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1. ARTIGO EM PORTUGUES

ANALISE CITOMORFOLOGICA E CITOMORFOMETRICA DO EPITELIO DA
MUCOSA BUCAL DE PACIENTES COM LIQUEN PLANO
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RESUMO

Objetivo. Avaliar a morfologia e o tamanho das células do epitélio da mucosa
bucal de pacientes com liquen plano bucal (LPB).

Materiais e métodos. Os esfregacos foram coletados da mucosa bucal de 20
pacientes com LPB (grupo caso) e 20 pacientes sem LPB (grupo controle), por
meio da citologia esfoliativa em base liquida. Apdés a coloragcdao de
Papanicolaou, os esfregacos foram analisados de acordo com o grau de
celularidade e a classificacdo de Papanicolaou. As células epiteliais tiveram as
areas do citoplasma (AC), do nucleo (AN) e a relacdo AN/AC calculadas.
Resultados. Em ambos os grupos, houve predominancia de células nucleadas
da camada superficial, pertencentes a classe | de Papanicolaou. Os valores
médios da AN (p>0,05) e da AC (p=0,000) foram maiores no grupo caso
(AN=521,6; AC=22750,3) comparados ao controle (AN=518,9; AC=18348,0). A
relacdo AN/AC foi de 0,025 para o grupo caso e de 0,031 para o grupo controle
(p=0,004).

Conclusao. A mucosa bucal de pacientes com LPB exibiu alteragdes
citomorfométricas significantes. No entanto, ndo foram encontradas evidéncias

de malignidade.

Palavras chaves: Mucosa bucal, Liquen plano bucal, Citologia
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INTRODUCAO

O liquen plano (LP) € uma doenca mucocuténea inflamatéria crénica,
que esta inserida no grupo de doencas auto-imunes mediadas pelas células
T."2 Acomete cerca de 0,5-2,0% da populacdo em geral, no entanto, a real
prevaléncia do liquen plano bucal (LPB) é desconhecida.® E uma doenca da
meia-idade, que atinge mais o sexo feminino em uma proporcdo de 3:1.*°

Clinicamente, sao descritas duas formas de LP que acometem a mucosa
bucal com maior frequéncia: reticular e erosiva, que podem estar isoladas ou
associadas.®’ As formas papular, em placa, bolhosa e atréfica sdo menos
frequentes.® Embora as caracteristicas clinicas possam ser suficientes para o
diagnéstico do LPB, torna-se necessaria a realizagdo da biopsia para
confirmagéo e, principalmente, exclusdo da possibilidade de atipia celular e
sinais de malignidade.>®

Apesar da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considerar o LPB uma
condicdo com potencial de malignizacdo, essa afirmacao é alvo de muita
controvérsia.'®'" Isso pode ser justificado pelo estudo de Gonzalez-Moles et al.
(2008),'® que, por meio de uma revisdo sistematica, encontraram ampla
variacdo nas taxas de transformacdo maligna (0 a 12,5%) em pacientes com
LPB. Alguns autores acreditam que nao existem dados suficientes para provar
esta associacdo e que a interferéncia de fatores externos de risco pode
comprometer os resultados dos estudos.®'® No entanto, outros autores afirmam
que pacientes com LPB possuem risco aumentado de desenvolver cancer
bucal.'*™

Para lesdes bucais de natureza epitelial, principalmente as que possuem
potencial de malignizacdo, a citologia esfoliativa € um excelente método de
estudo.'®"” Corresponde a obtencdo de células descamadas da mucosa,
principalmente suprabasais, que, apds passarem pelo processo de coloracao,
sdo analisadas seguindo critérios morfolégicos e morfométricos.'®*!

A citologia esfoliativa é considerada um método indolor, in6cuo, barato e
de simples execugdo.? Recentemente, surgiu a citologia em base liquida que
apresenta uma série de vantagens em relacdo a citologia convencional,

destacando-se: melhor evidenciacao das células epiteliais, laminas com menor
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quantidade de restos celulares e artefatos indesejaveis, menor sobreposicao
celular e amostra mais representativa para leitura.®

A coloracdo de Papanicolaou permite observar diferengas nas células
epiteliais devido a afinidade dos corantes pelos constituintes

citoplasmaticos.'®%*

Por meio desta coloracdo podem ser observadas
alterac6es indicativas de malignidade, tais como: aumento da ceratinizacao;
alteracdo na é&rea nuclear, na &rea citoplasmatica e na relacdo area
nucleo/citoplasma; presenca de hipercromatismo nuclear; pleomorfismo;
agrupamento de cromatina; distribuicao irregular da cromatina.'®'":2>#7

Diante da suspeita sobre o potencial de transformacao maligna do LPB,
sugere-se uma monitoracdo periddica dessas lesbes, que em geral ndo sao
estaticas e possuem periodos de exacerbacdo e remissdo.>’ Além disso, torna-
se necessaria a realizagcdo de mais estudos que busquem evidéncias que o
LPB pode tornar-se uma lesdo maligna. Para tal, a presente pesquisa teve
como objetivo avaliar os esfregacos coletados da mucosa bucal de pacientes
com LPB, por meio da citologia esfoliativa em base liquida, de acordo com o
grau de celularidade, a classificacdo de Papanicolaou e as medidas da area
nuclear, da area citoplasmatica e da relagdo area do nucleo/citoplasma das

células epiteliais.

MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Parana. Os
pacientes foram informados sobre os objetivos da pesquisa e, apos
concordarem em participar, assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
Amostra

Um total de 40 mulheres adultas atendidas na clinica de Odontologia da
PUCPR e da Universidade Federal do Parana — UFPR, na cidade de Curitiba,
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Parana, Brasil, participaram da pesquisa. As pacientes foram divididas em dois
grupos (caso e controle), pareados por idade.

O grupo caso constituiu de 20 mulheres que possuiam LPB, com
confirmacéo histoldgica, e auséncia de qualquer outro tipo de lesdo na mucosa
bucal. Os seguintes critérios de diagndstico foram estabelecidos para o LPB: 1)
clinico — lesbes esbranquicadas, em forma de estrias (reticular) ou placa,
associadas ou ndo a areas de erosao; localizadas em mais de uma regido da
mucosa bucal; com periodos de remissao e exacerbacdo; sem histérico de
medicamentos que provocassem a exacerbacao; e auséncia de restauracoes
de amalgama na é&rea da lesdo, para excluir a possibilidade de reacao
liquendide e 2) histologico — cristas epiteliais pontiagudas, em forma de “dente
de serra”; degeneracdao da camada basal do epitélio; presenca de corpos de
Civatte (ceratindcitos em degeneracao) e de um intenso infiltrado inflamatério
subepitelial em banda, predominante de linfécitos T.3’

O grupo controle foi constituido por 20 pacientes com auséncia de
qualquer alteracao na mucosa bucal. Critérios de exclusdo de ambos os grupos
envolveram: pacientes tabagistas, etilistas, usuarias de enxaguatérios bucais
com alcool, aparelhos ortodénticos e de drogas ilicitas.

Coleta das células

Inicialmente, as pacientes foram orientadas a realizar um enxague bucal
com agua para remover possiveis restos celulares e bactérias aderentes a
mucosa. A coleta das células foi realizada por meio da técnica de citologia em
base liquida, com a escova do kit do sistema DNA-CITOLIQ® (Digene, Séo
Paulo/SP, Brasil), aplicada de forma suave e em movimentos giratérios na
mucosa bucal da paciente. Nas pacientes do grupo caso, as areas de escolha
da coleta foram as reticulares ou em placa, sendo evitadas as areas erosivas.
Ap6s a coleta das células, a escova foi mergulhada no interior do frasco
contendo o UCM (Universal Collection Medium), permanecendo imersa neste
liqguido com o frasco tampado sob refrigeracéo (2 a 8° C) até o momento do

processamento laboratorial.?'2>2
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Processamento Laboratorial

Inicialmente os conteudos dos frascos foram homogeneizados por 30
segundos com o auxilio do vortex (modelo AP 56, Phoenix, EUA). Uma aliquota
de 200 uL de cada amostra foi depositada sob os filtros — Filtrogene (Digene).
Para que houvesse a transferéncia do material dos filtros para as laminas de
vidro — Lamigene (Digene), a prensa metalica — Prepgene (Digene) foi fechada
por 10 segundos. O esfregaco foi fixado em solucédo de alcool etilico absoluto
por 20 minutos e, em seguida, procedeu-se a coloracdo de Papanicolaou para

anélise citomorfolégica e citomorfométrica.?2'28

Andlise dos esfregacos

As laminas foram analisadas por meio da microscopia de luz, utilizando
um microscépio binocular, modelo Olympus BX40 adaptado com ocular WH
10X-H/22 e objetivas PLAN 40X/0,65 (Olympus, Japao), com aumento original
de 400X.

Previamente a leitura, as laminas tiveram seus numeros de identificagao
cobertos para evitar viés. O examinador foi previamente calibrado quanto ao
reconhecimento da presenca ou auséncia das alteracdes celulares, bem como

em relacdo ao critério de maturagao e quantificagao das células epiteliais.

Analise Citomorfologica

Os esfregacos foram classificados de acordo com Papanicolaou em
cinco classes que incluiam desde esfregagcos normais sem alteragdes
inflamatérias (classe ), com alteragdes inflamatérias em dois ou mais campos
histoldgicos (classe Il), esfregacos com alteracbes displasicas em até dois
campos (classe lll), esfregacos fortemente indicativos de malignidade com
alteracoes displasicas em mais de dois campos (classe V) ou esfregacos com
alteragdes compativeis com neoplasia maligna (classe V).2%%®

Em relacdo ao grau de maturagéo, os esfregacos foram analisados de
acordo com o predominio do tipo celular: superficial anucleada, superficial

nucleada, intermediaria e basal.' As células basais do epitélio apresentam-se
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esféricas ou ovodides, com citoplasma corado azul, enquanto que o nucleo
mostra-se arredondado, centralizado e basoéfilo (azul). As células epiteliais
intermediarias sado ligeiramente alongadas ou quadrilateras, podendo exibir
algum grau de contracao nuclear, apresentando-se numa coloracao vermelho-
azulada. Nas células pertencentes a camada superficial, nucleadas ou
anucleadas, o citoplasma mostra-se acidéfilo, corado em vermelho, amarelo,

laranja ou marrom.'®?°

Analise Citomorfométrica

As imagens de cinquenta células nucleadas de cada lamina foram
capturadas, sem discriminacao em relacdo ao grau de maturacdo, por meio do
Software Dino capture pertencente a camera Dino-Eye Eyepiece (modelo AM-
423X, Taiwan). A captura foi realizada sequencialmente, a fim de evitar a
captura de uma mesma célula mais de uma vez. Somente as células que se
encontravam estiradas e bem delimitadas foram analisadas.

As areas nucleares (AN) e citoplasmaticas (AC) foram obtidas pela
delimitacdo do nucleo e do citoplasma da célula, respectivamente. Foi utilizado
o cursor digitador na ferramenta poligono, no modo medida, do sistema de
andlise de imagens Image-Pro Plus, versdao 4.5.029 for Windows
98/NR/2000."2' Apés a obtencdo dessas medidas foi calculada a relacdo area
do nucleo/citoplasma (AN/AC) das células epiteliais de cada amostra.'®?" A
partir das medidas das cinquenta células capturadas foi calculada uma média.

Analise estatistica

Os valores obtidos para cada variavel foram registrados e tabulados em
planilhas no software estatistico SPSS versao 15,0 para Windows (SPSS Inc,
Chicago, IL, EUA). Para a variavel classificagdo de Papanicolaou, aplicou-se o
teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney, a fim de verificar se houve
diferenca estatisticamente significante no escore médio entre os dois grupos.
Os testes do Qui-quadrado e exato de Fisher foram aplicados para a variavel
critérios de maturagdo. Para a comparacao das variaveis citomorfométricas

(AN, AC e AN/AC) entre os dois grupos, testou-se a distribuicao normal dos
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dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancias
pelo teste de Levene, seguido do teste t para amostras independentes. O nivel

de significancia adotado para todos os testes estatisticos foi 5%.

RESULTADOS

A média de idade das mulheres de ambos os grupos foi 52,6 anos,
variando de 31 a 79 anos. No grupo caso, 17 (85%) lesbes de LPB eram do
tipo reticular-erosivo, 2 (10%) do tipo reticular e 1 (5%) do tipo placa-erosivo. O
tempo médio de diagndstico do LPB foi de 5 anos, variando de 1 a 10 anos. No
grupo caso, 95% das coletas foram realizadas em mucosa jugal e apenas uma
(5%) em margem de lingua. Ja no grupo controle, 100% das coletas foram
feitas em mucosa jugal.

Nao houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) para andlise
citomorfolégica entre os grupos (tabelas 1 e 2). As tabelas 1 e 2 mostram a
caracterizacao do esfregago segundo a classificagcdo de Papanicolaou e o grau

de celularidade nos grupos estudados, respectivamente.

Tabela 1 — Caracterizacao do esfregaco segundo a classificagdo de Papanicolaou.

Classificacao Grupo Caso Grupo Controle
n (%) n (%)
Classe | 12 (60) 13 (65)
Classe Il 8 (40) 7 (35)
Total 20 (100) 20 (100)

Valor de p=0,747(teste U de Mann-Whitney)
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Tabela 2 — Caracterizacao dos esfregacos segundo a celularidade predominante

de acordo com 0S grupos.

~ Grupo  Células  Células  Célulasda Célulasda Total
superficiais superficiais camada camada
anucleadas nucleadas intermediaria basal
n (%) n (%) n (%) n (%)
Caso 0 (0) 20 (100) 0 (0) 0 (0) 20
Controle 0 (0) 18 (90) 2 (10) 0 (0) 20

Valor de p=0,468 (Pearson Qui-Quadrado); Valor de p= 0,487 (teste exato de
Fisher)

Os valores médios de AN, AC e relacdo AN/AC estdo dispostos na
tabela 3. Houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos,
para as variaveis AC e relagao AN/AC.

Tabela 3 — Valores médios e desvio padrao das variaveis AN, AC e AN/AC em
funcéo do grupo.

Caso Controle Valor de p
Variaveis Média + DP Média + DP
AN (um?) 521,6 + 63,1 518,9 + 59,1 0,892
AC (um?) 22750,3 + 3369,6 18348,0 + 2388,4 0,000*
AN/AC 0,025 + 0,006 0,031 £ 0,006 0,004*

DP — Desvio Padrao

*Valor de p<0,05 indica diferenca estatistica significativa
DISCUSSAOQO
O LPB é uma condicao imunologicamente mediada, na qual os linfocitos

T CD8+ sao os responsaveis pela apoptose que ocorre nas células do epitélio,

evento este, de fundamental importancia na sua apresentacéo clinica.?
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A forma reticular, associada ou ndo a forma erosiva, € a manifestacao
clinica mais comum, apresentando-se como estrias esbranquicadas, simétricas
e bilaterais, normalmente associadas a areas de erosdo ou ulceracdo.>*® No
presente estudo, 85% dos casos estudados eram do tipo reticular-erosivo.

Em geral, as lesbes bucais aparecem antes das lesdes cutdneas e
muitas vezes o sitio bucal é o Unico acometido.”®' O presente estudo mostrou
que, assim como os resultados de Fernandez-Gonzélez et al. (2010),%° a regido
intrabucal mais afetada foi a mucosa jugal, embora lingua, gengiva, e palato
também possam ser envolvidos.®

A doenca afeta principalmente mulheres, numa propor¢édo de 3:1, e
manifesta-se mais frequentemente na 5% década de vida. No presente estudo,
a média de idade coincidiu com trabalhos anteriores.®*® Apenas mulheres
foram incluidas neste estudo, pois, ap6s um levantamento epidemioldgico do
namero de pacientes com diagnéstico de LPB nas duas clinicas participantes,
observou-se maior prevaléncia de mulheres. Além disso, alguns critérios de
exclusao foram aplicados, tais como: ser tabagista, etilista e usuaria de drogas
ilicitas, pois comprovadamente promovem alteragcdes na morfologia das células
epiteliais.??"** A ndo exclusdo desses habitos poderia interferir nos resultados
da pesquisa. Os individuos dos grupos caso e controle foram pareados por
idade, na tentativa de eliminar eventuais alteracdes epiteliais relacionadas ao
envelhecimento.®

No presente estudo, ndo foram encontradas evidéncias de malignizacéao
em esfregacos de lesbes de LPB, o que concorda com os resultados de
Sugerman et al. (1996).2* Houve predominio de esfregacos pertencentes &
classe | de Papanicolaou. A classe Il foi a segunda mais representativa,
entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos
(p>0,05, tabela 1). Isso ja era esperado, visto que as células inflamatérias
presentes no LPB estdo dispostas em banda subepitelial,”®*® e a citologia
esfoliativa consiste numa técnica de obtencao de células da camada mais
superficial do epitélio.'®!”

Quanto aos critérios de maturacao, 100% dos esfregacos do grupo caso
tiveram predomindncia de células nucleadas da camada mais superficial,
enquanto no grupo controle houve predominancia de células intermediarias em

10% dos casos (tabela 2). Isso pode ser justificado pelo fato do LPB reticular,
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que correspondeu a 95% da amostra, apresentar a hiperceratinizagcdo como
caracteristica histopatolégica.*® Por outro lado, os esfregacos do grupo controle
foram coletados da mucosa jugal, que é nao-ceratinizada. Isto levaria a uma
maior possibilidade de coleta de células superficiais em tecidos ceratinizados.

No presente estudo, a analise citomorfométrica mostrou aumento na AC
e diminuicdo na relacdo AN/AC para o grupo caso comparado ao controle
(tabela 3). No estudo realizado por Sugerman et al. (1996),** foram
encontradas médias significativamente maiores de AC e AN em pacientes com
LP reticular e papular, entretanto ndo se estabeleceu diferenca estatistica
significativa na relagédo entre as variaveis AN/AC. Esses resultados podem ser
reflexo da estratificacao epitelial, que tende a aumentar o tamanho das células
a medida que elas ficam mais superficiais. %2634

Outra justificativa para o aumento na AC é o fato do tecido alterado pela
lesdo de LP reticular sofrer hiperplasia, um evento que € precedido pela
hipertrofia celular.®*® O aumento do nimero de células nas lesdes de LP foi
demonstrado por meio de estudos histolégicos corados pela hematoxilina-
eosina e imuno-histoquimicos, que analisaram a marcagao do antigeno nuclear
de proliferagéo celular (PCNA).3%37

Uma das potenciais complicacbes do LPB € a possibilidade de
transformacao maligna desta lesdo. Desde 1910, quando o primeiro caso de
carcinoma de células escamosas em um paciente com LPB foi reportado,
varios estudos tém procurado estabelecer uma relacdo entre o LPB e o seu
potencial de transformacdo maligna, sendo que esta taxa varia de 0-12,5%.% 2

As formas erosiva e em placa tém sido consideradas as mais provaveis
de transformacdo maligna, embora a evidéncia para tal hipétese seja fraca.®
Em relacdo a localizagdo, a lingua aparece como o sitio preferencial de

63 embora Rajentheran et al. (1999)*° tenham

transformacdo maligna,
encontrado a mucosa jugal como principal localizacdo afetada. No presente
estudo a forma mais prevalente foi a reticular-erosiva, localizada em mucosa
jugal. O risco de potencial de malignizacao é aumentado entre mulheres na
sexta e sétima décadas de vida.*’ O tempo de transformagdo maligna varia
entre 20,8 meses e 10,1 anos.®**' Entretanto, Silverman (2000)* considera
que o tempo de duracdo do LPB nao & um fator de risco para transformacao

maligna. Na amostra estudada, a média de idade foi 52,6 anos e o tempo
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médio de diagnéstico foi 5 anos. Diante destas variaveis, autores recomendam
exaustivo acompanhamento clinico desta lesdo para estabelecer um
diagndstico precoce de transformacgéo maligna.*>**

Avaliagdes quantitativas, por meio da mensuragao da AN, AC e relacao
AN/AC, podem aumentar a sensibilidade da citologia esfoliativa para o
diagnéstico precoce de cancer bucal.®® Cowpe et al. (1985% e 1988
observaram que os tecidos caracterizados com potencial de transformacao
maligna normalmente mostram redugao na AC e aumento na AN. Ramaesh et
al. (1998),'” ao avaliarem a mucosa bucal em condi¢gbes normais, em lesdes
displasicas e em carcinoma de células escamosas, por meio da avaliacao
citomorfométrica do diametro do nucleo (DN) e do didmetro do citoplasma
(DC), encontraram DC menores e DN maiores no epitélio bucal com displasia e
carcinoma. Esses estudos sugerem que o tamanho do nucleo aumentado e do
citoplasma diminuido sdo indicadores precoces de transformagé&o maligna.

Embora nosso estudo seja preliminar e a amostra seja pequena, 0s
resultados ndo revelaram alteragdes compativeis com malignizagdo nos
esfregacos de lesGes bucais de liquen plano. No entanto, houve aumento da
area do citoplasma e diminuicdo na relacdo nucleo/citoplasma, o que
provavelmente seja decorrente da prépria estratificacdo epitelial e hiperplasia
que ocorrem nos liguen planos reticulares. Outros estudos sdo necessarios
para esclarecer os mecanismos envolvidos nas alteracées da mucosa bucal de

pacientes com LPB.
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CYTOMORPHOLOGIC AND CYTOMORPHOMETRIC ANALYSIS OF THE
ORAL MUCOSA IN PATIENTS WITH ORAL LICHEN PLANUS
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ABSTRACT

Objective. To evaluate the morphology and the size of oral epithelial cells in
patients with oral lichen planus (OLP).

Study design. Oral smears were collected from mucosa by liquid-based
exfoliative cytology of 20 subjects with OLP (case group) and 20 without OLP
(control group). After Papanicolaou staining, smears were analysed according
to the cellularity degree and Papanicolaou classification. Cytoplasmic area
(CA), nuclear area (NA) and nucleus-to-cytoplasm area ratio (NA/CA) of
epithelial cells were calculated.

Results. In both case and control groups there was a predominance of
nucleated cells of superficial layer, Papanicolaou’s class |. Mean values of NA
(p>0.05) and CA (p=0.000) were higher in case group (NA=521.6; CA=22750.3)
compared with control group (NA=518.9; CA=18348.0). The NA/CA for the case
group was 0.025 and for control group it was 0.031 (p=0.004).

Conclusion. Oral mucosa of OLP patients exhibited significant
cytomorphometric changes in the oral epithelial cells. Therefore, there was no

evidence of malignancy.

Key Words: Oral mucosa, Oral lichen planus, Cytology
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INTRODUCTION

Lichen planus (LP) is an inflammatory chronic mucocutaneous disease,
which is inserted in the group of auto-immune diseases, mediated by T cells.'?
It affects about 0.5-2.0% of the population, however, the real prevalence of oral
lichen planus (OLP) is unknown.? It is a middle-age disease that mainly affects
the female sex, in a ratio of 3:1.4°

Clinically, two forms of LP are described that affect the oral mucosa more
frequently: reticular and erosive, which can be isolated or related.®’ Papules,
plaques, bullous and atrophic forms are less frequent.® Although the clinical
characteristics can be enough for the OLP diagnosis, the biopsy is necessary
for confirmation and, mainly, to exclude the possibility of cellular atypia and
signs of malignancy.>®

Despite the fact that the World Health Organization (WHQO) considers the
OLP a condition with malignant potential, this affirmation is controversial.’®'
This can be justified by the study by Gonzalez-Moles et al. (2008),'? that,
through a systematic revision, found broad variation in the malignant
transformation rates (0-12.5%) in patients with OLP. Many authors believe that
do not exist enough data to prove this association and that the interference of
external risk factors may compromise the results of the studies.®'® However,
other authors state that OLP patients possess an increased risk to develop oral
cancer.'*™®

For oral injuries of epithelial nature, mainly the ones that possess
malignant potential, the exfoliative cytology is excellent as a mean of study.'®"’
It corresponds to the attainment of scaled off cells of the mucosa, mainly
suprabasal, which, after passing though the coloration process, are analyzed
according to morphologic and morphometric criteria.'®?’

The exfoliative cytology is considered a painless method, innocuous,
cheap and of simple execution.?? The liquid-based cytology presents a series of
advantages compared with the conventional cytology, such as: better evidence
of the epithelial cells, slide with fewer amounts of cellular debris and
undesirable artifacts, lesser cellular overlapping and a more representative

smears for reading.®
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The Papanicolaou staining allows observing differences in the epithelial
cells due to the affinity of the pigments for the cytoplasmic constituent.'®2*
Through this coloration, indicative alterations of malignancy can be observed,
such as: increase of the keratinization; alteration in the nuclear area,
cytoplasmic area and nucleus-to-cytoplasm area ratio; presence of nuclear
hypercromatism; pleomorfism; chromatin grouping; irregular distribution of the
chromatin.'®:1:2>27

Facing the suspicion on the malignant transformation potential of the
OLP, periodic monitoring of these injuries is suggested, which generally are not
static and present periods of exacerbation and remission.>’ Moreover, it is
necessary to carry out more studies that seek evidence that OLP could become
a malignant lesion. For such, the present study aimed to evaluate the smears
collected from oral mucosa in patients with OLP, by liquid-based exfoliative
cytology, according to the cellularity degree, Papanicolaou classification and
measures of nuclear area, cytoplasmic area and the nucleus-to-cytoplasm area

ratio of epithelial cells.

MATERIALS AND METHODS

The experimental protocol of the present study was approved by the
Committee of Ethics in Research at Pontifical Catholic University of Parana,
Curitiba/PR, Brazil. The patients were informed about the objective and the
other aspects of the study and signed a Term of Independent Informed
Consent.

Subjects

Forty adult women, patients at the Dental Clinic at Pontifical Catholic
University of Paranda and Federal University of Parana (Curitiba/PR, Brazil),
participated in this study. The patients were divided in two groups (case and
control), paired by age.

The case group consisted of 20 women who had OLP, with histological

confirmation, and absence of any other type of injury in the oral mucosa.
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Diagnostic criteria for OLP were established: 1) Clinical — white lesions with lacy
(reticular) or plague forms with or without erosions associated, with periods of
remission and exacerbation, with no history of medications that could cause
exacerbation, and the absence of amalgam restorations in the area of the
lesion, to exclude the possibility of lichenoid reactions, and 2) Histological — the
presence of serrated ridges at the epithelial level, hydropic degeneration of the
basal layer, degeneration of the keratinocytes (Civatte bodies) and a severe
band-like subeplithelial inflammatory infilirate, with predominance of T
lymphocytes.*’

The control group consisted of 20 patients with absence of any alteration
in the oral mucosa. Criteria of exclusion of both groups involved: smokers,
ethilists, and users of mouth washers with alcohol, orthodontic retainers and

illicit drugs.

Cells collection

Initially, the patients were told to perform a mouth washing with water to
remove possible debris and bacteria adherent to the mucosa. The collection of
the cells was done through the liquid-based cytology, with the brush of the kit of
the DNA-Citoliq® System (Digene, Sao Paulo/SP, Brazil), applied softly and in
spinning movements in the patient’s oral mucosa. In the case group, the areas
of choice were the reticular or plaque ones, and erosive areas were avoided.
After this collection, the brush was dipped inside bottle containing the UCM
(Universal Collection Medium), being kept immersed in this liquid with the bottle
covered under refrigeration (2 to 8°C) until the moment of the laboratory

processing.?'?%28

Laboratory Processing

Initially the contents of the bottle were homogenized for 30 seconds with
the aid of a vortex (model AP 56, Phoenix, U.S.A.). An aliquot of 200 uL of each
sample was deposited under the filters - Filtrogene (Digene). The metal press -
Prepgene (Digene) was closed for 10 seconds for the transference of the
material from the filters to glass slides - Lamigene (Digene). The smears were
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fixed in an absolute ethilical alcohol solution for 20 minutes and later the
Papanicolaou staining was done for cytomorphologic and cytomorphometric

analysis.?0%"%

Smears Analysis

Each slide was assessed using light microscopy by binocular Olympus
BX40 microscopy adapted with ocular WH 10x-H/22 and PLAN 40X/0.65
objective (Olympus, Japan), with original magnification at X400.

Previously to the reading, the slides had their identification numbers
covered to prevent bias. The examiner was previously calibrated to the
recognition of the presence or absence of cellular alterations, as well as in
relation to the criterion of maturation and quantification of the epithelial cells.

Cytomorphologic analysis

The smears were classified according to Papanicolaou in five classes
which included normal smears without inflammatory alterations (class 1), with
inflammatory alterations in two histological fields or more (class Il), smears with
displasic alterations in two histological fields (class lll), strong indicative smears
of malignancy with displasic alterations in more than two histological fields
(class IV) or smears with compatible alterations with malignant neoplasia (class
V)_zo,zs

The smears were analyzed according to the maturation, observing the
predominance of the cellular type: superficial anucleated, superficial nucleated,
intermediate and basal.'® The basal cells of the epithelium are presented
spherical or ovoid, with blue colored cytoplasm, while the nucleus is showed
round-shaped, centered and basophile (blue). The intermediate epithelial cells
are slightly prolonged or quadrilateral, being able to show some degree of
nuclear contraction, presenting themselves in a red-bluish coloration. In the
cells belonging to the superficial layer, nucleated or anucleated, the cytoplasm

reveals acidophile, colored in red, yellow, orange or brown. %%
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Cytomorphometric analysis

Fifty nucleated cells images of each slide were captured, without
discrimination regarding the maturation criterion, through the Dino capture
Software that belongs to the Dino-Eye Eyepiece camera (Am-423x model,
Taiwan). The capture was sequentially carried through, in order to avoid the
capture of the same cell more than once. Only the cells found well stretched
and delimited were analyzed.

The nuclear areas (NA) and cytoplasmic areas (CA) were gotten by the
delimitation of the nucleus and the cytoplasm of the cell, respectively. The
digitizer cursor in the tool polygon was used, in the measure mode, from the
analysis image system Image-Pro Plus, version 4.5.029 for Windows
98/NR/2000."%2! After the attainment of these measures, the nucleus-to-
cytoplasm area ratio (NA/CA) of the epithelial cells of each sample was
calculated.’®?' From the measures of the fifty captured cells, an average was

calculated.
Statistical Analysis

The values of each variable were registered and tabulated in charts in
the statistical software SPSS version 15.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL,
U.S.A.). For the Papanicolaou classification variable, it was applied the non-
parametric test U Mann-Whitney, in order to verify if there was a statistically
significant difference in the average score between the two groups. The Chi-
squared and Fisher Exact tests were applied for the maturation criteria variable.
For the comparison of the cytomorphometric variables (NA, CA and NA/CA),
between the two groups, it was tested the normal data distribution by the
Kolmogorov-Smirnov test and the homogeneity of variances by the Levene test,
followed by the t-test for independent samples. The level of significance for all
the statistical tests was set at 5%.



RESULTS

The average age of both groups was 52.6 years, varying from 31 to 79
years. In the case group, 17 (85%) lesions of OLP were of the reticular-erosive
type, 2 (10%) of reticular type and 1 (5%) of the plate-erosive type. The average
time of diagnosis of the OLP was 5 years, varying from 1 to 10 years. For the
case group, 95% of the collections were carried through in buccal mucosa and
only one (5%) in the border of the tongue. For the control group, 100% of the
collection was in the buccal mucosa.

There was no significant difference (p>0.05) for the cytomorphologic
analysis between the groups (Tables 1 and 2). Tables 1 and 2 show the
characterization of smears according to the Papanicolaou classification, and the

cellularity degree in the studied groups, respectively.

Table 1 — Characterization of smears according to the Papanicolaou classification.

Classification Case group Control group
n (%) n (%)
Class | 12 (60) 13 (65)
Class Il 8 (40) 7 (35)
Total 20 (100) 20 (100)

p=0.747 (U Mann-Whitney test)

Table 2 — Characterization of smears according to the type of predominant cell.

~ Group Enucleated Nucleated Intermediated  Basal  Total
superficial superficial cells cells
cells cells
n (%) n (%) n (%) n (%)
Case 0 (0) 20 (100) 0 (0) 0 (0) 20
Control 0 (0) 18 (90) 2 (10) 0 (0) 20

p=0.468 (Chi-square test); p= 0.487 (Fisher Exact test)
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The average values of NA, CA and relation NA/CA are shown in Table 3.
There was a significant difference (p<0.05) between the groups, for the variable
CA and relation NA/CA.

Table 3 — Average of NA, CA and NA/CA values for OLP and healthy patients.

Case group Control group P value
Variable Mean = SD Mean = SD
NA (pm?) 521.6 + 63.1 518.9 + 59.1 0.892
CA (um? 22750.3 + 3369.6 18348.0 + 2388.4 0.000*
NA/CA 0.025 £+ 0.006 0.031 £ 0.006 0.004*

SD - standard deviation

*Statistical difference (p<0.05).

DISCUSSION

OLP is an immunologically mediated condition, in which T CD8+
lymphocytes are the responsible for the apoptosis that occurs in epithelial cells.
This apoptosis is of fundamental importance in the clinical presentation of
oLp.?®

The reticular form, associate or not to the erosive form, is the most
common clinical manifestation, presenting itself as whitened stretch marks,
symmetrical and bilateral, generally associated with the erosion areas or
ulceration.®* In this study, 85% of cases were of the reticular-erosive type.

In general, the oral lesions appear before the cutaneous lesions and in
many cases the oral site is the only one affected.”®' The present study showed
that, as well as the results of Fernandez-Gonzélez et al. (2010),*° the most
affected intraoral area was the buccal mucosa, although tongue, gum, and
palate can also be affected.®

The disease affects mainly women, in a ratio of 3:1 and is more frequent
in the fifth decade of life. In the present study, the average age of the sample

was similar to previous investigations.®*® Only women were included in this
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study, as after an epidemiologist survey of the number of patients with OLP
diagnosis in the two participant clinics, it was noticed a higher prevalence of
women. Moreover, some criteria of exclusion were applied, such as: being a
smoker, ethilist and user of illicit drugs, because they undisputedly promote
alterations in the morphology of the epithelial cells.??"3> The non exclusion of
these habits could intervene in the results of the research. The subjects of the
case and control groups were paired by age, in the attempt to eliminate
eventual age-related epithelial alterations.®

In the present study, malignant evidences in smears of OLP lesions were
not found, which corroborates the findings of Sugerman et al. (1996).3* There
was a predominance of smears of Papanicolaou class I. Class Il was the
second most representative one, however, there was not a significant difference
between the groups (p>0.05, Table 1). This was already expected, because the
inflammatory cells present in the OLP are disposed in band-like

7,9,35
,

subeplithelia and exfoliative cytology is a technique for obtaining cells from

the most superficial layer of the epithelium.'®"”

Referring to the maturation criteria, 100% of the smears of the case
group had predominance of nucleated cells of the most superficial layer, while
in the control group intermediate cells were predominant in 10% of the cases
(Table 2). This can be justified by the fact that reticular OLP, which
corresponded to 95% of the sample, presents the hyperkeratinization as a
histopathological characteristic.*® Conversely, the smears of the control group
were collected from the buccal mucosa, which is a non-keratinized epithelium.
This would lead to a larger possibility of collection of superficial cells in
keratinized tissues compared with non-keratinized ones.

In the present study, the cytomorphometric analysis showed an increase
in the CA and a reduction in the NA/CA ratio for the case group compared with
the control group (table 3). Sugerman et al. (1996)% found significantly higher
averages of the CA and NA values of patients with reticular and papular LP,
however it was not established significant difference in the NA/CA ratio. These
results can be a reflex of the epithelial stratification, which tends to increase the
size of the cells as they become more superficial.'®263*

Another justification for the increase in the CA is the fact that the tissue
modified by the reticular LP injury suffers hyperplasia, an event that is preceded
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by the cellular hypertrophy.®® The increase of the cell number in LP injuries was
demonstrated through histological studies stained by the hematoxylin-eosine
and immuno-histochemical studies, that analyzed the behavior of the
proliferating cell nuclear antigen (PCNA).3%%

One of the potential complications of the OLP is the possibility of
malignant transformation of this injury. Since 1910, when the first case of
squamous cells carcinoma in a patient with OLP was reported, several studies
have been trying to establish this relation between the OLP and its potential of
malignant transformation, and this rate varies from 0-12.5%.%'2

The erosive and plaque forms have been considered the most probable
of malignant transformation, even so the evidences for such hypothesis are
weak.® Referring to the localization, the tongue seems to be the preferential site
of malignant transformation,®® although Rajentheran et al. (1999)* found the
buccal mucosa as the main affected localization. In the present study the most
prevalent form was the reticular-erosive one, located in the buccal mucosa. The
risk of malignant potential is increased among women in the sixth and seventh
decades of life.*° The time of malignant transformation varies from 20.8 months
to 10.1 years.®®*' However Silverman (2000)* considers the time of OLP
duration is not a risk factor for malignant transformation. In the studied sample,
the average age was 52.6 years and the average time for diagnosis was 5
years. Due to these variations, authors recommend exhausting clinical
accompaniment of this injury to establish an early diagnosis of malignant
transformation.*344

The evaluation of parameters such as NA, CA and NA/CA ratio may
increase the sensitivity of exfoliative cytology for early diagnosis of oral
cancers.®> Cowpe et al. (1985% e 1988') found that tissues undergoing
malignant transformation typically show a reduction in CA and an increase in
NA. Ramaesh et al. (1998)"" used cytomorphometric techniques to assess
nuclear diameter (ND) and cytoplasmic diameter (CD) in normal oral mucosa, in
dysplastic lesions, and in squamous cell carcinomas. They found lower values
of CD and higher values of ND in the oral epithelium of dysplastic lesions and
squamous cells carcinomas compared with normal mucosa. These studies
suggest that increased nucleus size and reduced cytoplasm size are useful

early indicators of malignant transformation.
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Although our study is preliminary and the sample is small, the results did
not disclose compatible alterations with malignancy in the smears of OLP.
However, there was an increase in the CA and a reduction in the NA/CA ratio,
which is probably due to the epithelial and hyperplasia stratification that occur in
the reticular LP. Other studies are necessary to clarify the involved mechanisms

in the alterations of the oral mucosa of patients with OLP.
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APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
Niicleo de Bioética
Comité de Etica em Pesquisa
Ciéncia com Consciéncia

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Parecer N 0003824/10 Protocolo CEP N° 5516
Titulo do projeto Anélise morfolégica, morfométrica e de quantificacdo de AgNORs das células da Grupo IIIT
mucosa bucal de pacientes com liquen plano Versao 1
Protocolo CONEP 0049.0.084.000-10 Pesquisador responsavel Stefania Jeronimo Ferreira

Instituigdo PUCPR

Objetivos

. Analisar por meio da citologia esfoliativa em base liquida se ocorrem variacdes morfolégicas e morfométricas na érea do niicleo e do
citoplasima das células da mucosa bucal de pacientes com liquen plano.

. Analisar se ocorre variacio na relacio nticleo-citoplasma entre as células epiteliais da mucosa bucal de pacientes com liquen plano.

. Analisar se ha diferencas quantitativas e qualitativas das AgNORs em fungdo da presenca de liquen plano.

Comentarios ¢ consideragbes

Projeto apresentado em primeira versdo. Estd em formato diferente do sugerido pelo CEP. Apresenta cronograma, orcamento (em
materias de consumo e permanentes), referéncias bibliogrficas. Riscos e beneficios aparecem apenas no TCLE (..."beneficio da
pesquisa para o paciente estara relacionado ao resultado do exame, que mostrara se as lesGes de liquen plano tem ou néo alteracdes
nas células epiteliais da mucosa bucal apés a avaliagio em microscopio de luz". Riscos: "Entendo também, que néo ha risco de sentir
dor ou sangramento na realizagéo desta coleta. Algum desconforto podera ocorrer ao abrir a boca e tracionar a bochecha para manter
as cerdas da escova em contato com a mucosa”.).

A autora afirma que o “"trabalho serd um estudo experimental do tipo ensaio clinico randomizado e quantitativo segundo a
classificacao de Freire e Patussi (2001)."

Devem participar da pesquisa 40 mulheres adultas "que serdo divididas em dois grupos (caso e controle), pareados por idade".
Critérios de inclusdo e exclusdo estdo apresentados de forma adequada: "O critério de incluséio para o grupo caso sera a presenca de
lesdes de liguen plano bucal e a auséncia de qualguer outro tipo de lesdo. Para o grupo controle, serdo incluidos individuos com
auséncia de suspeita de alteracdo na mucosa e auséncia de lesdo.

Para ambos 0s grupos da amostra, ndo serdo incluidos pacientes tabagistas, etilistas, usudrios de enxaguatdrios bucais, aparelhos
ortodénticos e de drogas ilicitas, com a finalidade de eliminar os possiveis efeitos dessas condigdes sobre a morfologia da célula
epitelial".

Termo de consentimento livre e esclarecido e/ou Termo de compromisso para uso de dados.

Consta TCLE em linguagem adequada e com os contatos recomendados. No entanto, os dados de identificacdo do participante estdo
objetivos demais. Aconselha-se pedir enderego e o CPF.

Recomendagdes

Incluir no TCLE dados mais completos do participante da pesquisa.

Conclusdes

Aprovado.

Devido ao exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéncias das ResolugGes Nacionais 196/96 e
demais relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunigo realizada no dia: 07/04/2010, manifesta-se por considerar
o projeto Aprovado.

SUBMISSAO ONLINE

Vocé jé pode submeter o seu projeto em qualquer
versdo, via internet.

Acesse: www.pucpr.br/cep
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Parecer N° 0003824/10 Protocolo CEP N° 5516
Titulo do projeto Analise morfolégica, morfométrica e de quantificaciio de AgNORs das células da Grupo IIX
mucosa bucal de pacientes com liquen plano Versdo 1
Protocolo CONEP 0049.0.084.000-10 Pesquisador responsével Stefinia Jeronimo Ferreira

Instituicdo PUCPR

Situagio Aprovado

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolucio 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) devera
receber relatérios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a citério do pesquisador nos casos de
relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de
relatério completo ao final do estudo.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a
parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador ndo inicid-la antes de receber a autorizacéo
formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsével da
instituicéio e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEP em qualquer tempo.

Curitiba, 07 de Apyil de 2810.
Prof. MSc. N ﬁ | Fjlho

Coordenadof do Cémigé de Etica em Pesquisa
pucpr /
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, R.G. n. ,
estou sendo convidado a participar de um estudo denominado: “Anélise morfoldgica, morfométrica e de
quantificacdo de AgNORs das células da mucosa bucal de pacientes com liquen plano™, cujo objetivo é
analisar por meio da técnica de citologia esfoliativa em base liquida, se existem alteracdes nas células
epiteliais desta lesdo.

Sei que para o avango da pesquisa a participacio de voluntdrios é de fundamental importancia.
Caso aceite participar desta pesquisa, devo entender que a coleta das células da mucosa bucal que serd
realizada, serd obtida por meio de uma escova pequena com cerdas de nylon, que sera aplicada de forma
suave e em movimentos giratérios na bochecha. Entendo também, que ndo hd risco de sentir dor ou
sangramento na realizacdo desta coleta. Algum desconforto poderd ocorrer ao abrir a boca e tracionar a
bochecha para manter as cerdas da escova em contato com a mucosa. O beneficio da pesquisa para o
paciente estard relacionado ao resultado do exame, que mostrard se as lesdes de liquen plano tem ou ndo
alteragGes nas células epiteliais da mucosa bucal apds a avaliagdo em microscopio de luz.

Estou ciente de que minha privacidade serd respeitada, ou seja, meu nome, ou qualquer outro
dado confidencial, serd mantido em sigilo. A elabora¢do final dos dados serd feita de maneira codificada,
respeitando o imperativo ético da confidencialidade.

Estou ciente de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem precisar justificar, nem sofrer qualquer dano.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo a Profa. Dra. Luciana Reis Azevedo
Alanis (041-32712592) e a mestranda Stefania Jeronimo Ferreira (041-98042680) com quem poderei
manter contato se assim o desejar.

Em caso de reclamacgdo ou qualquer tipo de denuncia sobre este estudo devo
ligar para o CEP PUCPR (41) 3271-2292 ou mandar um email para nep @pucpr.br.

Estdo garantidas todas as informagdes que eu queira saber antes, durante e depois do estudo.

Li, portanto, este termo e fui orientado quanto ao teor da pesquisa acima mencionada e
compreendi a natureza e o objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. Concordo,
voluntariamente em participar desta pesquisa, sabendo que ndo receberei nem pagarei nenhum valor
econdmico por minha participagao.

Assinatura do Responsavel

Assinatura dos pesquisadores

Curitiba, de de 2010.
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MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
CEP/PUCPR. Os pacientes foram informados sobre os objetivos da pesquisa e,
apds concordarem em participar, assinaram um Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.
Amostra

Um total de 40 mulheres adultas atendidas na clinica de Odontologia da
PUCPR e da Universidade Federal do Parana — UFPR, na cidade de Curitiba,
Parana, Brasil, participaram da pesquisa. As pacientes foram divididas em dois
grupos (caso e controle), pareados por idade.

O grupo caso constituiu de 20 mulheres que possuiam LPB, com
confirmacéo histoldgica, e auséncia de qualquer outro tipo de lesdo na mucosa
bucal. Os seguintes critérios de diagndstico foram estabelecidos para o LPB: 1)
clinico — lesbes esbranquicadas, em forma de estrias (reticular) ou placa,
associadas ou ndo a areas de erosao; localizadas em mais de uma regido da
mucosa bucal; com periodos de remissao e exacerbacdo; sem histérico de
medicamentos que provocassem a exacerbacdo; e auséncia de restauracoes
de amalgama na é&rea da lesdo, para excluir a possibilidade de reacao
liquendide e 2) histologico — cristas epiteliais pontiagudas, em forma de “dente
de serra”; degeneracdao da camada basal do epitélio; presenca de corpos de
Civatte (ceratin6citos em degeneracao) e de um intenso infiltrado inflamatério
subepitelial em banda, predominante de linfécitos T.%’

O grupo controle foi constituido por 20 pacientes com auséncia de
qualquer alteracao na mucosa bucal. Critérios de exclusdo de ambos os grupos
envolveram: pacientes tabagistas, etilistas, usuarias de enxaguatérios bucais
com alcool, aparelhos ortodénticos e de drogas ilicitas.
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Coleta das células

Uma vez aceita a participacdo na pesquisa, foi realizada a coleta de
material pela técnica da citologia em base liquida. Para tal, inicialmente os
individuos foram orientados a realizar um enxague bucal com agua para
remover possiveis restos alimentares.

A coleta de células foi realizada com um kit do sistema DNA-CITOLIQ®
(Digene, Sao Paulo/SP, Brasil), denominado Universal Collection Medium
(UCM), cujo registro no Ministério da Saude esta sob o nimero 10322550015.
Este kit é composto por um frasco, contendo 1 mL de UCM e uma escova com

cabo longo (figura 3).

A coleta das células da mucosa bucal foi obtida por meio da aplicacdo
da escova de forma suave e em movimentos giratérios (figura 4) no sentido
horario (cinco voltas). Em seguida, a parte da escova que apresentava as
cerdas foi mergulhada no interior do frasco contendo o UCM, permanecendo
imersa neste liquido com o frasco tampado até o momento em que as células
foram transferidas para a superficie de uma lamina de vidro, evitando com isso
a secagem ao ar e comprometimento da morfologia celular. O frasco tampado
foi agitado por um periodo minimo de 30 segundos para permitir a mistura do
material colhido (células) no meio liquido seguindo as especificacbes do
fabricante. Posteriormente, a amostra foi armazenada sob refrigeracao (2 a 8°

C) até o momento do processamento laboratorial.

Processamento laboratorial

Uma cartela contendo 12 laminas histolégicas (Lamigene, Digene —
figura 5) foi adaptada numa prensa metalica (Prepgene, Digene — figura 5)
juntamente com um filtro especial contendo uma membrana de policarbonato
(Filtrogene, Digene — figura 5). As laminas previamente foram identificadas
para evitar possiveis trocas de material. Para a transferéncia das células
contidas no liquido, inicialmente foram colocados os frascos no UCM rack. A
seqguir, os frascos foram homogeneizados por meio da colocagcdo do mesmo

sobre um vortex (modelo AP 56, Phoenix, EUA) em alta velocidade e por tempo
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minimo de 20 segundos (figura 6). Foi depositada, com o auxilio de uma pipeta,
uma aliquota de 200 uL sob os filtros (figura 7), por onde, através dos poros
passam os restos celulares e muco, permanecendo retidas sobre a superficie
as células usadas no diagnéstico. Em seguida, esses filtros foram tocados
sobre uma lamina de vidro por meio do fechamento de uma prensa metalica
por aproximadamente dez segundos para que ocorresse a transferéncia do
material sobre a Idamina, o que é chamado de imprint (figura 8).

O material disposto sobre as laminas foi fixado pela imersdo das laminas
em solucao de alcool etilico absoluto por um tempo minimo de 20 minutos,
para proceder-se a coloracdo de Papanicolaou modificada (tabela 1) para

andlise morfolégica e morfométrica.
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Tabela 1. Sequéncia do processamento laboratorial para coloracdo de
Papanicolaou modificada.

Alcool Etilico 80%

10-15 mergulhos

Alcool Etilico 70%

10-15 mergulhos

Alcool Etilico 50%

10-15 mergulhos

Agua destilada

10-15 mergulhos

Hematoxilina de Harris 1 minuto
Agua corrente 2 minutos

HCI 0,5% em agua destilada 2 mergulhos
Agua corrente 2 minutos

Alcool Etilico 50%

10-15 mergulhos

Alcool Etilico 70%

10-15 mergulhos

Alcool Etilico 80%

10-15 mergulhos

Alcool absoluto

10-15 mergulhos

Orange G6

1 mergulho

Alcool absoluto

10-15 mergulhos

Alcool absoluto

10-15 mergulhos

Alcool absoluto

10-15 mergulhos

EA-36

1 minuto

Alcool absoluto

10 mergulhos

Alcool absoluto

10 mergulhos

Alcool absoluto

10 mergulhos

Alcool absoluto

10 mergulhos

50/50 Xilol e Alcool

10-15 mergulhos

Xilol 10-15 mergulhos
Xilol 10-15 mergulhos
Xilol 10-15 mergulhos
Xilol 10-15 mergulhos

Montagem da laminula

Entellan
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Andlise dos esfregacos

Os esfregacos foram analisados por meio da microscopia de luz,
utilizando um microscépio binocular, modelo Olympus BX40 adaptado com
ocular WH 10X-H/22 e objetivas PLAN 40X/0,65 (Olympus, Japao), com
aumento original de 400X.

Previamente a leitura, as laminas tiveram seus numeros de identificagao
cobertos para evitar viés. O examinador foi previamente calibrado quanto ao
reconhecimento da presenca ou auséncia das alteracdes celulares, bem como

em relacdo ao critério de maturagao e quantificagao das células epiteliais.

Analise Citomorfologica

Os esfregacos foram analisados de acordo com a Classificacdao de
Papanicolaou e critérios de maturagao.

De acordo com a classificacdo de Papanicolaou,?>?®

os esfregacos
foram classificados em:

¢ Classe 0: material insuficiente ou inadequado para analise;

Classe I: as células observadas apresentam padrdao morfolégico normal;

Classe II: 0 esfregaco apresenta caracteristicas de benignidade, porém,

com alteragdes inflamatorias;

Classe lll: presenca de alteracdes displasicas, apresentando alguns
critérios de malignidade, porém com alteracdes discretas;

Classe IV: esfregacos fortemente suspeitos de malignidade, com o
namero de células anormais maior que na classe anterior. Células da
camada basal e parabasal redondas ou ovais, com nucleos em posicao
central, além de aparecer células com nucleos volumosos e citoplasma

reduzido;

e Classe V: presenca de alteracdes compativeis com neoplasias malignas,
exibindo células com nucleo hipercromatico, com acentuado

pleomorfismo nuclear, espacos vazios e granulos grosseiros de
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cromatina. As células podem apresentar mitoses atipicas, pleomorfismo
celular e evidente alteragdo na proporgcéo nucleo-citoplasma em favor do

nucleo.

Em relacdo ao grau de maturagéo, os esfregacos foram analisados de
acordo com o predominio do tipo celular: superficial anucleada, superficial

. As células basais do epitélio apresentam-se

nucleada, intermediaria e basa
esféricas ou ovodides, com citoplasma corado azul, enquanto que 0 nucleo
mostra-se arredondado, centralizado e basoéfilo (azul). As células epiteliais
intermediarias sao ligeiramente alongadas ou quadrilateras, podendo exibir
algum grau de contracao nuclear, apresentando-se numa coloracao vermelho-
azulada. Nas células pertencentes a camada superficial, nucleadas ou
anucleadas, o citoplasma mostra-se acidéfilo, corado em vermelho, amarelo,

laranja ou marrom.'92°

Analise Citomorfométrica

Cinquenta células de cada lamina foram capturadas (figura 9), sem
discriminagdo em relacdo ao critério de maturacao, por meio do Software Dino
capture pertencente a camera Dino-Eye Eyepiece (modelo AM-423X, Taiwan).
A captura foi realizada sequencialmente, a fim de evitar a captura de uma
mesma célula mais de uma vez. Somente as células que se encontravam
estiradas e bem delimitadas foram capturadas.

As areas nucleares (AN) e citoplasmaticas (AC) foram obtidas pela
delimitacdo do nucleo e do citoplasma da célula, respectivamente. Foi utilizado
o cursor digitador na ferramenta poligono, no modo medida, do sistema de
andlise de imagens Image - Pro Plus, versao 4.5.029 for Windows 98/NR/2000
(figura 10).%?! Apés a obtencdo dessas medidas foi calculada a relacdo AN/AC
das células epiteliais de cada amostra.'®?' A partir das medidas das cinquenta
células capturadas, foi calculada uma média.
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Analise estatistica

Os valores obtidos para cada variavel foram registrados e tabulados em
planilhas no software estatistico SPSS versao 15,0 para Windows (SPSS Inc,
Chicago, IL, EUA). Para a variavel classificagdo de Papanicolaou, aplicou-se o
teste nao-paramétrico U de Mann-Whitney, a fim de verificar se houve
diferenca estatisticamente significante no escore médio entre os dois grupos.
Os testes do Qui-quadrado e exato de Fisher foram aplicados a variavel
critérios de maturagdo. Para a comparacdo das variaveis citomorfométricas
(AN, AC e AN/AC) entre os dois grupos, testou-se a distribuicdo normal dos
dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancias
pelo teste de Levene, seguido do teste t para amostras independentes. O nivel

de significancia adotado para todos os testes estatisticos foi 5%.
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FIGURAS

Figura 1. Aspecto clinico do liquen plano tipo reticular-erosivo.

Figura 2. Aspecto clinico do liquen plano tipo placa-erosivo
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Figura 3. Kit do Sistema DNA CITOLIQ® denominado Universal
Collection Medium (UCM).

Figura 4. Coleta das células da mucosa bucal por meio da aplicacao da
escova de forma suave e em movimentos giratérios.
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Figura 5. Prensa metdlica (Prepgene®) aberta, exibindo a cartela de
laminas (Lamigene®) e o filtro (Filtrogene®).

Figura 6. Homogeneizacao das amostras no vortex.
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Figura 7. Aliquota sendo dispensada, com a pipeta, na superficie do filtro
(Filtrogene®).

Figura 8. Prensa metalica fechada (Prepgene®), para a transferéncia do
material sobre a lamina (imprint).



56

Figura 9. Imagem das células epiteliais capturadas (coloracao de Papanicolaou,
aumento original de 400X).
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