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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A epidermólise bolhosa (EB) é uma doença mucocutânea rara, hereditária e 

caracterizada pela fragilidade da pele e membranas mucosas após leve trauma 

mecânico, resultando na formação contínua de bolhas (1). Os quatro principais tipos 

são EB simples (EBS), EB distrófica (EBD), EB juncional (EBJ) e síndrome 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).  

 

Fig 1. Representação das camadas da pele associadas aos diferentes tipos de 
epidermólise bolhosa de acordo com o nível de clivagem da pele. Na EB simples (EBS) 
suprabasal, as bolhas se formam nas camadas epidérmicas média/superior, dependendo de 
qual proteína está mutada. Na EBS basal, o plano de clivagem está dentro dos queratinócitos 
basais. Na EBJ, a separação ocorre dentro da lâmina lúcida, e na EBD, na região da 
sublâmina densa na derme superior. Na SK, a clivagem pode ocorrer dentro dos 
queratinócitos basais, ao nível da lâmina lúcida ou abaixo da lâmina densa de acordo com 
Fine et al., 2014 (3) (Figura e legenda modificadas pelo autor). 
 

A EB tem ocorrência mundial, com distribuição igualitária entre sexo, raça e 

regiões geográficas (3). Cerca de 500.000 indivíduos vivem com a doença em todo o 

mundo, sendo a maioria crianças. A prevalência é de cerca de 11 casos por milhão 

de habitantes e a incidência é de aproximadamente 20 casos por milhão em nascidos 

vivos (5). 

As formas mais graves da doença apresentam sinais clínicos considerados 

debilitantes, como mutilação de membros, inflamações, infecções recorrentes, dor 
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crônica e letalidade precoce (6). Diante da complexidade do tratamento e cuidado 

necessário para indivíduos EB, é imprescindível destacar a importância da abordagem 

multidisciplinar. Apesar dos desafios e riscos envolvidos no tratamento odontológico, 

o mesmo não deve ser negligenciado. Portanto, é fundamental que o profissional 

tenha conhecimento e extremo cuidado para evitar complicações, como traumas e 

ulcerações, o que envolve o estabelecimento de protocolos específicos (7). 

Os tecidos afetados e os fenótipos exibidos em indivíduos acometidos estão 

intimamente relacionados às proteínas específicas anormais e/ou ausentes, 

resultantes de mutações genéticas. No contexto específico da mucosa oral, qualquer 

subtipo de EB pode levar ao aparecimento de quatro lesões típicas, sendo elas 

eritema, úlceras, atrofia e bolhas. A extensão e gravidade podem variar de leve a 

extremamente grave (8,9). Em geral, as lesões da mucosa oral são vesiculobolhosas 

que variam de pequenas vesículas discretas a grandes bolhas. Essas lesões podem 

ser distribuídas em todas as superfícies mucosas. Os locais mais frequentes de 

formação na boca dos indivíduos com EB são a mucosa jugal, seguida da língua e 

dos lábios. O processo contínuo de formação da lesão, seguido de cicatrização 

recorrente, resulta em mudanças significativas na arquitetura oral. Com o tempo, o 

vestíbulo oral é obliterado por cicatrizes, adesão tecidual e comprometimento dos 

movimentos da língua. Anquiloglossia e microstomia, secundárias à cicatrização das 

comissuras, são frequentemente observadas. Outro aspecto é a superfície da língua 

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 dúvidas, é a EBD recessiva generalizada grave (10). 

A maioria das lesões se desenvolve na superfície cutânea e até o momento, alguns 

poucos casos foram descritos na cavidade da boca. A língua foi o sítio mais frequente, 

embora tumores no lábio e no palato duro também tenham sido relatados (11). 

Diante do exposto, a análise de células obtidas a partir de esfoliados orais pode 

ser uma ferramenta de biomonitoramento no contexto da EB, pois as células são 

facilmente coletadas da boca por procedimentos não invasivos (12), além de produzir 

uma quantidade e qualidade suficiente de DNA (13). Dentre os aspectos nucleares 

viáveis para análise e interpretação, os fenótipos mais citados na literatura são 

cariorrexe (CR), cariólise (CL) e picnose (PN), bem como micronúcleo (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) 

 

Fig 2. Representação dos aspectos nucleares de esfregaços na mucosa oral. Em A, 
presença de cariorrexe, que é a fragmentação e dispersão do núcleo no citoplasma. Em B, 
cariólise, identificada pela digestão da cromatina do núcleo. Em C, picnose, caracterizada pelo 
núcleo reduzido e hipercromático. Em D, presença de micronúcleo, que são pequenas massas 
de cromatina, com forma oval ou circular, localizadas próximas do núcleo segundo Bolognesi 
et al (2015) (14) (Legenda modificada pelo autor).  

Aspecto Nuclear Características Microscópicas 

Cariorrexe Desintegração nuclear envolvendo perda 

de integridade do núcleo 

Cariólise Dissolução nuclear 

Picnose Núcleos reduzidos 

Micronúcleo Corpos extranucleares compostos de 

fragmentos cromossômicos ou 

cromossomos inteiros que não foram 

incorporados aos núcleos filhos na mitose 
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As anormalidades nucleares que caracterizam a citotoxicidade (CR, CL, PN) 

são importantes marcadores de morte celular. Já a identificação de células com MN 

pode indicar evento genotóxico, sendo o marcador de mutagenicidade mais utilizado 

(15). No estudo conduzido por Pinheiro e colaboradores (2016) (13), a técnica foi 

empregada na avaliação da mucosa nasal de estudantes da graduação expostos ao 

formaldeído durante as aulas de Anatomia Humana por cargas horárias diferentes. Os 

resultados indicaram que, mesmo por curto período, houve ação tóxica nas células 

epiteliais nasais. Similarmente, estudo de Lorenzoni et al. (2017) (16), revelou indução 

de mutagenicidade na mucosa oral pelo formaldeído em estudantes durante as aulas 

de Anatomia.  

Há uma significativa necessidade de ampliar o empenho científico na 

compreensão dos mecanismos que envolvem o surgimento das manifestações 

clínicas da EB e que podem servir como base para o desenvolvimento de possíveis 

terapias. Além disso, a disponibilidade de ferramentas não invasivas, como a técnica 

do esfregaço da mucosa oral, representa opção viável e de baixo custo para análise 

e identificação de importantes alterações nucleares na mucosa oral, principalmente 

porque muitos pacientes são crianças ou jovens. Podemos destacar também a 

contribuição social, visto que a EB é considerada uma doença com morbidade e 

mortalidade consideráveis, interferindo de maneira relevante na qualidade de vida dos 

indivíduos. 

Soma-se ao fato da literatura ainda ser escassa quanto às descrições 

microscópicas da mucosa oral em indivíduos que vivem com EB. Assim, este projeto 

teve como objetivo avaliar os aspectos nucleares de citotoxicidade e mutagenicidade 

a partir de esfregaços da mucosa jugal de residentes EB no Espírito Santo (ES). Até 

onde temos conhecimento, esse tipo de análise não foi empregado no contexto dessa 

doença rara, representando uma abordagem inédita e importante para diagnóstico 

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

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar estudo epidemiológico e avaliar os aspectos nucleares de 

citotoxicidade e mutagenicidade a partir de esfregaços da mucosa jugal em indivíduos 

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

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar levantamento dos casos de EB no ES; 

• Identificar e quantificar a frequência de micronúcleo em células epiteliais 

esfoliadas em áreas de mucosa jugal de pacientes EB e não EB (grupo 

controle) como critério de mutagenicidade; 

• Identificar e quantificar a frequência do cariólise, cariorrexe e picnose em 

células epiteliais esfoliadas da região da mucosa jugal de pacientes EB 

e não EB (grupo controle) como critérios de citotoxicidade; 

• Buscar associações entre os achados citológicos com os tipos/subtipos 

de EB; 

• Criar um banco de dados da EB no ES, que possa servir como base 

epidemiológica para ações de promoção à saúde, com foco nas 

manifestações orais da doença. 
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Resumo 

 

Introdução: A Epidermólise Bolhosa (EB) é uma doença genética grave, com formação 

contínua de bolhas na pele e mucosas, podendo apresentar alterações estruturais 

relevantes na boca. Objetivo: Analisar os aspectos nucleares de citotoxicidade e 

mutagenicidade obtidos a partir de esfoliados da mucosa jugal em pacientes EB. 

Materiais e métodos: Informações sociodemográficas e clínicas foram coletadas a 

partir de exame físico e questionário padronizado. Células da mucosa jugal foram 

obtidas a partir de esfoliados orais e avaliadas para determinação da frequência de 

micronúcleo, cariorrexe, cariólise e picnose. Os testes estatísticos utilizados foram 

Mann Whitney e Kruskal-Wallis. Resultados: 20 indivíduos EB foram selecionados e o 

grupo controle (n=20) foi pareado quanto ao sexo e idade com a amostra EB. Foi 

observada distribuição semelhante entre homens (n=8, 40%) e mulheres (n=12, 60%) 

e indivíduos com idade ≥ de 19 anos representaram a maioria (n=13, 65%). A análise 

quantitativa revelou que a maioria das células foi identificada como normal em ambos 

os grupos. Um número maior de cariorrexe (p=0,0002) e cariólise (p<0,0001) foi 

observado na amostra EB. Micronúcleos foram encontrados apenas nessa última. Na 

comparação entre pacientes não EB com os casos mais graves da doença, maior 

número de cariólise foi identificado na amostra EB (p=0,0006). Conclusão: Alterações 

nucleares de citotoxicidade foram mais frequentes no grupo EB. Já as relacionadas à 

mutagenicidade foram encontradas apenas neste grupo. Isso reforça a necessidade 

de constante acompanhamento médico-odontológico para evitar estabelecimento de 

quadros mais graves. 

Palavras-chave: Epidermólise 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 Introdução 

 

A Epidermólise bolhosa (EB) é uma doença genética caracterizada por bolhas 

e feridas resultantes da fricção na pele e mucosas, devido à ausência ou redução de 

proteínas que participam da adesão do epitélio ao conjuntivo (1). Além de bolhas, 

feridas abertas e cicatrizes, a EB pode produzir manifestações extracutâneas, 

incluindo anormalidades dos sistemas gastrointestinal, cardiovascular e geniturinário, 

bem como dos olhos e cavidade oral, e está associada ao aumento do risco de morte 

prematura (2). 

Múltiplas mutações genéticas, que afetam proteínas responsáveis pela 

integridade da pele, incluindo queratinas (KRT5, KRT14), laminina-332 (LAMA3, 

LAMB3, LAMC2) e colágeno tipos VII e XVII (COL7A1, COL17A1) são relatadas como 

causadoras da doença (3). Essas mutações resultam em vários tipos e subtipos, 

classificados com base no plano de clivagem (4). Os quatro principais são EB simples 

(EBS), EB juncional (EBJ), EB distrófica (EBD) e Síndrome de Kindler (SK) (5). 

As mutações nos genes envolvidos na patogênese da EB não alteram apenas 

a expressão de uma molécula específica da zona da membrana basal, mas também 

todo microambiente da matriz extracelular (MEC). Essas modificações apresentam 

consequências nos mecanismos de inflamação, cicatrização e fibrose, que favorecem 

o aumento de feridas e cronificação dessas, bem como possuem papel crucial no 

desenvolvimento de neoplasias como o carcinoma de células escamosas cutâneo 

(CCEc), sendo uma das principais causas de morte (6,7). Em relação à mucosa oral, 

alguns poucos casos de CCE foram descritos associados a EB, sendo a língua o sítio 

mais comum, com tumores no lábio e no palato duro também relatados (8).  

A análise de aspectos citológicos, a partir de células epiteliais esfoliadas da 

mucosa oral, representa bom indicador para o estudo da extensão de danos ao DNA 

e detecção de transformações epiteliais, primeiramente pelo acesso facilitado ao 

tecido, como também a amostra coletada apresenta boa quantidade e qualidade de 

DNA (9). O exame citológico agrega benefícios à via diagnóstica, pois tem a 

capacidade de distinguir entre células benignas e malignas em referência às 

características morfológicas e celulares. Além disso, é uma técnica simples, rápida e 

não invasiva, bem aceita pelo paciente e que pode ser considerada uma modalidade 

promissora para fins de rastreamento em massa do câncer de boca (10). Os aspectos 
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citológicos geralmente analisados são presenças de micronúcleo (MN), cariorrexe 

(CR), cariólise (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 clínico 

transversal prospectivo com amostra de conveniência, e foi conduzida eticamente de 

acordo com a Declaração de Helsinki.  

Este estudo foi desenvolvido junto ao Projeto Borboleta Azul da Faculdades 

Integradas Espírito Santenses (FAESA), projeto de extensão universitária que é o 

centro de referência odontológico para pacientes EB no Espírito Santo (ES), sob a 

coordenação do Prof. Lucas Fernandes Leal. Também foram convidados pacientes 

atendidos pela pesquisadora colaboradora Dra. Rosalie Torrelio no Hospital Estadual 

Infantil Nossa Senhora da Glória (HEINSG, Vitória).  

As análises laboratoriais foram executadas no Laboratório de Biologia do 

Desenvolvimento e Tumorigênese (LBCDT) e no Laboratório Multiusuário de 

Histotécnicas (LHT) do Centro de Ciências da Saúde (CCS) na Universidade Federal 

do Espírito Santo (UFES). 

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

número do parecer 4.569.791. 

 

3.1.2.1 Amostra 

Participaram do estudo adultos e crianças, residentes no ES, diagnosticados 

com EB independentemente do tipo/subtipo. Ressaltamos que a análise do tecido oral 

desses pacientes já é parte da rotina de atendimento instituído no Projeto Borboleta 

Azul.  
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O grupo controle compreendeu indivíduos não EB, adultos e crianças, pareados 

em relação ao sexo e idade com a amostra EB, selecionados na Clínica de 

Interdisciplinaridade do Instituto de Odontologia da UFES (Vitória).  

• Os critérios de inclusão adotados foram:  

Grupo EB: pacientes com diagnóstico de EB independentemente do 

tipo/subtipo residentes no ES com ou sem lesões orais; assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e do Termo de Assentimento.  

Grupo Controle: pacientes saudáveis; ausência de relato de doenças prévias e 

de uso contínuo de medicações; assinatura do TCLE e do Termo de Assentimento. 

• Os critérios de exclusão adotados foram:  

Pessoas com alguma doença de base, em uso contínuo de medicamentos e 

tabagistas. 

Os dados sociodemográficos coletados foram: sexo, idade e hereditariedade 

(sendo esse último 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 

posição que varia de 70 a 90 graus na cadeira odontológica. Inicialmente foi realizado 

o exame clínico estomatológico para identificação de lesões orais e análise das 

características da EB.  

Na sequência, foi realizada a coleta do material biológico conforme segue:  

Anestesia da mucosa jugal com spray de xilocaína liquida a 10% (sendo 

borrifado de três a cinco vezes) e descartado após cinco segundos na cuspideira junto 

com a saliva; averiguação da sensibilidade das áreas anestesiadas com pinça de 

algodão de ponta romba e estéril; enxágue da boca com água para hidratar a mucosa 

e remover possíveis partículas presentes; escovado de uma região selecionada pelo 

pesquisador com o auxílio de escova tipo endocervical (Kolplast®) estéril (raspando a 

escova de forma gentil, porém firme).  

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

solução fisiológica (NaCl 0,9% em água destilada). Para a fixação, foi adicionado 1 ml 
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de solução de metanol:ácido acético (3:1, v/v) com auxílio de pipeta Pasteur. 

Posteriormente, a solução resultante de cada coleta foi distribuída em 04 lâminas 

histológicas (500 microlitros/lâmina). Sob abrigo, as lâminas secaram por 24 horas ao 

ar livre e temperatura ambiente.  

Para coloração, foi utilizada a técnica de Feulgen-Fast Green conforme descrito 

por Belien e Colaboradores (1995) (12), com pequenas modificações, como descrito 

a seguir: as lâminas foram imersas em solução de HCl 5N durante 15 minutos para 

hidrólise ácida das bases nitrogenadas purínicas e pirimidínicas; lavagem com água 

destilada por 15 minutos; imersão no reagente de Schiff (Merck, Darmstadt, Hesse, 

Germany) por 90 minutos. Após a remoção do reagente de Schiff, as lâminas foram 

mergulhadas no corante Fast Green 0,01% (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany) 

durante 30 segundos; lavagem com água destilada; passagem por quatro baterias de 

álcool absoluto em sequência por 2 minutos em cada e três baterias de xilol (5 minutos 

em cada); e por fim, montagem das lâminas com DPX (Sigma-Aldrich; Saint Louis, 

MI). 

 

3.1.2.3 Análise do material coletado 

As lâminas preparadas foram analisadas de forma cega e por um único 

investigador previamente calibrado. Para a leitura dos aspectos nucleares e aquisição 

de imagens, foi utilizado microscópio PrimoStar (Zeiss), com câmera digital acoplada 

Zeiss AxioCam ERC5s (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 microscópio para determinação da frequência do MN 

(parâmetro de mutagenicidade) conforme Sarto e colaboradores (1987) (13), e de CL, 

CR e PN (parâmetros de citotoxicidade) de acordo com Tolbert; Shy; Allen (1992) (14).  

Os critérios para inclusão da célula como normal na contagem final foram os 

seguintes: (1) citoplasma intacto e apresentando-se relativamente plano; (2) nenhuma 

ou pouca sobreposição às células adjacentes; (3) pouco ou nenhum debris; e (4) 

núcleo normal e intacto, com seu perímetro distinto e regular (14).  
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Já para caracterização da célula como micronucleada, os critérios descritos 

para célula normal estavam presentes, bem como identificação de micronúcleo com 

as seguintes características: (1) estrutura e intensidade de coloração da cromatina 

similar ou mais fraca que à do núcleo principal; (2) bordas distinguíveis, sugerindo a 

presença de membrana nuclear; (3) forma circular; e (4) incluído no mesmo citoplasma 

celular que o núcleo principal, o que significa estar no mesmo plano focal do núcleo 

principal. Acrescentam outras características importantes na caracterização do MN, 

como não estar sobreposto ou em contato com o núcleo principal, ser menor que 1/3 

do diâmetro deste, além de possuir forma e coloração discernidas (14). 

 

3.1.2.4 Análise Estatística 

Para a análise quantitativa entre os grupos foi aplicado o teste Mann Whitney. 

Para comparação intragrupo foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. Adotou-se nível de 

significância de 5%, com p<0,05 indicando associação significativa entre as variáveis. 

 

 

3.1.3 Resultados 

Vinte indivíduos 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 sociodemográficos demonstraram distribuição semelhante da EB 

entre mulheres (n=12, 60%) e homens (n=8, 40%). Indivíduos com idade ≥ de 19 anos 

representaram a maioria (n=13, 65%). Quanto ao fator hereditário, 65% (n=13) 

relataram histórico familiar de EB, cinco (25%) eram os únicos com a doença e em um 

caso (5%) os genitores possuíam o gene, mas não a expressão da EB. A tabela 2 

resume esses achados. 

 

Tabela 2. Dados clínicos e sociodemográficos dos pacientes EB 

Voluntários Sexo Idade Hereditariedade 

01 Masculino 19 anos Família com EB 

02 Feminino 25 anos Não sabe  

03 Masculino 1 ano e 8 meses Único com EB 
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04 Feminino 46 anos Única com EB 

05 Feminino 21 anos Pais com gene, sem EB 

06 Masculino 50 anos Família com EB 

07 Feminino 59 anos Família com EB 

08 Masculino 11 anos Único com EB 

09 Feminino 59 anos Família com EB 

10 Masculino 32 anos Família com EB 

11 Feminino 57 anos Família com EB 

12 Feminino 11 anos Única com EB 

13 Feminino 11 anos Única com EB 

14 Feminino 20 anos Família com EB 

15 Masculino 18 anos Família com EB 

16 Feminino 30 anos Família com EB 

17 Feminino 54 anos Família com EB 

18 Masculino 88 anos Família com EB 

19 Masculino 12 anos Família com EB 

20 Feminino 7 anos Família com EB 

 

Todos os aspectos nucleares foram identificados na amostra EB, conforme 

ilustra a Figura 3. 
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Fig. 3. Representação dos aspectos nucleares de esfregaços da mucosa jugal. Em A, a 
presença de célula normal (N) e micronucleada (MN). Em B, cariólise (CL) e célula normal 
(N). Em C, cariorrexe (CR). Em D, célula normal (N) e com picnose (PN). Aumento de 400x. 
Coloração pela técnica de Feulgen Fast-Green. 

 

A análise quantitativa revelou que a maioria das células foi identificada como 

normal, sendo que o grupo controle apresentou maior número delas em relação ao 

EB (Figura 4, A. p<0,0001). Já os achados de citotoxicidade mostraram que um 

número maior de CR (Figura 4, B. p=0,0002) e CL (Figura 4, C. p<0,0001) foi 

observado no grupo EB. Não houve diferença na PN entre as amostras (Figura 4, D. 

p=0,2336). 

 

 

Fig 4. Representação gráfica dos aspectos nucleares em pacientes EB e não EB. Em A, 
maior número de células normais no grupo não EB (p<0,0001; média=917,2; mediana=902,5; 
desvio padrão=33,82). B e C houve aumento do número de células com CR (p=0,0002; 
média=157,4; mediana=141; desvio padrão=101,5) e CL (p<0,0001; média=14,5; 
mediana=12,5; desvio padrão=13,71) respectivamente na amostra EB comparada a controle. 
O mesmo não foi detectado para PN (D) (p=0,2336; média=23,15; mediana=23,5; desvio 

padrão=13,44). Teste realizado: Mann Whitney.  
 

Ainda, células com MN foram encontradas apenas na amostra EB. A tabela 3 

apresenta a quantificação de cada aspecto nuclear nos grupos EB e controle e a 

tabela 4 resume os aspectos clínicos e a quantidade de MN na amostra EB.  
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Tabela 3. Quantificação dos aspectos nucleares de normalidade, citotoxicidade e 
mutagenicidade dos esfoliados orais da mucosa jugal nos grupos EB e não EB 

Voluntário 
Normal Picnose Cariorrexe Cariólise Micronúcleo 

EB Não EB EB Não EB EB Não EB EB Não EB EB Não 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 micronúcleo da amostra EB 

Voluntário Sexo Idade Tipo de EB Quantidade de 

micronúcleo 

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 análise intragrupo, considerando apenas os achados nucleares de 

citotoxicidade para a amostra controle e todos os parâmetros para a amostra EB, 

observamos que CR foi o aspecto nuclear encontrado em maior número (Figura 5, A. 

p<0,0001 e Figura 5, B. p<0,0001, controle e EB respectivamente). 

 

 

Fig 5. Comparação intragrupo dos aspectos nucleares. CR foi observado em maior 
frequência 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 padrão:13,26), (CR: média: 61,90; mediana: 63,50; desvio padrão: 
29,03), (CL: média: 2,50; mediana: 2,0; desvio padrão: 1,96). Casos EB: (PN: média: 23,15; 
mediana: 23,50; desvio padrão: 13,44), (CR: média: 157,4; mediana: 141,0; desvio padrão: 
101,5), (CL: média: 14,50; mediana: 12,50; desvio padrão: 13,71), (MN: média:0,45; mediana: 
0; desvio padrão: 0,6863). 
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Por fim, ao compararmos o grupo não EB com apenas os casos mais graves 

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

(Figura 6, A. p=0,0262). Já 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 gráficos da figura 6 apresentam esses achados. 

 

 

Fig 6. Comparação dos aspectos nucleares no grupo não EB x EBD+EBJ. Células 
normais foram mais frequentes no grupo controle (A, p=0,0262; média=934,6; mediana=941; 
desvio padrão=39,02). CL foi observada em maior frequência no grupo EB (C, p=0,0006; 
média=13; mediana=13; desvio padrão=4,967; B, p=0,0676; média=174,1; mediana=145; 
desvio padrão=140,2; D, p=0,134; média=16,71; mediana=14; desvio padrão=8,2 
respectivamente). Teste realizado: Mann Whitney. 

 

 

3.1.4 Discussão 

 

A EB é uma doença rara, grave, com diferentes características clínicas, e que 

apesar dos avanços recentes nas pesquisas terapêuticas, ainda não possui cura. No 

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

aparecimento de quatro lesões típicas, sendo elas eritema, úlceras, atrofia e bolhas. 

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

obtenção de células epiteliais da mucosa oral, a partir de esfoliados, representa 
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importante ferramenta para estudo da extensão de danos ao DNA e detecção de 

transformações epiteliais no contexto da EB já que a amostra apresenta boa 

quantidade e qualidade do material genético e é um procedimento não invasivo (17). 

Nossos dados demonstraram que a EB possui distribuição semelhante entre 

os sexos, conforme já afirma a literatura (18). Em relação à faixa etária, a maioria da 

amostra se enquadrou no grupo de adultos com alguns casos de crianças, o que 

difere de outros levantamentos (5,19). 

Quanto ao fator hereditário, a maioria relatou histórico familiar de EB. O que 

seria esperado, uma vez que, essa condição tem sua natureza hereditária e 

geneticamente determinada, conforme já evidenciado (20). Por outro lado, um quarto 

da amostra relatou ser os únicos afetados em suas linhagens familiares. Isso pode ser 

explicado por variação genética, em que casos raros de EB seriam resultantes de 

novas mutações espontâneas que ocorrem nas células reprodutoras ou nas primeiras 

células embrionárias (21). 

No contexto das alterações macroscópicas que ocorrem na boca, o processo 

contínuo de formação de lesões, seguido de cicatrização recorrente, resulta em 

mudanças significativas na arquitetura oral. Com o tempo, o vestíbulo é obliterado por 

cicatrizes, adesão tecidual e comprometimento dos movimentos da língua. 

Anquiloglossia e microstomia, secundárias à cicatrização das comissuras, são 

frequentemente observadas. Outro aspecto é a superfície da língua tornando-se lisa 

e as papilas atrofiadas (22). 

Na avaliação microscópica do epitélio da mucosa jugal, observamos maior 

frequência de células com cariorrexe e cariólise no grupo EB. A presença e 

intensificação dessas alterações sugerem danos celulares, o que poderia ser atribuído 

à formação recorrente de bolhas na cavidade oral, um achado bastante comum 

nesses indivíduos (23). Em contrapartida, as feridas crônicas surgem como 

consequência do processo de cicatrização deficiente e causam alterações estruturais 

e funcionais significativas, resultando em um processo inflamatório constante. O 

resultado é um microambiente favorável para o desenvolvimento de fibrose, que por 

sua vez realimenta a má cicatrização da ferida. Em conjunto, todas essas alterações 

podem favorecer o surgimento de desordens com potencial de malignização (24). 

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

aplicação 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 genotóxicos em todos os tecidos humanos, a partir de 

esfoliados. Corroborando com esses achados, Bloching e colaboradores (2000) (26), 

afirmaram que o micronúcleo nas células da mucosa oral é utilizado para estudar os 

efeitos pré-neoplásicos, coletando as células diretamente dos tecidos afetados. A 

ocorrência deles pode servir como um indicador de risco para o desenvolvimento de 

câncer no trato aerodigestivo superior, incluindo estágios pré-malignos, como a 

leucoplasia oral. 

Nossa análise demonstrou que o grupo controle apresentou apenas achados 

nucleares relacionados à citotoxicidade, com predominância de cariorrexe. Já no 

grupo EB, além desses achados, foi detectada presença de células micronucleadas, 

aspecto largamente relacionado à eventos de mutagenicidade (27,28). Sabemos que 

a cariorrexe pode representar uma fase avançada de apoptose, embora essa 

associação ainda não esteja totalmente esclarecida. Já picnose e cariólise podem 

representar células mortas (27). 

Por fim, ao compararmos o grupo não EB com os casos mais graves da doença 

(EBD+EBJ), observamos que a frequência de cariólise foi maior na amostra EB, 

sugerindo um estágio avançado de morte celular (27). Cariorrexe e picnose também 

estiveram presentes, embora sem diferenças estatísticas com o grupo controle. Um 

aspecto que requer atenção é que os pacientes que vivem com EBDR apresentam 

risco aumentado para desenvolvimento do CCE em idade muito mais jovem em 

comparação com pacientes não EB. A maioria das lesões se desenvolve na superfície 

cutânea. Até o momento, alguns poucos casos do CCE na cavidade da boca foram 

relatados associados a EB. A língua foi o sítio mais comumente descrito, embora 

tumores no lábio e no palato duro também tenham sido relatados na literatura (29). 

Outro aspecto é que a maioria das lesões aparece em locais de feridas crônicas com 

comportamento agressivo e invasivo e altas taxas de metástase (30). 

Diante do exposto, podemos afirmar que as células da mucosa oral não apenas 

oferecem oportunidades para diagnóstico precoce, mas também fornecem um modelo 

único para pesquisa de mutações que permite correlacionar alterações genéticas com 

alterações histopatológicas (28). 

Por ser uma doença rara e grave, e esse estudo ter se limitado a população de 

apenas um local, a amostra EB obtida foi de 20 voluntários. Entendemos que os 
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achados representam dados iniciais relevantes, mas que devem ser replicados em 

números maiores de casos, particularmente nas manifestações mais graves da 

doença. Sabemos que nesses últimos, as alterações da pele e mucosas envolvem 

processos recorrentes de inflamação, cicatrização e fibrose, favorecendo o 

desenvolvimento de neoplasias malignas em idades precoces. 

 

 

3.1.5 Conclusão 

 

 As alterações nucleares em células epiteliais orais relacionadas à citotoxicidade 

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

apenas neste grupo. Isso reforça a necessidade de constante acompanhamento 

médico-odontológico desses pacientes para minimizar as possibilidades das lesões 

recorrentes evoluírem para casos graves, como o carcinoma.  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

Células com aspectos de citotoxicidade foram mais frequentes em indivíduos 

EB e, dessas alterações, a mais encontrada foi a cariorrexe. Micronúcleos 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 obtenção de esfregaços 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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