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1. RESUMO

O céncer bucal representa um problema importante de salde publica no pais.
Aproximadamente 94% de todas as lesdes malignas orais séo carcinoma espinocelular (CEC) . O
sitio mais comumente acometido pelo CEC ¢é a lingua, geralmente as superficies laterais, posterior e
ventral. O assoalho de boca é o segundo sitio mais acometido. O progndstico dos canceres da
mucosa bucal depende seu diagnostico precoce. A deteccdo de lesbes potencialmente malignas
contribui para o rastreio do cancer bucal. Logo, avaliacbes preventivas devem ser realizadas
principalmente em individuos do grupo de risco a fim de reduzindo a morbidade e mortalidade
destes pacientes. O objetivo foi avaliar os estudos existentes na literatura relacionados aos métodos
auxiliares de diagnostico azul de toluidina, lugol, citopatologia, teste salivar, exame clinico e
autoexame em mucosa bucal de adultos de ambos 0s sexos expostos a fatores de risco para o cancer
bucal e avaliar o uso de métodos de diagndsticos que melhorem a detec¢do precoce do carcinoma
espinocelular. Como resultado o azul de toluidina pode ser utilizada para a demarcacdo da area de
bidpsia, contribuindo para o rastreamento de lesdes potencialmente malignas acompanhado de 0
histopatoldgico. A analise citopatoldgica através dos valores do nimero de células parabasais e
relacdo N / C podem ser padrbes de avaliacdo para o desenvolvimento de alteracbes na mucosa
bucal nos individuos expostos. Os métodos auxiliares avaliados neste estudo podem tornar mais
efetiva a triagem de lesdes com diferentes potenciais de malignidade, ajudando a melhorar a

deteccdo precoce do CEC.

Palavras Chaves: cancer bucal, citologia, azul de toluidina.
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2. INTRODUCAO

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que a cada ano 8,8 milhdes de
pessoas morrem de cancer, a maioria em paises de baixa e média renda. As neoplasias orais
malignas acometem milhares de pessoas em todo o mundo. No Brasil, a estimativa de novos casos
de céncer de boca para 2018, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), ¢é de 14,7 mil, sendo
11,2 mil homens e 3,5 mil mulheres.

Aproximadamente 94% de todas as lesbes malignas orais sdo carcinoma espinocelular
(CEC) . O risco de cancer intra bucal aumenta com o aumento da idade, especialmente para homens
e sua causa é multifatorial. Nenhum agente ou fator (carcin6geno) etiolégico Unico tem sido
claramente definido ou aceito, porém tantos fatores extrinsecos quanto intrinsecos podem estar
atuando e é provavel que mais de um fator em conjunto. Os fatores extrinsecos incluem agentes
externos, tais como tabaco, alcool e luz solar. Os fatores intrinsecos incluem estados sistémicos ou
generalizados, tais como desnutricdo e fatores genéticos (NEVILLE et al, 2009).

O sitio mais comumente acometido pelo CEC € a lingua, geralmente as superficies laterais
posterior e ventral. O assoalho de boca é o segundo sitio mais acometido, seguindo em ordem
decrescente de frequéncia o palato mole, gengiva, mucosa jugal, mucosa labial e palato duro
(NEVILLE et al, 2009).

O carcinoma de células escamosas tem uma apresentacdo clinica variada, incluindo as
seguintes: exofitica (papilar ou verruciforme), endofitica (invasiva ou ulcerada), leucoplasica
(mancha branca), eritroplasica (mancha vermelha) ou leucoeritroplasica (combinacdo de areas
brancas e avermelhadas) (NEVILLE et al, 2009).

Varios carcinomas espinicelulares tém sido documentados em associacdo ou tem sido
precedido por lesdes pre cancerosas, como a leucoplasia e/ou eritroplasia. Contabilizando 96% de
todos os canceres orais, 0 CEC é geralmente precedido por lesdes epiteliais displasicas,

clinicamente vista como leucoplasias (OMAR, 2015). A transformacdo maligna, que é bastante


http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/early-cancer-costs/en/
http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/early-cancer-costs/en/
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imprevisivel, desenvolve em 1-40% das leucoplasias em 5 anos. Les6es displasicas na forma de
eritroplasia carregam um risco de 90% de conversdao maligna. Essas lesbes sdo frequentemente
biopsiadas cirurgicamente e na maioria dos casos, varias bidpsias de acompanhamento séo
indicadas (OMAR, 2015).

O progndstico dos canceres da mucosa bucal depende seu diagnéstico precoce. A detecgédo
de lesbes potencialmente malignas contribui para o rastreio do cancer bucal. Logo, avaliacfes
preventivas devem ser realizadas principalmente em individuos do grupo de risco a fim de
reduzindo a morbidade e mortalidade destes pacientes (INCA, 2015).

Sabe-se que o exame clinico visual é ainda o principal método de diagndstico bucal. A
biopsia, quando necessaria, acompanhada da analise histopatologica, no manejo de lesdes bucais é a
conduta considerada o padrdo ouro para diagnostico definitivo (SCIUBBA, 2001). Porém, a
morbidade e as complica¢bes pos-operatdrias além do aspecto subjetivo da escolha do local a ser
biopsiado, a qualidade e o tamanho do espécime removido pelo cirurgido e 0s critérios
microscopicos utilizados pelo patologista sdo aspectos criticos deste tipo de analise. Alem disso, a
deteccdo precoce depende muito da capacidade do clinico de discriminar alteracBes as vezes sutis
associada a lesdes pré-malignas e condi¢bes inflamatdrias que representam a maioria das
anormalidades da mucosa. Isso pode ser um desafio, mesmo entre especialistas experientes. Desta
forma, métodos de diagnésticos precoce do cancer bucal mais simples podem ser de grande valia na
rotina clinica do cirurgido-dentista (MACAULAY et al, 2012).

Muitos meios diagnosticos visam melhorar a eficiéncia desta deteccdo precoce: esfregaco e
escovacdo associados a varias técnicas de citologia, corantes vitais, fluorescéncia, microscopia
confocal, tomografia, espectroscopia, testes genéticos e quimioluminescéncia. Entretanto, estes
testes ainda ndo fizeram evidéncia de precisdo suficiente para excluir ou confirmar um diagndstico
de benignidade ou malignidade (REYCHLER et al, 2010).

A amplificacdo de imagens esta sendo utilizada para auxiliar no exame clinico. A captura de

imagens intra bucais detecta lesdes em locais de dificil visualizagdo e demonstra detalhes sobre as
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superficies, sutilezas das cores, dos contornos e dos limites das alteracbes (CALANDRO, 2009) e a
quimioluminescéncia através de diferentes tons de luz pode refletir alteracbes metabolicas e
estruturais que o tecido exposto possa estar sofrendo (MORO et al, 2010). A imagem de
autofluorescéncia de campo alargado (AFI) surgiu como uma técnica para
melhorar a capacidade do clinico de detectar neoplasia oral. AFI ilumina
varios centimetros de tecido com luz ultravioleta ou azul, produzindo fluorescéncia visivel
de varios componentes teciduais, predominantemente colageno estromal e alteracdes teciduais
associada ao desenvolvimento neoplésico, como a perda da integridade do coladgeno e espessamento
do epitélio pode levar a uma diminuicao na intensidade de fluorescéncia observada (PIERCE et al,
2012).

Outros métodos de diagnostico precoce do cancer bucal que vem sido descritos na literatura
sdo os corantes vitais, como Lugol e o Azul de Toluidina. A coloracdo por Lugol é amplamente
utilizada para deteccdo precoce do cancer do colo do utero. O principio basico é que o iodo se liga
ao glicogénio e sabe-se que em lesBes displasicas este componente encontra-se diminuido ou até
mesmo ausente, portanto, tais células ndo se coram ou coram-se fracamente pelo Lugol
(PETRUZZI, 2010). Ja a coloracao por azul de toluidina também pode ser utilizada como um
método adjunto para o diagnodstico de lesbes epiteliais. Diversos estudos tém reportado bons
resultados quanto a sensibilidade que varia de 72% a 100% e especificidade de 45% a 92% para
deteccao de lesbes suspeitas de malignidade (ALLEGRA, 2009; EPSTEIN, 2007; ZHANG, 2005).
O azul de toluidina foi primeiramente utilizada para detectar precocemente alteracdes na mucosa do
aparelho reprodutor feminino e epitélio conjuntivo ocular. Este corante tem afinidade por acidos
nucleicos celulares que estdo presentes em maior quantidade nas células alteradas. Dessa forma,
essas células absorvem maior quantidade do corante e geram manchas azul-escuras intensas, o que é
interpretado como regides com maior probabilidade de possuirem displasia epitelial (LEJOY et al,

2016).
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Uma técnica simples, ndo invasiva e de baixo custo é a citologia exfoliativa. Esta técnica
pode obter uma amostra de células epiteliais de lesdes potencialmente malignas que podem ser
submetidas a exame microscépico ou molecular para avaliar sinais de mudanca maligna (WEIGUM
et al, 2010). A citopatologia também tem sido considerada na literatura como eficaz para realizar o
monitoramento dos individuos de risco (CANCADO et al., 2001). Analises utilizando padrbes
citomorfométricos através da coloracdo por Papanicolau podem contribuir para identificar
biomarcadores para deteccdo precoce de doencas precursoras no processo de malignizacdo e
observar diferentes padrdes de maturacdo em células bucais expostas a carcindgenos, como as
leucoplasias e carcinomas espinocelulares (BURZLAFF et al, 2007).

Outro método que vem sendo estudado sdo os biomarcadores salivares, uma ver que fluidos
corporais podem transportar proteina, DNA e espécies de RNA que permitem a deteccdo de
alteracdes celulares relacionado ao cancer. Fluidos corporais, como sangue ou saliva, representam
uma importante fonte para triagem de doencas e diagnostico por ter como vantagens a
acessibilidade, ser um procedimento ndo invasivo, o baixo custo e amostragem maultipla para assim
acompanhamento do desenvolvimento da doenca (SARTINI et al, 2012).

Desta forma, metodologias conjuntas para identificar individuos que tenham maior
probabilidade de desenvolver lesbes com risco de malignizacdo pode melhorar a efetividade do
processo de rastreamento (ROSIN et al, 2000). Estudos para avaliar métodos de prevencdo para o
cancer da boca em grupos expostos aos fatores de risco como também a elaboracdo de um protocolo
clinico de monitoramento e de identificacdo de lesbes potencialmente malignas e malignas sao

necessarios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os estudos existentes na literatura relacionados aos métodos auxiliares de
diagndstico azul de toluidina, lugol, citopatologia, teste salivar, exame clinico e autoexame em
mucosa bucal de adultos de ambos os sexos expostos a fatores de risco para o cancer bucal.

Avaliar o uso de métodos de diagndsticos que melhorem a deteccdo precoce do carcinoma

espinocelular.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a efetividade do teste de azul de toluidina na mucosa bucal de individuos de risco
para o cancer bucal,

Avaliar o teste da citopatologia bucal com a coloracdo de Papanicolau em individuos de
risco para o cancer bucal,

Avaliar as alteracGes histologicas e citopatoldgicas nas eventuais areas positivas ao teste de
azul de toluidina em mucosa bucal de individuos de risco para o cancer bucal,

Comparar a avaliacdo clinica com as fotografias da mucosa bucal de pacientes de risco para
0 cancer de boca;

Buscar eventuais correlacfes entre os testes utilizados.
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REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

- Artigo 1 -
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4. Artigo 1 - Testes diagnosticos para deteccdo precoce do cancer bucal: uma

revisao sistematica.

Previsdo de submissdo em Systematic Reviews Journal (qualis B1).

Resumo

O cancer bucal representa um problema importante de satde publica no pais, estando entre
os 10 canceres mais frequentes na populacdo. Avaliacdes bucais periddicas preventivas devem ser
realizadas em toda a populacdo, uma vez que o progndstico para neoplasias em estagios iniciais de
desenvolvimento € melhor do que para as mais avancadas, reduzindo a morbidade como também a
mortalidade destes individuos. Esta revisdo sistematica teve como objetivo avaliar os estudos
existentes na literatura relacionados aos métodos auxiliares de diagnostico azul de toluidina, lugol,
citopatologia, marcadores salivares, exame clinico e autoexame em mucosa bucal de adultos de
ambos 0s sexos expostos a fatores de risco (alcool e fumo) para o cancer bucal. A estratégia de
busca foi realizada por uma pesquisa nas bases de dados Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online (Medline) via Pubmed, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (Lilacs e Bireme) e Scientific Eletronic Library Online (Scielo) por publicacbes relevantes
realizadas até 2017. Na busca foram encontraram no total 94 artigos e ap06s seguidos 0s niveis de
selecdo 12 artigos foram mantidos para leitura completa. A busca pelo aprimoramento de
tecnologias podem ser caminhos promissores para o desenvolvimento futuro de métodos ndo
invasivos e mais eficazes. Estudos com tamanho amostral maior e realizados de forma multicéntrica
s80 necessarios para a analise e formulacdo de um protocolo clinico sensivel e especifico para o

diagnostico precoce do cancer bucal.


http://www.systematicreviewsjournal.com/
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Palavras chaves: cancer bucal, revisdo sistematica, métodos auxiliares, azul de toluidina,
citolopatologia.

Introducéo

O cancer bucal representa um problema importante de satde publica no pais, estando entre
0s 10 canceres mais frequentes na populacdo (MATEUS et al, 2008, HENRIQUE et al, 2007). De
acordo com INCA estdo previstos 15.490 novos casos de cancer de boca para 2017 no Brasil. Sua
distribuicdo acometera, possivelmente, 11.140 para homens e 4.350 para mulheres. Destes novos
casos 5.401 venham a dbito.

O perfil epidemioldgico de acometimento do cancer de boca € bem definido: homens séo
mais afetados do que mulheres, idade superior a 50 anos e pertencentes a classes sociais menos
favorecida. A maior incidéncia ao sexo masculino pode-se justificar pelo fato de que eles estdo mais
frequentemente expostos aos fatores de risco tais como o tabaco e 0 consumo excessivo de alcool
ou a interacdo entre ambos, que exibe forte efeito multiplicativo sobre o risco
(WARNAKULASURIYA et al, 2009). A quantidade consumida e o tempo de exposi¢do a estes dois
fatores exibem, comumente, gradiente crescente de risco para o desenvolvimento do cancer. (INCA,
2017)

Esta neoplasia maligna é causada por uma combinacdo de fatores intrinsecos como
condicdes sistémicas e hereditariedade e fatores extrinsecos dentre estes a exposi¢do ao tabaco, ao
alcool e a radiacdo ultravioleta (no caso especifico do cancer de labio inferior) (JOHNSON et al.,
2005). A carcinogénese bucal se caracteriza desde modificacGes celulares prévias, as quais
inicialmente podem ndo ser clinicamente detectaveis até alteracdes teciduais visiveis. (BARNES et
al; 2005).

AvaliacBes bucais periddicas preventivas devem ser realizadas em toda a populagéo,
principalmente em individuos que compdem o grupo de risco (INCA, 2017). Tal acéo é justificada

pelo fato de que o prognostico para neoplasias em estagios iniciais de desenvolvimento (tamanho do
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tumor reduzido, sem comprometimento de linfonodos cervicais e sem metastases regionais) é
melhor do que para as mais avancadas, reduzindo a morbidade como também a mortalidade destes
pacientes (INCA, 2017). Apesar da deteccdo dos tumores de boca através do exame clinico da
cavidade bucal ser possivel, aproximadamente 90% das neoplasias malignas dessa regido séo
detectadas em estagios avancados da doenca (estadios Il e 1V) e apenas 7% estdo na fase de
carcinoma in situ (HENRIQUE et al, 2007; MATEUS et al, 2008).

Sabe-se que o exame clinico visual € o principal e mais tradicional método de diagnostico
bucal. Os critérios clinicos para suspeita de lesdes potencialmente malignas e neoplasias incluem:
alteracdes de textura e perda da integridade da superficie, cor, tamanho, indefinicdo dos limites ou
mobilidade de estruturas intra ou extra bucais (SCIUBBA, 2001). Entretanto, a avaliagcdo clinica
pode nem sempre ser suficiente para garantir o diagndstico precoce das lesGes bucais, levando a
necessidade da utilizacdo de métodos auxiliares de exame. (LISIEUX et al, 2011).

Tecnologias visando diagnostico por meio da amplificacdo de imagens e melhor iluminacgéo
estdo sendo utilizados para auxiliar no exame clinico, entre elas temos a tomografia de coeréncia
Optica, a quimioluminescéncia, autofluorescéncia e captura de imagens. Como aspectos positivos
tém-se ser um exame rapido, eficaz e indolor ao paciente (OLIVEIRA, 2007). A video-oroscopia e a
captura de imagens intra bucais detectam les6es em locais de dificil visualizacdo, ou por serem
muito pequenas ou pouco espessas (imperceptiveis a olho nu), além disso, demonstram maiores
detalhes sobre as superficies, sutilezas das cores, tons e nuances e precisdo na observacdo dos
contornos e dos limites das alteracbes (CALANDRO, 2009). Por sua vez a quimioluminescéncia
atraves de diferentes tons de luz pode refletir alteracdes metabodlicas e estruturais que o tecido
exposto possa estar sofrendo (MORO et al, 2010).

Levando em consideracdo a baixa morbidade de métodos de diagnostico, tem-se estudado
biomarcadores salivares que sejam capazes de identificar pacientes de alto risco que podem evoluir

para o cancer bucal (PRESTON et al, 2012).
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O teste com o0 azul de toluidina e a citopatologia através da coloracédo pelo papanicolau séo
formas de rastreio importantes em estratégias de prevencao para o cancer de boca. Sua utilizacéo
tem o potencial de favorecer a discriminacdo entre individuos com maior risco para 0
desenvolvimento desta forma de neoplasia. (LISIEUX et al, 2011; SEGURA et al., 2015).

O azul de toluidina é um corante catiénico metacromatico do grupo de tiazinas que marca
seletivamente grupos acidos de componentes teciduais (radicais carboxilicos, sulfatos e fosfatos),
apresentando afinidade pelo DNA dos nucleos celulares e pelo RNA presente no citoplasma, os
quais fixam o corante e coram-se profundamente (LISIEUX et al, 2011). A intensidade da coloracao
pelo azul de toluidina estd na dependéncia do grau de comprometimento da superficie epitelial. Em
lesGes benignas observamos uma coloracdo ténue e nas displasias epiteliais e nos carcinomas a
coloracdo é mais evidente devido a forte afinidade do corante por estas areas. O teste com o azul de
toluidina € indicado na deteccdo de displasias epiteliais, carcinomas in situ ou precocemente
invasivos e no rastreamento de lesbes bucais em grupos populacionais expostos aos fatores de risco
para o desenvolvimento do cancer bucal (LISIEUX et al, 2011).

Além destes métodos auxiliares de exames, a citopatologia tem sido sugerida na literatura
como eficaz para realizar o rastreamento ou monitoramento dos individuos sem lesdes e com lesdes
potencialmente malignas, a fim de promover a deteccao precoce de alteragcfes iniciais e/ou prevenir
o desenvolvimento de lesdes com risco de malignizacdo (OGDEN et al., 1992; CANCADO et al.,
2001; HAYAMA et al., 2005).

Desta forma, € de grande valia a realizacdo de uma revisdo sistematica da literatura,
analisando os estudos que avaliam a sensibilidade, especificidade e acuracia dos métodos auxiliares
de diagnostico precoce do cancer bucal em grupos expostos aos fatores de risco bem como a
sugestdo de um protocolo clinico para monitoramento e identificacdo de alteracGes histolégicas e/ou

citologicas antes do aparecimento das lesbes malignas clinicamente.
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Materiais e Métodos

Esta revisdo sistematica tem como objetivo geral avaliar os estudos existentes na literatura
relacionados aos métodos auxiliares de diagnostico azul de toluidina, lugol, citopatologia, teste
salivar, exame clinico e autoexame em mucosa bucal de adultos de ambos 0s sexos expostos a

fatores de risco (alcool e fumo) para o cancer bucal.

Questio de Pesquisa (Questdo PICO)

PACIENTES: maiores de 18 anos de ambos 0s sexos expostos aos fatores de risco para o
cancer bucal.

INTERVENCAO: métodos de rastreamento para o cancer bucal (azul de toluidina, lugol,
exame clinico, autoexame, teste salivar, imagens épticas e citologia).

COMPARACAO: método de rastreamento e histopatolégico por bidpsia.

DESFECHO: cancer bucal

Pergunta de Pesquisa

Em adultos de ambos os sexos expostos aos fatores de risco para o cancer bucal, qual

método de rastreamento apresenta maior acuracia para o diagnostico precoce?

Critérios de Selecdo

Critérios de Inclusio

a) Estudos que avaliem a acurdcia através dos testes de diagnostico de sensibilidade e
especificidade dos métodos de rastreamentos azul de toluidina, lugol, citopatologia, teste salivar,
imagens opticas, exame clinico e autoexame;

b) Estudos com individuos expostos a fatores de risco ao cancer bucal, sendo eles o fumo e

o alcool;
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c) Estudos com individuos que apresentem ou nao ao exame clinico lesdes intra bucais;

d) Estudos com individuos maiores de 18 anos de ambos 0s sexos.

Critérios de Exclusdo

a) Estudos que ndo quantifiguem através de porcentagem os valores de sensibilidade e
especificidade dos métodos de rastreio para o cancer bucal;

b) Estudos que ndo tenham como desfecho cancer bucal ou displasia epitelial;

¢) Estudos realizados em animais ou in vitro;

d) Estudos de outro idioma que nao o idioma inglés e portugués.

Protocolo e Registro da Revisdo Sistematica

O protocolo desta revisdo sistematica foi elaborado e previamente realizado o seu registro no
Registro Prospectivo de Revisdes Sistematicas (PROSPERO), obtendo como nudmero

CRD42018080078.

Estratégia de Busca

A estratégia de busca foi realizada por uma pesquisa nas bases de dados Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online (Medline) via Pubmed, Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs e Bireme) e Scientific Eletronic Library Online (Scielo) por
publicacGes relevantes realizadas até 2017 seguindo os critérios de selecdo previamente elucidados.

Os bancos de dados foram pesquisados utilizando os seguintes descritores para as seguintes

bases de dados:
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Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (Medline) via Pubmed
Foi pesquisado seguindo os descritores apresentados no Medical Subject Headings (MeSH)
e incluiram: “Oral Cancer” OR “mouth neoplasm” AND “early detection of cancer” OR “diagnosis”
AND “sensitivity test” OR “specificity test” OR “accuracy” AND “cytological techniques” OR
“physical examination” OR “tolonium chloride” OR “optical imaging” OR “lugol's iodine” OR

“saliva” OR “mouth self-examination”.

Scientific Eletronic Library Online (Scielo)
Foi pesquisado seguindo os descritores disponibilizados pelo Scielo e incluiram: “Cancer”

AND “Oral” AND “testes”.

Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs e Bireme)

Foi pesquisado seguindo os descritores apresentados no Descritores de Ciéncia da
Saude(Decs) e incluiram: “cancer oral” OR “neoplasia bucal” AND “diagnéstico precoce” OR
“deteccao precoce” AND “sensibilidade e especificidade” OR “teste de especificidade” OR “teste
de sensibilidade AND “citologia” OR “exame fisico” OR “azul de toluidina” OR “imagens opticas”

OR “lugol” OR “teste salivar” OR ‘“‘autoexame”.

A estratégia de busca final realizada no Pubmed, Scielo e Bireme/Lilacs encontra-se

apresentada a seguir:

* Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (Medline) via Pubmed

(((("mouth neoplasms"[MeSH Terms] OR ("mouth"[All Fields] AND "neoplasms"[All Fields]) OR
"mouth neoplasms"[All Fields] OR ("oral"[All Fields] AND "cancer"[All Fields]) OR ™"oral
cancer"[All Fields]) OR ("mouth neoplasms"[MeSH Terms] OR ("mouth"[All Fields] AND

"neoplasms”[All Fields]) OR "mouth neoplasms"[All Fields] OR ("mouth”[All Fields] AND
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"neoplasm”[All Fields]) OR "mouth neoplasm”[All Fields])) AND ("early detection of
cancer"[MeSH Terms] OR (“"early"[All Fields] AND "detection"[All Fields] AND "cancer"[All
Fields]) OR "early detection of cancer"[All Fields])) AND (((("sensitivity and specificity"[MeSH
Terms] OR ("sensitivity"[All Fields] AND "specificity"[All Fields]) OR "sensitivity and
specificity"[All Fields] OR "sensitivity"[All Fields]) AND (“research design“[MeSH Terms] OR
("research”[All Fields] AND "design"[All Fields]) OR "research design"[All Fields] OR "test"[All
Fields])) OR (("sensitivity and specificity"[MeSH Terms] OR (“"sensitivity"[All Fields] AND
"specificity"[All Fields]) OR "sensitivity and specificity"[All Fields] OR "specificity"[All Fields])
AND ("research design"[MeSH Terms] OR (“research”[All Fields] AND "design"[All Fields]) OR
"research design"[All Fields] OR "test"[All Fields]))) OR accuracy[All Fields])) AND
((((((("cytological techniques"[MeSH Terms] OR (“cytological[All Fields] AND "techniques"[All
Fields]) OR "cytological techniques"[All Fields]) OR ("physical examination"[MeSH Terms] OR
("physical”[All Fields] AND "examination"[All Fields]) OR "physical examination"[All Fields]))
OR ("tolonium chloride"[MeSH Terms] OR (“tolonium"[All Fields] AND "chloride"[All Fields])
OR "tolonium chloride"[All Fields])) OR ("optical imaging"[MeSH Terms] OR ("optical"[All
Fields] AND “imaging"[All Fields]) OR "optical imaging"[All Fields])) OR ("Lugol's
solution"[Supplementary Concept] OR "Lugol's solution"[All Fields] OR "lugol's iodine"[All
Fields])) OR ("saliva"[MeSH Terms] OR "saliva"[All Fields])) OR (("mouth"[MeSH Terms] OR
"mouth"[All Fields]) AND ("self-examination"[MeSH Terms] OR "self-examination"[All Fields]

OR ("self"[All Fields] AND "examination"[All Fields]) OR "self examination"[All Fields])))

* Scientific Eletronic Library Online (Scielo)

cancer [Todos os indices] and oral [Todos os indices] and testes [Todos os indices]
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* Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs)
(tw:(cancer oral)) OR (tw:(neoplasia bucal)) AND (tw:(diagnostico precoce)) OR (tw:(deteccdo
precoce)) AND (tw:(sensibilidade e especificidade)) OR (tw:(teste de sensibilidade)) OR (tw:(teste
de especificidade)) AND (tw:(azul de toluidina)) OR (tw:(citologia)) OR (tw:(lugol)) OR (tw:(teste
salivar)) OR (tw:(exame fisico)) OR (tw:(autoexame)) OR (tw:(imagens Opticas)) AND

(instance:"regional )

Selecdo dos Estudos

Os estudos foram selecionados através de 3 niveis de selecao:

Nivel 1

Nesta etapa foi realizada uma primeira selecao baseada nos titulos dos estudos encontrados
na busca inicial. Os mesmos foram avaliados de acordo com a presenca das palavras-chaves
relacionadas ao interesse da pesquisa conforme a questdo PICO por dois revisores independentes

(TW.L. e N.B.D.).

Nivel 2
Nesta etapa foi realizada a sele¢cdo baseada nos resumos dos estudos previamente
selecionados no Nivel 1. A avaliacdo do resumo foi mediante os critérios de inclusdo e exclusao por

dois revisores independentes (T.W.L. e N.B.D.).

Nivel 3

Os estudos que passaram pela etapa anterior foram avaliados na integra, a partir da leitura
completa do artigo. Os 2 avaliadores foram cegados das seguintes informacdes: nomes de autores,
instituicdo e periddico. A avaliacdo dos artigos foi mediante os critérios de inclusdo e exclusdo

mencionados.
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Extracdo dos Dados

Para cada estudo incluido, os seguintes dados, quando disponiveis, foram
extraido em um formulario padrdo: nome dos autores, ano de publicacéo, pais, media de idade dos
participantes, grupo de estudo, nimero da amostra, método de rastreio ou teste diagnostico,

desfecho do estudo, valores dos testes de sensibilidade, especificidade e acuracia.

Resultados

As buscas nas bases de dados encontraram no total 94 artigos. Apds a exclusdo
de 2 artigos duplicados, foram aplicados os critérios de inclusdo e exclusdo
em todas as referéncias. Doze artigos foram selecionados para a leitura completa e extracdo dos
dados, conforme pode ser visualizado no fluxograma da Figura 1 e na Tabela 1 a qual mostra como

foi  realizado  este

processo de selecéo.

Artigos encontrados por meio de
pesquisa em base de dados
(n=94)

Pubmed/Medline = 69
Scielo = 11
Bireme/Lilacs = 14

|

Resumos
Nao cancer oral = 28 / selecionados = 29
Nao testes de ‘
Rastreio = 35
Artigos duplicados
Outros = 2 excluidos = 2

Resumos excluidos
apos leitura = 8

Artigos completos
avaliados = 19

Rastreio = 5

\ NZo testes de

Outros = 2

N final = 12

Figura 1. Fluxograma mostrando os resultados do processo de busca.
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Tabela 1 - Busca e seleg3o dos estudos através dos niveis estabelecidos previamente na estratégia de busca no procolo da revis3o sistematica.

PUBMED/MEDLINE SCIELO BIREME/LILACS TOTAL
N Inicial -] 11 14 94
Selegdo por Titulos
N3o céncer 12 2 1 15
Nao bucal 11 1 1 13
N3o rastreio 12 5 2 19
N3o técnicas 16 - - 16
N3o Inglés/ Portugués 0 - 1 1
RevisBes da Literatura 1 1
Final N 18 2 9 29
Selegdio por Resumo
N3o cincer 0 - - 0
Nao bucal 0 0
N3o rastreio 3 1 4
N3o técnicas 1 1
Ndo Inglés/ Portugués 1 1
Revistes da Literatura 1
Final N 12 1 ] 18
Selegdo por Artigo
N3o céncer 0
Nao bucal - - 1 1
N3o rastreio 0
N3o técnicas - - 1 1
Ndo Inglés/ Portugués - - 1 1
Revisdes da Literatura 1 1
N3o Teste de Acuracia 3 1 4
Duplicados 1 1 2
Final N 7 o 5 12

Os estudos foram encontrados com maior frequéncia nos paises Estados Unidos,
Alemanha, india e Brasil, aparecendo 2 estudos em cada um destes paises. A média de idade dos
participantes foi de 56 anos de ambos 0s sexos e 0 tamanho da amostra variou de 60 a 473
individuos entre os grupos testes e controles. A maior parte dos artigos tinha como grupo de estudo
individuos com lesBes suspeitas em cavidade bucal ou lesdes potencialmente malignas como a
leucoplasia e a eritroplasia, totalizando 8 dos 12 artigos, enquanto o outro grupo de estudo

encontrado foi o carcinoma espinocelular.. O desfecho cancer de boca foi 0 mais prevalente entre 0s
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estudos, sendo encontrado em 11 dos 12 artigos selecionados, conforme pode ser visualizado na

Tabela 2.

Tabela 2 — Extracdo de dados apds selecdo dos artigos para leitura completa quanto a amostra, grupos de estudo e desfecho.

Autor/Ano da Pais Nimero da Grupo de Estudo Desfecho
publicagdo Amostra
Navone et al, 2006 Italia 473 Lesdes potencialmente malignas Cancer Bucal
Yoon et al, 2007 Estados Unidos 145 Leucoplasia e eritroplasia Céncer Bucal
Henrique et al, 2007 Brasil 100 Lesdes em cavidade bucal Cancer Bucal
Koch et al, 2011 Alemanha 135 Carcinoma espinocelular ou lesdes suspeitas de CEC Cancer Bucal
Awan et al, 2012 Inglaterra 92 Leucoplasia e eritroplasia Displasia Epitelial
Fontes et al, 2013 Brasil 172 Lestes suspeitas em cavidade bucal Cancer Bucal
Kammerer et al, 2013 Alemanha 70 Lesdes suspeitas em cavidade bucal e Cancer Bucal Cancer Bucal
Wang et al, 2013 China 60 Carcinoma espinocelular Cancer Bucal
Chaudhry et al, 2016 india 100 Leucoplasia Cancer Bucal
Shibahara et al, 2014 lapdo 121 Carcinoma espinocelular ou leucoplasia Céancer Bucal
Pereira et al, 2016 Estados Unidos 300 Carcinoma espinocelular Cancer Bucal
Kaur et al, 2016 india 100 Lestes suspeitas em cavidade bucal Cancer Bucal

Os métodos de diagnosticos presentes nestes estudos encontram-se detalhados na Tabela 3,
apresentando como 0 mais encontrado a citopatologia esfoliativa e o azul de toluidina
seguidamente. A citopatologia foi pesquisada como método de rastreio para o diagnéstico precoce
do céncer de boca em 5 estudos, porém com diferentes tipos de andlises apds a coloracdo por
Papanicolau. As analises presentes nestes estudos foram a citometria de DNA e classificacdo dos
raspados (Classe I, II, 11l ou IV). Os valores de sensibilidade destes dois testes de diagnostico
variou de 23 a 94% e de 56 a 80% respectivamente. Ja a especificidade variou de 32 a 100% e 56 a
82% respectivamente. Os outros testes, como marcadores salivares e imagens opticas variaram de

74 a 94% a sensibilidade e 41 a 96% a especificidade.
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Tabela 3 - Valores de sensibilidade, especificidade e acuracia de cada estudo de acordo com o método de diagndstico estudado.

Autor/Ano de publicagio Métodos de Diagnésti Sensibilidade (%) Especificidade (%) Acuracia (%)
Navone et al, 2006 Citologia convencional X Citologia em liquid-based 85,7% X 95,1% 95,9% X 99%
Yoon et al, 2007 Expressao de pChk2 em Imuno-histoquimica 85,2% 74,2% 78.2%
Henrique et al, 2007 Azul de toluidina e Citologia 80,9 e 23,8% 32,7% e 82,7%
Kach et al, 2011 Citologia 88.5% 86.4%
Awan et al, 2012 Azul de toluidina 56,1% 56,9% =54
Fontes et al, 2013 Citologia 84% 100% 85,5%
Kammerer et al, 2013 Citometria de imagem de DNA em citol ogia 76% 100%
Wang et al, 2013 Biomarcadores salivares associados (Choline, Betaine, 100% 96,7% 99,7%

Pipecolinic acid, L-carnitine)

Chaudhry et al, 2016 Quimioluminescéncia 84,84% 41,7% 70%
Shibahara et al, 2014 Endoscopia de banda estreita 92,3% 88,2%

Pereira et al, 2016 Biomarcador salivar CD44 74% 95%

Kaur et al, 2016 Citometria de imagem de DNA em citol ogia 92% 100% 96%

A maior parte dos estudos ndo apresentava o valor da acuracia do método de diagnéstico
estudado, no entanto nos estudos em que esteve presente a citopatologia obteve acuracia de 85,5 e
96% e os biomarcadores salivares quando associados de 99,7%. N&o foi encontrado na busca
nenhum estudo de acurécia para o cancer bucal relacionado ao método de diagndstico exame
clinico, embora ele estivesse presente em todos o0s estudos na metodologia fazendo parte da selecéo
dos grupos de estudo (lesdes suspeitas em cavidade bucal, lesbes potencialmente malignas e
carcinoma espinocelular). Também ndo foi encontrado estudo relacionado a acuréacia do método de
diagndstico Lugol. Todos os artigos consideraram o exame histopatolégico com coloragdo em HE
como padrdo ouro final para o calculo das medidas de sensibilidade e especificidade dos métodos

diagnosticos estudados.
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Discussao

De acordo com os estudos analisados, observa-se a validade das diferentes metodologias
empregadas, entretanto todos mostram algum grau de incerteza.

De acordo com estudo de Henrique et al, 2007 observa-se que 0 exame de maior
sensibilidade foi o teste de azul de toluidina, com o indice de 80,9%, pois detectou os individuos
sem cancer. Jd a o exame de maior especificidade foi a citologia do raspado da lesdo, com indice de
82,7% para a observacdo de células malignas. Considerando o emprego do azul de toluidina em
leucoplasias com o intuito de detectar as lesbes com displasia epitelial, Awan et al, 2012
constataram sua baixa especificidade (56,9%) e sensibilidade (56,1%). J& Chaudhry et al, 2016
concluiram em seu estudo que o azul de toluidina foi eficaz na identificacdo dos graus mais graves
de displasia e discriminou as lesdes de alto e baixo risco, apresentando especificidade de 88,23%.
Os estudos anteriores utilizaram em média 50 individuos de forma transversal, estes sdo fatores que
dificultam a ampliacéo da aplicabilidade mais segura para estes testes.

Koch et al, 2011 sugerem em seu estudo que a citopatologia tem uma precisdo limitada para
o0 diagnostico precoce do carcinoma espinocelular com menos de 20mm de didmetro, mas acredita
que a citopatologia pode ser utilizada como uma ferramenta adicional no diagnostico do cancer
bucal. No estudo de Fontes et al, 2012 os resultados indicaram que o diagnéstico citopatoldgico
teve boa concordancia com o diagndstico histopatolégico, apresentando alta sensibilidade e
especificidade e concluiram que a citopatologia pode ser usada como teste diagndstico de células
malignas.

Outros métodos de diagnostico, menos frequentes, para o rastreio do cancer bucal também
foram encontrados na busca, como o marcador pChk?2 utilizado na imuno-histoquimica. O estudo de
Pereira et al, 2016 mostrou uma maior marcacdo de pChk2 em lesbes leucoplésicas e/ou
eritroplésicas que posteriormente houve transformagdo maligna em carcinoma espinicelular. Com

isto, Pereira et al, 2016 concluem que o pChk2 pode ser um promissor biomarcador imuno-
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histoquimico capaz de discriminar essas lesdes com maior potencial de transformacdo maligna,
independentemente da evidencia de atipia no epitélio oral.

Uma vez que o exame clinico sozinho ndo consegue distinguir entre lesdes displasicas e ndo
displésicas, testes como a quimioluminescéncia tem surgido a fim de auxiliar a distinguir qual
leucoplasia teria maior potencial de malignidade. Chaudhry et al, 2016 relataram em seu estudo que
a quimioluminescéncia identificou com precisdo leucoplasias homogéneas e ndo homogéneas. No
entanto, mostrou um ndmero maior de falsos positivos e foi capaz de detectar principalmente
displasia leve.

Estudos relacionados a marcadores salivares foram encontrados com diversos tipos de
biomarcadores, como CD44, Choline, Betaine, Pipecolinic acid, L-carnitine. Wang et al, 2013
relatam que a associacdo de alguns biomarcadores podem produzir uma acuracia maior no rastreio
do cancer bucal quando comparados de forma isolada.

Possivelmente a unido de mais de um método de diagndstico possa aumentar a acuracia para
a deteccao precoce do cancer de boca e estudos sobre 0 mesmo ainda se fazem necessario a fim de

auxiliar na formulacdo de um protocolo clinico eficaz e aplicavel em toda populacéo.

Concluséo

O rastreio de lesbes pontencialmente malignas e a deteccdo precoce do cancer bucal tém o
potencial de reduzir o morbidade e mortalidade desta doenca.

Nesta revisdo sistematica o azul de toluidina e citopatologia apresentaram valores de
sensibilidade e especificidade importantes na deteccdo de pacientes portadores de lesdes com
potencial de malignizacdo e assim podem ser métodos auxiliares no diagnostico precoce do cancer

bucal.
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A busca pelo aprimoramento de tecnologias atraves dos marcadores salivares e das imagens

Opticas, como a quimioluminescéncia, podem ser caminhos promissores para o0 desenvolvimento
futuro de métodos néo invasivos e eficazes para diagnosticar de forma precoce o cancer bucal.

Estudos com tamanho amostral maior e realizados de forma multicéntrica sdo necessarios

para a analise e para a formulacdo de um protocolo clinico sensivel e especifico para o diagnostico

precoce do cancer bucal. No entanto, sugerimos que a unido de métodos de diagnostico como o azul

de toluidina e a citopatologia por serem exames de facil manipulacdo e de baixo custo possam ser

de uso viavel na rotina do Cirurgido Dentista.
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5. Artigo 2 - Auxiliary methods for the oral cancer screening

Submited in International Journal of Oral and Maxillofacial Surgery (Qualis Al e Impact factor

2.164)

Abstract

Histologically, about 95% of malignant neoplasms are oral squamous cell carcinomas
(JOHNSON et al., 2005) and still approximately 90% of malignant neoplasms of this region are
detected in advanced stages of the disease (stages Il and IV) and only 7% are in the phase of
carcinoma in situ (HENRIQUE et al, 2007; MATHEUS et al, 2008; LISIEUX et al, 2011). Thus, a
preventive approach is needed for oral cancer to include screening methods capable of early
detection of this disease to reduce morbidity and mortality rates. The aim of the present study was
to evaluate the use of the methods that improve the early diagnosis of OSCC. The sample was
divided in Control Group (CG), Exposed Group (EG), Leukoplakia Group (LG) and Oral Squamous
Cell Carcinoma Group (OSCCG). The photographic examination not showed difference in the
leukoplakia or OSCC suspected lesion when compared to clinical examination. In the cases which
the toluidine blue was positive, the result microscopic examination was epithelial dysplasia or
OSCC. In the lesions where the toluidine blue was negative, the histopathology was hyperkeratosis
and/or epithelial hyperplasia. Cytopathologic examination showed increased values of parabasal
cells in OSCCG and EG, increased values of anucleated cells in the LG and decreased of the
nucleus-to-cytoplasm ratio (N/C) in the OSCCG when compared others groups. The auxiliary
methods evaluated in this study may increase the effect to screening lesions with different potential
of malignancy, helping to improve early detection of OSCC.

Keyword: oral cancer, cytopathologic, toluidine blue.
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Introdution

According to WHO (World Health Organization) there are an estimated 529,000 new cases
of cancers of the oral cavity and pharynx each year, and more than 300,000 deaths for these
pathology. Histologically, about 95% of malignant neoplasms are oral squamous cell carcinomas
(OSCC). The etiology of this disease is a combination of extrinsic factors among these the exposure
to tobacco and alcohol and intrinsic factors such as systemic conditions and heredity ( JOHNSON et
al., 2005). Oral carcinogenesis is characterized from cellular modifications, which initially may not
be clinically detectable until visible tissue changes. (BARNES et al; 2005).

Visual clinical examination is the tool important of oral diagnosis (SCIUBBA, 2001).
However still approximately 90% of malignant neoplasms of this region are detected in advanced
stages of the disease (stages Il and IV) and only 7% are in the phase of carcinoma in situ
(HENRIQUE et al, 2007; MATHEUS et al, 2008; LISIEUX et al, 2011). Thus, a preventive
approach is needed for oral cancer to include screening methods capable of early detection of this
disease to reduce morbidity and mortality rates.

Toluidine blue dye, cytopathology and photographs analysis can be used as additional
methods for the diagnosis in OSCC and potentially malignant disorders (AWAN et al, 2012,
FONTES et al, 2013).

Toluidine blue dye (TBD) is a cationic metachromatic that selectively binds in vivo to acidic
tissue components of DNA and RNA and also may be retained in intracellular spaces of the
dysplastic epithelium. Its use in vivo is based on the fact that dysplastic cells contain quantitatively
more nucleic acids than normal tissues. (AWAN et al, 2012).

The cytopathology is a promising tool for evaluating events associated with carcinogenesis,
since it can be applied prior to a clinically detected lesion and obtained systematically in

comparison to histological samples. A previous study using this method in combination with the
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Papanicolaou staining detected changes in the epithelial maturation of leucoplakia oral mucosal
cells exposed to carcinogens. (SILVA et al, 2017).

The amplification of images is being used to aid in clinical examination. Intraoral image
capture detects lesions in difficult locations and demonstrates details about surfaces, subtleties of
color, contours, and boundaries of changes (CALANDRO, 2009).

The aim of the present study was to evaluate the use of the methods that improve the early

diagnosis of OSCC.

Materials e Methods

This is a cross-sectional, experimental and analytical study approved by the Research
Committee of the Dentistry School and by the CEP of UFRGS under the number CAEEE
71681817.3.0000.5347 prior to the beginning of its execution. The individuals in this study were
selected from the Dentistry School of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Inclusion criteria was female and male patients older than 18 years of age.

The sample was divided in the following groups:
(1) Control Group (CG): constituted by individuals who never smoked and did not consume up to
30g of alcohol for day.

(2) Exposed Group (EG): individuals who smoke at least 20 cigarettes with a filter for day for at
least one year or more than 10 cigarettes with a filter for more than 10 years associated or not with
alcohol ~ consumption above 30g for day. (Self Health, WHO, 2010).
(3) Leukoplakia Group (LG): constituted by individuals who present clinically suspected lesions
such as leukoplakia, erythroplakias or leukoeritroplakia.

(4) Oral Squamous Cell Carcinoma Group (OSCCG): constituted by individuals who present

clinically suspected oral cancer.



39

At the first visit, the aims of the study were explained and after agreeing to participate,
signed the Informed Consent Term. Patients who did not agree to participate in the study had their
care guaranteed. Then, an interview was conducted and a questionnaire with habits and
sociodemographic information was applied, followed by extraoral and intra-oral clinical

examination.

Clinical Examination

The patient was examined in the dental chair by two independent specialist (T.W.L. and
N.B.D.). The inspection was performed with using light from the reflector, odontoscope, tongue
depressor and gauze for help into remove saliva and tongue traction. The examination sites
sequence was: lips, oral mucous, alveolar ridges and gengive, hard and soft palate, tongue and floor
of mouth. Patient was classified in the follow study groups CG, EG, LG or OSCCG confirmed after
histopathological examination. This evaluation was register in a database in regarding a presence or

absence of lesions.

Photographic Register

The individuals of the CG and EG had the sites (hard palate, bilateral oral mucous, bilateral
border of tongue and floor of the mouth), according Figure 1; individuals who presented lesions
have this lesion photographed with the CanonR EOS Digital Rebel 10.1 megapixel camera, EF 100
mm macro lens, MacroR Ring flash, f: 20 and 32, iso: 100 and 200 and exposure time 1 / 125s and
1: 250s. The photographs were taken during the initial clinical examination and after staining with
toluidine blue. These images were stored in a database, blinded identification number for each
individual. All the photography was evaluated for two independent specialist professionals (P.V.R.

and M.G.O.).



Figure 1 — Clinical photographs of the oral cavity performed during the photographic register stage of individuals
from the control and exposed groups. (a) hard palate (b) mucosa jugal right side (c) jugal mucosa left side (d)
tongue board left side (e) tongue board right side (f) floor of the mouth.

Toluidine Blue Test

After the initial photographic register, the toluidine blue test was performed. The application
was performed with a cotton swab soaked in 1% acetic acid for 1 minute; application with cotton
swab soaked in 1% toluidine blue for 1 minute; again the swab application soaked in acetic acid to
remove excess toluidine blue. In CG and EG the test was performed in border of the tongue and
floor of the mouth, in the LG and OSCCG was applied on the lesion. New photograph was taken to
document the staining or not of the oral sites by toluidine blue. The staining was considered positive

or negative according to LISIEUX, 2011.
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Cytopathological Smears Collection

The smears were microscopic analyzed by the Papanicolaou test following the protocol
proposed by Carvalho et al, 2002 observing the first 100 distended and non-overlapping epithelial
cells under a binocular microscope (Olympus Optical Co., Tokyo, Japan, model CX41RF) at a 400
magnification. The analysis cytopathological was performed qualitative, quantitative and
cytomorphometric. .

Analysis Quantitative Cytopathological: The different cell types were classified into

anucleated, superficial with nuclei, intermediate and parabasal.

Analysis Qualitative Cytopathological: The classification used follows the criteria described

by Papanicolau and Traut (1943), described as Class 0 - Invalid sample (Insufficient or inadequate
material for analysis); Class | - Normal Smear (the cells observed have a normal pattern throughout
the smear); Class Il - Normal Swab with Inflammation (the cells observed have normal pattern
throughout the smear, but the presence of inflammatory); Class 11l - Suspected Swab - Dysplastic
Changes (presence of cellular changes in at least two fields of the smear, described as discrete
nuclear hyperchromasia, a slight increase in nuclear size and possible occurrence of cellular
multinucleation); Class IV - Suggestive smear of Malinant Neoplasm - In Situ Carcinoma (presence
of cellular changes in two or more fields that was a considerable number of atypical cells per smear,
characterized by the presence of immature malignant cells, cells with bulky nuclei may be observed,
multinucleation may be observed and the cytoplasm may contain vacuoles); Class V - Malignant

Smear - Invasive Carcinoma (presence of cellular changes compatible with malignant neoplasia)

Analysis Cytomorphometric:  This performed according to Shaila et al 2016, that is, the

same glass slide used to assess maturation pattern was used to measure 50 non-overlapping and

well-distended cells. Images were captured using the Cell Sens software coupled to a digital optical
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microscope. The Image J software was used to measure cellular diameter, nuclear diameter, and
nuclear/cytoplasmic ratio. Cellular and nuclear diameters were measured drawing a line with a
digital cursor from one axis to the other along both X and Y axes. Mean values of X and Y were

considered as the final diameters.

Biopsy and Histopathological Examination

Individuals who exhibit lesions were submitted to a biopsy under local anesthesia. The
obtained material was oriented with paper, fixed in neutral formalin buffered to 10% and processed
by the routine to microscopy examination for inclusion in paraffin and staining hematoxylin and
eosin (HE). The microscopy evaluation was performed by 2 independent examiners previously
calibrated with KAPPA index> 80%. The histopathological diagnostic criteria was based in WHO,

2017.

Results

Sociodemographic and lesions characteristics are shown in Table 1. A total of 26 participants
were included in the study, 15 male (57.7%) and 11 female (42.3%). A mean age was 55.9 years,
detailed information of each group was in Table 1. In regarding of the sites, border of the tongue
was more prevalent in leukoplakias, follow of oral mucous, palate, floor of the mouth, lower lip and
gengive; in OSCCG border of the tongue was more affected than floor of the mouth.  The  data

found for clinical examination, photographic register and toluidine blue test was in Table 2.



Table 1 - Sociodemographic data, habits and lesions caracteristics of the CG, EG, LG and OSCCG.
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Control Group
(n=8)

Exposed Group
(n=2)

Leucoplakia Group
(n=12)

0OSCC Group
(n=3)

Age (mean 1SD)

Gender

Frequency of smokers

Alcoholic Consumption

Lesion Site

Histopathological
Diagnosis

60.7 (+4.7) years

Male
Female

4 (50%)
4(50%)

49 (+14.1) years

Male 1 (50%)
Female 1 (50%)
100 %
100 %

54.8 (£12.7) years

Male
Female

61.5%

61.5%

Border of tongue
Buccal mucosa
Palate

Floor of the Mouth
Lower lip

Gum

Epithelial Dysplasia
Hyperkeratosis
Hyperkeratosis and
Epithelial Hyperplasia
*2 cases with
histopathol ogical
diagnosis

7 (53.8%)
6 (46.2%)

3(23%)
2(15.4%)
2(15.4%)
2(15.4%)
2(15.4%)
2(15.4%)
1 (9%)

7 (63.6%)
3(27.2%)

59.3 (+15.6) years

Male
Female

Ex-smokers
2 (66%)

Border of
tongue
Floor of the
Mouth

0sccC

3(100%)
0(0%)

2(66%)

1(33.3%)
2(66.6%)

3(100%)

Table 2 - Data for clinical examination, photographic register and blue toluidine test in the CG, EG, LG and

OSCCG groups.

Clinical Examination

Photographic
Register

Toluidine Blue Test

Histopathological
Examination

Control Group (8)

‘ Exposed Group
)

Leukoplakia
Group (12)

0SCCG (3)

Positive- 0
Negative - 8

Positive - 0
Negative - 2

Positive - 12
Negative - 0

Positive - 3
Negative - 0

Positive — 0
Negative - 8

Positive — 0
Negative - 2

Positivoe— 12

Negative - 0

Positive — 3
Negative - 0

Positive — 0
Negative - 8

Positive — 0
Negative - 2

Positivoe— 1

Negative -

11

Positivoe— 3
Negative - 0

Non - displastic - 11
Displastic - 1

OSCCG -3
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The photographic examination not showed difference in the leukoplakia or OSCC suspected

lesion when compared to clinical examination. However, was observed others lesion which were
not observed in the clinical examination, as candidiasis and nicotinic stomatitis in the palate.

The photographic examination after application toluidine blue dye reveal different results

when compared with photographic examination initial. The clinical performance of toluidine blue

revealed sharp margin demarcation, according Figure 2.

Figure 2 - Clinical photographics of the oral cavity performed during the photographic registration
stage after the application of the blue toluidine dye in the leukoplasia group. (a) right side tongue
with leukoplakic stain (b) right side tongue with demarcation of lesion borders by toluidine blue (c)
soft palate with leucoplastic plaque (d) soft palate with demarcation of lesion borders by blue of
toluidine (e) gegive with irregular leukoplakic plaque (f) gingiva with light pigmentation and

demarcation of lesion borders by toluidine blue.
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In the cases which the toluidine blue was positive, the result microscopic examination was

epithelial dysplasia or OSCC. In the lesions where the toluidine blue was negative, the

histopathology was hyperkeratosis and/or epithelial hyperplasia, according figure 3.

(==

Figure 3 — (a) Clinical photograph border of tongue with leukoplakic lesion pigmented by toluidine blue (TBD positive) and (b)
histopathological appearance of pleomorphism and cellular atypia, hyperchromatism, mitoses and structural alteration of the
epithelium with diagnosis of epithelial dysplasia. (c) Clinical photograph of soft palate with leukoplakic plaque and demarcation of
lesion borders by toluidine blue (TBD negative) and (d) histopathological appearance of hiskertoceratosis and epithelial hyperplasia.

Cytopathologic examination considering, maturation pattern, showed increased values of
parabasal cells in OSCCG and EG when compared with the CG. In the LG obtained increased
values of anucleated cells where compared in the other groups, according Graphic 1. In the
qualitative analysis was observed more prevalence of the class | in the control, exposed and
leukoplakia group and high value of the class V for the group OSCC, according Graphic 2. The
cytomorphometric analysis showed decreased of the nucleus-to-cytoplasm ratio (N/C) in the

OSCCG (Table 3) when compared others groups.
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Graphic 2 - Analysis Qualitative Cytopathological

Table 3 - Results of the cytomorphometric analysis .

Cellular Diameter (um) Nuclear Diameter (um) Nuclear/Cytoplasmic Ratio

(pm)
Control Group (8) 25.6 29 0,11
Exposed Group (2) 26 3.2 0,12
Leukoplakia Group 223 2.7 0,12

12)

OSCC Group (3) 18.3 4.1 0.22
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One case was observed the malignant transformation of dysplasia into OSCC during this
study. In the case the toluidine blue dye showed degree of pigmentation near. Cytopathologic
examination reveal increased the number parabasal cells, decreased anucleated and superficial cells
and cytomorphometric analyses showed decreased of the nucleus-to-cytoplasm ratio, according

figure 4.

- - “!' \“. ‘— 4 .l

Figure 4 — Case was observed the malignant transformation of dysplasia into OSCC. (a) clinical
photografic of lecoplastic lesion on border of the tongue. (b) pigmentation of the lesion by
toluidine blue. (c) Smear on the lesion and cytological staining by Papanicolau, showing basal
and intermediate cells. (d) histological aspect showing a dysplastic pattern of the epithelium. (e)
Clinical photografic of ulcerated lesion on border of the tongue. (f) pigmentation of the lesion
by toluidine blue. (g) smear of lesion stained by Papanicolau showing plomorphic cells with
predominance of basal cells. (h) histological aspect showing malignant neoplastic cells invading
the connective tissue.
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Discussion

Based on the findings of this study the early diagnosis of OSCC can improve by using the
described methods and their association can increase their acuracy.

Segura et al, 2015 related high prevalence (60%) in men with more than 45 years and the
region most affected was border tongue in the group oral cancer. These factors corroborate with
data found in this study that age mean was 59.3 years old between all the groups and most affected
site was border of the tongue followed by floor of the mouth in the OSCCG. In contrast, Segura et
al, 2015 showed more prevalence in the group leukoplakia for the women (86%) with the site most
affected was border of the tongue while this study not found difference prevalence between gender
in the LG.

Calandro et al, 2009 related that videoroscopy aids the visualization of incipient oral lesions
with little thickness and small size. In the study the photographic analysis showed others lesions
than no-leukoplastic that no observed before in the clinical examination. This can be explained by
the presence of areas of the oral cavity with difficult visualization through clinical examination and
the increase provided by lenses may present greater detail of the examinated areas. However, to the
leukoplasias between clinical and photographic examination did not show difference. This fact
elucidates that the clinical examination in the search for potentially malignant lesions is still an
examination of great importance. Another factor evaluated during the photographic examination
was that the flash considered the confusion factor, cause the produced image was white difficulting
the analysis.

The intensity of the coloration by the blue of toluidine was depending on the alteration
degree of the epithelial surface. In non-displastic lesions was observed a tenuous coloration with
predominance of the border lesion. In the epithelial dysplasia and in the OSCC the coloration and
more evident due to the strong affinity of the dye with proliferative activity in these areas. Su et al,

2010 concluded in their study that using toluidine blue as an adjunctive tool for visual screening to
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detect significantly more leukoplakia among high-risk individuals with habits of cigarette smoking
chewing as compared with visual screening alone. In this study, the non-dysplastic leukoplakias
were negatively labeled by toluidine blue inside lesion and positive on the lesion borders. However,
to extrapolate that toluidine blue is a potent auxiliary method to differentiate leukoplakia between
dysplastic and non-dysplastic, a larger sample is needed. Therefore, we suggest that toluidine blue
may be an important means for the demarcation of the biopsy area, because the borders making
more visible with your application as well as OSCC and leukoplakia, facilitating the choice of
biopsy site.

The analysis of quantitative cytopathology showed the increased values of parabasal cells of
the OSCCG and of the anucleated cells in the LG when compared with the CG, corroborating with
Silva et al, 2017 and Burzlaff et al, 2007 that related higher percentage of anucleated cells in the
leukoplakias and the higher percentage of the cells of the deeper layers in malignant samples. The
increase of the anucleated cells in the leukoplakia can be explained by the higher keratinization of
the tissue. The gradual decrease in the number of intermediate cells in the EG, LG and OSCCG
may be of the necessary cellular due a balance between the layers of the epithelium, because at the
expense of in the OSCCG there was an increase of the number of basal cells; in the LG of the
anucleated cells and EG of the superficial cells when compared to the control group.

The qualitative cytopathology analysis not presented difference between control, exposed
and leukoplakia group. One limitation of this evaluate is that the leukoplakia smears were classified
in class I (normal tissue), but the diagnosis histopathological was hyperkeratosis, because the
sample was not presented cell alterations as hypercromatism and/or binucleated cells, mitosis.
Segura et al reported that both leukoplakia and oral cancer group observed prevalence of 90% in the
class Il.

Cytomorphometry showed that nuclear area (NA) and cytoplasmic area (CA) was similar in
the control and exposed groups. It this can be explicated of the greater number of intermediate cells

when compared with the other groups. However the group OSCC showed decreased nucleus-
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cytoplasm area ratio (NA/CA) that can be explicated of increased of the number parabasal cells.
Weigum et al, 2010 analyzed 52 brush cytology for cytomorphometry and showed that a nuclear
area was significantly increased in dysplastic and invasive OSCC versus healthy control epithelium.

The case reported during this study of transformation of dysplasia in early-stage OSCC
elucidated that the use of toluidine blue assisted in the demarcation of biopsy areas and that a
alteration of cytopathologic patterns is compatible with altered disease status. The use of these
methods in association is possible to improve the oral cancer screening with the identification in

oral mucous changes and monitoring at risk patients and potentially malignant lesions.

Conclusion

The auxiliary methods evaluated in this study can make more effective the screening lesions
with different potential of malignancy, helping to improve early detection of OSCC. However,
visual examination is still an important clinical tool for the prevention of oral cancer.

This study suggest that toluidine blue can be more utilized for the demarcation of the biopsy
area, contributing for the screening of premalignant lesions together with the histopathological.

The cytopathology analyses through the values of the number parabasal cells and ratio N/C
can be evaluation standards for the development of alteration on the mucosa oral in the exposed
individuals, since higher percentage of the parabasal cells can increased the chance of occurring

epithelial alteration suggestive of premalignancy.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A busca por tecnologias que auxiliem no diagnaéstico de lesdes potencialmente malignas e do
carcinoma espinicelular em estdgios inciais é de grande importancia para o desenvolvimento de
estratégias de prevencao para diagnostico precoce do cancer bucal.

Os estudos existentes na literatura, como pudemos observar na revisao sistemadtica realizada,
versam sobre variados métodos de diagnostico, como biomarcadores salivares, corantes teciduais
(azul de toluidina), imagens opticas e citopatologia. No entanto, nenhum método demonstrou ainda
maior efetividade do que o exame clinico seguido da bidpsia e 0 exame histopatégico como padréo
definitivo para o diagnostico das lesdes displasicas ou carcinoma espinocelular.

Os biomarcadores salivares, as imagens opticas e o azul de toluidina demonstaram ser
métodos promissores para estudos longitudinais sobre a sua eficacia e padrdo de monitoramento de
lesbes com potencial de malignizacdo. Entretanto, ndo foi verificado ainda um padréo confidvel

para estabelecimento de um protocolo clinico capaz de detectar as lesbes com maior risco de

malignizacdo ou até mesmo maligans. Através do estudo do artigo 2 podemos sugerir que o azul de
toluidina pode ser utilizado como um método auxiliar em conjunto com o ato cirurgico de biopsia,
pois 0 mesmo possibilita melhor demarcacdo das margens da leséo, facilitando a elei¢do da drea de
biopsia. Fato que corrobora com Awan et al, 2012 que constataram baixa especificidade e
sensibilidade do azul de toluidina em leucoplasias com o intuito de detectar as lesdes com displasia
epitelial e ndo displéasicas. No entanto, assim como no estudo de Chaudhry et al, 2016 que

concluiram que o azul de toluidina foi eficaz na identificacdo dos graus mais graves de displasia, no
artigo 2 foi constatado que o azul de toluidina foi eficaz na marcagcdo dos carcinomas

espinocelulares, pois nestes casos a marcagédo do azul de toluidina foi considerada intensa.
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Dentre as lesdes potencialmente malignas (leucoplasias e/ou eritroplasias) a distingéo

clinica entre as lesdes que sdo displasicas e ndo displasicas tem um papel importante para o
controle dos individuos pertencentes ao grupo de risco. Uma vez que métodos de diagnostico

menos invasivos que auxiliem na diferenciacdo destas duas entidades podem contribuir para a

menor morbidade do teste e maior adesdo destes individuos aos exames de controle e
acompanhamento perisdico.

Tanto na revisdo sistemdtica (artigo 1) quanto no estudo clinico transversal (artigo2) a
citopatoligia aparece como um método que pode contribuir no rastreio de lesdées malignas. Na

revisao sistematica a citopatoligia apresentou sensibilidade e especificidades altas, com valores de

80 a 100%. No nosso estudo clinico transversal através do raspado sobre as lesdes foi possivel
verificar que quanto maior o potencial de malignizacdo da lesdo, maior o numero de células
parabasais presentes. Além disso, a razdo nucleo citoplasma também demostrou ser menor no
carcinoma e nas displasias do que nas leucoplasias ndo displésicas. Tal fato pode sinalizar um
padréo citopatologico para formulagdo de um protocolo de acompanhamento para as leucoplasias.
Sugerimos que estudos longitudinais, com grande amostragem e de forma multicéntrica a
respeito da acurdcia da citopatologia através dos padrdes quantitativos (nimero de células
anucleadas, superficiais, intermediarias e parabasais), qualitativos (classificacdo do raspado em I, Il,
Il e 1V) e da citomorfometria podem contribuir para a formulacdo de um protocolo clinico de
monitoramento dos individuos de risco. Sugerimos o0 azul de toluidina para uso na demarcacéo da
area de eleicdo da biopsia quando necessario o exame histopatologico para o diagnostico definitivo.
Porém, o exame clinico através de exames periodicos permanece sendo soberano para o rastreio do

cancer bucal.
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8.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Caro participante,

Esta pesquisa, cujo titulo é: Métodos de Rastreamento na Prevengdo do Céancer Bucal sera
realizada na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e
tem como objetivo Avaliar a aplicabilidade clinica de testes de rastreio em pacientes de risco para 0
cancer bucal.

Se vocé concordar em participar do estudo, devera responder um questionario, terd sua boca
fotografada, células coletadas de sua boca com uma escova e se tiver lesdo em boca, esta serd
corada com corantes em azul. Os possiveis desconfortos associados a participacdo neste estudo séo
aqueles decorrentes da coleta das células bucais, em que a regido podera ficar sensivel, dolorida. As
areas coradas com o azul de toluidina poderdo ficar coradas por algumas horas, porém a mesma
coloracdo desaparecera por completo posteriormente. Serdo utilizados materiais descartaveis e
esterilizados, portanto, sem riscos adicionais. O beneficio relacionado a participacdo neste estudo é
0 acesso a0 monitoramento e diagnostico de qualquer condicao bucal. Além disso, o conhecimento
adquirido com este estudo poderé contribuir para melhor entender e prevenir as doencas da boca.
Fica assegurado o direito ao sigilo de todas as informacg6es coletadas.

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

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

e procedimentos que serdo realizados nesta pesquisa, bem como sei dos meus direitos e dos deveres
dos pesquisadores. Declaro, ainda, que recebi uma cdpia deste Termo.
Porto Alegre, de de 201 .

Telefone:

O pesquisador responsavel por este estudo é Prof. Dr. Pantelis Varvaki Rados e a aluna
reponsavel: Tatiana Wannmacher Lepper, telefone para contato: (51)33083629 do professor
responsavel.

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



pesquisadores deste estudo. Esta pesquisa sera aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, telefone: 51.33083629

8.3. Ficha Entrevista - Anamnese

Entrevistador:

1. Dados Pessoais

1.1. NUmero de identificagdo
1.2. Identidade

1.3. Endereco
1.4. Telefone
1.5. Sexo: 1 masc () 2 fem ()

1.6. Qual sua data de nascimento: Qual sua idade

1.7. Asuaracaou cor € 1 () branca 2() negra 3() parda 4( ) amarela 5( ) indigena
1.8. Vocé esta: 1 () casado 2 () solteiro 3() divorciado 4 () viuvo

1.9: Vocé é alfabetizado 1 () sim 2() ndo

1.10. Vocé 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. Habitos de Higiene Bucal

2.1. Com que frequéncia vocé 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. Vocé divide a sua escova com outras pessoas 1( ) sim 2 () ndo

2.3. O que voceé usa para limpar seus dentes

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

2.4. Vocé usa algum produto para bochecho

1() ndo 2() sim. Qual? Ha quanto tempo?

2.5. Com que frequéncia

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 usa

2.6. Quando iniciou 0 uso?

1 () antes 2( ) depois do diagnoéstico de cancer ou de lesdo cancerizavel

2.7. Quando foi a ultima vez que vocé foi ao dentista
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1( ) muitos anos atras 2 () 1-3 anos atras 3( ) menos de 1 ano atras 4 () ndo lembra 5 ()
nunca visitou

3. Fatores comportamentais

3.1. Vocé fuma atualmente 1( ) sim 2() ndo 3.2 Tipo

3.2 Quantos cigarrros por dia

3.3 Ha quantos anos

3.4 Vocé fumou anteriormente 1 () sim 2( ) ndo

3.5 Quantos cigarros por dia

3.6 Por quantos anos

3.7 Quanto tempo faz que vocé parou de fumar

3.8 Vocé toma chimarrdo 1( ) frequentemente 2( ) algumas vezes 3( ) raramente 4( )
nunca

3.9 Vocé ingere bebidas alcoolicas: 1( ) frequentemente 2( ) algumas vezes 3( ) raramente
4() nunca

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

5( ) outros

3.11 Quantas doses/copos VOCé ingere por semana
4. Historia Médica

Vocé tem: Sim N&o N&o sei

4.1 Diabetes () () ()

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

4.3 Doenca cardiaca ou renal () () ()

4.4. Artrite () () ()

4.5 Outro problema de satde (HIV;hepatite) () () ()

4.6. Vocé esta usando alguma medicacdo 1 () sim 2 () ndo
4.7. Qual ?




8.3. Ficha de Exame Clinico

DESENHO LESAO
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8.5. Técnica de Papanicolau Modificado*

(1 Alcool absoluto por 15 segundos (quatro vezes)

(1 Agua destilada por 15 segundos

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

1 Descansar em papel absorvente

1 Levar em agua corrente e remover somente quando esta tiver aspecto limpido

(1 Carbonato de Litio** durante 15 segundos

1 Alcool por 15 segundos (aplicar quatro vezes)

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

(1 Descansar em papel absorvente

1 Alcool por 15 segundos (por duas vezes)

1 Policromo*** durante 3 minutos

1 Descansar em papel absorvente

1 Alcool por 15 segundos (por tres vezes)

(1 Descansar em papel absorvente

(1 Xilol por 5 minutos (2x) seguido por Montagem com Balsamo do Canada

*Técnica preconizada por Papanicolaou, 1941 e modificada pelo Servico de Citologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, utilizada pelo Laboratério de Patologia da UFRGS. ** O carbonato de
litio e utilizado para realcar o efeito da hematoxilina. Tal solucao é preparada com 5 gramas deste
carbonato para 2 litros de agua destilada.

** Composigdo: 200ml de corante EA36 e 600ml de corante EAG5 (proporcao 3:1).



