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RESUMO

LAUREANO, Natalia Koerich. Estudo do efeito do tabagismo e seu abandono sobre a
velocidade de proliferagao das células da mucosa bucal: avaliagao longitudinal. 2015. 47f.
Dissertagdao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia. Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2015.

OBIJETIVO: avaliar através da citopatologia, associada a técnica AgNOR, o reflexo da cessacao
do fumo sobre a velocidade de proliferacdo das células epiteliais descamadas de borda de
lingua (BL) e assoalho de boca (AB), ao longo do tempo. METODOS: Foram incluidos na
amostra inicial 138 individuos. As coletas foram realizadas em um momento inicial (T1), apds
8-15 meses (T2) e apds 16-30 meses (T3). Os participantes foram divididos em trés grupos de
acordo com os seguintes critérios: Grupo Controle (GC) (n=71): individuos atendidos na
Faculdade de Odontologia da UFRGS, que nunca fumaram, e que ingeriam até 30g de dalcool
por semana. Grupo Abandono de Fumo (GAF) (n=26): individuos em acompanhamento no
Grupo dos Fumantes do Hospital de Clinicas de Porto Alegra (HCPA), que fumavam no
momento do inicial do trabalho, e que ao longo do tempo cessaram o hdbito tabagico.
Alcoolistas ou ndo. Grupo Fumo (GF) (n=41): individuos em acompanhamento no Grupo dos
Fumantes do HCPA, que fumavam no momento do inicial do trabalho, e que n3ao cessaram o
habito tabagico ao longo da pesquisa. Alcoolistas ou ndo. As amostras foram submetidas a
técnica de AgNOR e quantificadas por trés examinadores previamente calibrados. A média
de AgNOR por nucleo (mAgNOR) e a porcentagem de células com mais de 1, 2 E 3 AgNORs
(pAgNOR>1, pAgNOR>2 e pAgNOR>3) foram calculados nas 50 primeiras células, nucleadas,
nao sobrepostas, e bem distendidas. RESULTADOS: ao final dos tempos experimentais os
grupos tinham 9 individuos em cada. Nao foram observada diferenca estatistica do mAgNOR
e pAgNOR>3 entre os grupos avaliados, nos diferentes tempos em ambos os sitios. Foi
observada uma tendéncia a diminui¢do na velocidade de proliferagdo, no tempo
intermediario, e uma tendéncia a aumentar no tempo final, em todos os grupos Em T1, os
grupos expostos ao fumo (GAF e GF) apresentavam velocidade de proliferacdo mais elevada,
se comparados ao GC no BL. No AB o GC apresenta valores maiores que GAF. Em T2, os
individuos do GAF apresentaram uma reducdo da taxa de proliferacdo celular, em ambos os
sitios analisados, maior do que GC e GF. Em T3 os valores retornam ao equilibrio, exibindo
valores maiores que os em T1. No BL o pAgNOR>1 e 2 mostrou uma diferenca estatistica
entre os grupos em T1 e T2. O sitio AB apresentou diferenca estatistica no pAgNOR>1, em
T2, mostrando que individuos do GC e GAF apresentam velocidade de proliferacdo menor
quando comparados ao GF. CONCLUSOES: O estudo mostrou que o GAF apresenta maior
flutuacdo, de mAgNOR, que o GC e GF, ao longo do tempo. Estudo futuros ampliando o
tempo de controle, controlando os agentes carcindégenos, e observando individuos com
caracteristicas populacionais seriam convenientes para buscar a padronizacdo deste modelo
de prevencdo de cancer.

Palavras-chave: AgNOR. Citopatologia. Abandono de fumo. Proliferacao cellular.



ABSTRACT

LAUREANO, Natalia Koerich. Estudo Study of the effect of smoking and its abandonment on
the speed of proliferation of cells of the oral mucosa: longitudinal evaluation. 2015. 47f.
Thesis (MA) — Faculdade de Odontologia. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2015.

OBJECTIVE: evaluate, through cytopathology associated with AgNOR technique, the
reflection of smoking cessation on the speed of proliferation of desquamated epithelial cells
of tongue edge (TE) and mouth floor (MF) over time. METHODS: We included in the initial
sample 138 individuals. Samples were collected at an early time (T1), after 8-15 months (T2)
and after 16-30 months (T3). Participants were divided into three groups, according to the
following criteria: control group (CG) (n = 71): patients seen at the Faculty of Dentistry at
UFRGS, who had never smoked and who drank till 30g of alcohol a week. Abandonment
group Smoke (AS) (n = 26): individuals in monitoring the Group of Smokers of Hospital de
clinicas dePorto Alegre (HCPA), who smoked at the time of the initial work, and that over
time ceased the smoking habit. Alcoholic or not. Tobacco group (TG) (n = 41): follow-up
individuals in the group of smokers HCPA, who smoked at the time of the initial work, and
that did not stop the smoking habit during the research. Alcoholic or not. Samples were
subjected to AgNOR technique and quantified for three calibrated examiners. The average
AgNOR per core (Magnor) and the percentage of cells with 1, 2 and 3 AgNOR (pAgNOR> 1,
pAgNOR> 2 and pAgNOR> 3) were calculated on the first 50 cells, nucleated, non-
overlapping, and well- distended. RESULTS: At the end of the experimental time groups had
9 individuals in each. There were no statistical difference of mAgNOR and pAgNOR> 3
between the groups in different times on both sites. A tendency to decrease in the
proliferation rate was observed, at the intermediate time, and a trend of increase in the end
time for all groups in T1, the smoke exposed groups (AS and TG) showed higher proliferation
rate, compared the CG in the TE. MF in the CG presents values greater than AS. In T2, AS
individuals showed a reduction in cell proliferation rate in both sites evaluated greater than
TG and CG. In T3 values return to equilibrium, exhibiting values greater than the T1. TE in
the pAgNOR> 1 and 2 showed a statistical difference between groups in T1 and T2. The site
MF showed statistical difference in pAgNOR> 1, T2, showing that CG and the AS show less
proliferation of speed when compared to the TG. CONCLUSIONS: The study showed that the
AS has greater fluctuation mAgNOR that CG and TG, over time. Future study extending the
time control, controlling carcinogens, and observing individuals with population
characteristics would be convenient to seek standardization of this cancer prevention model.

Keywords: AgNOR. Cytopathology. Smoke abandonment. Cellular proliferation.
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

O cancer de boca é o sétimo tipo de cancer que mais acomete a populacdo brasileira.
Foram estimados para o ano de 2014, mais de 15.290 novos casos no Brasil. Destes, 11.280
em homens. Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer bucal estdo
principalmente, o uso do tabaco e a ingestao de dlcool. Segundo estudo realizado nas
principais capitais do Brasil, o hdbito de fumar é maior em homens do que em mulheres
sendo Porto Alegre/RS a capital com maior indice de fumantes(1).

Existem outros agentes etiolégicos, além do fumo e do alcool, para o
desenvolvimento do cancer bucal, dentre os quais destacam-se fatores hormonais,
genéticos, nutricionais, infec¢Ges virais e as deficiéncias imunoldgicas(2, 3). Os sitios
anatomicos mais acometidos por essa patologia sdo borda de lingua e o assoalho de boca(4).

Homens, acima dos 40 anos, que fumam e bebem sdo considerados a populagao de
risco para o desenvolvimento destas neoplasia (5). Em um estudo realizado em populacdes
da india onde o consumo de tabaco é alto revelou um aumento da incidéncia do cancer
bucal associado a este hdbito e a transformacdo maligna de lesGes leucoplasicas (desordem
potencialmente maligna mais comum em boca), observado em pacientes de ambos os sexos
com idade inferior a 40 anos(6). Shopland et al. mostrou que em uma pesquisa realizada
pelo Centro Nacional de Estatisticas em Saude dos Estados Unidos, 90,6% dos canceres de
boca em homens tem como principal causa o cigarro, enquanto que nas mulheres a
atribuicdo é de 58,5%(7).

O tabaco e as substancias que derivam da sua combustdo estdo fortemente
relacionados com a carcinogénese. Mais de 60 substancias carcinogénicas foram

encontradas na fumaca do cigarro, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,



10

nitrosaminas e aminas aromaticas(8). A combustdo do tabaco induz estresse oxidativo nos
tecidos, a partir do desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e a
capacidade de resposta antioxidante. Nestas situacdes, espécies reativas de oxigénio podem
interagir e danificar proteinas, lipidios, carboidratos e, o préprio DNA, resultando em
eventos iniciadores da carcinogénese(9, 10).

O abandono do habito tabdgico é a lUnica forma de prevenir o alto numero de mortes
relacionadas ao cigarro. Parar de fumar na meia idade evita o desenvolvimento de doencas
relacionadas ao fumo. Quando a cessacao ocorre no adulto jovem, os beneficios sdo ainda
melhores(11).

Muitos casos de cancer de boca sdo diagnosticados em estagio avancado, o que
acaba resultando em progndstico desfavoravel e alta taxa de mortalidade. Visto isso, o
diagndstico prévio das lesGes é de extrema importancia para a melhor conduta do
paciente(12). Assim como, monitorar o aparecimento de leGes potencialmente malignas em
grupos considerados de risco, € um método efetivo na prevencdo do cancer.(13, 14)

As alteracbes genéticas que precedem a transformacdo maligna sdo acumuladas
durante o processo de carcinogénese. A utilizacdo de marcadores moleculares tende a
auxiliar na identificacdo dessas alteracdes(15). A busca por marcadores que detectem o
campo de cancerizacdo antes de alteracbes morfoldgicas pré-malignas, é o interesse
biolégico e a relevancia clinica de estudos na prevencdo do cancer de boca. Os
biomarcadores tendem a ser uma ferramenta valiosa para o diagndstico e progndstico, e um
elemento de persuasdo no manejo de pacientes com hdbitos nocivos(16).

O fumo pode atuar como um carcindgeno que proporciona o aumento na

proliferacdo de celular durante o processo de carcinogénse. Células com taxa de proliferacao
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altas estdo mais suscetiveis a mutacdes e, consequentemente, ao desenvolvimento de
mecanismos que levem ao cancer(17).

A citopatologia é um método de diagndstico que consiste na remocdo das células
mais superficiais da mucosa por meio de raspados, para posterior andlise microscopica(18).
E uma técnica simples, ndo dolorosa, ndo invasiva que auxilia na deteccdo precoce de
alteracGes epiteliais(19). Associada a técnica de AgNOR pode ser um método auxiliar no
controle de grupos de risco para o desenvolvimento de cancer bucal(20). Estudos, tém sido
realizados associando métodos quantitativos, como o AgNOR, a citopatologia e tem
demonstrado ser um recurso para detectar alteragdes precoces na mucosa bucal expostas
ao tabaco, e ao alcool, principalmente quando lesdes ndao podiam ser clinicamente
detectadas(12, 20-25).

As regides organizadoras nucleolares (NORs) foram descritas inicialmente por Heitz
e McClintock (26), na citologia exfoliativa por Howell et al (27). As NORs sdo alcas de DNA,
localizadas nos bracos curtos dos cromossomos acrocéntricos. Na espécie humana esses
cromossomos sdo: 13, 14, 15, 21 e 22 (28). As NORs sdo unidades funcionais, que compdem
parte do nucléolo, e realizam a sintese de RNA ribissomico (29). Entre as proteinas
fundamentais para a transcricdo do RNAr, estdo as proteinas nucleolinas e nucleofosmina.
Sem a presencga delas a sintese de RNAr durante a interfase nao ocorre (26). Quando estas
NORs estdo ativas a impregnacdo pela prata é especifica para detecta-las, ocorrendo a
marcacao seletiva das proteinas ndo-histénicas associadas a estas regides. As NORs quando
presentes no nucleo representam um parametro de avaliacdo da velocidade de proliferacao
celular. Quando estdo ativas, sdo impregnadas pela prata, denominadas AgNORs, e sao
identificadas como pontos pretos dentro do nicleo de contornos bem definidos, observados

em microscopia de luz(21, 26, 30).
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O numero e o tamanho dos AgNORs variam de acordo com a atividade proliferativa
das células. Células com baixa sintese de ribossomos apresentam um unico e grande ponto
preto, ja as células com alta atividade proliferativa apresentam maior numero de pontos
pretos pequenos(31). Assim, o aumento ou diminuicdo do numero de AgNOR em células do
epitélio bucal indicam a propor¢do de sintese ribossomal e a atividade celular(32). Varia¢des
de volume e forma dos AgNORs revelam que a células esta em maior atividade de sintese
proteica, como ocorre na transformacao de células malignas(33).

O primeiro estudo a avaliar a correlagdo entre a idade e o numero de AgNOR das
células da mucosa bucal foi de Selvi et al. A avaliagdo foi feita através do mAgNOR e da
relacdo drea total de AgNOR/area total do nucleo de 15 nucleos por individuo. 50 individuos
saudaveis participaram (24 homens e 26 mulheres), com idade de 2-81 anos, categorizadas
de 0-20 anos, 20-40 anos, 40-60 anos e 60-80 anos. Os grupos apresentaram valores de
mAgNOR 4,26 (0,89), 3,10 (0,52), 3,22 (0,48) e 2,59 (0,26) respectivamente (p<0,0001),
mostrando que a quanto mais velho o individuo menor quantidade de AgNOR por
nucleo(32).

Mourad et al. e Xie et al. avaliaram a taxa de proliferacdo celular utilizando dois
parametros, mAgnor e pAgNOR, de epitélios sem alteracdes celulares e arquiteturais, de
epitélios displasicos, e de carcinomas espinocelulares. A contagem do nimero das AgNORs e
a porcentagem das AgNORs (pAgNOR> 1, 2, 3, 4) permitiram discriminar entre epitélio
normal, com displasia e carcinoma espinocelular, sugerindo ainda, que a contagem das
AgNORs, pode predizer a progressao de uma lesdo displdsica para carcinoma espinocelular.
Os estudos concluiram que mAgNOR tem forte valor progndstico para os casos de carcinoma

espinocelular.
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A técnica de AgNOR, quando associada & citopatologia, apresenta dados mais
precisos, visto que todo o nucléolo pode ser analisado, e ndo apenas uma parte dele como
nos cortes histolégicos(35). Paiva et al. e Gedoz et al, ao avaliar a media do numero de
AgNORs e a area de AgNOR de individuos fumantes e nao fumantes através da citopatologia,
perceberam que a utilizacdo da média do numero de AgNORs era mais sensivel (23, 24).

Estudos vem mostrando a utilizagdo da técnica AgNOR para determinar o progndstico
de lesGes malignas(36).

Van Oijen et al. avaliou a relagdo do hdbito tabagico na proliferacdo das células de
mucosa, adjacente ao carcinoma espino celular (CEC) de cabeca e pescogo, através do
marcador de proliferacao KI-67. Seis grupos foram avaliados a partir de amostras de tecido,
coradas em HE, analisando a mucosa adjacente ao CEC de individuos fumantes, nao
fumantes e ex fumantes de mais de um ano; e a mucosa normal de individuos ndo fumantes,
fumantes e ex fumantes por mais de 3 meses. O estudo mostrou que os individuos fumantes
apresentavam taxa de proliferacdo maior quando comparados aos ndao fumantes do mesmo
grupo. O grupo CEC também apresenta taxa de proliferacdo celular maior que o grupo com
mucosa normal. Ja individuos ex-fumantes apresentaram taxas de proliferacdo menores
guando comparados aos fumantes, porém esta diferenca ndo foi significativa. Isso sugere
gue o tabaco continua interferindo no ciclo celular mesmo apds sua cessacdo, e que o
aumento na proliferacdo celular ocorre sem o desenvolvimento de alteragcdes morfolégicas
visiveis (17).

Sampaio et al.em um estudo com 40 participantes (22 homens e 18 mulheres),
fumantes e nao fumantes, com idade de 40-77 anos, avaliou em raspados citoldgicos da
mucosa julgal dos individuos a proliferacdo pela técnica de AgNOR. A média de AgNOR por

nucleo do grupo fumante (3,4+0,54) foi maior do que o grupo ndo fumante (2,6+0,49)
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(p<0,01). O grupo de fumantes também apresentou maior frequéncia de células com =5
AgNORs por nucleo (20%) quando comparado aos ndo fumantes (6%)(p<0,01).

Cancado et al. avaliaram 120 individuos sauddveis (58 mulheres e 62 homens), 60
fumantes (20 cigarros/dia ou 10 cigarros/dia a mais de 10 anos) e 60 ndo fumantes, ndo
etilistas, idade entre 50-70 anos. Foram coletados raspados citolégicos da borda de lingua e
assoalho de boca. O grupo de fumantes apresentou mAgNOR maior 1,94+0,13 (borda da
lingua) e 2,07+0,19 (assoalho de boca) comparado ao ndao fumantes 1,79+0,21 (borda da
lingua) e 1,84+0,23 (assoalho de boca) p=0,0001. A porcentagem de células com mais de 3
AgNORs por nucleo apresentou o mesmo padrdo: grupo fumantes 25,1616,01% e
30,51+8,25%, em borda de lingua e assoalho de boca respectivamente, enquanto que o
grupo de ndo fumantes 11,85+4,50% e 12,80+4,58% (p=0,0001). Este trabalho mostrou
diferenca estatistica na média do nimero de AgNORs por nucleo e na porcentagem de
células com mais de 3 AgNORs por nucleo ao comparar fumantes e ndo fumantes(21).

Remmerbach et al.comparou raspados citolégicos, submetidos a técnica de AgNOR,
realizados sobre lesdes de 75 pacientes, com diagndstico confirmado por bidpsia. Foram
avaliados 53 CEC, 22 leucoplasias e 11 mucosas normais. O grupo CEC apresentou média do
numero de AgNOR e porcentagem de células com mais de 3, 4 e 5 AgNORs maior quando
comparado aos demais grupos, assim como o grupo leucoplasia apresentou maior que o
controle. O estudo também comparou as médias do numero de AgNOR de células
descamadas da mucosa bucal de individuos fumantes (2,4+0,54) e ndo fumantes (2,610,49),
e ndo foi encontrada diferenga estatistica entre eles. Os autores acreditam que a
especificidade na média de AgNOR é alta o suficiente para ajudar a distinguir o carcinoma
espinocelular das demais lesdes, e estipulou como valor de corte a média de 4,8 AgNOR por

célula e 70% das células com mais de 3 AgNORs por nucleo(37).
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Bustos et al. avaliaram 60 individuos saudaveis (30 fumantes e 30 ndo fumantes), ndo
etilistas, com idade entre 29-58 anos, sendo 23 homens e 37 mulheres; através de raspados
citolégicos obtidos da borda de lingua. Os individuos fumantes apresentaram média de
AgNOR por nucleo maior (3,86) que os individuos ndo fumantes (2,79) (p=0,003)(20).

Paiva et al. avaliou a proliferacdo celular, através da citopatologia associada a técnica
de AgNOR, de mucosas clinicamente normais expostas a fumo e a alcool e fumo de homens
com mais de 30 anos. Os resultados mostraram que individuos expostos a alcool e fumo
possuem maior velocidade de proliferacao das células esfoliadas da mucosa bucal, quando
comparado a individuos ndao expostos e expostos somente ao fumo(23).

Cancado et al. utilizaram a mesma amostra de um estudo anterior(21) para avaliar a
relacdo da carga tabagica com a atidade proliferativa, avaliando dois sitios: borda de lingua e
assoalho de boca. Ao avaliar o sitio borda de lingua, o estudo ndao encontrou correlagao do
numero de cigarro consumidos por dia ou a dura¢ao do habito com a média do nimero de
AgNORs por nucleo ou com a porcentagem de células com mais de 3 AgNORs por nucleo. J&
no assoalho de boca houve relacdo da quantidade de cigarros/dia com a média do nimero
de AgNORs por nucleo e a porcentagem de células com mais de 3 AgNORs (p<0,05). Os
autores deste estudo sugerem que o aumento da proliferacdo celular em fumantes esta
mais relacionado a intensidade do consumo de cigarro, do que com a duragdo. (22)

Fontes et al. avaliaram a influéncia do habito tabagico (tempo e niumero de cigarros
consumidos por dia) na atividade de proliferacdo celular e a correlagdo entre os resultados
obtidos através da citopatologia associada a técnica de AgNOR e Papanicolau. O estudo
revelou que individuos fumantes apresentam maior velocidade de proliferacao celular que
os ndo fumantes. A quantidade de cigarros/dia e a duragdo do habito ndo mostraram relagdo

com o mAgNOR(12)
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Lopez-Blanc et al. mostraram que o AgNOR possibilita a visualizacdo de alteracdes
celulares antes mesmo de qualquer sinal histolégico ou clinico, causado pelo dlcool e pelo
fumo na mucosa bucal de pacientes sem tumor. Por meio da técnica de AgNOR em cortes
histopatoldgicos - de 12 mucosas de individuos etilistas e fumantes, e de 15 individuos
controles, sem alteracdes significativas ao serem visualizadas em HE — foi possivel observar
que as células da camada suprabasal de individuos etilistas/fumantes (2,301+0,694)
proliferavam mais ao comparado com controle (1,747+0,455) (p<0,05). A maior proliferacdo
das células da camada basal sugere uma alteracdao metabdlica induzida pelo alcool e pelo
tabaco(16).

Ahmed et al. avaliaram a atividade proliferativa das células descamadas da mucosa
jugal, borda da lingua e do assoalho de boca de 180 individuos (60 fumantes, 52
consumidores de comidas/bebidas picantes e/ou quentes, 34 etilistas e 24 controles), com
idade entre 15-62 anos, 65% homens e 35% mulheres. O estudo mostrou que o grupo fumo
e o grupo alcool apresentaram médias de AgNOR maiores (3,68 e 2,82 respectivamente)
comparado ao grupo controle (2,00) (p=0,0001). O estudo ndo mostrou a comparacao dos
valores do grupo fumo e grupo alcool, porém relatou uma pequena diferenca entre os
grupos(38).

Sharma et al. avaliaram quantitativamente e compararam AgNORs de células
descamas da mucosa bucal de fumantes e mascadores de tabaco, com e sem displasia, com
carcinoma epidermodide e individuos controle. Os resultados mostraram que o individuos
com CEC apresentaram média de AgNOR e porcentagem de células com mais de 3 e 5
AgNORs maiores que os individuos de fumavam e mascavam tabaco (p<0,001), e que os

individuos controle apresentaram valores menores que os demais grupos (p<0,001) (19).
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Jindal et al. compararam alteracGes em células aparentemente normais da mucosa
bucal com os efeitos do alcool e do fumo, através da avaliacdo de AgNOR e micronucleos, na
tentativa de detectar possiveis alteracdes causadas por desses carcinégenos. Cem
individuos, entre 20-30 anos, divididos em 4 grupos (grupo controle, grupo fumo, grupo
alcool e grupo alcool/fumo) participaram da pesquisa. A média do nimero de AgNORs foi
maior em todos os grupos quando comparados ao grupo controle (p<0,05). O grupo fumo
apresentou média maior (4,162+0,5338) comparada ao grupo alcool (3.980+0,7582), porém
esse aumento nao foi significativo. O grupo alcool/fumo apresentou valores estatisticamente
maiores ao comparado aos demais grupos, mostrando o efeito sinérgico entre o fumo e o
alcool. Os resultados revelaram que os carcinégenos aumentam a velocidade de proliferacao
das células da mucosa bucal(39).

A velocidade de proliferacdo das células da mucosa bucal sofre influéncia de diversos
fatores. Matheus et al. avaliaram o efeito de uso crack e alcool na taxa de proliferacao
celular das células descamadas da mucosa bucal de 87 individuos (26 no grupo crack, 26
grupo dlcool e 35 grupo controle). Ao avaliar a quantidade de cigarros consumida o grupo
alcool mostrou valores maiores comparado ao grupo crack (p=0,02). O grupo 4alcool
apresentou valores mais altos de mAgNOR e pAgNOR>1,2,3 e 4 (p<0,01) em borda de lingua;
ja em assoalho de boca esse aumento foi s6 em relacdo ao grupo controle. Os resultados do
estudo sugerem que o uso de crack ndo interfere na proliferacdo das células da mucosa
bucal, reforcando que o consumo de alcool associado ao tabaco permanecem como o
fatores determinantes nas altera¢des da mucosa bucal.

Gonzales Segura et al. através na citologia exfoliativa avaliaram a sensibilidade e
especificidade das técnicas Papanicolau e AgNOR na detecc¢do de alteracdes malignas para o

monitoramento de populagdes. Trinta e quatro individuos, 14 com lesdes potencialmente
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malignas (liquen plano e leucoplasia) e 20 com CEC, tendo como grupo controle a mucosa
clinicamente sauddvel do lado oposto da lesdo. Os grupos de lesdes potencialmente
malignas e o grupo CEC apresentaram numero de AgNORs estatisticamente maior quando
comparado ao grupo controle. O AgNOR mostrou uma sensibilidade e especificidade de 90%,
e apresentou certa vantagem sobre o Papanicolau, uma técnica qualitativa, por ser uma
técnica quantitativa (40).

Todos esses estudos supra citados mostraram maior proliferacao celular em
individuos fumantes. Porém os efeitos ao longo tempo, deste aumento na proliferacao
celular ainda nao s3ao claros. A deteccdo de alteragbes celulares pode reduzir o
desenvolvimento de lesdes permitindo a intervengdo nos fatores de risco. Para sua
deteccdo, estudos longitudinais com pacientes de risco devem ser desenvolvidos(24).

Estudos (23, 24), mostraram que a andlise de mAgNOR é suficiente para conduzir
estudos longitudinais de acompanhamento de individuos expostos aos carcindgenos, alcool
e fumo (Tabela l)

Gedoz et al. avaliaram apds 24 meses os mesmos individuos do estudo de Paiva et
al(23). Dos 60 participantes iniciais, 52 continuaram o estudo (17 no grupo controle, 25
grupo fumo e 18 no grupo alcool/fumo). Um individuo do grupo fumo abandonou o habito, e
foi observada diminuicdo na média do niumero de AgNOR por célula e na porcentagem de
células com mais de 3 e 5 AgNORs no sitio |dbio inferior. Dois individuos do grupo
alcool/fumo pararam de beber e foi observado um aumento nos valores das variaveis dos
sitios avaliados. O grupo controle mostrou valores constantes para as varidveis média de
AgNOR e porcentagem de células com mais de 3 e 5 AgNORs, na borda de lingua e no
assoalho de boca. O grupo fumo apresentou aumento significativo dos valores de média de

AgNOR nos sitios borda de lingua e assoalho de boca, e na porcentagem de células com mais
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de 3 AgNORs na borda de lingua. O grupo alcool/fumo mostrou aumento significativo na

média de AgNOR em todos os sitios, valores maiores comparados ao grupo fumo,

confirmando a sinergia do efeito do alcool e do fumo na proliferagao celular.

Tabela I — Principais estudos utilizando AgNOR para avaliar a velocidade de proliferacao das células da mucosa

bucal
Parémetros Sitios
Estudo Tipo de Estudo Grupos avaliados n . Avaliado Principais achados
avaliados s
Sampaio et Transversal Fumantes 20 MAgNOR MJ Aumento estatisticamente significativo
al. 1999 Citopatologia ~ N&o Fumantes 20 pAgNOR>5 de mAgNOR e pAgNOR>5 em
fumantes
Cangado et Transversal Fumantes 60 mAgNOR BL Aumento estatisticamente significativo
al. 2001**  Citopatologia  N&o Fumantes 60 pAgNOR>3 AB de mMAgNOR e pAgNOR>3 em
pAgNOR>5 borda de lingua e assoalho de boca de
fumantes
Remmerbach Transversal CEC 53 mAgNOR SL Aumento estatisticamente significativo
et al 2003* Citopatologia  Leucoplasias 22 pAgNOR >3, dos parametros avaliados em CEC em
Mucosas normais 11 pAgNOR> 4 relacdo aos demais grupos. Valor corte
Fumantes pAgNOR> 5 de mAgNOR de 4,8 por célula e
N&o Fumantes pPAgNOR>3 70%.
Orellana- Transversal Fumantes 30  mAgNOR BL Aumento estatisticamente significativo
Bustos etal. Citopatologia ~ N&o Fumantes 30 de mMAgNOR em assoalho bucal de
2004%° fumantes
Paiva et al. Transversal mAgNOR BL Aumento estatisticamente significativo
2004% Citopatologia ~ Fumantes 25  pAgNOR>3 AB  de mAgNOR e pAgNOR>3 em
Fumantes/etilistas 18 pAgNOR>5 borda de lingua e assoalho de boca de
N&o Fumantes 17 fumantes e fumantes/etilistas
Gedoz et al. Fumantes 25 mAgNOR LI Aumento estatisticamente significativo
2007 * Longitudinal ~ Fumantes/etilistas 18 pAgNOR>3 BL  de mAgNOR e em borda de lingua e
(24 meses) N&o Fumantes 17 pAgNOR>5 AB  assoalho de boca de fumantes e
Citopatologia fumantes/etilistas ao longo do tempo.
pAgNOR>3 aumento significativo em
borda de lingua em fumantes.
Fontes et al. Transversal Fumantes 25 BL  Aumento estatisticamente significativo
2008% Citopatologia N&o-Fumantes 25 de mMAgNOR e pAgNOR>3 em borda
MAGNOR de lin Iho de boca d
gua e assoalho de boca de
PAGNOR>3 fumantes
Lopez-Blanc Transversal ~ Fumantes/etilistas 12 PL  Aumento estatisticamente significativo
et al 2009™° Histologia Controle 15 de mAgNOR na camada suprabasal de

mAgNOR

fumantes/etilistas.
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Ahmed et al Transversal Fumantes 60 ML  Aumento estatisticamente significativo
2010%° Citopatologia  Comidas/bebidas 52 BL  de mAgNOR em fumantes e etilistas

picantes/quentes 34 mAgNOR AB  comparados ao controle.

Etilistas 24

controle
Sharma et al Transversal Fumantes sem 20 AB  Aumento estatisticamente significativo
2012% Citopatologia  displasia P de mAgNOR e pAgNOR>3 e 5 de

Fumantes com 20 mAgNOR MJ  fumantes com CEC.

displasia pAgNOR>3

Fumantes comCEC 5 pAgNOR>5

Controle 10
Gonzales Transversal Lesbes 14 SL  Aumento estatisticamente significativo
Segura et al Citopatologia  potencialmente de lesdes potencialmente malignas e
20154 malignas 20 mAgNOR CEC comparado ao controle.

CEC 34

Controle

MJ: mucosa julgal; BL: Borda de Lingua; AB: Assoalho de Boca; SL: Sitio Lesional; LI: Labio Inferior; PL: Peri-
lesional; P: Palato

A avaliacdo longitudinal das mudancas na proliferacdo celular na mucosa bucal
induzidas pelo fumo e pelo alcool pode ser Gtil no acompanhamento de pacientes expostos a
esses carcindégenos e na prevencao do cancer bucal. A importancia da observacdo dessas
mudancas ao longo do tempo estd na possibilidade de estabelecer marcadores que
identifiguem o risco ao cancer bucal em individuos e populacdo (24).

Estudos devem continuar para definir a melhor metodologia e biomarcadores para a
populacdo e possibilitar a detec¢do precoce do CEC. A cavidade oral é de facil avaliagao e
alguns dos fatores de risco ja estdao estabelecidos, o que é uma 6étima oportunidade de
implantar técnicas de monitoramento que possam melhorar os resultados em termos de
deteccdo precoce do CEC(40).

Percebe-se, assim, a definicdo de um modelo citoldgico quantitativo que permita
predizer com maior acurdcia, qual individuo desenvolverd cancer bucal. Para isso, esse

estudo se propde avaliar o padrdo proliferativo das células epiteliais descamadas da mucosa
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bucal, e futuramente definir qual o perfil do individuo que apresente uma constante

velocidade de proliferacdo das células da mucosa aumentada.
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2. OBIJETIVOS

Objetivo Geral:

e Avaliar o reflexo da cessacdao do consumo de fumo sobre a velocidade de
proliferacdo celular, em células epiteliais descamadas da mucosa bucal ao longo

do tempo.

Objetivos Especificos

e Avaliacdo quantitativa do padrdo de proliferacdo celular pela técnica de AgNOR
em um momento inicial e apds um periodo intermediario (8-15meses) e final (16-
30 meses) da cessacdo da exposicdo ao fumo sobre as células epiteliais

descamadas da borda de lingua e assoalho bucal.

e Medir o mAgNOR e pAgNOR dos individuos avaliados e comparda-los no
momento inicial e apds um periodo intermediario (8-15meses) e final (16-30

meses) da cessacdo da exposicdo ao fumo.
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4. ARTIGO CIENTIFICO
ESTUDO DO EFEITO DO TABAGISMO E SEU ABANDONO SOBRE A VELOCIDADE DE
PROLIFERAGAO DAS CELULAS DA MUCOSA BUCAL.

AVALIACAO LONGITUDINAL ATE 30 MESES"

LAUREANO NK, MARASCHIN BJ, SONDA NC, STRAPASSON RA, DA SILVA AD, VISIOLI F,
KNORST MM, RADOS PV

Palavras chave: AgNOR, fumo, avaliagdo longitudinal

INTRODUCAO

O consumo de tabaco é a principal causa evitavel de morte em todo o mundo(41),
sendo seu consumo responsavel por mais de 5 milhGes de mortes/ano, com estimativa que 8
milhGes de mortes em 2030, 80% dessas em paises em desenvolvimento (42). O fumo é o
principal fator de risco independente para o desenvolvimento de cancer de boca, uma vez
gue ele atua como agente iniciador e também promotor do processo de carcinogénese,
provocando mutacdes em genes que regulam os mecanismos de proliferacdo e morte
celular(43, 44).

90% dos casos de cancer de boca sdo do tipo carcinoma espinocelular (CEC),
representando cerca de 600.000 novos casos todo ano, desses 2/3 sdo descobertos em
estagios avancados e apenas 50% tem sobrevida de 5 anos(45). Sabendo-se da importancia
do diagnéstico inicial para um prognéstico favordvel do CEC bucal, e que o fumo promove
um aumento na proliferacao celular a citopatologia pode auxiliar na deteccao de alteracdes

prévias ao aparecimento de lesdes clinicamente visiveis. A utilizacdo da citopatologia

! *este estudo sera submetido a revista Cytopathology
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agregada a técnicas quantitativas - como a impregnacdo por prata das regides organizadoras
nucleolares (AgNORs), que avalia a taxa de proliferacdo celular - busca aumentar a acurdcia
deste exame. Inumeros trabalhos utilizando essas técnicas foram capazes de mostrar
diferencas na velocidade de proliferacdo celular de células descamadas da mucosa bucal
entre pacientes fumantes e nao fumantes(21, 25, 46).

Uma das formas de prevencao do cancer de boca é a suspensdo da exposicao dos
fatores de risco, porém, sdo escassos os estudos que avaliam o tempo necessario para as
células bucais voltarem as condi¢Ges fisioldgicas apds a remocado dos fatores de risco(11). O
acompanhamento ao longo do tempo de individuos expostos a carcinégenos pode ser
importante para estabelecer parametros que possam identificar o individuo com risco de
desenvolvimento de cancer bucal(24). O objetivo desse estudo foi avaliar o reflexo da
cessacao do consumo de fumo sobre a velocidade de proliferacao celular, por meio da
técnica de AgNOR, em um momento inicial, intermediario e final sobre as células epiteliais

descamadas da borda de lingua e assoalho bucal.
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METODOLOGIA
Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes éticas estabelecidas na

Declaragdo de Helsinki e aprovado pelo comité de ética da instituigdo (numero 952.897).

Este foi um estudo observacional prospectivo. A amostra inicial foi constituida por 138
voluntarios, que participavam do Programa de Abandono do Habito de Fumar do HCPA, ou
gue recebiam atendimento odontolégico na Faculdade de Odontologia da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e que concordaram em participar do estudo.

Os critérios de inclusdo foram ter 18 ou mais anos, auséncia de lesbes bucais
detectaveis (exceto doenca periodontal), ndo apresentar histérico prévio de lesdes malignas
bucais, ser fumante ou nao, ser alcoolista ou ndo ingerir mais que 30g de alcool por semana.
Os participantes foram distribuidos em trés grupos de acordo com os seguintes critérios:
Grupo Controle (GC): individuos atendidos na Faculdade de Odontologia da UFRGS, que
nunca fumaram ou param ha mais de 10 anos, e que ingeriam até 30g de alcool por semana.
Grupo Abandono de Fumo (GAF): individuos em acompanhamento no Grupo dos Fumantes
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que fumavam no momento do inicial do
trabalho, e que ao longo do tempo cessaram o habito tabagico, alcoolistas ou ndo. Grupo
Fumo (GF): individuos em acompanhamento no Grupo dos Fumantes do HCPA, que
fumavam no momento do inicial do trabalho, e que ndo cessaram o habito tabagico ao longo

da pesquisa, alcoolistas ou nao.

O calculo do tamanho da amostra foi realizado com base em dados de estudo
prévio(21) que comparou a deteccdo de AgNORs em controles e em tabagistas e encontrou
desvio padrao de 0,48 no grupo controle e de 0,51 nos tabagistas. Utilizando uma diferenca

esperada de 0,50 na quantificacdo de AgNORs nos dois grupos estimou-se um tamanho
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amostral de 24 individuos em cada grupo, considerando-se perda de 10%, uma significancia

de 0,05 poder do teste de 90%.

A inclusdo dos individuos neste estudo s ocorreu apds a realizacdo dos
esclarecimentos sobre o estudo, e a assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido por aqueles que decidiram participar da pesquisa.

Os pacientes responderam um questiondrio sobre habito-tabagico, consumo de bebida
alcodlica e de bebidas quentes, presenca de doencas sistémicas e medicamentos. Todos o0s
participantes foram submetidos ao exame clinico da cavidade bucal. Usudrios de préteses
removeram-nas previamente. Aqueles pacientes com lesdes bucais detectdveis foram

encaminhados a Clinica de Patologia Bucal da UFRGS.

Ap0s realizarem bochecho com 4gua filtrada durante 1 minuto(25), com auxilio de
uma escova citoldgica realizou-se esfregacos citoldgicos dos seguintes sitios bucais: borda de
lingua e mucosa do assoalho de boca. Foram realizados dois raspados em cada sitio
selecionado. Cada esfregago foi distendido em uma lamina histolédgica de vidro, previamente
higienizada, fixada em &lcool absoluto 99,3%, e armazenada em frasco porta laminas. Uma
lamina de cada sitio foi destinada a técnica de AgNOR, e as restantes reservadas para caso
de necessidade de repeticdo da técnica. As coletas citopatoldgicas foram realizadas em trés
momentos, coleta inicial (T1), coleta intermedidria durante o periodo de 8-15 meses (T2), e
final durante o periodo de 16-30 meses (T3).

O cegamento em relagcdo ao material foi feito no momento em que as laminas, de
cada paciente, chegavam ao laboratério e eram registradas sendo identificadas sob a forma

de numeros.
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As amostras foram submetidas a técnica de AgNOR seguindo o protocolo descrito por
Ploton et al. (1986)(47). AgNORs foram quantificadas de acordo com os critérios
estabelecidos por Crocker, Boldy and Egan (1989)(33). Para ta, foram capturadas (48) células
nucleadas, com nucleos de contornos bem definidos e ndo sobrepostos, com aumento de
1000X em dleo de imersdo(24). Foi utilizado o software Qcapture® software version 2.81
(Quantitative Imaging Corporation, Inc., 2005), com auxilio de uma video-camera Olympus®
(QColor 5, Coolet, RTV), acoplada a um microscopio binocular (CX41RF, Olympus Optical Co.)

e um computador Dell (Dimension 5150).

O numero de AgNORs por nucleo foi quantificado a partir das imagens capturadas de
cada lamina. A média de AgNORs por nucleo (mAgNOR) em cada amostra, e a porcentagem
de células com mais de 1, 2 e 3 AgNORs por nucleo (pAgNOR>1, pAgNOR>2 e pAgNOR>3)
foram calculados (12, 21). A quantificacdo das AgNORs foram realizadas por trés

examinadores previamente calibrados (ICC > 0,75).

Para avaliar o impacto da exposicao ao tabaco, de cada individuo, na velocidade de
proliferacdo celular, foi calculado o packyears(49, 50) (um pack equivale a vinte cigarros

fumados todos os dias durante um ano) no momento inicial do estudo.

A flutuacdo da atividade proliferativa, ao longo do tempo, foi realizada comparando o

numero de AgNORs quantificados em cada uma das 3 coletas realizadas.

De acordo com a distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste Generalized Estimated
Equations (GEE) e a correcdo de Bonferroni foi utilizado para avaliar a influéncia do sexo,
idade, habitos tabagico e etilicos sobre a taxa de proliferacdo celular. O nivel de significancia
foi estabelecido em 5%. Todas as analises foram realizadas no programa Statistical Package

for the Social Sciences (SPSS) versdo 18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS

O numero de participantes inicial do estudo foi de 138 individuos, sendo 68 (49,3%)
homens e 70 (50,7%) mulheres com média de idade de 52,14 anos. 71,7% ndo apresentavam
historia prévia de consumo de alcool. Dos 138 individuos que iniciaram a pesquisa (71
pertenciam ao GC, 26 ao GAF e 41 ao GF); 48 realizaram a coleta intermedidria (19 GC, 14
GAF e 15 GF) e 27 participaram da coleta final, 9 individuos em cada grupo. No decorrer do
estudo, 2 participantes faleceram, 7 ndo quiseram mais participar e 102 nao foi possivel
contatar. Os pacientes perdidos foram contatados por telefone, em trés momentos
diferentes, sem sucesso. Apds as trés tentativas telefénica, uma carta de chamamento foi
enviada, relembrando o participante da pesquisa e convidando-o a continuar o

acompanhamento.

Ndo foi encontrada relagdo entre a idade, género e consumo prévio de alcool

(p=0,237) com a velocidade de proliferacdo celular.

N3o foi observada diferenca estatistica do mAgNOR entre os grupos avaliados, nos
diferentes tempos em ambos os sitios (Tabela I). Foi observada uma tendéncia a diminuicdo
na velocidade de proliferacdo, no tempo intermedidrio, e uma tendéncia a aumentar no

tempo final, em todos os grupos.

Tabela | — valores de mAgNOR (média e desvio padrdo) das células coletadas da borda de lingua e
do assoalho de boca, dos diferentes grupos, nos trés momentos de coleta. Percentual de
variagdo, ao longo do tempo.

mAgNOR n T1 n T2 % n T3 %
oL GC 71 2,68(,07) 19 2,52(13) 576 9 3,05(12) 14,05
0= 0,087* GAF 26 2,79(,09) 14 2,16(,13) -22,43 9 3,16(23) 13,24
GF 41 3,09(12) 15 3,02(,12)  -2,17 9 340(13) 9,97
GC 71 3,0(,07) 19 3,00(11) -3,39 9 3,43(13) 10,57
;‘BO 050" GAF 26 2,95(10) 14 263(16) -1090 9 3,79(16) 28,13

GF 41 353(,13) 15 3,42(07) -3,11 9 4,01(16) 13,73
BL: Borda de Lingua, AB: Assoalho de Boca,* GEE
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No sitio borda de lingua, o pAgNOR>1 e 2 mostrou uma diferenca estatistica entre os
grupos em T1 e T2. Tal diferenca nao foi observada entre os tempos e os grupos quando
avaliado o pAgNOR>3. O sitio assoalho de boca apresentou diferenca estatistica no
pAgNOR>1, em T2, mostrando que individuos do GC e GAF apresentam velocidade de

proliferacdo menor quando comparados ao GF (Tabela Il).

Tabela Il — valores de pAgNOR (média e desvio padrao) das células coletadas da borda de lingua e do

assoalho de boca, dos diferentes grupos nos trés momentos de coleta.

BL

n T1 n T2 n T3
GC 71 83,14 (1,61)" 19 78,06 (4,44)"® 9 92,82(1,78)

P>1 GAF 2 1,65)° 14 67,61 (4,54)
0=0,000 6 89,59 (1,65) 67,61 (4,54) 9 85,98 (3,99)
* GF 41 88,44 (1,51)° 15  88,35(2,15)° 9 93,18 (1,55)

, GC 71 51,28 (2,57)" 19 49,18 (4,37)" 9 65,43 (4,61)
p>
020,011 GAF 26 57,75 (3,53)*® 14 33,24 (4,91)° 9 64,10 (6,93)
* GF 41  62,88(3,21)° 15 62,39 (3,82)"" 9 73,76 (3,80)

5 GC 71 21,83 (2,14) 19 19,22 (4,03) 9 33,28 (4,08)
p>
00,196 GAF 26 24,15 (3,13) 14 11,69 (3,04) 9 41,00 (6,88)
* GF 41 33,41 (3,44) 15 32,99 (3,99) 9 46,79 (4,82)
AB n T1 n T2 n T3

GC 71 94,28 (,66) 19 92,04 (2,09)"° 9 94,33 (1,94)

p>1 GAF B
020,007 26 91,37 (2,05) 14 81,37 (4,95) 9 97,67 (1,04)
* GF 41 95,80 (1,30) 15 97,35 (,59)"® 9 98,30(,72)

, GC 71 67,73 (2,16) 19 66,24 (3,65) 9 78,81 (4,54)
p>
0=0,008 " 26 65,44 (3,81) 14 54,81(7,02) 9 83,65 (3,08)
* GF 41 78,64 (2,30) 15 81,33 (2,29) 9 90,29 (2,15)

5 GC 71 31,52 (2,46) 19 28,95 (4,36) 9 46,43 (4,65)
p>
p=0,381 GAF 26 28,07 (3,11) 14 22,94 (4,42) 9 55,62 (5,08)
* GF 41 49,44 (3,46) 15 44,13 (3,56) 9 63,79 (4,81)

BL: Borda de Lingua, AB: Assoalho de Boca,* GEE

Ao avaliar o efeito do tabaco na velocidade de proliferacdo celular, observou-se
maior pAgNORBL>1,2 e 3 em individuos que fumavam de 30-50 packyears quando
comparados aos que ndo fumavam (Tabela lll). A média de packyears consumido pelo GAF

foi de 60,97+, versos 37,12+ do GF.



Tabela Ill- valores de mAgNOR e pAgNOR (média e desvio padrdo) das células coletadas da borda de

lingua e do assoalho de boca, ao avaliar a influéncia da quantidade de tabaco consumida, na velocidade

de proliferagdo celular.

BL n mAgNOR p=0,091* 9 ,-0,004* p>2 p=0,029* p>3 p=0,019*
N&o fuma 71 2,6803 (,07757)" 83,14 (1,619  51,28(2,570)" 21,83 (2,141)
<30 packyears 23 2,8978 (,15239)" 87,91 (2,156)*® 5813 (4,402)*® 27,74 (4,354)*"
30-50 packyears 54 3,1642 (,14865)" 90,54 (1,558)° 65,08 (3,784)° 35,54 (4,320)°
>50 packyears 20 2,8552 (,13227)" 87,85 (2,127)*® 59,23 (4,233)* 25,53 (3,881)"°
AB n mAgNOR p=0,075*  p>1p=0,071*  p>2p=0,185*  p>3 p=0,162
N&o fuma 71 3,1042 (,07604)" 94,28 (,663)" 67,73 (2,166)" 31,52 (2,465)"
<30 packyears 23 3,2722 (,19570)" 90,65 (2,773 69,19 (4,467)" 38,61 (5,227)"
30-50 packyears 54 3,4808 (,16003)" 96,71 (,855)" 79,64 (2,579)" 49,71 (4,098)"
>50 packyears 20 3,1634 (,13749)" 95,04 (1,557)" 71,42 (3,711)" 34,04 (4,184)"

BL: Borda de Lingua, AB: Assoalho de Boca,* GEE
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DISCUSSAO

Ja esta estabelecido na literatura, que as células epiteliais descamadas da mucosa
bucal de individuos que fumam apresentam taxas de velocidade de proliferacdo celular
maior do que os ndo fumantes (12, 21-25, 51). Entretanto nado estdo definidos os efeitos da
cessacdo do fumo sobre esta velocidade (24). Os resultados apresentados neste estudo
mostram que ocorre uma varia¢do neste critério, frente ao abandono do fumo, ao longo do
tempo.

No planejamento amostral foram definidos grupos com 24 pessoas. Inicialmente
foram coletadas amostras de 138 indiv.iduos que concordaram em participar do estudo.
Durante o trabalho de campo observamos uma perda de amostra de aproximadamente 65%
por grupo, o que é esperado em estudos longitudinais de carater prospectivo. Estas perdas
sao explicadas pela natureza do trabalho que pressupde mudangas comportamentais, de
dependéncia quimica, estilo de vida, desmotivacdo em abandonar o habito, fatores
econdmicos e outros fatores sociais. Além da disponibilidade dos individuos de serem
acompanhados pelo menos durante 24 meses. Estes sdo os fatores, que em nossa opinido,
explicam que nosso estudo tenha 9 individuos em cada grupo ao final do tempo de
observacao.

Durante a avaliacdo dos resultados, buscamos isolar os efeitos provocados pelos
fatores demograficos, sexo e idade. Segundo a literatura (21, 22, 32, 51) consultada estes
podem modificar a velocidade de proliferacdo. A analise estatistica ndo demonstrou variacao
guando estas varidveis foram analisadas de forma independente, concordando com Sampaio
et e Cancado et al (21, 22, 37, 51). E indo de encontro aos resultados de Selvi et al (32), no

que diz respeito a velocidade de proliferacao e a idade, considerando mAgNOR.
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Os parametros de velocidade de proliferacdo considerados em nosso estudo,
envolveram mAgNOR. No momento inicial de coleta ndao encontramos diferenga estatistica,
independente dos grupos e sitios anatomicos avaliados (Tabela I). Este achado contraria a
literatura (12, 19-21, 23, 39, 51), onde foram encontrados valores de mAgNOR maiores no
GF em relacdo ao GC. Na observacao inicial, é possivel constatar que as médias de mAgNOR
no GAF e GF s3do maiores que do GC, em BL sugerindo maior proliferacdo nos individuos
expostos, mesmo que sem diferencgas estatisticamente significantes, similar a literatura (12,
19, 20, 23, 51). Quando observamos os valores em AB nota-se que a velocidade de
proliferagcdo é maior no GC.

Ainda observando os resultados da Tabela | foi possivel constatar, no tempo
intermediario T2, uma diminuicdo da velocidade de proliferacdo do GAF, sendo esta pelo
menos trés vezes menor que os outros dois grupos. De forma interessante, observamos que
no tempo final a velocidade de proliferacdo nos trés grupos voltou a apresentar-se
equilibrada independente do sito anatémico. Esta diminuicdo momentanea observada nas
células da mucosa dos individuos em abandono, representa uma adaptacdo do ritmo de
proliferacdo neste grupo. O achado circunstancial apresentado por Gedoz et al, onde dois
pacientes em que o abandono interferiou na velocidade de proliferacdo, sugeriu que a
eliminacdo do agente carcindgeno resultaria na diminuicdo da proliferacdo celular. Esta
flutuacdo que observamos neste estudo, representaria um momento transitério observado
nestas células nos individuos em abandono do fumo. Quando observamos a velocidade de
proliferacdo celular em T3 e considerando mAgNOR se constata que independentemente do
grupo a velocidade de proliferacdo é numericamente maior. Nossos achados, concordam
com a interpretacdo de Van Oijen et al em que o tabaco continua interferindo no ciclo

celular mesmo apds sua cessacao, contrapondo a ideia de que o aumento na proliferacao
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celular ocorre apenas como resposta epitelial de um agente nocivo (17) e reforcando a
teoria de Marron et al, de que sdo necessarios de 1-4 anos para que os efeitos voltem ao
normal (52).

Quando consideramos os valores de pAgNOR>1 e 2 constatou-se comportamento
semelhante aos resultados de mMAgNOR, com diminuicdo dos valores no momento
intermediario, seguido de aumento destes valores na coleta final. Considerando este
critério, observamos diferencas estatisticas significantes entre os individuos expostos e nao
expostos, sugerindo que este modelo de quantificacdo é mais sensivel. No tempo inicial, em
BL, o pAgNOR>1 e 2 do GF foi maior que do GC e GAF. No tempo intermediario o pAgNOR>1
do GF foi maior que GAF, e o pAgNOR>2 do GC maior que GAF. Em AB, no tempo
intermediario, o pAgNOR>1 do GF apresentou valores maiores comparados ao GC e GAF.

No estudo de Remmerbach et al, utilizando citologia com evidenciacao de AgNOR
demonstrou que os pacientes com CEC apresentam a proporc¢ao de células com pAgNOR>3
maior que 70%. e no grupo controle menor que 70%. Nosso estudo concorda com esses
achados, uma vez que encontrou valores inferiores a 70%, em todos os grupos e sitios
anatémicos avaliados. O pAgNOR>3 ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos
avaliados e sitio anatébmicos. Considerando os parametros de pAgNOR>3 as diferencas
estatisticas ndo foram observadas. Em nossa opinido, este € um achado coerente na medida
em que avaliamos células obtidas de mucosas clinicamente normais. Entretando, é possivel
perceber que os percentuais maiores de células com pAgNor>3 ocorrem em individuos
expostos, ou em abandono de fumo, confirmando o que a literatura demonstra, de que a
velocidade de proliferacdao das células da mucosa bucal é alterada frente exposi¢ao ao fumo

(12, 21, 23, 53).
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Quando buscamos avaliar a relagdo entre dose/ resposta da mucosa bucal, ou seja,
estratificando o grupo dos fumantes por quantidade de cigarros consumida, ndo
constatamos essa influéncia, na medida que a contagem de mAgNOR, independente do sitio
anatomico, ndo mostrou diferenca estatistica, concordando com Fontes et al (12). Um dado
gue merece ser destacado em nossa opinido, foi a observacdao de que a velocidade de
proliferacdo maior ocorre no extrato 30-50 packyears, e ndo no >50 packyears (Tabela Ill). Os
valores de pAgNOR>1, 2 e 3 no BL mostraram que esta mucosa é suscetivel a esta varidvel.
Ao contrdrio do relatado por Cangado et al (2004).

Ao longo da selecdo dos individuos, constatamos a existéncia de fumantes
isoladamente e outros que fumavam e consumiam alcool. Considerando o mAgNOR, nao foi
possivel observar diferenca estatistica na velocidade de proliferacdo entre individuos
etilistas ou ndo em ambos sitios avaliados. (dados ndo mostrados). Trabalhos usando
histologia em animais mostram o efeito do alcool neste parametro, apresentando contagem
maior de mAgNOR (54, 55).

O estudo mostrou que o GAF apresenta maior flutuacdo, de mAgNOR, que o GC e GF,
ao longo do tempo. A citopatologia associada a técnica de AgNOR pode ser util como uma
ferramenta auxiliar no monitoramento de grupos de risco para o desenvolvimento de cancer
bucal (16, 21, 37, 39). Sugerimos, que os dados de pAgNOR sdo capazes de demonstrar
diferencas, ao contrario do mAGNOR. Estudos futuros ampliando o tempo de controle,
controlando os agentes carcinégenos, e observando individuos com caracteristicas
populacionais seriam convenientes para buscar a padronizacao deste modelo de prevencao

de cancer.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

E consenso na literatura que a citopatologia apresenta vantagens no método de
investigacdo do cancer bucal. Sua eficacia é ainda maior quando associada a técnicas
quantitativas, possibilitando detectar altera¢des celulares prévias em individuos de risco
para o desenvolvimento de lesdes potencialmente malignas ou mesmo ja portadores de
cancer. Dentre estas técnicas, esta a avaliagao da velocidade de proliferagao das células, que
pode ser detectada pela quantificacdo das AgNOR. Deste ponto de vista busca-se associar a
técnica de AgNOR as coletas citopatolégicas como uma ferramenta para o
acompanhamento/rastreamento de individuos expostos a carcindgenos.

O tabaco é um dos principais fatores etioldgicos do cancer bucal, e uma das formas
de prevencdo desta neoplasia é a suspensdo da exposicdo aos fatores de risco, como o
tabaco. Sendo assim, o estudo se prop6s a avaliar o efeito da suspensdao do habito tabagico
sobre a velocidade de proliferacdo das células descamadas da mucosa bucal saudavel.
Individuos fumantes, ndo fumantes e em abandono do vicio foram avaliados, ao longo de 30
meses, através da citopatologia associada a técnica de AgNOR.

No decorrer do estudo observamos que ha uma variabilidade na velocidade de
proliferacdo das células descamadas da mucosa bucal em todos os grupos avaliados. Porém
essa variagao é maior no grupo abandono de fumo, devido a uma resposta momentanea a
sua cessagao, seguida do retorno a velocidade anteriormente apresentada. O que sugere
que o fumo exerce um efeito sobre a velocidade de proliferacao das células descamadas da
mucosa bucal ao longo do tempo.

Estudos longitudinais, multicéntricos, com maior tempo de acompanhamento,
amostras maiores e representativas da populacdo, controle de agentes carcinégenos e

avaliacdo de outras condicdes bucais, sdo necessarios para o melhor entendimento do efeito
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do abandono do fumo sobre a velocidade de proliferacao das células descamadas da mucosa
bucal, a fim de determinar valores limites que indiquem alteracées da normalidade e as

diferenciem de alteragdes pré-malignas e malignas.



APENDICE A - FICHA CLIiNICA

Faculdade de Odontologia da UFRGS — Laboratdrio de Patologia

Ficha Clinica — Citopatologia

Rua Ramiro Barcelos, 2492/ sala 503 Fone: (51) 3316-5023 Porto Alegre CEP 90035-003
N2 de Registro: Data:

Nome do Paciente:

Nome da M3e:

Data de Nascimento:___ / / Sexo: F M Raga:

Estado civil: Profissao:

Endereco:

Cidade: Telefones: /
e-mail: Origem (local de coleta):
Ne cartdo SUS: N2 Prontuario HCPA:

Doencas Sistémicas:
Medicamentos:

()Fuma ou ( )JFumou parou ha (anos/meses) quantidade / tipo / tempo:
/ /
()Ingere alcool ou ( )Ingeria parou ha (anos/meses) quantidade / tipo / tempo:
/ /
Exposicdo ao sol ( )sim ( )ndo tempo: horas/dia ha (meses/anos)
Bebida quente ( )sim ( )ndo tipo: ()chimarrdo quantidade: (ml)

Presenca de lesdo clinica ( )sim ( )ndo Diagnéstico Clinico:
Histdria clinica:

Sitio Anatomico:

Coletado por: Tipo de coleta:

Endereco:
Telefone: e-mail:

Projeto de Pesquisa:

Pesquisadores:
Ano: N de arquivo do Comité de Etica:

PARA SER PREENCHIDO PELO CITOPATOLOGISTA:
Coloracdo: PAP AgNOR Feulgen MGG Outro
Descricdo da Lamina:

Diagndstico Citopatoldgico:

Citopatologista:

Revisado por:
Observacoes:
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO CASOS

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa estudo do efeito do
tabaco sobre a velocidade de proliferacdo das células da mucosa bucal — agdo da suspensao do uso,
um trabalho conjunto do ambulatdrio de pneumologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
e da Faculdade de Odontologia da UFRGS para estudar as altera¢des celulares da acdao do fumo sobre
as células da mucosa da boca obtidas por raspagem. Estudos realizados previamente sugerem que
o habito de fumar causa alteracdes na mucosa da boca, entretanto ndo hd estudos que avaliem o
efeito da cessacao do tabagismo na mucosa da boca.

Para participar do estudo o(a) senhor(a) deverd concordar em responder um breve
guestionario, realizar um exame clinico da boca e fazer duas pequenas raspagens em dois locais da
boca: borda de lingua e assoalho da boca. Estd raspagem é feita com uma escova descartavel
(semelhante a uma escova dental) e dura cerca de 5 minutos. Durante a coleta o (a) senhor (a) pode
sentir um pouco de coceira no local. Este procedimento sera realizado antes do (a) senhor (a) entrar
no grupo para parar de fumar e seis, doze, dezoito, vinte e quatro, trinta e trinta e seis meses apds o
término do acompanhamento no Grupo de apoio aos fumantes do HCPA, independente se o(a)
senhor(a) conseguiu parar de fumar ou manteve o habito. Além disso, vocé deverd responder um
guestionario.

N3o sdo conhecidos riscos associados aos procedimentos previstos. Se no seu exame da boca
e de raspagem for constatada alguma variacdo do padrdao normal, o(a) senhor(a) serd encaminhado
para a Faculdade de Odontologia da UFRGS para acompanhamento. Sua participacdo no estudo é
totalmente voluntdria, a sua ndo participacdo ou desisténcia apds ingressar no estudo ndo implicard
em nenhum tipo de prejuizo. N3o estd previsto nenhum tipo de pagamento pela participagao no
estudo e o participante ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos. Os
pesquisadores se comprometem em manter a confidencialidade dos dados de identificagdo pessoal
dos participantes e os resultados serdao divulgados de maneira agrupada, sem a identificagdo dos
individuos que participaram do estudo.

Todas as duvidas poderdo ser esclarecidas antes e durante a pesquisa com os pesquisadores
responsaveis Dr. Pantelis Varvaki Rados, professor da Faculdade de Odontologia da UFRGS, através
do telefone 3308-5427; e Dra. Marli Maria Knorst, médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
através do telefone: 2101-8241. O Comité de Etica em Pesquisa podera ser contatado para
esclarecimento de duvidas, através do telefone 3359-7640, das 8h as 17h. Este documento é
elaborado em duas vias, sendo uma entregue ao participante e outra mantida pelo grupo de
pesquisadores.

Pelo presente consentimento informado, declaro que fui esclarecido, de forma clara e
detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento, da justificativa e dos procedimentos aos
guais serei submetido pelo presente projeto de pesquisa.

Nome do paciente
Assinatura

Nome do pesquisador
Assinatura

Local e data:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO CONTROLES

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa estudo do efeito do
tabaco sobre a velocidade de proliferacdo das células da mucosa bucal — agdo da suspensao do uso,
um trabalho conjunto do ambulatdrio de pneumologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
e da Faculdade de Odontologia da UFRGS para estudar as alteracgdes celulares da acdao do fumo sobre
as células da mucosa da boca obtidas por raspagem. Estudos realizados previamente sugerem que o
habito de fumar causa alteracdes na mucosa da boca, entretanto ndo ha estudos que avaliem o
efeito da cessacao do tabagismo na mucosa da boca.

Para participar do estudo o (a) senhor (a) deverda concordar em responder um breve
guestionario, realizar um exame clinico da boca e fazer duas pequenas raspagens em dois locais da
boca: borda de lingua e assoalho da boca. Esta raspagem é feita com uma escova descartdvel
(semelhante a uma escova dental) e dura cerca de 5 minutos. Durante a coleta o (a) senhor (a) pode
sentir um pouco de coceira no local. Este procedimento serd realizado para a verificagdo do
comportamento celular das células da mucosa da boca de individuos ndo fumantes. As raspagens
ocorrerdo assim que iniciarmos o seu acompanhamento, e aos seis, doze, dezoito, vinte e quatro,
trinta e trinta e seis meses seguintes. Além disso, vocé devera responder um questionario.

Ndo sdo conhecidos riscos associados aos procedimentos previstos. Sua participacdo no
estudo ndo trara beneficio direto ao senhor (a), porém contribuira para o aumento do conhecimento
sobre o assunto estudado e os resultados poderdo auxiliar a realiza¢cdo de estudos futuros. Se no seu
exame da boca e de raspagem for constatada alguma variacdo do padrdo normal, o (a) senhor (a)
sera encaminhado para a Faculdade de Odontologia da UFRGS para acompanhamento. Sua
participacdo no estudo é totalmente voluntdria, a sua ndo participacdo ou desisténcia apds ingressar
no estudo nao implicard em nenhum tipo de prejuizo.Nao estd previsto nenhum tipo de pagamento
pela participacdo no estudo e o participante ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

Os pesquisadores se comprometem em manter a confidencialidade dos dados de
identificagdo pessoal dos participantes e os resultados serdo divulgados de maneira agrupada, sem a
identificagdo dos individuos que participaram do estudo.

Todas as duvidas poderao ser esclarecidas antes e durante a pesquisa com o
pesquisadores responsaveis Dr. Pantelis Varvaki Rados, professor da Faculdade de odontologia da
UFRGS, através do telefone 3308-5427; e Dra. Marli Maria Knorst, médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, através do telefone: 2101-8241. O Comité de Etica em Pesquisa poderd ser contatado
para esclarecimento de duvidas, através do telefone 3359-7640, das 8h as 17h. Este documento é
elaborado em duas vias, sendo uma entregue ao participante e outra mantida pelo grupo de
pesquisadores.

Pelo presente consentimento informado, declaro que fui esclarecido, de forma clara e
detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento, da justificativa e dos procedimentos aos
guais serei submetido pelo presente projeto de pesquisa.

Nome do paciente
Assinatura

Nome do pesquisador
Assinatura

Local e data:
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APENDICE C — CARTA DE CHAMAMENTO

Q
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 3
FACULDADE DE ODONTOLOGIA UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

Prezado Sr (a)

O Senhor(a) participou da pesquisa “ESTUDO DO EFEITO DO TABAGISMO E DA
CESSACAO DO HABITO TABAGICO SOBRE A VELOCIDADE DE PROLIFERAGCAO DAS CELULAS DA
MUCOSA BUCAL” e nado apresenta qualquer alteracdo em seus exames anteriores. Porém é
importante dar continuidade ao acompanhamento e devemos agendar uma coleta de
células de sua boca. Lembramos que o exame é indolor, ndo invasivo e de rdpida execucao.

Em funcdo disso, tentamos fazer contato telefénico para agendar uma consulta nos

dias

Caso haja interesse, solicitamos que faca contato telefébnico com a nossa equipe
através do telefone (051) 3308.5011 e fale com Professor Vinicius Carrard, Professora
Fernanda Visioli ou com Natalia Laureano, que também podera ser contatada pelo telefone
(051) 8302.8988, para agendarmos uma consulta. Reforcamos que esta coleta é muito

importante para esta pesquisa, mas que é seu direito deixar de participar.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Pantelis Varvaki Rados
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ANEXO A — PROTOCOLO TECNICA DE AgNOR

TECNICA DE IMPREGNACAO PELA PRATA DAS AgNORs*
A técnica citoquimica da AgNOR serd baseada na técnica descrita por Ploton et al.

(1986), e segue os seguintes passos:

Fixagdo em alcool etilico 96%;

e Desidratacdo com alcool etilico absoluto;

e Pods-fixacdo em uma mistura de dlcool etilico-acido acético (solucdo 3:1) por 10 minutos

e Lavagem em agua destilada;

e Impregnacdo pela prata, gotejando a solucdo coloidal sobre as laminas, colocadas em
cdmara Umida fechada e levadas a estufa por 20 minutos a 45°C. A solucdo coldide de prata
deve ser preparada, na hora de uso, pela dissolu¢ao de 2% de gelatina em solugao aquosa de
acido férmico a 1%, misturada numa proporcao de 1:2 partes, com solugdo aquosa de
nitrato de prata em concentragdo de 50%.

e Duas lavagens em agua destilada aquecida a 45 °C, para facilitar a remocao da gelatina e,
uma em agua destilada na temperatura ambiente.

e Reidratagdo em trés banhos de alcool etilico absoluto

e Clareamento em xilol

e Montagem em Permount (Fisher ChemAlert®).

*A técnica foi adaptada por Isabel Lauxen e Marcia Oliveira para utilizacdo em esfregacos
citolégicos da mucosa bucal. O tempo e a temperatura de impregnacdo pela prata devem ser
adaptados de acordo com o tecido em estudo. (Laboratdrio de Patologia Bucal — Faculdade

de Odontologia da UFRGS. Fone: (051) 3308-5023.E-mail: ppgod@ufrgs.br


mailto:ppgod@ufrgs.br
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ANEXO B — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA

S UNIVERSIDADE FEDERAL DO

UFRGS RO GRANDE DO SUL/PRO- ‘GG o™
Uuom-tuo\b'é’:!‘;)oh!.ﬁl‘ RE'TOR'A DE PESQUISA ot

DO RO SaxANn

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DO EFEITO DO TABAGISMO E DA CESSACAO DO HABITO TABAGICO
SOBRE A VELOCIDADE DE PROLIFERAGAQ DAS CELULAS DA MUCOSA BUCAL:
AVALIACAO LONGITUDINAL 36 MESES

Pesquisador; Paniels Varvaki Rados

Area Temética:

Versdo: 3

CAAE: 38464514 9.0000,5347

Instituigho Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Patrocinador Principal: Financiamenta Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 952 897
Data da Relatoria: 11/02/2015

Apresentagio do Projeto:
Adequadamente apcesentado: 10dos 0% documantos necessarnos & apreciagao do protocolo estaa
apropriadamente apresentados,

Objetivo da Posquisa:

Avaliar o refiexo da cessagdo do consumo de fume sobre a velocidade de profiferacao celular, em células
epilelias cascamadas da mucosa bucal a0 longo do tempo

Medir o mAgNOR & pAgNOR dos individuos avalisdos e compara-los no memento

Incal ¢ apos 6, 12, 18, 24, 30 e 36 meses de cessagdo da exposigdo ao fumo,

Comrelacionar dados sobre a saude buca! (CPOD e doenga perlodontal) com a

velocidade de proliferacio dos individuos avaliados

Avaliaclio dos Riscos e Beneficios:
Adequadamente apresentados.

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prido Anaxo 1 da Reflons - Campus Centio
Bairra:  Farnoupiiha CEP: 00 0sn080

UF: HS Municipio: PORTO ALEGRE

Teiefone: (51)3308.3738 Fax: (51133084085 E-mait:  sticagiipropess ufrgs b

Plgra 0! se 02



% UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO GRANDE DO SUL/ PRO- ‘G 8rasd o
.,'.'.'....F..,g.g REITORIA DE PESQUISA -

Contrungio oo Parecer. 862 297

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de uma mestranda do programa de Pas-Graduagao em Odontologia; inha

de pesquisa: cancer bucal,

Os pesquisadores apresentam esta pesquiss como “observacioral prospectiva, embora haja intervencdo na
forma de coleta de material bioidgico aos B, 12, 18, 24, 30 ¢ 36 meses apds a primewrs,

Amostra de conveniéncia e a coleta de material se dard nos ambientes do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Servico de Pneumologia) e na Faculdade de Odontologia da UFRGS

Criténos de Inclusdo. exclusio e grupo controle: bem definidos

Trés grupos serbo avaliados: a-Grupo controle (GC): ndo fumantes e sem excessos de Ingesta de dlcool: b-
Grupo abandono do fumo (GAF) ¢- Grupo fumo (GF) Metodologia: Mediante a utilizagdo da escova
cltologica serdo obtidos esfregagos dos seguintes sitios

bucais: borda de lingua & mucosa do assoalho de boca. Serdo realizados dois raspados em cada sitio
selecionado, os esfregacos serdo distendidos em JAminas histologicas de vidro,previ amente limpas com
delergente @ agua corrente. apos fixadas em aicool absolulo 99.3%, e armazenadas em frasco porta
laminas. Duas laminas serdo destinadas 4 técnica de AgNOR, @ as restantes serdo reservadas pars caso de
necessidade de repeticdo da técnica. Calculo do tamanho amostral: adequado (24 participantes em cada
grupo) Andlise estatistica: adequadamente apresentada.

Consideragbes sobre os Termos de apresentaciio obrigatoria:
TCLE: adequadamente apresentado

Orgamento: adequadamente apresentado,

Cronograma. adequadamenta apresentado.

Recomendacdes:
£ importante ressaltar que, para que o projeto seja realizado, devera existir apreciacdo e aprovacho prévia
pelo CEP-HCPA,

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Eticamenie sem restrigdes na &mbsto deste CEP.
Situagao do Parecer:

Aprovado

Enderego:  Av, Paulo Gama, 110 - Saln 317 6o Predio Anexo 1 da Reitovia - Campus Cantro

Balrvo: Faroupdha CEP: 90.(M0-060
UF: RS Municiplo: PORTO ALEGRE
Tetofone: (51)3306-3738 Fax: (57)2308-2088 E-mail:  stica@propang ufrgs br
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Contrunclo 36 Parscer $52 207

Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

Consideracdes Finals a critério do CEP:
Aprovado

PORTO ALEGRE, 12 de Fevereiro de 2015

Assinado por:
MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)

Enderego:  Av. Pauls Gama, 110 - Sala 317 go Prédio Anexo | da Relloria - Carmpus Centro

Bakrro:  Farmoupsdha CEP:  90.0M0-060
UF: RS Municiplo: PORTO ALEGRE
Teleforne: (57113083728 Fax; (51j3305-4085 E-mall: etcaipropasg ufrgs.br
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