo, na andlise pelo corte histolégico
da biépsia toda a extensdo do epitélio é utilizada para analise. Além disso, na coleta
por citologia pode haver contaminacdo com outras fontes de DNA, como da saliva
por exemplo. Sabendo que usualmente esses pacientes apresentam um campo de
cancerizacao, € possivel que células descamadas de outros sitios da mucosa e
presentes na saliva possam ter gerado resultados com mais dano do que na analise
tecidual. Bremmer et al. (2009) observaram LOH na regido de 9p em amostras
citolégicas de mucosa jugal clinicamente normal de um paciente com leucoplasia
localizada no palato. Outro estudo quantificou a perda de heterozigosidade no
carcinoma espinocelular e descreveu que pelo menos 1/3 (10 de 28) dos pacientes
apresentaram alteracdes genéticas na mucosa clinicamente normal adjacentes ao
tumor, utilizando marcadores de microssatélites, dentre eles do cromossomo 9p
(TABOR et al., 2001). Através desses estudos percebemos que pode haver LOH
além do sitio da lesdo, em mucosa clinicamente normal devido ao campo de
cancerizagao.

Outro fator que pode ter contribuido para a discrepancia encontrada é o fato
de que na maioria destes casos (5 de 7) a bidpsia foi do tipo incisional, enquanto
que o esfregaco citologico foi realizado em toda a extensdo da lesdo. Ja foi
comprovado previamente na literatura que as leucoplasias podem apresentar
alteracdes morfolégicas e moleculares heterogéneas em diferentes locais da leséo.
Gomes et al. (2015) avaliaram diferentes marcadores de microssatélites em biopsias

obtidas de diferentes sitios da mesma leucoplasia e, em 5 de 6 casos foi detectado
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padrdo distinto de LOH nos dois sitios estudados.

N&o observamos associagdo entre LOH com a graduacao histoldgica, porém
este foi um achado em estudos anteriores. Graveland et al. (2013) observou perdas
alélicas mais frequentes em leucoplasias com displasia moderada ou severa em 7
de 20 casos. Rosin et al. (2000) constatou nos casos que ndo houve progressao
maligna perda de 9p em apenas 3% de hiperplasias enquanto que nas displasias foi
de 46%, ja nos casos que progrediram a perda alélica foi de 50% nas hiperplasias e
83% nas amostras displasicas. Possivelmente, ndo observamos essa relacédo devido
ao tamanho amostral pequeno em nosso estudo.

O padrao especifico de LOH nas leucoplasias foi estudado quanto ao risco
de progressdo maligna, portanto acompanhamos os casos ao longo do tempo,
sendo que nosso seguimento foi de 31,6 meses, periodo menor se comparado a
literatura existente. Em apenas um caso a lesdo progrediu para carcinoma
espinocelular sendo que este apresentou LOH em 9p, tanto na andlise por citologia
quanto por bidpsia. Rosin et al. (2000) acompanharam 116 casos em um tempo
médio de 43,5 meses e 29 sofreram progressdo maligna (22 com perda em 9p).
Zhang et al. (2012) seguiu no tempo médio de 44,6 meses, 296 pacientes e 41
apresentaram transformacdo maligna (37 com LOH em 9p). Em um estudo mais
recente que acompanhou 445 casos, 60 tiveram progressdo maligna e o tempo de
acompanhamento médio foi de 55,4 meses com LOH em 9p definido como risco
moderado para progressdo (ROCK et al.,, 2018). Além do grande numero de
amostras e um maior tempo de acompanhamento, outra diferenca dos estudos
citados em relacao ao nosso é que nao houve a andlise citopatolégica das amostras,
somente dos tecidos biopsiados. Ja em comparagcdo com outro trabalho que
observou a citopatologia das amostras e biopsia, o tempo médio de
acompanhamento também foi menor (20,3 meses) dos 43 pacientes, e 6
progrediram para carcinoma espinocelular (5 com perda alélica em 9p)
(GRAVELAND et al., 2013).

Em relacdo ao héabito tabagista, 4 de 6 amostras que apresentaram LOH
foram em pacientes ndo fumantes. La Oliva et al. (2019) compararam alteracoes
moleculares em individuos com leucoplasias e com cancer oral, fumantes e nao
fumantes, e apesar de LOH em 9p21 ser um achado frequente, ndo observou
diferencas significativas entre os dois grupos. A literatura mostra que pacientes néao

fumantes com leucoplasia sdo duas vezes mais propensos a progressao maligna do
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qgue pacientes fumantes (ROCK et al., 2018). Outro dado interessante analisado no

mesmo estudo foi que em pacientes nao fumantes com displasia epitelial, a
transformacdo maligna ocorreu mais rapidamente do que em pacientes com
displasia associado ao tabagismo. Dois pacientes ndo fumantes de nosso estudo
apresentaram displasia epitelial e um deles foi justamente o caso em que houve
progressdo maligna. A partir disto, devemos levar em consideragao que pacientes
nao fumantes com leucoplasia precisam ser monitorados rigorosamente devido ao
alto risco de progressdo maligna.

Finalmente, é importante considerar as semelhancgas das caracteristicas das
lesbes que estudamos em relacdo a literatura prévia. A média de idade do nosso
trabalho foi de 59,3 anos, semelhante a média observada previamente. Nos dois
grupos estudados por Rosin et al. (2000) a média foi de 55 e 58 anos. A média do
grupo pesquisado por Graveland et al. (2013) foi de 61 anos e Rock et al. (2018) a
média foi de 58,8 anos. Fumo e alcool sdo hébitos essenciais a serem abordados, ja
gue sdo os principais fatores etiolégicos das lesbes malignas, a maior parte da
nossa amostra era fumante e o habito etilista ndo era predominante, assim como
nos estudos de Rosin et al. (2000), Zhang et al. (2012) e Rock et al. (2018). Ao
observarmos a localizacdo das lesbes, em trés estudos a lingua foi o sitio mais
acometido pelas lesdes (GRAVELAND et al., 2013; ROCK et al., 2018; ZHANG et
al., 2012), em nosso trabalho a maior parte das lesbes estavam em assoalho bucal
(18,1%) e gengiva/rebordo alveolar (18,1%), mas se considerarmos a lingua como
um todo, ou seja, os trés sitios em que foram encontradas as lesdes (dorso, ventre e
bordo), a lingua é a localizacdo mais comum (31,8%) em nosso estudo. Essas
paridades com a literatura existente mostram que nossa amostra, embora pequena,

seja representativa.
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7 CONCLUSAO

A frequéncia de LOH foi de 45,4% nas amostras citolégicas e 27,3% nhas
amostras de bidpsia das leucoplasias estudadas. A concordancia entre os métodos
foi de 68,2%. Portanto, os dois métodos de coleta para andlise de LOH ndo séo
comparaveis. Nao foi detectada associacdo entre LOH e a presenca ou auséncia de
displasia epitelial. O Unico caso de transformacdo maligna em nossa amostra
apresentou LOH tanto na analise citologica quanto pela bidpsia, confirmando o

potencial deste biomarcador em determinar o risco de progresséo tumoral.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro participante,

Esta pesquisa, cujo titulo é: “ANALISE DO PADRAO DE DESCAMACAO, DA
ATIVIDADE PROLIFERATIVA E DA PERDA DE HETEROZIGOSIDADE DA MUCOSA
BUCAL DE INDIVIDUOS EXPOSTOS A CARCINOGENOS, COM LEUCOPLASIAS E COM
CANCER BUCAL” ser4 realizada na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) e tem como objetivo determinar a frequéncia de perda de
heterozigosidade, uma alteracdo genética associada a maior risco de desenvolvimento de
cancer de boca. Se vocé concordar em participar do estudo, deverd responder um
gquestionario, terd sua boca examinada e tera células coletadas, aplicando uma pequena
escova na sua mucosa da borda da lingua e abaixo da mesma, e também uma gota de
sangue do seu dedo para obtencdo de amostras de DNA para posterior avaliagdo genética
de suas células. Além disso, sera feita uma bidpsia para determinar por meio de um exame
microscopico as alteragdes existentes nas células deste local. Este procedimento deve ser
realizado independente da sua participacao no estudo, pois o0 mesmo é fundamental para
definicdo do melhor tratamento para o seu caso. Se vocé concordar, suas amostras de DNA
poderdo ser armazenadas por um periodo de até 5 anos para possiveis estudos
complementares a esse com 0 mesmo objetivo de identificar alteracbes associadas com
maior risco de cancer de boca.

Vocé aceita que suas amostras sejam armazenadas? ( )Aceito ( )N&o aceito

Vocé podera entrar em contato a qualquer momento para conhecimento dos
resultados obtidos com a utilizacdo das suas amostras. Fica assegurado que vocé sera
informado de qualquer resultado que possa influenciar seu tratamento. Os possiveis
desconfortos associados a participacdo neste estudo sdo aqueles decorrentes de um exame
odontolégico comum e a puncao digital do seu dedo para coleta de sangue. Serao utilizados
materiais descartaveis e esterilizados, portanto, sem riscos adicionais. O beneficio
relacionado a participacdo neste estudo € o acesso ao monitoramento e diagndstico de
qualguer condi¢éo bucal. Além disso, o conhecimento adquirido com este estudo podera
contribuir para melhor entender e prevenir as doencas da boca. Fica assegurado o direito ao
sigilo de todas as informagfes coletadas.

Seu tratamento ndo sera afetado independentemente da sua escolha em
participar ou ndo desta pesquisa. Caso decida participar e depois mude de idéia, basta
entrar em contato com o Professor responsavel pela pesquisa e solicitar seu desligamento
do grupo estudado, continuando assegurada a continuidade de seu tratamento.

Eu, (Assinatura do participante), declaro que fui
informado dos objetivos e procedimentos que serdo realizados nesta pesquisa, bem como
sei dos meus direitos e dos deveres dos pesquisadores. Declaro, ainda, que recebi uma
cOpia deste Termo.

Nome Completo:

Telefone:

Pesquisador Responsavel:

Assinatura;

Porto Alegre, de de 201 .
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O pesquisador responsavel por este estudo € Fernanda Visioli, telefone de contato:
51.33085011

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

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, o telefone para contato é: (51) 33083629



ANEXO B - TECNICA DE COLORACAO CRISTAL VIOLETA 0,5%

TECNICA DE COLORACAO CRISTAL VIOLETA 0,5%

ApOs corte histologico colocar as 1aminas por 20 minutos na estufa a 65°C
Xilol por 5 minutos (duas vezes)

Alcool Absoluto por 2 minutos

Alcool 70° por 2 minutos

Cristal de Violeta por 30 segundos

Alcool 70° por 1 minuto

Alcool Absoluto por 1 minuto
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Projetos
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Ttps s wewew Lfrgs brd Portal Servidor Pesqui sifComi ssaol Ini dade/forms?.

Sistema Pesquisa - Pesquisador: Fernanda Visioli

Projeto N@: 23574

Tltule: ANALISE DO PADRAC DE DESCAMACAD, DA ATIVIDADRE PROLIFERATIVA E DA PERDA DE
HETEROZIGODSIDADE DA MUCOSA BUCAL DE INDIVIDUOS EXPOSTOS A CARCINGGENCS, COM LEUCOPLASIAS E
COM CANCER BUCAL

COMISSAC DE PESQUISA DE CDONTOLOGIA: Pareser

Awaliar a frequéncia de perda de heterozigosidade, a atividade proliferativa celular e o padrie de descamacao dos
diferentes tipos celulares da mucosa bucal de individuos expostas aas fatares de risco, fume e alcaol, assim come de
individuss com chncer bucal e de individues portadores de leucaplasia, comparanda-os com individues sem lesio ¢
ndo expostos aos fatores de risco. Serdo incluidos 27 pacientes, nimero baseado em céloulo de amostra, em cada
um dos 4 grupes experimentais, Os pacientes serdo obtidos na Faculdade de Cdontelogia da UFRGS, Serd realizada
coleta citalégica de células do berda da lingua & de assaalhe de boca. Pacientes com leucoplasia & carcinama
receberfo biopsia para confirmagio do diagnéstice. A analise de perda de heterozigosidade sera feita a partiv de uma
coleta de sangue. O projeto apresenta-se bem descrito e com metodelogias apropriadas. Antes de ser enviado para o
Comite de Etica, o cronograma deve ser adequada inserindo-se ano e mes de cada fase do estudo.



ANEXO D - Parecer Plataforma Brasil

UNIVERSIDADE FEDERAL %o |
| GS RIOGRANDE DO SUL/PRO- GREraA
g;“m REITORIA DE PESQUISA -

DADOS DO PROJETO DE PESCLRSA

Titule da Pasquisa: ANALISE DO FADRAD DE DESCAMACAQ, DA ATIVIDADE PROLIFERATIVA E DA
PERDA OE HETERQZIGOSIDADE DA MUCOSA BUCAL DE INDVIDUOS
EXPOSTOS A CARCINOGENOS, COM LEUCOPLASIAS E COM CANCER BUCAL

Pesquisador: Farnanda Visoll

Area Tematics:

Versdo: 2

CAAL: OBMOE12 7 0000 5347

Instituicds Proposente: Universidade Federal do Rio Grands do Sl
Patrocinador Principal: Facukisds e Odonlologa

DADOS DO PARECER

Namaro do Parecar: 261 037
Data da Relatona: 04/04/2013

Apresentacac do Projeto:

Proeio esta sendo avaliado spds tecabimanto das respostas 4 segunda carta de pendancias, Todas as
pardincas loram sendidas & ¢ projelo astd am condigdes de sar agrovado

Objetve da Pesquisa:

Propeso estd sendo avalado opds recebimento das respostas & segunda carts de pendencias. Todis as
pardéncias foram stendidas & 0 projelo asth em condichas de sar aprovado

Avaliacio dos Riscos » Beneficion:

Projen 9818 50000 Avaliada Rpds recatimanto das resposias 3 segunda carts de pandencias. Todss 8
pendincias foram adendidas e o projelo asta em condicbas de 2er sprovado

Comantarios @ Consideragtes sobre a Pesquisa:

Projeto estd sendo avalodo spos recabimento das res00sias & segunda carta de pendencias Todas as
penciincias foram slendidas ¢ ¢ projelo estd om condigas de ser aprovado

Considera¢ies sobre o3 Termos de apresontagie obrigatoria:

Projeno estd sendo avalado apds recebimento das resposias & segunda carts de pandenciss. Todes as
pandindas foram atendidas ¢ o projelo o5ta em condigias de war aprovado

Docerego: Ay Packo Giera, 110. rnaomnmi}mm

Beiro: Fanoopits CEP: 30.04000
UF: Ra Vuniciplo:  PORTO ALEGRE
Tofefome: (513308375 Fax: (STPR6L035 E-mait  eicaBposesgubge be

et oe ®
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Rocomendagdes:

Projelc esta sando avaliado 8p08 recanimento das respostas a sagunda Gia de pandenciss, TodRs A
pand@ncias foram atendidas @ o peojaio estd 6m condigdes de ser aprovaco.

Conclusdes ou Penddincias o Lista de Inadequacoes:

Projata esla sanco avaleds apds fecebimento das respastas & segunda cora de pandercios. Todas as
pendlncas torem slondidas @ © projeto sstd em condipdes do ser aprovadd

Situagdo do Parecer:

Agrovaco

Necessita Apreciagdo da CONEP!

N3o

Consideragies Finais a critério do CEP;
Encarinhe-sa

FORTOQ AL!GRW/
3 >
Assinador por: Bruno Caseel Neswo
Josa Astur Bogo Chies Vica-Pro-Redor de Pasow
(M pﬁopt SOIUER?

Enpovega Av Mm uo-rmaﬁn&mw--wcﬁn{

Bavre: Parossha CRP 00 03) 060
UF RS Munitiple:  PORTD ALEGRE
Telsfose: (S130E20MW Fae: (STGMELD) Eamat: nncmmw
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