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RESUMO

ARAUJO, JULIANA C. O. Diagnéstico por fluorescéncia e tratamento
fotodinamico de queilite actinica. 2024. 53 p. Dissertagao (Mestrado em Tecnologia
das Radiagbes em Ciéncias da Saude), Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares — IPEN-CNEN, Sao Paulo.

A queilite actinica (QA) ou queilose solar € considerada precursora de
malignidade in situ no labio, com alta probabilidade de evoluir para carcinoma
espinocelular (CEC)invasivo.A QA desenvolve-se vagarosamente, o que faz com que
as alteragdes por ela causadas passem despercebidas pelos pacientes. Devido a sua
taxa de malignizacgao, é crucial realizar um diagndstico e tratamento precoce para
prevenir o desenvolvimento de um CEC invasivo. O diagnostico por fluorescéncia
Optica pode ser utilizado como um complemento ao exame clinico e a anamnese,
auxiliando na localizagao precisa da biopsia e no monitoramento do tratamento. Por
outro lado, a terapia fotodindmica (PDT) pode oferecer uma nova abordagem no
controle dessa doenga, em seus diversos estagios, seja como uma terapia autbnoma
para lesdes precoces ou como terapia adjunta para casos avangados. Este estudo
teve como objetivo diagnosticar precocemente e avaliara efetividade da PDT mediada
por luz vermelha e azul de metileno (AM) em QA. Foram incluidos 25 participantes na
fase 1 do estudo (diagndstico), todos trabalhadores expostos ao sol, com idades entre
35 e 50 anos, e diagnosticados com QA. Para a fase 2 (tratamento), continuaram 19
pacientes. Os participantes foram instruidos até o final do tratamento a usar protetor
labial solar de fator de protecdo no minimo 30, e a retornar para avaliagao apos 30
dias. Antes do inicio do tratamento e ao final foram realizados registros fotograficos
com o laser Evince, além de uma anamnese sobre habitos e condi¢cdes de saude no
inicio do tratamento. Os participantes compareceram a 5 visitas para aplicacao da
PDT. A intervencéo foi realizada com um laser de emisséo vermelha (660 nm, 100
mW, 120 s/ponto) e mediada pelo AM em solugéo a 1%, de forma tépica, embebido
em uma gaze colocada no labio inferior do individuo. Apés 10 min, procedeu-se a
irradiacdo pontual de toda a superficie da mucosa afetada, com espacamento
aproximado de 1 cm entre os 3 pontos da aplicagao. As sessdes foram realizadas em
dias alternados, com um intervalo minimo de 48 h entre elas. Nossos resultados
mostraram que o padrao de cores de fluorescéncia para mucosa com QA foi
significantemente maior do que aquele da mucosa saudavel. Além disso, a PDT
apresentou eficacia clinica ao comparar os resultados obtidos pré e pos-tratamento,
ja que uma diferenga significativa foi observada no padrao de cores da mucosa. Estes
achados destacam o potencial de combinar o diagnédstico por fluorescéncia 6ptica com
a PDT como uma abordagem valiosa para a detecgéo precoce e tratamento da QA,
potencialmente reduzindo o risco de progresséo para CEC invasivo.

Palavras-chave: lesdo oral pré-maligna, diagnostico precoce, laser de emissao
vermelha, azul de metileno, fotossensibilizagao



ABSTRACT

ARAUJO, JULIANAC. O. Fluorescence diagnosis and photodynamic treatment of
actinic cheilitis. 2024. 53 p. Dissertation (Master's Degree in Radiation Technology
in Health Sciences), Nuclear and Energy Research Institute — IPEN-CNEN, Sdo Paulo.

Actinic cheilitis (AC) or solar cheilosis is considered a precursor to in situ
malignancy of the lip, with a high probability of progressing to invasive squamous cell
carcinoma (SCC). AC develops slowly, often causing the changes it produces to go
unnoticed by patients. Due to its rate of malignancy, early diagnosis and treatment are
crucial to prevent the development of invasive SCC. Optical fluorescence diagnosis
can be used as a complement to clinical examination and medical history, aidingin the
precise location for biopsy and treatment monitoring. On the other hand, photodynamic
therapy (PDT) may offer a new approach to controlling this disease in its various
stages, either as a standalone therapy for early lesions or as an adjunct therapy for
advanced cases. This study aimed to diagnose AC early and evaluate the effectiveness
of PDT mediated by red lightand methylene blue (MB) in AC. Twenty-five participants,
all sun-exposed workers aged 35 to 50 and diagnosed with AC, were includedin phase
1 of the study (diagnosis). Nineteen patients continued to phase 2 (treatment).
Participants were instructed to use lip sunscreen with a minimum protection factor of
30 until the end of treatment and return for evaluation after 30 days. Before and after
treatment, photographic records were taken using the Evince laser, along with an initial
medical history regarding habits and health conditions. Participants attended five visits
for PDT application. The intervention was performed using a red emission laser (660
nm, 100 mW, 120 s/point) mediated by a 1% MB solution, topically applied with a gauze
placed on the patient's lower lip. After 10 min, the affected mucosal surface was
irradiated with 1 cm spacing between the three points of application. Sessions were
conducted on alternate days with a minimum interval of 48 h between them. Our results
showed that the fluorescence color pattern for mucosa affected by AC was significantly
higher than that of healthy mucosa. Additionally, PDT demonstrated clinical efficacy
when comparing pre- and post-treatment results, as a significant difference was
observed in the mucosal color pattern. These findings highlight the potential of
combining optical fluorescence diagnosis with PDT as a valuable approach for the
early detection and treatment of AC, potentially reducing the risk of progression to
invasive SCC.

Keywords: premalignant oral lesion, early diagnosis, red emission laser, methylene
blue, photosensitization
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1. INTRODUGAO

A queilite actinica (QA) € uma condigao potencialmente maligna que acomete
o vermelhao do labio inferior, como resultado da exposicao cronica a luz ultravioleta
(UV). A QA, na maioria das situagdes, acomete predominantemente o labio inferior.
Essa localizagédo pode ser amplamente justificada pelo fato de que o |abio inferior
possui uma eversio mais acentuada em comparagao ao superior, resultando em uma
area maior exposta a radiacao solar. A pele, por sua vez, conta com mecanismos de
protecdo contra a penetracdo dos raios ultravioleta, como a camada cérnea, a
presenca de melanina na epiderme e o filme protetor formado pelas secre¢des das
glandulas sebaceas e sudoriparas. Em contrapartida, a membrana mucosa dos labios
carece dessas caracteristicas anatdémicas e fisioldgicas, o que a torna mais suscetivel
aos danos causados pela exposicdo solar [1],como doengas inflamatérias,
infecciosas, tumores benignos e até mesmo lesdes malignas e pré-malignas, como é
o caso da QA [2][3]. As ocupacdes profissionais ao ar livre estdo associadas a essa
condicao, levando a expressdes populares, tais como “labio de marinheiro” ou “labio
de agricultor”, assim como ha um aumento da susceptibilidade entre pacientes com
determinados disturbios genéticos (p.ex., xeroderma pigmentoso, albinismo e porfiria
cutadnea tardia). Além disso, cofatores, tais como tabagismo e imunossupressao,
podem aumentar a probabilidade de evolugdo dessa condicdo para o carcinoma
espinocelular (CEC), também chamado de carcinoma epidermdide ou carcinoma de

células escamosas [4].

A causa do CEC é multifatorial. Nenhum agente ou fator (carcindégeno)
etiolégico unico tem sido definido ou aceito, porém, tanto fatores extrinsecos quanto
intrinsecos podem atuar. E provavel que mais de um fator seja necessario para
produzir esta neoplasia (co-carcinogénese). Os fatores extrinsecos incluem agentes
externos tais como fumo, alcool e luz solar (somente para carcinomas do vermelhao
do labio). Os fatores intrinsecos incluem estados sistémicos ou generalizados, tais
como desnutricao geral ou anemia por deficiéncia de ferro. A hereditariedade parece
nao desempenhar um papel principal na causalidade do carcinoma oral, embora
algumas condigdes hereditarias (p.ex., disqueratose congénita, anemia de Fanconi)
tenham sido associadas a ele. Varios carcinomas epidermoides orais tém sido
documentados em associagéo ou tém sido precedidos por uma lesao potencialmente

maligna [5].
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Se no quadro histopatolégico forem evidenciadas atipias epiteliais, a remogao
total da lesao faz-se necessaria. O exame clinico torna-se essencial para prevencao
e controle dos pacientes com QA para se evitar o desenvolvimento das lesdes
atréficas, permitindo ao cirurgido dentista detecgao de alteragdes clinicas que possam
indicar malignidade, além de auxiliar no reforgo a educagao do paciente quanto aos
fatores de risco [6].

Embora estudos retrospectivos encontrem uma forte associagao entre o cancer
de labio e a exposicao crénica a radiagao solar, ndo ha maneira de prever quais casos
irdo progredir para carcinoma. A maioria dos casos de carcinoma de labio
desenvolvem-se a partir de QAs pré-existentes, ndo havendo aspectos clinicos claros

que permitam distinguir um carcinoma em estagio inicial da queilite [7].

O diagnostico de cancer bucal depende da obtengdo de uma amostra de tecido
da leséo, a biopsia. Idealmente, a bidpsia deve ser feita por um cirurgiao de cabecga e
pescogo ou cirurgido-dentista, incluindo informagdes relacionadas as caracteristicas
clinicas, medidas e palpacgao da leséo, assim como informagdes do exame clinico dos
nodulos cervicais e fotografias clinicas iniciais, uma vez que a profundidade da leséo
pode ser dificil de determinar em imagens pds-bidpsia devido ao edema tecidual. Ha
dois tipos de bidpsias que podem ser empregadas, as incisionais e excisionais. Na
biopsia incisional, € importante remover a margem da lesdo com tecido 'normal’, em
profundidade adequada para o patologista avaliar a invasdo do tumor através da

lamina prépria [8]. Nos casos de bidpsia excisional, toda a lesao pode ser removida.

Mesmo com o avango nos tratamentos oncologicos, como a cirurgia e a
radioterapia, as taxas de recidiva para o cancer bucal ndo melhoraram, variando de
30% a 47% para CEC. A qualidade de vida do paciente sobrevivente ao cancer
também é comprometida, com impactos psicossociais e deficiéncias funcionais,
deformidades oro-faciais, disfagia, disgeusia, xerostomia/hipossalivacdo e fibrose
sendo prevalentes. Com isso, € necessario que novas técnicas para diagnostico e

novos tratamentos sejam estudados para um melhor manejo dessa doenca [9].

O diagndstico por fluorescéncia pode ser usado em odontologia para
diagnéstico de lesdes bucais ou presenga de microrganismos na cavidade oral. Em
ambos os casos, uma fonte de luz, geralmente no comprimento de onda mais curtos,

do violeta ao azul (405 nm a 450 nm), é utilizada para excitar fluoréforos enddégenos.
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Alguns tecidos exibem uma faixa de emissédo fluorescente caracteristica, que é
alterada quando um processo de doenga como o cancer ocorre, mudando suas
estruturas molecularese, portanto, seus fluoréforos. Usando um comprimento de onda
adequado de luz, podem-se exibir as imagens de fluorescéncia, que é a base da
autofluorescéncia fotodiagnéstica [10]. No caso da cavidade oral, geralmente os
tecidos sadios possuem emissao de fluorescéncia na regido do azul/verde enquanto
os tecidos com lesao, principalmente lesdes de cancer, perdem essa fluorescéncia
natural formando areas de contraste com os tecidos saudaveis, permitindo detectar
muitas vezes precocemente, lesdes na cavidade oral ou delimitar estas lesdes [11].

Por outro lado, os tratamentos para a QA incluem ablagao a laser de CO2 ou
Er'YAG, electrodisseccao, crioterapia, 5-fluorouracil, imiquimode tépico e terapia
fotodinamica (PDT, do inglés, PhotoDynamic Therapy), para lesdes clinicamennte
visiveis. O acompanhamento a longo prazo é recomendado e se um CEC for
diagnosticado, o labio envolvido deve ser tratado. Para o paciente com diagnostico de
QA, o risco de desenvolver um CEC de labio mais do que duplica, mostrando a

importancia do correto diagnostico e manejo da lesao [5].

A PDT é uma técnica Optica de tratamento baseada na associacdo de
moléculas fotossensiveis, isto €, um fotossensibilizador (FS), uma fonte de luz com
comprimento de onda apropriado e oxigénio molecular [12], que tem potencial para
atender a muitas necessidades médicas atualmente ndo atendidas. Embora ainda
esteja emergindo, € uma modalidade terapéutica bem-sucedida e clinicamente
aprovada para o manejo de algumas doengas neoplasicas e ndo-malignas. A PDT foi
a primeira combinagao de dispositivos medicamentosa aprovada pela Food and Drug
Administration dos EUAha mais de uma década [13]. Apds a absorcédo daluz, 0 FS é
levado de seu estado fundamental a um estado excitado. O FS ativado pode sofrer
dois tipos de reacéo. Primeiro, ele pode reagir diretamente com o substrato, como a
membrana celularou uma molécula, transferindo carga para formar espécies reativas
como o anion superoxido (O2-) e/ou radicais hidroxila OHe (reagcao tipo ). Em
alternancia, o FS ativado pode transferir sua energia diretamente para o oxigénio, para
formar oxigénio singleto (102) (reagao tipo Il). Estas espécies oxidam varios

substratos [14]. Ambas as reag¢des fotoquimicas promovem estresse oxidativo, que
leva a danos em biomoléculas apds a PDT, desencadeando morte celular [15].
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O azul de metileno (AM) pode ser utilizado em tratamento de infecgbes
bacterianas, fungicas e neoplasias, com um custo acessivel [16]. A destrui¢cao seletiva
de tecido displasico causada pela QA pode ser alcangada se a quantidade de FS
acumulada no tecido alterado for maior do que aquela dos tecidos saudaveis. A
seletividade também pode ser aprimorada por entregar seletivamente a luz para o
tecido alvo, excluindo os tecidos saudaveis nas proximidades [17]. APDT mediada por
AM ¢ relativamente barata, de facil acesso, e pode diminuir proteinas criticas que
levam a invasao e metastase do cancer de cabecga e pescoco [18]. Esta terapia vem
sendo usada para lesdes pré-malignas da pele com bons resultados e poucos efeitos
adversos. Recentemente, observou-se uma taxa de resposta global de 91% com uma
taxa de resposta completa de 71% do cancer na cavidade oral e orofaringeo em 170
pacientes com CEC em estagio inicial [19]. Por outro lado, o tratamento com 1% de
AM e posterior irradiagao com uma fonte de luz emitindo em 662 nm e dose de luzde
100 J/cm2 levou a destruicdo completa de tumor de pulmdo em 79% dos animais
tratados. Uma reducgao da irradiancia de 100 para 50 mW/cm2 aumentou a resposta
fototdxica, bem como a aplicacdo de luz fracionada. Pequenas concentragdes do FS
reduziram significativamente o efeito da PDT. Parece que a reagao induzida pela luz

esta correlacionada com a rapida produgao de espécies reativas de oxigénio (Figura
1) [20].

Figura 1 - llustragdo da técnica optica de tratamento baseada na associagao de luz
com moléculas fotossensiveis que danifica células por estresse oxidativo
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Fonte: Autora
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é realizar um estudo clinico intervencionista,
prospectivo, comparativo e randomizado para diagnosticar e ftratar o mais
precocemente possivel pacientes com lesdes de queilite actinica em labio utilizando
técnicas opticas ndo invasivas, como a fluorescéncia e a terapia fotodinamica mediada

por azul de metileno a 1%.
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3. MATERIAIS E METODOS
Este estudo clinico foi realizado no Centro de Especialidades Odontolégicas
(CEO) de Osasco, Brasil Sorridente, localizado na cidade de Osasco/SP. O projeto de

pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo, sob o parecer n® 6.160.673 (ANEXO 1).

Para inclusdo, os participantes deveriam ser trabalhadores expostos ao sol,
maiores de 18 anos, assinar voluntariamente o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), preencher a ficha de anamnese (APENCICE 1), e estar dispostos
e aptos a permanecer o tempo necessario durante o periodo de estudo, retornando

ao CEO para acompanhamento.

Foram excluidos da pesquisa os participantes menores de 18 anos, com

diabetes mellitus descompensado, cardiopatias valvares, lesées malignas, e aqueles
que se recusaram a participar do estudo.

Todos os participantes recrutados receberam um guia de orientagcdo de
prevencgao a exposi¢ao solar (ANEXO 2), assinaram o TCLE, e o termo de autorizag&o
para fotografias.

Este estudo envolveu Agentes Comunitarios de Saude (ACSs), profissionais
que possuem instrucdo e conhecimento sobre protegcdo solar. A maioria dos
participantes era de pele clara. No entanto, nenhum dos participantes utilizava protetor
solar labial; apenas as mulheres usavam batom ou brilho labial com alguma protegéo.
Os participantes recebem da prefeitura os equipamentos de protecao individual

(EPIs), que incluiam protetor solar fator 70 com repelente e um boné.

Foram convidados os ACSs do municipio de Osasco, através de cartaz
colocado nas unidades basicas de saude. Um total de 122 ACSs compareceram para
o0 exame clinico. Foi realizada uma anamnese e avaliagao para caracterizacio desses
participantes, como: idade, tabagismo, etilismo, doencas pré-existentes e tempo do

exercicio da profissdo, sendo informados sobre a protegcéo solar labial, diagndstico
precoce de lesdes e o0s objetivos da pesquisa. A pesquisa foi realizada em 2 fases.

3.1. FASE 1

Todos os 122 participantes receberam o diagnéstico por fluorescéncia optica.

Foi utilizadoum equipamento LED (diodo emissor de luz) violeta/azul, no comprimento
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de onda de (405 £ 20) nm e area do feixe de 0,5 cm? (MMOptics, modelo Evince, Sdo
Carlos, Brasil) (Figura 2), validado e autorizado pela ANVISA (Cadastro ANVISA/MS
no: 80051429011) para uso medicinal. Durante a aplicagdo do Evince em labios
aparentemente saudaveis, foram detectadas alteragdes que levantaram suspeitas de
lesdes. Como resultado, 38 participantes foram selecionados para realizar biépsias
incisionais; contudo, apenas 25 compareceram para o procedimento. Essas bidpsias
foram indicadas com base nas alteragdes observadas por meio da fluorescéncia
Optica, em comparagdo com os labios saudaveis, que foram utilizados como controle
no estudo. O tecido bucal normal, ao ser excitado com luz violeta, emite uma luz em
tom esverdeado. No entanto, quando ha algumaalteragao tecidual, essa caracteristica
também se altera [18]. Os tecidos pré-cancerosos mostram perda de
autofluorescéncia estromal e aumento da fluorescéncia das células epiteliais em
comparagao com o tecido normal. Em contraste, lesbes com inflamagao cronica
apresentam fluorescéncia epitelial semelhante ao tecido normal, mas exibem perda

de autofluorescéncia estromal, caracteristica semelhante as lesdes diagnosticadas
com displasia [19].

Figura 2 - Representagéo do diagndstico por fluorescéncia nos participantes.

Fonte: Autora
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3.2. DIAGNOSTICO E FOTOGRAFIA
O diagnostico foi realizado utilizando uma camera apoiada ao visor do Evince
(Figura 3), com o dispositivo posicionado a 5 cm de distancia do labio inferior do
participante. Trés fotografias do mesmo participante foram capturadas com a camera
do iPhone 13 Pro em diferentes posicoes: lado esquerdo, centro e lado direito. O
procedimento foi realizado utilizando 6culos de prote¢cdo, em uma sala escura, para
assegurar a visualizagao completa e precisa dos labios. Além disso, foi capturada uma

fotografia dos labios, com luz natural, a uma distancia de 10 cm (Figura 4).

Figura 3 - Equipamento Evince utilizado no diagnéstico por fluorescéncia nos
participantes (A), equipamento Evince conjuntamente com suporte para celular (B).

Fonte: Autora
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Figura 4 - Dispositivo posicionado a 5 cm de distancia do labio inferior, para

diagndstico inicial em ambiente escuro (A). Registro fotografico dos labios com luz

natural a uma distancia de 10 cm (B).

Fonte: Autora

Todos os participantes foram orientados a nao usar nenhum tipo de batom ou
protetor labial para o diagnéstico.

Apdés as avaliagcbes com fluorescéncia o6ptica, os participantes que
apresentavam alteracdo na fluorescéncia verde, caracteristica de tecido saudavel,
foram indicados para bidpsia incisional. Apds remocgao do tecido, as amostras foram
encaminhadas para o Laboratério CientificalLab, que possui convénio com a Prefeitura
de Osasco, para laudo anatomopatolégico.

3.3. PROCESSAMENTO DAS IMAGENS

Fase 1 - Diagnostico (Labios saudaveis e labios com lesao)

As imagens foram submetidas a um pré-processamento para garantir a
padronizagdo das dimensdes e uma resolugdo de 300 DPI, no formato RGB de 24
bits. Inicialmente, foram recortadas as areas circulares das imagens capturadas pelo
equipamento Evince, com um diametro de 354,33 pixels (equivalente a 23 cm),
utilizando o software CorelDraw 2020 - Versao 22.0.0.412.

Posteriormente, utilizando o software ImagedJ verséo 1.54j, foi gerado um fundo

preto com dimensdes de 590,55x590,55 pixels (equivalente a 5x5 cm), no qual os
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recortes circulares (23 cm) foram inseridos. Apos a insergdo, as imagens foram
convertidas de RGB para 8 bits, com a aplicacao do filtro LookUp Tables/Rainbow

RGB, permitindo a realizacdo das analises comparativas entre as imagens de cada

paciente.

Fase 2 - Pré e Pos tratamento

As imagens pré e pos-tratamento foram igualmente submetidas a um pré-
processamento para assegurar a precisao dimensional e a resolugéo de 300 DPI, no
formato RGB de 24 bits. O processo de recorte das areas circulares, mantendo o
diametro de 354,33 pixels (23 cm), foi realizado utilizando o software CorelDraw 2020

- Versdo 22.0.0.412, conforme descrito na Fase 1.

Essas areas circulares foram entdo sobrepostas, n&do necessariamente
centralizadas entre si, mas com foco na interse¢cdo entre as imagens pré e poés-
tratamento. A partir dessa sobreposicdo, foram gerados recortes das areas de
intersecao e, para cada etapa, foi gerado um arquivo PNG com fundo transparente,
correspondente a area recortada/selecionada, utilizando o software CorelDraw 2020 -
Versao 22.0.0.412.

Em seguida, as areas recortadas/selecionadas de cada paciente, tanto no pré
quanto no pos-tratamento, foram convertidas de RGB para 8 bits, por meio do software
Imaged versédo 1.54j. Apds a conversao, foi aplicado o filtro LookUp Tables/Rainbow

RGB, facilitando a comparagao visual entre as imagens dos pacientes.

O processamento das imagens e a entrada dos dados no Imaged foram

realizados por uma pessoa independente, que ndo estava envolvida na coleta dos
dados.

3.4. INTERVENCAO
Ap0s o resultado do anatomopatologico, os participantes que apresentaram QA
passaram para a fase da intervencao, e os participantes que apresentaram lesdes
malignas foram encaminhados para o Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo
(ICESP) seguindo o decreto n 7508/11 ART 2° lll, que regulamenta a lei n® 8089/90,

que dispde a organizacdo do Sistema Unico de Satude (SUS).
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3.4.1. FASE 2

Seguiram para a fase 2, 19 participantes. Os participantes compareceram a 5
visitas no CEO Osasco - Brasil Sorridente, em dias alternados, respeitando 48 h entre
as sessoes [20], com excecao dos finais de semana, durante 10 dias. A intervencao
foi realizada com um laser e mediada por AM em solugao a 1% (até 1% é dispensado
de notificagdo daANVISA), de forma tépica embebido em gaze, com aparéncia liquida
azul escuro, peso molecular 319,85 g, numero CAS 122965-43-9, diluido em agua
deionizada. A gaze foi colocada no labio inferior (Figura 5) e apds 10 min, procedeu-
se a irradiacao de toda a superficie da mucosa, com espagamento de 1 cm entre os 3
pontos da aplicagao (Figura 6), com um laser de diodo (MMOptics, modelo Laser Duo,
Séo Carlos, Brasil) (Figura 7), validado e autorizado pela ANVISA (Cadastro
ANVISA/MS no. 80051420022) para uso medicinal. Utilizou-se o comprimento de

onda de 660 nm, poténcia fixa de 100 mW, tempo de exposi¢cao 120 s, energia por
ponto de 12 J, com area do feixe de 0,03 cm?.

Figura 5 - Azul de Metileno 1% (AM) utilizado como fotossensibilizador.

S
ey, Azul do Metilono em [

Fonte: Autora
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Figura 6 - Representacéo da aplicagao do azul de metileno tdpico (A); representacéo

da aplicagao nos participantes (B).
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Fonte: Autora
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Figura 7 - Equipamento Laser MMOptics, modelo Laser Duo.

Fonte: Autora

Como protecdo, a ponta ativa do dispositivo foi coberta com membrana de
plastico translucido, e 6culos de protegdo foram utilizados pelo participante e pelo
operador (Figura 7). O contato do laser com os olhos apresenta risco de catarata [21].
Assim, os participantes e o operador do equipamento utilizaram 6culos de protegao,
para que o feixe de luz ndo penetrasse nos olhos.

A cada sessdao o participante foi fotografado, seguindo os mesmos padrdes do
diagndstico, utilizando uma camera acoplada ao visor do Evince, com o dispositivo
posicionado a 5 cm de distancia do labio inferior do participante. Trés fotografias do
mesmo participante foram capturadas com a camera do iPhone 13 Pro em diferentes
posicdes: lado esquerdo, centro e lado direito. O procedimento foi realizado utilizando
oculos de protecdo, em uma sala escura, para assegurar a visualizagdo completa e

precisa dos labios.

Apés cada sessao de PDT, todos os participantes passaram por uma avaliacéo

clinica com a fluorescéncia optica para verificar o padréao de cores da mucosa. Os
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participantes foram também avaliados apds 30 dias do término do tratamento. A figura

8 ilustra o desenho experimental deste estudo.

Figura 8 - Resumo do desenho experimental deste estudo.
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. Fotografia
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Fonte: Autora

3.5. ANALISE DOS DADOS

A andlise estatistica dos dados foi realizada com auxilio de um software de
estatistica (Jamovi, versao 2.5.4.0) [22 e 23]. As particularidades dos participantes sao
demonstradas por estatisticas descritiva e inferencial adequadas através de graficos
com as estimativas de intervalo de confianga (IC) de 95%. Os dados foram submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Dados ndo normais foram submetidos ao
teste estatistico de Mann-Whitney para amostras n&o pareadas enquanto que dados
que seguiram uma distribuicdo normal foram submetidos ao teste t de Student
pareado. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para

valores de p <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 38 individuos elegiveis, 25 participaram da fase 1 do estudo: 19 com
diagnostico de QA, 3 com diagndstico de QA e CEC, e 3 sem lesbes nos |abios.
Durante o processo de inclusao, todos os participantes concordaram em participar do
estudo; no entanto, apenas 19 continuaram na fase 2 da pesquisa. Os 3 pacientes
que apresentaram CEC foram encaminhados para o ICESP. Apds 30 dias do final do
tratamento, compareceram para a reavaliagado 17 participantes. A Figura 9 ilustra o
fluxo dos participantes de acordo com as diretrizes CONSORT (Consolidated

Standards of Reporting Trials).

Figura 9 - Diagrama de fluxo dos participantes.
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Fonte: Autora

Os individuos tinham idade entre 46 e 50 anos, e trabalhavam como ACS ha
pelo menos 10 anos. Para a fase 1, foram diagnosticados 5 homens e 20 mulheres (7
fumantes e 18 ndo fumantes). Para a fase 2, continuaram 4 homens e 13 mulheres (5

fumantes e 12 ndo fumantes).



Tabela 1 - Analise de perfil por fase do estudo dos participantes da pesquisa

Participantes Fase 1 (n 25/ %) Fase 2 (n 17/ %)
Média de idade (anos) 48 48

Mulheres 20 (80%) 13 (76%)
Homens 05 (20%) 04 (24%)
Branco 08 (32%) 08 (47%)
Pardo 15 (60%) 07 (41%)
Negro 02 (08%) 02 (12%)
Nao fumantes 18 (72%) 13 (76%)
Fumante (cigarros) 07 (28%) 04 (24%)

Ocupacao ao ar livre 25 (100%) 17 (100%)
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As figuras 10 e 11 ilustram os participantes com labio com QA e labio saudavel.

Figura 10 - Imagem representativa do labio com QA com luz natural (A), labio

com equipamento Evince (B), recorte do labio com aplicacdo LUT Rainbow do

software Imaged (C), analise por cores no Color Inspector 3D do Imaged (D).

File Options Segmentation Help Color Inspector 3D (v2.5
Color Space: | RGB Display Mode: ~ All Colors

349281 Pixels, 172 Colors  Position x: 506y: 362  Color: RGB( 0, 0, 0)  Frequency: 306146 (87.6%)

((R(x10) G(x10) B(x1.0) Brightness (+0 )

Perspective

’ D
Color Rotation (0 *

Contrast (x1.0) Saturation ( x 1.0)

Fonte: Autora
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Figura 11 - Imagem representativa do labio saudavel com luz natural (A), labio com
equipamento Evince (B), recorte do labio com aplicagado LUT Rainbow do software

Imaged (C), analise por cores no Color Inspector 3D do software Imaged (D).

File Options Segmentation Help Color Inspector 3D (v2.5) 24.2 SADIOO1 RAINBOW JPG
Color Space: | RGB Display Mode: | All Colors

349281 Pixels, 135 Colors

Perspective

v v v v v v v D
1.0) Color Rotation (0 * )

R(x10) G(x10) B(x10) Brightness ( +0 ) Contrast (x1.0) Saturation ( x

Fonte: Autora

Observa-se nas Figuras 10 e 11 que o padrao de fluorescéncia muda do tecido
normal para o tecido lesionado. As propriedades de autofluorescéncia do tecido oral
variam significativamente com base no sitio anatdmico e no diagnéstico patoldgico.
Em tecido oral normal, a maior parte da autofluorescéncia epitelial origina-se do
citoplasma de célulasdas regides basal e intermediaria, enquanto as fibras estruturais
sdo responsaveis pela maior parte da fluorescéncia estromal. A excitagdo UV, a

inflamacao benigna mostra fluorescéncia epitelial diminuida, enquanto a displasia
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exibe fluorescéncia epitelial aumentada em comparacédo com o tecido oral normal. A
fluorescéncia estromal, tanto na inflamagdo benigna quanto na displasia, cai

significativamente na excitagao UV e 488 nm [24].

4.1. EXAMES ANATOMOPATOLOGICOS

As caracteristicas histopatologicas da QA sao importantes para o diagndstico,
0 prognostico e o tratamento da lesdo [25]. A presencga de displasia epitelial € um
achado comum e foi observada na grande maioria das lesdes, com uma maior
prevaléncia de displasia leve, além de epitélio pavimentoso estratificado com
hiperortoqueratose, granulose leve, atrofia e cones epiteliais retificados. Foram
observadas também espongiose, exocitose de linfécitos e areas com atipia leve dos
queratindcitos basais. A lamina propria mostrou extensa elastose solar, permeando o
tecido conjuntivo denso com aspecto cicatricial (fibroplasia) [26], essas caracteristicas
histopatolégicas foram encontradas em todos os anatomopatolégicos dos
participantes com diagndstico de QA. As pérolas de queratina sdo uma caracteristica
patognébmica de carcinomas de células escamosas bem diferenciados e sé&o

facilmente identificadas como células eosinofilicas em espiral agregados moldados de
queratindcitos achatados que sédo desprovidos de nucleo [27], uma evolugao da QA.

Os participantes da pesquisa que apresentavam caracteristicas histopatologicas
citadas nao demonstraram nenhuma leséo clinica aparente que pudesse facilitar o
diagndstico de QA, uma situagdo comum em pacientes e que, geralmente, auxilia no
reconhecimento da condi¢gdo. O diagndstico de QA é predominantemente clinico,
fundamentado na identificagao de lesdes ou alteragdes observadas durante o exame
fisico. Ademais, é importante ressaltar que os pacientes diagnosticados com CEC

também nao apresentaram lesdes visiveis.



4.2. ABORDAGEM ESTATISTICA COMPARATIVA

Na analise de cor por fluorescéncia dos labios com displasia, observou-se que

os valores foram significativamente maiores em comparagao com os labios saudaveis

(Grafico 1).

Grafico 1 - Histograma com linha de densidade dos labios saudaveis e nao

saudaveis (A), Box plots, etiquetas outliers com medidas estatisticas de minimo,

maximo, primeiro quartil, segundo quartil, mediana e o terceiro quartil (B). Os grupos

séo estatisticamente diferentes pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).

Histograma com linha de densidade dos
labios saudaveis e ndo saudaveis.

Saudave

N&o Saudavel q

Numero de cores

Namero de cores

Box plots, etiquetas outliers com
medidas estatisticas de minimo, maximo,
primeiro quartil, segundo quartil,
mediana e o terceiro quartil.

Saudavel Nao Saudavel

4.3. TRATAMENTO

A figura 12 ilustra uma participante do estudo sendo irradiada.
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Figura 12 - Aplicagao do laser em uma das participantes do estudo. Note o labio

corado com azul de metileno.

Fonte: Autora

As figuras 13 e 14 mostram imagens de fluorescéncia para 2 participantes que

receberam PDT antes e 30 dias depois das 5 sessbes de tratamento.
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Figura 13 - Imagem do labio com luz natural (A), labio com equipamento Evince pré-
PDT (B), labio com equipamento Evince apds 30 dias, com um total de 5 sessbdes
(C), recorte do labio com equipamento Evince pré-PDT (D1), recorte do labio com

aplicagao LUT Rainbow do software ImagedJ pré-PDT (D2), recorte do labio com
equipamento Evince apés 30 dias (E1), recorte do labio com aplicagado LUT Rainbow
do software Imaged pdés-PDT (E2), analise por cores no Color Inspector 3D do
software Imaged pré-PDT (D3), analise por cores no Color Inspector 3D do software
Imaged p6s-PDT (D4).

Fonte: Autora
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Figura 14 - Imagem do labio com luz natural (A), labio com equipamento Evince pré-
PDT (B), labio com equipamento Evince apds 30 dias, com um total de 5 sessbdes
(C), recorte do labio com equipamento Evince pré-PDT (D1), recorte do labio com

aplicagao LUT Rainbow do software ImagedJ pré-PDT (D2), recorte do labio com
equipamento Evince apés 30 dias (E1), recorte do labio com aplicagado LUT Rainbow
do software Imaged pdés-PDT (E2), analise por cores no Color Inspector 3D do
software Imaged pré-PDT (D3), analise por cores no Color Inspector 3D do software
Imaged p6s-PDT (D4).

Fonte: Autora

Na analise de cor por fluorescéncia dos labios com displasia, houve uma
diminuicdo significativa apdés o tratamento com a PDT. Antes do tratamento, o
histograma apresentava dois picos, em torno de 160 e 200 (Grafico 2 A). No entanto,

ap6s 30 dias do tratamento, a distribuigdo mudou, e o histograma apresenta um unico
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pico, mostrando uma distribuicdo de dados mais centralizada (Grafico 2 B). Essa
mudancga sugere que o tratamento pode ter homogeneizado os valores, reduzindo as

variagdes que estavam mais pronunciadas antes.

A média pré-tratamento esta situada em aproximadamente 187,5, com um
intervalo de confianca (IC) que cobre uma faixa relativamente ampla. A média pés-
tratamento, por outro lado, reduziu para um valor em torno de 170, com um IC um
pouco menor do que o observado antes do tratamento. Isso indica uma diminuicdo
geral nos valores medidos (Grafico 2 C).

A mediana pré-tratamento esta abaixo da média, indicando uma assimetria nos
dados, com uma cauda mais longa para valores maiores. Em contraste, a mediana
pos-tratamento esta proxima a média, sugerindo que a distribuigdo pos-tratamento é
mais simétrica (Grafico 2 C).

A diminuigdo da média, que se alinha a mediana, sugere que a PDT foi capaz
de reduzir o padrao de cores da mucosa, mais proximo ao padrdo da mucosa

saudavel.

Grafico 2 - Histograma pré-tratamento (A), histograma pdés-tratamento (B), média e
mediana pré e pos-tratamento (C).
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A Tabela 2 mostra que ha uma diferenga estatisticamente significativa entre as

meédias pré e pds-tratamento.

Tabela 2 - Teste t para amostras pareadas.

estatistica gl o]

PRE-TRATAMENTO ~ POS-TRATAMENTO  t de Student 7.11 16.0 <.001

Nota. Ha K Medida 1 - Medida 2 # 0

Fonte: Autora

O tabaco, em conjunto com outros fatores de risco, adiciona uma ameacga
potencial as doencas bucais [28]. Além disso, a quantidade de protetor solar e a forma
como ele é aplicado varia consideravelmente entre os individuos, o que, por sua vez,
afeta significativamente o grau e a duragdo da protecdo recebida [29]. Estas sdo

algumas variaveis que podem ter contribuido para o desvio padrao dos dados. De fato,
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os participantes desse estudo fumantes tiveram uma melhora reduzida, em

comparagao aos nao fumantes (Grafico 3).

Grafico 3 - Média de reducao da fluorescéncia pos-PDT entre fumantes e néo

fumantes.
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Fonte: Autora

A PDT é um procedimento minimamente invasivo que é clinicamente utilizado
no tratamento de varias doengas oncolégicas humanas, como cancer de pele,
esofago, cabeca e pescoco, pulmao e bexiga. No entanto, a PDT também tem varias
aplicagdes nao oncolégicas, incluindo o tratamento de doengas humanas néo
malignas, como as dermatoldgicas (acne, verrugas, fotoenvelhecimento, psoriase,
malformagbées vasculares , hirsutismo, queldide e alopecia), oftalmoldgicas
(coriorretinopatia serosa central e neovascularizagdo da cornea), cardiovascular
(aterosclerose e varizes esofagicas), bucal (liquen plano oral ), neurolégica (doenga

de Alzheimer), esquelética (artrite reumatoide), gastrointestinal, e doenga de Crohn
[30].

A PDT produz efeitos principalmente superficiais. Devido a uma penetragéo

limitada da luz através dos tecidos, a profundidade da destruicdo do tumor varia de
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alguns milimetros a um centimetro. Essa aparente desvantagem pode ser explorada
favoravelmente no tratamento de doencgas superficiais, como condigdes pré-malignas
(displasia da mucosa, ceratose actinica), carcinoma in situ ou tumores superficiais
(como mesotelioma pleural maligno ou carcinomatose disseminada intraperitoneal
[31].

Um dos resultados obtidos apdés o tratamento da PDT e a analise
anatomopatolégico revelou a auséncia QA, o diagndstico foi granuloma piogénico &
mais um tipo de lesao reativa de natureza inflamatéria [32].

A PDT tem se destacado como uma opgao eficaz no tratamento de diversas
condigdes, incluindo lesdes precoces de cancer. A literatura existente sugere que a
frequéncia e a duragdo do tratamento podem influenciar significativamente os
resultados clinicos, em outro estudo os participantes que ndo haviam eliminado todas
as lesdes de CAna area de tratamento no final do curso numero 1 participaram de um

segundo curso de tratamento de quatro semanas [33].

Uma analise critica dos protocolos atuais de PDT revela algumas limitagdes,
como a falta de personalizagdo nas abordagens terapéuticas. Protocolos rigidos
podem nao atender as necessidades especificas de cada paciente, resultando em
respostas nao satisfatdéria ao tratamento. Portanto, é crucial que os profissionais de
saude estejam abertos a possibilidade de adaptar os protocolos com base em
evidéncias e nas caracteristicas individuais dos pacientes. Sugerimos a
implementagdo de um modelo que incluaum maior numero de sessdes de PDT, aliado
a uma revisao dos protocolos existentes. Esta mudanga pode envolver a realizagao
de sessbes de acompanhamento mais frequentes ou métodos de aplicacdo que
atendam melhor as necessidades dos pacientes.

As implicagdes praticas dessas sugestoes sao significativas. A adogao de um
modelo de tratamento mais flexivel pode exigir uma reestruturacdo na organizagéo
dos servicos de saude e capacitagao adicional para os profissionais envolvidos. No
entanto, os potenciais beneficios para a eficacia do tratamento e a satisfacdo dos

pacientes justificam esses esforgos.

E fundamental que a pesquisa nessa area continue, com o objetivo de validar
essas sugestdes e assegurar que os pacientes recebam o tratamento mais eficaz e
personalizado.
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CONCLUSAO

O diagndstico por fluorescéncia aparenta ser uma ferramenta promissora para
o diagnostico de displasias orais, evidenciando um aumento no numero de cores em
comparagao com os labios saudaveis, que ndo sdo visiveis clinicamente.

A PDT pode ser uma técnica promissora para o tratamento de QA, ja que ela
foi capaz de reduzir o padrao de cores da mucosa afetada.
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ANEXO 2

ORIENTACAO DE PREVENGAO A EXPOSICAO SOLAR

e Evitar exposicao prolongada ao sol entre 10h e 16h.

* Procurar lugares com sombra.

e Usar protecao adequada, como roupas, bonés ou chapéus de abas largas, éculos escuros
com protecao UV, sombrinhas e barracas.

e Aplicar na pele, antes de se expor ao sol, filtro (protetor) solar com fator de protecdo 30,
no minimo. E necessério reaplicar o filtro solar a cada duas horas, durante a exposi¢do ao sol,
bem como apds mergulho ou grande transpiracdao. Mesmo filtros solares “a prova d’agua”
devem ser reaplicados.

e Usar filtro solar préprio para os labios.

e Em dias nublados, também é importante o uso de protecao.

¢ As tatuagens podem esconder lesGes, portanto, merecem atencgao.

¢ Nas atividades ocupacionais, pode ser necessario reformular as jornadas de trabalho ou a

organizacao das tarefas desenvolvidas ao longo do dia.

https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/noticias/2020/dezembro/cancer-de-pele-saiba-como-prevenir-

diagnosticar-e-tratar



https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/noticias/2020/dezembro/cancer-de-pele-saiba-como-prevenir-diagnosticar-e-tratar
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/noticias/2020/dezembro/cancer-de-pele-saiba-como-prevenir-diagnosticar-e-tratar
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APENDICES
APENDICE 1
FICHA DE ANAMNESE

Nome
RG.n° Orgao Expedidor CPFn°
Data de Nascimento / / Sexo
Naturalidade Nacionalidade
Estado Civil Profissao

Endereco Residencial

Ha quanto tempo trabalha exposto ao sol

Horas por dia fica exposto

Questionario de Saude
Sofre de alguma doenga: ( ) Sim( ) Nao

Qual(is)

Esta em tratamento médico atualmente? ( ) Sim ( ) Nao.
Gravidez: Sim( )Nao( )
Esta fazendo uso de alguma Medicagao? ( ) Sim( ) N&o

Qual(is)

Nome do Médico Assistente/telefone:

Teve alergia? ( ) Sim () Nao -Qual(is)

Ja foi operado? () Sim () Nao -Qual(is)

Teve problemas com a cicatrizagdo? Sim () Nao ( )

Teve problemas com a anestesia? Sim () Nao ( )



Teve problemas de Hemorragia? Sim ( ) Nao ( )
Sofre de alguma das seguintes doengas?

Febre Reumatica: Sim( ) Nao ( );

Problemas Cardiacos: Sim( )Nao ( );

Problemas Renais: Sim () Nao ( );

Problemas Gastricos: Sim () Nao ( );

Problemas Respiratorios: Sim () Nao ( );

Problemas Alérgicos: Sim( ) Nao ( );

Problemas Articulares ou Reumatismo: Sim () Nao ( )

Diabetes: Sim( )N&o ( )

Hipertenséo Arterial: Sim () Nao ( );

Habitos:

Antecedentes Familiares

Outras observagdes importantes:

Declaro que as informagdes acima prestadas sio totalmente verdadeiras.

Local, Data / /

Assinatura do Paciente ou seu Responsavel Legal

Rubrica do Pesquisador Responsavel Rubrica do(a) Participante da Pesquisa
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