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1 INTRODUCAO GERAL

A epidermdlise bolhosa (EB) € uma doenca mucocutanea rara, hereditaria e
caracterizada pela fragilidade da pele e membranas mucosas apos leve trauma
mecanico, resultando na formacé&o continua de bolhas (1). Os quatro principais tipos
séao EB simples (EBS), EB distrofica (EBD), EB juncional (EBJ) e sindrome de Kindler
(SK), e mais de 30 subtipos foram reconhecidos, com base principalmente no plano

de clivagem da pele (2), como mostra a Figura 1 (3).

EBS Suprabasal
EBS Basal
Lamina lucida | EBJ SK
| e ——————————————SSSSussu—————— |
Sub-lamina densa | EBD

Fig 1. Representacdo das camadas da pele associadas aos diferentes tipos de
epidermdlise bolhosa de acordo com o nivel de clivagem da pele. Na EB simples (EBS)
suprabasal, as bolhas se formam nas camadas epidérmicas média/superior, dependendo de
qual proteina esta mutada. Na EBS basal, o plano de clivagem esta dentro dos queratinécitos
basais. Na EBJ, a separacdo ocorre dentro da lamina llcida, e na EBD, na regidao da
sublamina densa na derme superior. Na SK, a clivagem pode ocorrer dentro dos
gueratindcitos basais, ao nivel da lamina Idcida ou abaixo da lamina densa de acordo com
Fine et al., 2014 (3) (Figura e legenda modificadas pelo autor).

A EB tem ocorréncia mundial, com distribui¢cdo igualitaria entre sexo, raca e
regides geograficas (3). Cerca de 500.000 individuos vivem com a doenga em todo o
mundo, sendo a maioria criangas. A prevaléncia € de cerca de 11 casos por milhao
de habitantes e a incidéncia € de aproximadamente 20 casos por milhdo em nascidos
vivos (5).

As formas mais graves da doenca apresentam sinais clinicos considerados

debilitantes, como mutilacdo de membros, inflamacdes, infec¢cdes recorrentes, dor



7

cronica e letalidade precoce (6). Diante da complexidade do tratamento e cuidado
necessario para individuos EB, é imprescindivel destacar a importancia da abordagem
multidisciplinar. Apesar dos desafios e riscos envolvidos no tratamento odontolégico,
0 mesmo ndo deve ser negligenciado. Portanto, é fundamental que o profissional
tenha conhecimento e extremo cuidado para evitar complicagdes, como traumas e
ulceracdes, o que envolve o estabelecimento de protocolos especificos (7).

Os tecidos afetados e os fendtipos exibidos em individuos acometidos estéao
intimamente relacionados as proteinas especificas anormais e/ou ausentes,
resultantes de mutacdes genéticas. No contexto especifico da mucosa oral, qualquer
subtipo de EB pode levar ao aparecimento de quatro lesdes tipicas, sendo elas
eritema, Ulceras, atrofia e bolhas. A extensdo e gravidade podem variar de leve a
extremamente grave (8,9). Em geral, as lesdes da mucosa oral sao vesiculobolhosas
que variam de pequenas vesiculas discretas a grandes bolhas. Essas lesGes podem
ser distribuidas em todas as superficies mucosas. Os locais mais frequentes de
formacdo na boca dos individuos com EB sdo a mucosa jugal, seguida da lingua e
dos labios. O processo continuo de formacdo da leséo, seguido de cicatrizacdo
recorrente, resulta em mudancas significativas na arquitetura oral. Com o tempo, 0
vestibulo oral é obliterado por cicatrizes, adesao tecidual e comprometimento dos
movimentos da lingua. Anquiloglossia e microstomia, secundarias a cicatrizacao das
comissuras, sao frequentemente observadas. Outro aspecto € a superficie da lingua
tornando-se lisa e as papilas atrofiadas (10).

A forma de EB que apresenta maior risco de desenvolver o carcinoma de
células escamosas (CCE), sem duvidas, é a EBD recessiva generalizada grave (10).
A maioria das lesdes se desenvolve na superficie cutdnea e até o momento, alguns
poucos casos foram descritos na cavidade da boca. A lingua foi o sitio mais frequente,
embora tumores no labio e no palato duro também tenham sido relatados (11).

Diante do exposto, a analise de células obtidas a partir de esfoliados orais pode
ser uma ferramenta de biomonitoramento no contexto da EB, pois as células sdo
facilmente coletadas da boca por procedimentos néo invasivos (12), além de produzir
uma gquantidade e qualidade suficiente de DNA (13). Dentre os aspectos nucleares
viaveis para andlise e interpretacdo, os fendtipos mais citados na literatura séo
cariorrexe (CR), caridlise (CL) e picnose (PN), bem como micronucleo (MN), conforme

mostra a Tabela 1 e a Figura 2 (14).
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Tabela 1 - Aspectos nucleares de acordo com os critérios descritos por Tolbert; Shy;

Allen (1991)

Aspecto Nuclear

Caracteristicas Microscopicas

Cariorrexe Desintegracdo nuclear envolvendo perda
de integridade do nucleo

Caridlise Dissolugéo nuclear

Picnose Nucleos reduzidos

Micronucleo Corpos extranucleares compostos de

fragmentos cromossOmicos ou
cromossomos inteiros que nao foram

incorporados aos nucleos filhos na mitose

A) CARIORREXE

C) PICNOSE

B) CARIOLISE

D) MICRONUCLEO

Fig 2. Representacdo dos aspectos nucleares de esfregacos na mucosa oral. Em A,
presenca de cariorrexe, que é a fragmentacao e dispersdo do nucleo no citoplasma. Em B,
cariolise, identificada pela digestdo da cromatina do nucleo. Em C, picnose, caracterizada pelo
nucleo reduzido e hipercromatico. Em D, presenca de microndcleo, que sdo pequenas massas
de cromatina, com forma oval ou circular, localizadas préximas do nucleo segundo Bolognesi
et al (2015) (14) (Legenda modificada pelo autor).
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As anormalidades nucleares que caracterizam a citotoxicidade (CR, CL, PN)
sao importantes marcadores de morte celular. Ja a identificacdo de células com MN
pode indicar evento genotoxico, sendo o marcador de mutagenicidade mais utilizado
(15). No estudo conduzido por Pinheiro e colaboradores (2016) (13), a técnica foi
empregada na avaliacdo da mucosa nasal de estudantes da graduagao expostos ao
formaldeido durante as aulas de Anatomia Humana por cargas horarias diferentes. Os
resultados indicaram que, mesmo por curto periodo, houve acgéo toxica nas células
epiteliais nasais. Similarmente, estudo de Lorenzoni et al. (2017) (16), revelou inducéo
de mutagenicidade na mucosa oral pelo formaldeido em estudantes durante as aulas
de Anatomia.

H& uma significativa necessidade de ampliar o empenho cientifico na
compreensao dos mecanismos que envolvem o surgimento das manifestacbes
clinicas da EB e que podem servir como base para o desenvolvimento de possiveis
terapias. Além disso, a disponibilidade de ferramentas néao invasivas, como a técnica
do esfregaco da mucosa oral, representa opcao viavel e de baixo custo para andlise
e identificacdo de importantes alteragdes nucleares na mucosa oral, principalmente
porque muitos pacientes sdo criancas ou jovens. Podemos destacar também a
contribuicdo social, visto que a EB é considerada uma doenca com morbidade e
mortalidade consideraveis, interferindo de maneira relevante na qualidade de vida dos
individuos.

Soma-se ao fato da literatura ainda ser escassa quanto as descricoes
microscopicas da mucosa oral em individuos que vivem com EB. Assim, este projeto
teve como objetivo avaliar os aspectos nucleares de citotoxicidade e mutagenicidade
a partir de esfregacos da mucosa jugal de residentes EB no Espirito Santo (ES). Até
onde temos conhecimento, esse tipo de analise ndo foi empregado no contexto dessa
doenca rara, representando uma abordagem inédita e importante para diagnéstico

precoce de alteragbes na mucosa oral nesse grupo de pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo epidemiolégico e avaliar os aspectos nucleares de
citotoxicidade e mutagenicidade a partir de esfregacos da mucosa jugal em individuos

EB, independentemente do tipo e subtipo, residentes no ES.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar levantamento dos casos de EB no ES;

¢ |dentificar e quantificar a frequéncia de micronucleo em células epiteliais
esfoliadas em &reas de mucosa jugal de pacientes EB e ndo EB (grupo
controle) como critério de mutagenicidade;

¢ |dentificar e quantificar a frequéncia do caridlise, cariorrexe e picnose em
células epiteliais esfoliadas da regido da mucosa jugal de pacientes EB
e nao EB (grupo controle) como critérios de citotoxicidade;

e Buscar associac¢des entre os achados citolégicos com os tipos/subtipos
de EB;

e Criar um banco de dados da EB no ES, que possa servir como base
epidemiologica para agBes de promocdo a saude, com foco nas

manifestacdes orais da doenca.
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Resumo

Introducao: A Epidermdélise Bolhosa (EB) € uma doenca genética grave, com formacéao
continua de bolhas na pele e mucosas, podendo apresentar alteracfes estruturais
relevantes na boca. Objetivo: Analisar 0os aspectos nucleares de citotoxicidade e
mutagenicidade obtidos a partir de esfoliados da mucosa jugal em pacientes EB.
Materiais e métodos: Informacfes sociodemograficas e clinicas foram coletadas a
partir de exame fisico e questionario padronizado. Células da mucosa jugal foram
obtidas a partir de esfoliados orais e avaliadas para determinacdo da frequéncia de
micronucleo, cariorrexe, cariolise e picnose. Os testes estatisticos utilizados foram
Mann Whitney e Kruskal-Wallis. Resultados: 20 individuos EB foram selecionados e o
grupo controle (n=20) foi pareado quanto ao sexo e idade com a amostra EB. Foi
observada distribuicdo semelhante entre homens (n=8, 40%) e mulheres (n=12, 60%)
e individuos com idade > de 19 anos representaram a maioria (n=13, 65%). A analise
guantitativa revelou que a maioria das células foi identificada como normal em ambos
0S grupos. Um numero maior de cariorrexe (p=0,0002) e caridlise (p<0,0001) foi
observado na amostra EB. Micronucleos foram encontrados apenas nessa ultima. Na
comparacao entre pacientes ndo EB com os casos mais graves da doenca, maior
namero de cariolise foi identificado na amostra EB (p=0,0006). Concluséo: Alteracbes
nucleares de citotoxicidade foram mais frequentes no grupo EB. J& as relacionadas a
mutagenicidade foram encontradas apenas neste grupo. Isso refor¢ca a necessidade
de constante acompanhamento meédico-odontologico para evitar estabelecimento de

guadros mais graves.

Palavras-chave: Epidermdélise bolhosa; Citotoxicidade; Mutagenicidade; Mucosa oral.
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Abstract

Introduction: Epidermolysis Bullosa (EB) is a severe genetic disease characterized by
continuous blistering of the skin and mucous membranes, potentially presenting
significant structural changes in the mouth. Objective: To analyze the nuclear aspects
of cytotoxicity and mutagenicity obtained from exfoliated cells of the buccal mucosa in
EB patients. Materials and Methods: Sociodemographic and clinical information were
collected through physical examination and a standardized questionnaire. Buccal
mucosa cells were obtained from oral exfoliations and evaluated to determine the
frequency of micronuclei, karyorrhexis, karyolysis, and pyknosis. The statistical tests
used were Mann-Whitney and Kruskal-Wallis. Results: 20 EB individuals were
selected, and the control group (n=20) was matched for sex and age with the EB
sample. A similar distribution was observed between men (n=8, 40%) and women
(n=12, 60%), and individuals aged = 19 years represented the majority (n=13, 65%).
Quantitative analysis revealed that most cells were identified as normal in both groups.
A higher number of karyorrhexis (p=0.0002) and karyolysis (p<0.0001) was observed
in the EB sample. Micronuclei were found only in the latter group. When comparing
non-EB patients with the most severe cases of the disease, a higher number of
karyolysis was identified in the EB sample (p=0.0006). Conclusion: Nuclear alterations
of cytotoxicity were more frequent in the EB group. Mutagenicity-related changes were
found only in this group. This reinforces the need for constant medical and dental

follow-up to prevent the establishment of more severe conditions.

Keywords: Epidermolysis Bullosa; Cytotoxicity; Mutagenicity; Oral mucosa.
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3.1.1 Introducéo

A Epidermdlise bolhosa (EB) é uma doenca genética caracterizada por bolhas
e feridas resultantes da friccdo na pele e mucosas, devido a auséncia ou reducéo de
proteinas que participam da adeséo do epitélio ao conjuntivo (1). Além de bolhas,
feridas abertas e cicatrizes, a EB pode produzir manifestacbes extracutaneas,
incluindo anormalidades dos sistemas gastrointestinal, cardiovascular e geniturindrio,
bem como dos olhos e cavidade oral, e esta associada ao aumento do risco de morte
prematura (2).

Mdltiplas mutacdes genéticas, que afetam proteinas responsaveis pela
integridade da pele, incluindo queratinas (KRT5, KRT14), laminina-332 (LAMA3,
LAMB3, LAMC2) e colageno tipos VIl e XVII (COL7A1, COL17A1) sédo relatadas como
causadoras da doenca (3). Essas mutacdes resultam em varios tipos e subtipos,
classificados com base no plano de clivagem (4). Os quatro principais sdo EB simples
(EBS), EB juncional (EBJ), EB distrofica (EBD) e Sindrome de Kindler (SK) (5).

As mutacdes nos genes envolvidos na patogénese da EB n&o alteram apenas
a expressao de uma molécula especifica da zona da membrana basal, mas tambéem
todo microambiente da matriz extracelular (MEC). Essas modificacoes apresentam
consequéncias nos mecanismos de inflamacao, cicatrizacéo e fibrose, que favorecem
0 aumento de feridas e cronificacdo dessas, bem como possuem papel crucial no
desenvolvimento de neoplasias como o carcinoma de células escamosas cutaneo
(CCEc), sendo uma das principais causas de morte (6,7). Em relagcdo a mucosa oral,
alguns poucos casos de CCE foram descritos associados a EB, sendo a lingua o sitio
mais comum, com tumores no labio e no palato duro também relatados (8).

A analise de aspectos citologicos, a partir de células epiteliais esfoliadas da
mucosa oral, representa bom indicador para o estudo da extensdo de danos ao DNA
e deteccdo de transformacOes epiteliais, primeiramente pelo acesso facilitado ao
tecido, como também a amostra coletada apresenta boa quantidade e qualidade de
DNA (9). O exame citologico agrega beneficios a via diagnostica, pois tem a
capacidade de distinguir entre células benignas e malignas em referéncia as
caracteristicas morfologicas e celulares. Além disso, é uma técnica simples, rapida e
nao invasiva, bem aceita pelo paciente e que pode ser considerada uma modalidade

promissora para fins de rastreamento em massa do cancer de boca (10). Os aspectos



15

citologicos geralmente analisados sao presencas de micronucleo (MN), cariorrexe
(CR), caridlise (CL) e picnose (PN). O teste do MN é o mais largamente utilizado e
indica mutagenicidade (11).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo analisar os aspectos
nucleares de citotoxicidade e mutagenicidade obtidos a partir de esfoliados da mucosa

jugal em pacientes que vivem com EB.

3.1.2 Materiais e Métodos

O delineamento da pesquisa caracterizou-se como um estudo clinico
transversal prospectivo com amostra de conveniéncia, e foi conduzida eticamente de
acordo com a Declaracao de Helsinki.

Este estudo foi desenvolvido junto ao Projeto Borboleta Azul da Faculdades
Integradas Espirito Santenses (FAESA), projeto de extensdo universitaria que € o
centro de referéncia odontolégico para pacientes EB no Espirito Santo (ES), sob a
coordenacao do Prof. Lucas Fernandes Leal. Também foram convidados pacientes
atendidos pela pesquisadora colaboradora Dra. Rosalie Torrelio no Hospital Estadual
Infantil Nossa Senhora da Gloria (HEINSG, Vitéria).

As andlises laboratoriais foram executadas no Laboratério de Biologia do
Desenvolvimento e Tumorigénese (LBCDT) e no Laboratério Multiusuario de
Histotécnicas (LHT) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) na Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES).

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do CCS-UFES - sob

namero do parecer 4.569.791.

3.1.2.1 Amostra

Participaram do estudo adultos e criancas, residentes no ES, diagnosticados
com EB independentemente do tipo/subtipo. Ressaltamos que a analise do tecido oral
desses pacientes ja é parte da rotina de atendimento instituido no Projeto Borboleta
Azul.
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O grupo controle compreendeu individuos ndo EB, adultos e criancas, pareados
em relacdo ao sexo e idade com a amostra EB, selecionados na Clinica de

Interdisciplinaridade do Instituto de Odontologia da UFES (Vitéria).
e Os critérios de inclusédo adotados foram:

Grupo EB: pacientes com diagnostico de EB independentemente do
tipo/subtipo residentes no ES com ou sem lesdes orais; assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e do Termo de Assentimento.

Grupo Controle: pacientes saudaveis; auséncia de relato de doencas prévias e

de uso continuo de medicacdes; assinatura do TCLE e do Termo de Assentimento.
e Os critérios de exclusdo adotados foram:

Pessoas com alguma doenca de base, em uso continuo de medicamentos e

tabagistas.

Os dados sociodemograficos coletados foram: sexo, idade e hereditariedade
(sendo esse Ultimo apenas para a amostra EB).

3.1.2.2 Coleta das células do epitélio oral

Para a coleta das amostras do epitélio oral, o participante ficou sentado em
posicao que varia de 70 a 90 graus na cadeira odontolégica. Inicialmente foi realizado
o exame clinico estomatolégico para identificacdo de lesGes orais e andlise das

caracteristicas da EB.
Na sequéncia, foi realizada a coleta do material biol6gico conforme segue:

Anestesia da mucosa jugal com spray de xilocaina liquida a 10% (sendo
borrifado de trés a cinco vezes) e descartado apoés cinco segundos na cuspideira junto
com a saliva; averiguacdo da sensibilidade das areas anestesiadas com pinca de
algodao de ponta romba e estéril; enxdgue da boca com agua para hidratar a mucosa
e remover possiveis particulas presentes; escovado de uma regiao selecionada pelo
pesquisador com o auxilio de escova tipo endocervical (Kolplast®) estéril (raspando a

escova de forma gentil, porém firme).

O material biol6gico obtido foi acondicionado em tubo falcon com 1 ml de

solucéo fisioldgica (NaCl 0,9% em agua destilada). Para a fixac&o, foi adicionado 1 ml
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de solucdo de metanol:acido acético (3:1, v/v) com auxilio de pipeta Pasteur.
Posteriormente, a solucdo resultante de cada coleta foi distribuida em 04 laminas
histol6gicas (500 microlitros/lamina). Sob abrigo, as laminas secaram por 24 horas ao

ar livre e temperatura ambiente.

Para coloracao, foi utilizada a técnica de Feulgen-Fast Green conforme descrito
por Belien e Colaboradores (1995) (12), com pequenas modificacdes, como descrito
a seguir: as laminas foram imersas em solucédo de HCI 5N durante 15 minutos para
hidrélise acida das bases nitrogenadas purinicas e pirimidinicas; lavagem com agua
destilada por 15 minutos; imersao no reagente de Schiff (Merck, Darmstadt, Hesse,
Germany) por 90 minutos. ApGs a remocéao do reagente de Schiff, as laminas foram
mergulhadas no corante Fast Green 0,01% (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany)
durante 30 segundos; lavagem com agua destilada; passagem por quatro baterias de
alcool absoluto em sequéncia por 2 minutos em cada e trés baterias de xilol (5 minutos
em cada); e por fim, montagem das laminas com DPX (Sigma-Aldrich; Saint Louis,
MI).

3.1.2.3 Analise do material coletado

As laminas preparadas foram analisadas de forma cega e por um unico
investigador previamente calibrado. Para a leitura dos aspectos nucleares e aquisi¢ao
de imagens, foi utilizado microscépio PrimoStar (Zeiss), com camera digital acoplada
Zeiss AxioCam ERCS5s (Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha) e programa de imagem
Axio Vision 4.8 Release 4.8.2 (Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha) pertencentes ao
LBCDT da UFES.

Com um aumento de 400X, um total de 1000 células epiteliais esfoliadas foram
avaliadas diretamente no microscopio para determinagdo da frequéncia do MN
(parametro de mutagenicidade) conforme Sarto e colaboradores (1987) (13), e de CL,
CR e PN (parametros de citotoxicidade) de acordo com Tolbert; Shy; Allen (1992) (14).

Os critérios para inclusdo da célula como normal na contagem final foram os
seguintes: (1) citoplasma intacto e apresentando-se relativamente plano; (2) nenhuma
ou pouca sobreposicdo as células adjacentes; (3) pouco ou nenhum debris; e (4)

nucleo normal e intacto, com seu perimetro distinto e regular (14).
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Ja para caracterizacdo da célula como micronucleada, os critérios descritos
para célula normal estavam presentes, bem como identificacdo de micronucleo com
as seguintes caracteristicas: (1) estrutura e intensidade de coloracdo da cromatina
similar ou mais fraca que a do nucleo principal; (2) bordas distinguiveis, sugerindo a
presenca de membrana nuclear; (3) forma circular; e (4) incluido no mesmo citoplasma
celular que o nucleo principal, o que significa estar no mesmo plano focal do nucleo
principal. Acrescentam outras caracteristicas importantes na caracterizacdo do MN,
como nao estar sobreposto ou em contato com o nucleo principal, ser menor que 1/3

do didmetro deste, além de possuir forma e coloracéo discernidas (14).

3.1.2.4 Andlise Estatistica

Para a andlise quantitativa entre os grupos foi aplicado o teste Mann Whitney.
Para comparacéo intragrupo foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. Adotou-se nivel de

significancia de 5%, com p<0,05 indicando associacéo significativa entre as variaveis.

3.1.3 Resultados

Vinte individuos diagnosticados com EB foram selecionados. Em seguida foi

definido o grupo controle (n=20), pareado quanto ao sexo e idade com a amostra EB.

Os dados sociodemograficos demonstraram distribuicdo semelhante da EB
entre mulheres (n=12, 60%) e homens (n=8, 40%). Individuos com idade > de 19 anos
representaram a maioria (n=13, 65%). Quanto ao fator hereditario, 65% (n=13)
relataram histérico familiar de EB, cinco (25%) eram os Unicos com a doencga e em um
caso (5%) os genitores possuiam 0 gene, mas ndo a expressao da EB. A tabela 2

resume esses achados.

Tabela 2. Dados clinicos e sociodemograficos dos pacientes EB

Voluntéarios Sexo Idade Hereditariedade
01 Masculino 19 anos Familia com EB
02 Feminino 25 anos N&o sabe
03 Masculino 1 ano e 8 meses Unico com EB




04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino

Feminino

46 anos
21 anos
50 anos
59 anos
11 anos
59 anos
32 anos
57 anos
11 anos
11 anos
20 anos
18 anos
30 anos
54 anos
88 anos
12 anos

7 anos

Unica com EB

Pais com gene, sem EB

Familia com EB
Familia com EB
Unico com EB
Familia com EB
Familia com EB
Familia com EB
Unica com EB
Unica com EB
Familia com EB
Familia com EB
Familia com EB
Familia com EB
Familia com EB
Familia com EB
Familia com EB

19

Todos os aspectos nucleares foram identificados na

ilustra a Figura 3.

amostra EB, conforme
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Fig. 3. Representacéo dos aspectos nucleares de esfregacos da mucosa jugal. Em A, a
presenca de célula normal (N) e micronucleada (MN). Em B, caridlise (CL) e célula normal
(N). Em C, cariorrexe (CR). Em D, célula normal (N) e com picnose (PN). Aumento de 400x.
Coloracao pela técnica de Feulgen Fast-Green.

A andlise quantitativa revelou que a maioria das células foi identificada como
normal, sendo que o grupo controle apresentou maior nimero delas em relacéo ao
EB (Figura 4, A. p<0,0001). J4 os achados de citotoxicidade mostraram que um
namero maior de CR (Figura 4, B. p=0,0002) e CL (Figura 4, C. p<0,0001) foi
observado no grupo EB. N&o houve diferenca na PN entre as amostras (Figura 4, D.
p=0,2336).

A NORMAIS B CARIORREXE
*
1000 . 300
': . *
—__a* .
@ s Tenpaast =3 80
E LL] L™ ‘g
.8 oo o= =20 :
@ " ‘8 u
- L] @ 150 .-I
© —— = -
@ e .
£ o 1 o L
S ol "= £ —o-t',-_ .
z - ‘= ” --!.
= .‘1_.. .
500
Néo EB EB Nio EB EB
C o CARIOLISE D - PICNOSE
v 354
5 .
% 30 ES E 50
o -
Q@ 254 $
- o
g 20 o % 40 :'
2. L g - il
JEE—
z £ -
104 n % 20 e LT
L |
54 on. . - “ee 7;,.!7
et v ol :
o se_ ' ae o o . -
Néo EB EB Nao EB EB

Fig 4. Representacéo grafica dos aspectos nucleares em pacientes EB e ndo EB. Em A,
maior numero de células normais no grupo nao EB (p<0,0001; média=917,2; mediana=902,5;
desvio padrdo=33,82). B e C houve aumento do ndmero de células com CR (p=0,0002;
média=157,4; mediana=141; desvio padrdao=101,5) e CL (p<0,0001; média=14,5;
mediana=12,5; desvio padrdo=13,71) respectivamente na amostra EB comparada a controle.
O mesmo nao foi detectado para PN (D) (p=0,2336; média=23,15; mediana=23,5; desvio
padrdo=13,44). Teste realizado: Mann Whitney.

Ainda, células com MN foram encontradas apenas na amostra EB. A tabela 3
apresenta a quantificacdo de cada aspecto nuclear nos grupos EB e controle e a
tabela 4 resume os aspectos clinicos e a quantidade de MN na amostra EB.
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Tabela 3. Quantificagdo dos aspectos nucleares de normalidade, citotoxicidade e

mutagenicidade dos esfoliados orais da mucosa jugal nos grupos EB e nédo EB

Voluntério Normal Picnose | Cariorrexe | Caridlise | Micronucleo
EB N3oEB| EB N3doEB| EB NdoEB| EB NdoEB| EB N&o EB
01 937 930 25 12 23 56 14 2 1 0
02 904 976 10 4 67 20 19 0 0 0
03 918 966 11 4 63 28 8 2 0 0
04 808 872 28 7 145 117 | 19 4 0 0
05 774 941 7 20 202 38 12 1 0 0
06 820 872 28 42 128 82 22 4 2 0
07 866 895 20 37 101 66 13 2 0 0
08 593 963 14 7 380 28 13 2 0 0
09 900 890 34 14 64 91 2 5 0 0
10 887 949 36 16 67 34 8 1 2 0
11 748 892 25 3 160 98 67 7 0 0
12 625 948 15 12 342 40 18 0 0 0
13 633 894 22 22 339 74 6 5 0 0
14 783 891 64 22 149 84 3 3 1 0
15 707 923 35 40 251 32 6 5 1 0
16 787 899 21 39 188 61 4 1 0 0
17 822 959 28 5 137 36 12 0 1 0
18 910 884 11 6 70 107 9 3 0 0
19 872 906 4 21 103 72 20 1 1 0
20 792 893 25 31 168 74 15 2 0 0

Tabela 4. Tabela dos casos com micronulcleo da amostra EB

Voluntério Sexo Idade Tipo de EB Quantidade de
micronucleo
01 M 19 EBDR 1
06 M 50 EBS 2
10 M 32 EBS 2
14 F 25 EBDR 1
15 F 30 EBS 1
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17 F 54 EBS 1
19 F 46 EBJ 1

Na andlise intragrupo, considerando apenas os achados nucleares de
citotoxicidade para a amostra controle e todos os parametros para a amostra EB,
observamos que CR foi o aspecto nuclear encontrado em maior nimero (Figura 5, A.

p<0,0001 e Figura 5, B. p<0,0001, controle e EB respectivamente).
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Fig 5. Comparagéo intragrupo dos aspectos nucleares. CR foi observado em maior
frequéncia tanto no grupo controle (A, p<0,0001), quanto no grupo EB (B, p<0,0001). Teste
realizado: Kruskal-Wallis. Casos controle: PN x CR: p=0,0044, PN x CL: p=0,0012, CR x CL:
p<0,0001. Casos EB: PN x CR: p=0,0079, PN x CL: p=0,8952, PN x MN: p<0,0001, CR x CL:
p<0,0001, CR x MN: p<0,0001, CL x MN: p=0,0039. Casos controle: (PN: média:18,2;
mediana: 15,0; desvio padrdo:13,26), (CR: média: 61,90; mediana: 63,50; desvio padrao:
29,03), (CL: média: 2,50; mediana: 2,0; desvio padrdo: 1,96). Casos EB: (PN: média: 23,15;
mediana: 23,50; desvio padréo: 13,44), (CR: média: 157,4; mediana: 141,0; desvio padrao:
101,5), (CL: média: 14,50; mediana: 12,50; desvio padrdo: 13,71), (MN: média:0,45; mediana:
0; desvio padrao: 0,6863).
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Por fim, ao compararmos o grupo ndo EB com apenas 0s casos mais graves

(EBD+EBJ), observamos que o numero de células normais foi maior no grupo controle

(Figura 6, A. p=0,0262). Ja a CL foi mais frequente na amostra EB (Figura 6, C.

p=0,0006), seguido por CR e PN (Figura 6, B e D. Embora o valor de p tenha sido

0,0676 e 0,134 respectivamente). Os gréficos da figura 6 apresentam esses achados.
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Fig 6. Comparacdo dos aspectos nucleares no grupo ndo EB x EBD+EBJ. Células
normais foram mais frequentes no grupo controle (A, p=0,0262; média=934,6; mediana=941;
desvio padrao=39,02). CL foi observada em maior frequéncia no grupo EB (C, p=0,0006;
média=13; mediana=13; desvio padrdo=4,967; B, p=0,0676; média=174,1; mediana=145;

desvio padrdo=140,2;

respectivamente). Teste realizado: Mann Whitney.

3.1.4 Discussao

D, p=0,134; média=16,71,;

mediana=14; desvio padrao=8,2

A EB é uma doenca rara, grave, com diferentes caracteristicas clinicas, e que

apesar dos avangos recentes nas pesquisas terapéuticas, ainda ndo possui cura. No

contexto especifico da mucosa oral, qualquer subtipo de EB pode levar ao

aparecimento de quatro lesdes tipicas, sendo elas eritema, Ulceras, atrofia e bolhas.

A extensdo e gravidade podem variar de leve a extremamente grave (15,16). A

obtencdo de células epiteliais da mucosa oral, a partir de esfoliados, representa



24

importante ferramenta para estudo da extensdo de danos ao DNA e deteccdo de
transformacdes epiteliais no contexto da EB ja que a amostra apresenta boa

guantidade e qualidade do material genético e é um procedimento nao invasivo (17).

Nossos dados demonstraram que a EB possui distribuicdo semelhante entre
0s sexos, conforme ja afirma a literatura (18). Em relacéo a faixa etaria, a maioria da
amostra se enquadrou no grupo de adultos com alguns casos de criangas, 0 que
difere de outros levantamentos (5,19).

Quanto ao fator hereditario, a maioria relatou histérico familiar de EB. O que
seria esperado, uma vez que, essa condicdo tem sua natureza hereditaria e
geneticamente determinada, conforme ja evidenciado (20). Por outro lado, um quarto
da amostra relatou ser os Unicos afetados em suas linhagens familiares. Isso pode ser
explicado por variagdo genética, em que casos raros de EB seriam resultantes de
novas mutacdes espontaneas que ocorrem nas células reprodutoras ou nas primeiras
células embrionarias (21).

No contexto das alteracdes macroscépicas que ocorrem na boca, 0 processo
continuo de formacdo de lesdes, seguido de cicatrizacdo recorrente, resulta em
mudancas significativas na arquitetura oral. Com o tempo, o vestibulo é obliterado por
cicatrizes, adesdo tecidual e comprometimento dos movimentos da lingua.
Anquiloglossia e microstomia, secundarias a cicatrizacdo das comissuras, S&o
frequentemente observadas. Outro aspecto é a superficie da lingua tornando-se lisa
e as papilas atrofiadas (22).

Na avaliacdo microscoépica do epitélio da mucosa jugal, observamos maior
frequéncia de células com cariorrexe e cariolise no grupo EB. A presenca e
intensificacdo dessas alteracfes sugerem danos celulares, o que poderia ser atribuido
a formacao recorrente de bolhas na cavidade oral, um achado bastante comum
nesses individuos (23). Em contrapartida, as feridas crénicas surgem como
consequéncia do processo de cicatrizacdo deficiente e causam alteracdes estruturais
e funcionais significativas, resultando em um processo inflamatério constante. O
resultado € um microambiente favoravel para o desenvolvimento de fibrose, que por
sua vez realimenta a ma cicatrizacdo da ferida. Em conjunto, todas essas alteracdes
podem favorecer o surgimento de desordens com potencial de malignizacao (24).

Especificamente sobre o teste do micronucleo, o mesmo foi descrito para

aplicacdo no biomonitoramento humano pela primeira vez a partir de células
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esfoliadas da mucosa oral (25). Segundo os autores, esse teste poderia ser usado
para o estudo de efeitos genotoxicos em todos os tecidos humanos, a partir de
esfoliados. Corroborando com esses achados, Bloching e colaboradores (2000) (26),
afirmaram que o micronucleo nas células da mucosa oral é utilizado para estudar os
efeitos pré-neoplasicos, coletando as células diretamente dos tecidos afetados. A
ocorréncia deles pode servir como um indicador de risco para o desenvolvimento de
cancer no trato aerodigestivo superior, incluindo estagios pré-malignos, como a
leucoplasia oral.

Nossa andlise demonstrou que o grupo controle apresentou apenas achados
nucleares relacionados a citotoxicidade, com predominancia de cariorrexe. Ja no
grupo EB, além desses achados, foi detectada presenca de células micronucleadas,
aspecto largamente relacionado a eventos de mutagenicidade (27,28). Sabemos que
a cariorrexe pode representar uma fase avancada de apoptose, embora essa
associacdo ainda ndo esteja totalmente esclarecida. J4 picnose e cariolise podem
representar células mortas (27).

Por fim, ao compararmos o grupo néo EB com os casos mais graves da doenga
(EBD+EBJ), observamos que a frequéncia de caridlise foi maior na amostra EB,
sugerindo um estagio avancado de morte celular (27). Cariorrexe e picnose também
estiveram presentes, embora sem diferencas estatisticas com o grupo controle. Um
aspecto que requer atencao € que os pacientes que vivem com EBDR apresentam
risco aumentado para desenvolvimento do CCE em idade muito mais jovem em
comparacao com pacientes ndo EB. A maioria das lesdes se desenvolve na superficie
cutanea. Até o momento, alguns poucos casos do CCE na cavidade da boca foram
relatados associados a EB. A lingua foi o sitio mais comumente descrito, embora
tumores no labio e no palato duro também tenham sido relatados na literatura (29).
Outro aspecto é que a maioria das lesGes aparece em locais de feridas crénicas com
comportamento agressivo e invasivo e altas taxas de metastase (30).

Diante do exposto, podemos afirmar que as células da mucosa oral ndo apenas
oferecem oportunidades para diagndéstico precoce, mas também fornecem um modelo
anico para pesquisa de mutacdes que permite correlacionar alteracdes genéticas com
alteracdes histopatoldgicas (28).

Por ser uma doenca rara e grave, e esse estudo ter se limitado a populagcéo de

apenas um local, a amostra EB obtida foi de 20 voluntarios. Entendemos que os
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achados representam dados iniciais relevantes, mas que devem ser replicados em
nameros maiores de casos, particularmente nas manifestacbes mais graves da
doenca. Sabemos que nesses Ultimos, as alteracfes da pele e mucosas envolvem
processos recorrentes de inflamacédo, cicatrizacdo e fibrose, favorecendo o

desenvolvimento de neoplasias malignas em idades precoces.

3.1.5 Concluséao

As alteracdes nucleares em células epiteliais orais relacionadas a citotoxicidade

foram mais frequentes no grupo EB e as de mutagenicidade foram encontradas

apenas neste grupo. Isso reforca a necessidade de constante acompanhamento

médico-odontologico desses pacientes para minimizar as possibilidades das lesdes

recorrentes evoluirem para casos graves, cComo O carcinoma.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Células com aspectos de citotoxicidade foram mais frequentes em individuos
EB e, dessas alteracdes, a mais encontrada foi a cariorrexe. Micronucleos foram
identificados exclusivamente na amostra EB. Consideramos que todos esses achados
podem servir como biomarcadores de eventos celulares para monitoramento em
pacientes EB, uma vez que a obtencdo de esfregacos ocorre por procedimentos
pouco invasivos e que oferecem boa qualidade e quantidade de DNA, principalmente

para rastreamento de desordens potencialmente malignas.
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E DE
ASSENTIMENTO

PROCEDIMENTO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Para os participantes que vivem com Epidermalise Bolhosa, sera feita uma enfrevista

Sr(a) (ou seu "_5’”"55’"9' com vocé e seu responsavel (quem cuida de voc) no ambulatorio em que vocé se
legal), esta sendo cmwm (@)a consulta e serdo feitas algumas perguntas sobre sua vida e a Epidermolise Bolhosa.
de uma isa cl "EP'DERMOL"SE BOLHOSA NO ESPIRITO Os encontros acontecerdo sempre nos mesmos dias em que vocé vai se consultar. E

SANTO: CARACTERIZACAO  SOCIODEMOGRAFICA, AVALIACAO DE bom lembrar que ndo serdo feitos procedimentos adicionais aos quais ja se fardo
A'-TE.RACQES NA MUCOSA _ORAL'- sob a ili da ; i ; Ana necessarios para seu tratamento. Toda a amostra analisada sera aquela obtida pelo
Carolina Sias Franco Franzosi e sob a ¢ 40 Leticia Nogueira da p pelo . sem intervencéio de outros dentistas. Essa
Gama de Souza. parte da pesquisa sera realizada em amostras de pacientes com e sem Epidermolise
JUSTIFICATIVA DA PESQUISA Bolhosa. Seréo feitas anélises das amostras de tecido coletadas por meio da analise
em microscopio. As analises seréo realizadas no Laboratorio de Biologia Celular e do

A Epidermélise Bolhosa € uma doenca que faz com que aparecam bolhas na pele D i e Tl @ e;nol orio A ario de Histotécnicas, que

causadas por qualquer contato e que dependendo do tipo pode causar muitos
problemas de satde, prejudicando muito o bem-estar das pessoas com essa doenca
Esta pesquisa € importante porque ira trazer informacdes sobre a Epidermolise
Bolhosa no estado em que vocé mora, porque ainda ndo temos essas informacdes e
ela podera ajudar os governantes a tomarem decisdes que poderdo auxiliar no

s&o coordenados pela Profa. Dra. Leticia Nogueira da Gama de Souza. E importante
lembrar que n@o ocorrerdo procedimentos cinirgicos ou qualquer tipo de intervengao.

DURAGAO E LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa sera desenvolvida em conjunto com Projeto Borboleta Azul da Faculdades

tratamento. Ela também ajudara a entender como divulgar as informacdes sobre os
cuidados com higiene oral, bolhas e feridas para poder melhorar a qualidade de vida
dos pacientes. Esse estudo vai ajudar os pesquisadores a entender melhor como
surgem os diversos problemas na boca causados pela Epidermélise Bolhosa. A
pesquisa tera pessoas que vivem com Epidermolise Bolhosa e pessoas que néo tem.
Isso é importante, pois nos ajudara a entender como a de Epidermdlise Bolhosa pode
influenciar nas mudancas que acontecem na boca.

OBJETIVO DA PESQUISA

Realizar um grande estudo da Epidermdlise Bolhosa com os pacientes e seus
parentes sobre suas condicées de vida e sobre sua saide oral. Iremos também
melhorar as formas como agir com os pacientes, e estudar as feridas que surgem na
boca e suas caracteristicas, e as possiveis mudancas no epitélio oral a partir da coleta
de esfregacos na mucosa oral. Também utilizaremos equipamentos para avaliar a
relacéo de estruturas da mucosa e o desenvolvimento de bolhas, feridas e até
problemas mais sérios, como o cancer.

Integradas Espirito Santenses (FAESA) e do Hospital Estadual Infantil Nossa Senhora
da Glaria (HINSG). Os procedimentos realizados terédo a duracéo de aproximadamente
01h. Os ios de pesquisa serdo o L. o de Biologia do D

e Tumorigénese e o Laboratorio Multiusudrio de Histotécnicas, localizados no
Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude na Universidade Federal
do Espifito Santo (UFES).

RISCO E DESCONFORTOS

Esta pesquisa apresenta risco minimo aos participantes, uma vez que 0s mesmos
podem se sentir cansados ao longo da aplicagéo dos instrumentos da pesquisa, que
tentaremos minimiza-los a0 maximo conforme desejo e sugestdo do participante.
Durante a realizacdo do exame clinico e realizacdo do esfregaco vocé podera sentir
dor, que sera minimizada afravés da utilizacdo de um spray anestésico de lidocaina a
10% previamente ao exame e podera desenvolver bolhas, que sera prevenida com
uma manipulagdo cuidadosa. H4 um risco de quebra de sigilo por parte dos

da isa, que serdo através da assi do termo de
sigilo e confidencialidade por parte dos mesmos.




BENEFiCIOS

Um grande beneficio sera a possibilidade de saber o real nimero de casos de
Epidermélise Bolhosa e fomecer informacoes para os pacientes e familiares para que
todos possam entender, prevenir ou aliviar os diversos problemas que afetam o bem-
estar das pessoas envolvidas com a Epidemolise Bolhosa. Buscaremos também
treinar os pacientes e responsaveis, nos cuidados corretos com as lesdes e a higiene
oral. Ainda, esperamos conseguir informagdes que poderdo ajudar a entender o
processo de mutagenicidade em pacientes com Epi ise Bolhosa, e

propor a criacéo de terapias mais eficazes voltadas para prevencéo e tratamento
nesse grupo.

ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA

Vocé participara deste estudo, por sua propria vontade, sem receber qualquer
il ti e com a i exclusiva de para o sucesso da
pesquisa, que ndo envolve £
duracéo da pesquisa pela equipe que compde o projeto e sera assistido pela equipe
médic ogica que 0 ac nas consultas casa ocorra alguma
intercorréncia durante os atendimentos.

Vocé sera durante toda a

GARANTIA DE RECUSA EM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA DE
CONSENTIMENTO

Vocé néo é obrigado (a) a participar da pesquisa, podendo deixar de participar dela
em qualquer momento que desejar, sem que haja penalidades ou prejuizos por causa
disso. Caso decida retirar seu consentimento, vocé ndo sera mais contatado (a) pelos
pesquisadores.

GARANTIA DE MANUTEGAO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Os pesquisadores se comprometem a preservar sua identidade durante todas as fases
da pesquisa, indusive apos publicacdo, mediante a assinatura do termo de sigilo e
confidencialidade.

GARANTIA DE RESSARCIMENTO FINANCEIRO

A principio, a dos procedil da isa ndo p
financeiras aos participantes, tendo em vista que os encontros presenciais
acontecerdo nos mesmos dias em que os pacientes ja véo se consultar com o médico

Na lidade de isadora da
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que o acompanha, mas a vocé sera garantido o ressarcimento com eventual despesa
para particpagao na pesquisa.

GARANTIA DE INDENIZAGAO

O participante tem direito a indenizacéo diante de eventuais danos decorrentes da
por parte do 4

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

Em caso de duvidas sobre a pesquisa ou para relatar algum problema, o(a) Sr.(a)
pode contatar as pesquisadoras Ana Carolina Sias Franco Franzosi no telefone (27)
999882868, no enderego Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe. Centro de Ciéndias
da Saude, Vitoria, ES. Brasil. CEP 29.040-090 e Leticia Nogueira da Gama de Souza
no telefone (27) 988482454, no endereco Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe.
Centro de Ciéncias da Saude - Departamento de Morfologia. Universidade Federal do
Espirito Santo. Vitéria, ES. Brasil. CEP 29.040-090. O(A) Sr.(a) também pode contatar
o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade
Federal do Espirito Santo (CEP/CCS/UFES) através do telefone (27) 3335-7211, email
cep.ufes@hotmail.com ou correio: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos,
Prédio i do CCS, Av. M Campos, 1468, Maruipe, CEP 29.040-
090, Vitoria - ES, Brasil. O CEP/CCS/UFES tem a fungéo de analisar projetos de
pesquisa visando & protegao dos participantes dentro de padroes éticos nacionais e
interacionais. Seu horario de funcionamento é de segunda a sexia-feira, das 8h as
17h. Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o presente
documento, entendendo todos os termos acima expostos, e que voluntariamente
aceito participar deste estudo. Também declaro ter recebido uma via deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de igual teor, assinada pelo(a) pesquisador(a)
principal ou seu representante, rubricada em todas as paginas.

Viteria, _/_/__

Participante da pesquisa/Responsavel legal

“EPIDERMOLISE BOLHOSA NO

ESPIRITO SANTO: CARACTERIZAGAO SOCIODEMOGRAFICA, AVALIACAO DE
ALTERAGOES NA MUCOSA ORAL”, eu, Ana Carolina Sias Franco Franzosi, declaro
ter cumprido as exigéncias do(s) item(s) IV.3 e IV.4 (se pertinente), da Resolugdo CNS
466/12, a qual estabelece diretrizes e normas regul. de pesqui
envolvendo seres humanos.

Ana Carolina Sias Franco Franzosi

Na qualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa “EPIDERMOLISE BOLHOSA
NO ESPIRITO SANTO: CARACTERIZAGAO SOCIODEMOGRAFICA, AVALIAGAO
DE ALTERACOES NA MUCOSA ORAL", eu, Leticia Nogueira da Gama de Souza,
declaro ter cumprdo as exigéncias do(s) item(s) IV.3 e IV.4 (se pertinente), da
Resolugdo CNS 466/12, a qual estabelece diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisas envolvendo seres humanos.

Leticia Nogueira da Gama de Souza



TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa chamada
“EPIDERMOLISE BOLHOSA NO ESPIRITO SANTO: CARACTERIZACAO
SOCIODEMOGRAFICA, AVALIAGAO DE ALTERAGOES NA MUCOSA ORAL”, sob a
T il da isadora Ana Carolina Sias Franco Franzosi e sob a
C 40 Leticia Nogueira da Gama de Souza.

JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A Epidermdlise Bolhosa € uma doenga que faz com que aparecam bolhas na pele
causadas por qualquer contato e que dependendo do tipo pode causar muitos
problemas de saude, prejudicando muito o bem-estar das pessoas com essa doenca.
Esta pesquisa ¢ importante porque ira trazer informacdes sobre a Epidermolise
Bolhosa no estado em que vocé mora, porque ainda néo temos essas informagdes e
ela podera ajudar os governantes a tomarem decisbes que poderdo auxiliar no
tratamento. Ela também ajudara a entender como divuigar as informacdes sobre os
cuidados com higiene oral, bolhas e feridas para poder melhorar a qualidade de vida
dos pacientes. Esse estudo vai ajudar os pesquisadores a entender melhor como

surgem os diversos na boca c pela E ise Bolhosa. A
pesquisa tera pessoas que vivem com Epidermolise Bolhosa e pessoas que néo tem.
Isso é importante, pois nos ajudara a como a de Epi Bolhosa pode

influenciar nas mudancas que acontecem na boca.
OBJETIVO DA PESQUISA

Realizar um grande estudo da Epidermolise Bolhosa com os pacientes e seus
parentes sobre suas condicdes de vida e sobre sua saude oral. Iremos também
melhorar as formas como agir com os pacientes, e estudar as feridas que surgem na
boca e suas caracteristicas, e as possiveis mudangas no epitélio oral a partir da coleta
de esfregacos na mucosa oral. Também utilizaremos equipamentos para avaliar a
relagdo de estruturas da mucosa e o desenvolvimento de bolhas, feridas e até
problemas mais sérios, como o cancer.

PROCEDIMENTO

Sera feita uma entrevista com vocé e seu responsavel (quem cuida de vocé) no
ambulatorio em que vocé se consulta e serdo feitas algumas perguntas sobre sua vida
e a Epidermdlise Bolhosa. Os encontros acontecerdo sempre nos mesmos dias em

ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA

Vocé partidpara deste estudo, por sua propria vontade, sem receber qualquer
incentivo financeiro e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da
pesquisa, que ndo envolve remuneracdo. Vocé sera acompanhado durante toda a
duracdo da pesquisa pela equipe que compde o projeto e sera assistido pela equipe
médic a que 0 a nas consultas casa ocorra alguma
intercorréndia durante os atendimentos.

GARANTIA DE RECUSA EM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA DE
CONSENTIMENTO

Vocé é quem decide se quer ou ndo participar da pesquisa, e caso em algum
momento néo queira mais participar, vocé podera deixa-la, sem nenhum problema.

GARANTIA DE MANUTEGAO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Os I es se comp a preservar sua identidade durante toda a
pesquisa.

GARANTIA DE INDENIZAGAO

O participante tem direito a indenizagéo diante de eventuais danos decomentes da
pesquisa por parte do pesquisador responsavel.

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

Em caso de duvidas sobre a pesquisa ou para relatar algum problema, o(a) Sr.(a)
pode contatar as pesquisadoras Ana Carolina Sias Franco Franzosi no telefone (27)
999882868, no endereco Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe. Centro de Ciéncias
da Saude, Vitoria, ES. Brasil. CEP 29.040-090 e Leticia Nogueira da Gama de Souza
no telefone (27) 988482454, no endereco Av. Marechal Campos, 1468 - Maruipe.
Centro de Ciéncias da Saude - D de ja. Universi Federal do
Espirito Santo. Vitoria, ES. Brasil. CEP 29.040-090. O(A) Sr.(a) também pode contatar
o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade
Federal do Espirito Santo (CEP/CCS/UFES) através do telefone (27) 3335-7211, email
cep.ufes@hotmail.com ou correio: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos,
Prédio Administrativo do CCS, Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, CEP 29.040-
090, Vitéria - ES, Brasil. O CEP/CCS/UFES tem a funcdo de analisar projetos de
pesquisa visando a protecéo dos participantes dentro de padrbes éticos nacionais e
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que vocé vai se consultar. E bom lembrar que ndo serdo feitos procedimentos
adicionais aos quais ja se fardo necessarios para seu tratamento. Toda a amostra
analisada sera aquela obfida pelo iSSit pelo sem
intervencdo de outros dentistas, e serdo armazenadas e poderdo ser utilizadas em
outras pesquisas, se necessario.

DURACAO E LOCAL DA PESQUISA

A isa sera ida em conjunto com Projeto Borboleta Azul da Faculdades
Integradas Espirito Santenses (FAESA) e do Hospital Estadual Infantil Nossa Senhora
da Gldria (HINSG). Os procedimentos realizados teréo a duracéo de aproximadamente
01h. Os laboratorios de isa serao o Laboratorio de Biologia do Desenvolvimento
e Ti igé e o L orio Multiusuario de Histotécnicas, localizados no
Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Satide na Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES).

RISCO E DESCONFORTOS

Esta pesquisa apresenta risco minimo aos participantes, uma vez que 0s mesmos
podem se sentir cansados ao longo da aplicacéo dos instrumentos da pesquisa, que
tentaremos minimiza-los a0 maximo conforme desejo e sugestdo do participante.
Durante a realizacéo do exame clinico e realizacéo do esfregaco vocé podera sentir
dor, que sera minimizada através da utilizacdo de um spray anestésico de lidocaina a
10% previamente ao exame e podera desenvolver bolhas, que sera prevenida com
uma manipulagdo cuidadosa. Ha4 um risco de quebra de sigilo por parte dos

L da isa, que Serdo minimi afravés da assif do termo de
sigilo e confidencialidade por parte dos mesmos.

BENEFICIOS

Um grande beneficio sera a possibilidade de saber o real nimero de casos de
Epidermolise Bolhosa e formnecer informagdes para os pacientes e familiares para que
todos possam entender, prevenir ou aliviar os diversos problemas que afetam o bem-
estar das pessoas envolvidas com a Epidermdlise Bolhosa. Buscaremos também
treinar os pacientes e responsaveis, nos cuidados corretos com as lesdes e a higiene
oral. Ainda, esperamos conseguir informacbes que poderdo ajudar a entender o
processo de mutagenicidade em pacientes com Epi olise Bolhosa, e p!

propor a criagdo de terapias mais eficazes voltadas para prevencéo e tratamento
nesse grupo.

intemacionais. Seu horério de funcionamento é de segunda a sexta-feira, das 8h as
17h. Dedaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o presente
documento, entendendo todos os termos acima e que

aceito participar deste estudo. Também declaro ter recebido uma via deste Termo de
Consentimento Livre e Esdarecido, de igual teor, assinada pelo(a) pesquisador(a)
principal ou seu representante, rubricada em todas as paginas.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Aceito participar deste estudo de forma voluntaria e recebi uma via deste Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido assinado pela pesquisadora.

Assinatura do (a) menor

Pesquisador
Ana Camlina Sias Franco Franzosi

Pesquisador responsavel
Leticia Nogueira da Gama de Souza
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APENDICE C - QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

=
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO 'z FE)
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE i

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

NOME DO PACIENTE:

DATA: / I

Questionario sobre a Saude Bucal na Epidermélise Bolhosa

Por favor, responda as questdes sobre como a Epidermélise Bolhosa
(EB) afeta a sua saide bucal. Escolha a opgao que mais se
aproxima da sua situagéo e anote, no final, quanto tempo vocé levou
para preencher esse questionario.

1. Qual o seu tipo de EB?
() Simples
() Juncional
() Distrofica — ( ) Recessiva ( ) Dominante
() Sindrome de Kindler
() N&o sabe

2. Além da EB vocg apresenta outro tipo de doenga?
() Nao () sim. Qual?

3. Quais i vocé faz uso diari; ? Cite todos.

4. Qual o seu nivel de escolaridade?
() Ensino fundamental completo
() Ensino fundamental incompleto
() Ensino médio completo
() Ensino médio incompleto
() Ensino superior completo
() Ensino superior incompleto
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() Uma vez na semana
() Uma vez a cada 15 dias
() Nao surge bolhas na boca
() Outro, 7
14. Na maioria das vezes, qual o local mais frequente de surgimento das
bolhas na boca?
() Labios
() Bochechas
() Gengivas
() Lingua
() Céu da boca
() Outro,

15. Em quanto tempo as lesdes da boca costumam cicatrizar?
() Até 14 dias
() Mais de 14 dias
() Outro

16. Como vocé trata a feridas da boca?
() Cicatrizam sozinhas

() Uso medicamentos ou pomadas para auxiliar a cicatrizagdo. Qual?

() Outro,

17. Vocé costuma fazer ingestéo de agticar? Qual a frequéncia?
() 1vez ao dia
() 2 vezes na semana
() Nao consumo agucar
() Outro
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5.

. Voceé acredita que a sua saude bucal pode influenciar a sua qualidade de
vida?
() Sim () Nao

6. Voceé faz acompanhamento odontolégico?
() Sim () Nao

7. Quantas vezes ao dia vocé realiza a escovacao dentaria?
() 1vez ao dia
()2a3vezes ao dia
() 1 vez a cada 2 dias
() Outro

o

. Qual o tipo de cerdas possui a sua escova?
() Macia ( ) Ultra macia ( ) Média ( ) Dura

9. Voce utiliza creme dental fluoretado?
() Sim () Nao

10. Vocé apresenta alguma dificuldade para realizagdo a higienizagdo oral?
() Sim () Néo

11. Vocé sente dificuldade em abrir a boca?
() Sim () Nao

12. Vocé percebeu alguma diminuigdo da sua abertura da boca?
() Sim () Nao

13, Voce percebe o surgimento de bolhas na boca com qual frequéncia?
() Todos os dias
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18. Vocé percebe a sua boca seca durante as refeigoes?
() Nunca () Sempre () As vezes

19. Vocé percebe seus labios secos?
() Nunca () Sempre () As vezes

20. Tem dificuldade para engolir certos alimentos?
() Nunca () Sempre () As vezes

21. Levanta-se a noite para beber agua?
() Nunca () Sempre () As vezes

22. Percebe seus olhos ressecados?
() Nunca () Sempre () As vezes

23. Vocé sente dificuldade para mastigar algum alimento?
() Nunca () As vezes () Sempre

24. Vocé ja percebeu se prefere mastigar apenas de um lado?
() Sim () Nao

25. Se positivo a questdo anterior, qual o lado que vocé prefere?
() Direito () Esquerdo

Quanto tempo vocé levou para este i io? minutos




APENDICE D - FICHA DE LESOES

-
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DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

FICHA DE EXAME FiSICO

Nome:
Idade: Tipo EB:
Data: / /

Les'ées de mucosas:
() Ulceras (') Bolhas () Noédulos ( ) Manchas () Outras

Microstomia:

() Ausente () Presente

Abertura de boca: mm.
Anquiloglossia:

() Ausente () Presente

Necessidade de tratamento odontologico:




APENDICE E — NORMAS DA REVISTA

NORMAS DA REVISTA BRAZILIAN ORAL RESEARCH

Apresentagao do manuscrito:

O texto do manuscrito devera ser fornecido em arquivo digital compativel
com o programa "Microsoft Word" (em formato DOC, DOCX ou RTF).

Cada uma das figuras as que P q
devera ser fornecida em arquivo individual e separado, conforme as

em topico esp
o F g e radiografias deverdo ser fornecidas em
formato  TIFF, as ¢ em topico
especifico.
« Graficos, desenhos, esq e demais il goes vetoriais d ao ser

fornecidos em formato PDF, em arquivo individual e separado, conforme
as recomendagdes descritas em topico especifico

FOLH, 0!
. G40 da area da pesquisa no
« Areas T Biologia C Biologia Pulpar;

Bloquimica; Carlologia; Ciéncias do Comportamento; Cirurgia
Bucomaxilo; Controle de Infecgdo; Dentistica;  Disfungao

Temp: > F ;  Fislologia;
Imaginologia; Implantodontia - Clinica Cirargica; Implantodontia - Clinica
Protética; Imp Basica e s

D A ; Oclusdo; O Odontologia Legal;
O Social; O p ia; Or ; Ortopedia; Patologia

Oral; Periodontia; Protese; Saude Coletiva; Terapia Endodontica.
« Titulo informativo e conciso, limitado a um maximo de 110 caracteres
incluindo espagos.

« Nomes completos e por extenso de todos os autores, incluindo os
respectivos e-mails

Tabelas: devem ser e citadas consect te no texto principal,
em algarismos arabicos. As tabelas devem ser submetidas separadamente do
texto em formato DOC, DOCX ou XLS (podem estar reunidas em um tnico
arquivo).

Discusséo: deve discutir os resultados do estudo em relagdo a hipétese de
trabalho e a literatura pertinente. Deve descrever as semelhancas e as

diferengas do estudo em relagdo aos outros estudos correlatos encontrados na

literatura, e fornecer para as p gas encontradas.

Deve também identificar as limitagdes do estudo e fazer sugestdes para
pesquisas futuras.

Conclusoes: devem ser apresentadas conci ite e estar estri
fundamentadas nos resultados obtidos na pesquisa. O detalhamento dos
resultados, incluindo valores numéricos etc., ndo deve ser repetido.
Agrad icbes de colegas (por assisténcia técnica,
comentarios criticos etc.) devem ser informadas, e qualquer vinculagdo de
autores com firmas comerciais deve ser revelada. Esta se¢ao deve descrever
a(s) fonte(s) de financiamento da pesquisa, incluindo os respectivos numeros de
processo.

Referéncias: so serdo aceitas como asp goes em

revisados por pares. As citagoes de referéncias devem ser identificadas no texto
por meio de numeros arabicos sobrescritos. A lista completa de referéncias deve

as

vir apoés a segao de "Agradecimentos”, e as referéncias devem ser numeradas e
apresentadas de acordo com o Estilo Vancouver, em conformidade com as

fc pelo C of Medical Journal Editors,
conforme ap em Uniform Requit for M ipt: itted to
Biomedical Joumals. Os titulos de periodicos devem ser abreviados de acordo
com o List of Journals Indexed in Index Medi A correta ap ¢ao das

referéncias € de responsabilidade exclusiva dos autores.

Figuras: fotografias, micrografias e radiografias devem ter uma largura minima
de 10 cm, resolugdo minima de 500 dpi, e devem ser fornecidas em formato
TIFF. Graficos, desenhos, esquemas e demais ilustragdes vetoriais devem ser
fornecidos em formato PDF. Todas as figuras devem ser submetidas,
individualmente, em arquivos separados (Figure 1a, Figure 1b, Figure 2...) e ndo
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TEXTO PRINCIPAL

deve ser ap na forma de um paragrafo unico estruturado
(sem_sub-divisdes em secdes), contendo objetivo, metodologia, resultados e
condusdes.
Descritores: devem ser fornecidos de 3 (rés) a 5 (cinco) descritores principais,
escolhidos dentre os es
em https://meshb.nim.nih.gov/search (n&o serdo aceitos sindbnimos).

Introdug@o: deve apresentar o estado da arte do assunto pesquisado, a
relevancia do estudo e sua relagdo com outros trabalhos publicados na mesma
linha de pesquisa ou area, identificando suas limitagdes e possiveis vieses. O
objetivo do estudo deve ser apresentado concisamente ao final dessa segao.
Metodologia: devem ser fomeddas todas as caracteristicas do material
pertinente ao assunto da pesquisa (ex.. amostras de tecido, sujeitos da
pesquisa). Os analiticos e estatisticos devem ser
descritos de forma concisa, porém suficientemente detalhada para permitir que
outros possam repetir o trabalho. Os dados de fabricantes ou fornecedores de

prodi ou devem ser na primeira
mengao feita nesta segdo, como segue: nome do fabricante, cidade e pais. Os
progi de dor e também devem ser
especificados. A menos que o objetivo do trabalho seja comparar produtos ou

p 0s nomes de bem como de produtos
ou equipamentos cientificos ou clinicos s6 devem ser citados nas segbes de
"N e "A , de acordo com o caso. No restante do

manuscrito, inclusive no titulo, devem ser utilizados os nomes genéricos. Os
manuscritos que relatem estudos em humanos devem incluir comprovagio de
que a pesquisa foi conduzida eticamente de acordo com aDeclaragdo de
Helsinki (World Medical Association). O numero de protocolo de aprovagao
emitido por um Comité Institucional de Etica deve ser ditado.

devem ser ap na mesma ordem em que o experimento
foi realizado, conforme descrito na segdo "Metodologia®. Os resultados mais
significativos devem ser descritos. Texto, tabelas e figuras ndo devem ser
repetitivos. Os com devem vir
dos respectivos valores de p.

inseridas no arquivo de texto. As figuras devem ser numeradas e citadas
consecutivamente no corpo do texto, em algarismos arabicos. As legendas das
figuras devem ser inseridas todas juntas no final do texto, apés as referéncias.

Caracteristicas e formatagao dos tipos de manuscritos:

PESQUISA ORIGINAL

Devem ser limitados a 30.000 caracteres incluindo espagos (considerando-se
introdugao, metodologia, resultados, discussdo, conclusdo, agradecimentos,
tabelas, referéncias e legendas de figuras). Sera aceito um maximo de 8 (oito)
figuras e 40 (quarenta) referéncias. O resumo deve conter, no maximo, 250
palavras.

Formatacao:

« Folha de rosto (Title Page)
« Texto pri (30.000 incluindo espagos)
« Resumo - maximo de 250 palavras

« Descritores - de 3 (frés) a 5 (cinco) descritores principais
« Introdugao

« Metodologia

« Resultados

« Discussédo

« Conclusao

« Agradecimentos

« Referéncias - maximo de 40 referéncias

« Legendas de figuras

« Figuras - maximo de 8 (oito) figuras, conforme descrito acima
« Tabelas.



