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RESUMO

OBJETIVO: O primeiro objetivo deste trabalho foi avaliar, através da citopatologia e da técnica de
AgNOR, as taxas de proliferacdo celular da borda de lingua e assoalho de boca de individuos que
abandonaram o habito tabdgico e de individuos que nunca fumaram, ao longo de um ano. O
segundo objetivo foi avaliar a influéncia da condicdo de higiene bucal na velocidade de proliferacao
da mucosa bucal de sujeitos ndo expostos ao tabaco e ao alcool. METODOS: Foram incluidos na
amostra inicial 99 individuos. As coletas foram realizadas em borda de lingua e assoalho de boca,
em um momento inicial (baseline), apds em média 6 meses (6 meses) e apds 12 meses (12 meses).
Os participantes foram divididos em trés grupos de acordo com os seguintes critérios: Grupo
Controle (GC) (n=44): individuos atendidos na Faculdade de Odontologia da UFRGS (FO-UFRGS), que
nunca fumaram, e que ingeriam até 2 doses (28g) de alcool por semana. Grupo de individuos que
abandonaram o tabagismo (GAT) (n=22): individuos em acompanhamento no Grupo de Apoio ao
Fumante do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GAF-HCPA), que fumavam no momento do inicial
do trabalho, e que ao longo do tempo cessaram o habito tabdgico, alcoolistas ou ndo. Grupo de
Tabagistas (GT) (n=33): individuos em acompanhamento no GAF-HCPA, que fumavam no momento
do inicial do trabalho, e que ndo cessaram o hdbito tabdgico ao longo do acompanhamento,
alcoolistas ou ndo. As amostras foram sujeitadas 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 3 AgNORs (pAgNOR>3) foram calculados nas 50 primeiras células,
nucleadas, ndao sobrepostas, e bem distendidas. Os dados da condi¢cdo de higiene bucal (perda
dentdria, sangramento gengival e profundidade de sondagem) foram obtidos nos registros dos
prontuarios disponiveis na FO-UFRGS. RESULTADOS: Na coleta baseline, os grupos expostos ao
fumo (GAT e GT) apresentaram os valores da velocidade de proliferacdo celular maiores quando
comparados aos individuos do GC. Ao longo do tempo, os individuos do GAT apresentaram uma
reducdo da taxa de proliferacdo celular em ambos os sitios analisados, até atingir valores
semelhantes aos do GC. Os resultados deste estudo, ainda, sugerem que a variacao individual de
mAgNOR dos individuos do GC, ao longo de um ano de acompanhamento, é de no maximo 23%
para o sitio borda de lingua, e de 18% para o sitio assoalho de boca. Individuos com mais de 3
dentes perdidos apresentam valores superiores de mAgNOR quando comparado com sujeitos com
menos de 3 dentes perdidos, no sitio borda de lingua (p<0.01). CONCLUSOES: Individuos n3o
expostos ao tabaco e ao alcool apresentam a contagem de AgNOR similar ao longo de 12 meses de
acompanhamento, com varia¢des pouco significativas. A partir dos resultados deste estudo pode-se
concluir que a cessacdo do habito tabdgico reduz a velocidade de proliferacdo celular da mucosa
bucal.



ABSTRACT

OBIJECTIVE: The primary aim of this study was to assess, through cytopathology and AgNOR staining
technique, the cell proliferation patterns of the border tongue and floor of mouth of pattern who
abandoned the smoking habit, over a year. A secondary aim was to investigate the influence of oral
health status on cell proliferation rates in the oral mucosa of individuals not exposed to tobacco and
alcohol. METHODS: The initial sample comprised 99 individuals. Samples were collected from
border tongue and floor of the mouth at initial moment (baseline), after 6 (6 months) and 12
months (12 months). The subjects were divided into three groups, according to the following
criteria: Control Group (CG), n = 44: individuals who presented at the clinic of the School of
Dentistry, Federal University of Rio Grande do Sul, seeking dental treatment, who never smoked
and who drank up to 2 servings (28g) of alcohol per week. Abandonment of Tobacco Group (ATG),
n=22: individuals in monitoring at the HCPA Group of Smokers, who smoked at the baseline time,
and over time cease the smoking habit, alcoholics or not. Smokers Group (SG), n = 33: individuals in
monitoring at the HCPA Smoking Support Group, who smoked at baseline, and that did not stop the
smoking habit during the research, alcoholics or not. The samples were subjected to the AgNOR
technique and quantified by three calibrated examiners. Mean AgNORs per nucleus (mAgNOR) and
the percentage of cells with more than three AgNORs per nucleus (pAgNOR>3) were calculated
from the first 50 well-arranged, non-overlapping nucleated cells. Oral health data (missing teeth,
gingival bleeding and probing depth) were collected from each patient’s record. RESULTS: At
baseline collection the exposed groups to tobacco (ATG and SG) had higher proliferation rate,
compared to the CG. Over time, individuals of ATG showed a reduction in cell proliferation in both
sites analyzed, reaching values similar to the CG. The present findings show that that individuals not
exposed to carcinogens maintain a relatively steady cell proliferation rate in the oral mucosa, with
up to 23% of variation in the border of tongue and 18% in the floor of the mouth. Furthermore, it
was observed that individuals, not exposed to tobacco and alcohol, with more than three missing
teeth presented significantly higher mAgNOR in the border of the tongue (p<0.01). CONCLUSIONS:
Individuals not exposed to tobacco and alcohol maintain the count of AgNOR similar over 12
months, with a scarcely variation. More over the smoking habit cassation decreases the
proliferation rate of oral mucosa over 1 year of follow-up.
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

O consumo de tabaco é responsdvel diretamente pela morte de 5 milhdes de pessoas por ano
em todo o mundo, e indiretamente mata mais 600.000 pessoas,1 sendo o cancer culpado por um
terco dessas mortes.? Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do carcinoma
espinocelular (CEC) bucal — que representa aproximadamente 94% de todas as neoplasias malignas
de boca — e das lesdes potencialmente malignas da cavidade bucal s3o o tabagismo e o etilismo.> Na
regido sul do Brasil, o CEC bucal ocupa a sexta posicdo das lesGes malignas mais prevalentes em

homens. Estimou-se para 2012 a ocorréncia de 14.170 novos casos de cancer de boca no pais.*

Homens acima dos 40 anos que fumam e bebem sdo considerados a populacdo de risco para o
desenvolvimento destas lesdes.” Os sitios de acometimento mais comuns dos CECs e das lesdes

potencialmente malignas s3o labio inferior, assoalho de boca e borda de lingua.®

O tabaco e as substancias que derivam dele apds a sua combustdo estdo fortemente
relacionados com a carcinogénese de diversos tipos de tumores malignos. Mais de 60 substancias
carcinogénicas foram encontradas na fumaca do cigarro, como os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, as nitrosaminas, e as aminas aromaticas, considerados carcinégenos potentes, que sao
capazes de formar tumores em animais apds terem sido submetidos a pequenas doses.” A combustdo
do tabaco causa estresse oxidativo nos tecidos, ocorre um desequilibrio entre a producao de espécies
reativas de oxigénio e a capacidade de resposta antioxidante. Nestas situacOes, espécies reativas de
oxigénio podem interagir e danificar proteinas, lipidios, carboidratos e o préprio DNA (Acido

desoxirribonucleico). Estes danos podem resultar em eventos iniciadores da carcinogénese.®’

O etanol é classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) como

. s . . A 1 /
carcinégeno humano, e atua como fator de risco independente para o cancer de boca.”® Apéds a sua



ingestdo, o alcool é convertido em acetaldeido pela enzima alcool-desidrogenase (ADH), que por sua
vez é capaz de provocar alteracdes no DNA, como a quebra de sua dupla fita. Estudos demonstraram
gue o etanol, quando em contato com a mucosa bucal, provoca alteracdes na homeostase do tecido
epitelial, causando o aumento da permeabilidade da mucosa e a facilitacdo da penetracdo de agentes
carcinogénicos, como o tabaco, atuando assim como agente facilitador.'! O etanol provoca o
aumento da descamacgao das camadas superficiais do epitélio, causando a sua atrofia,'? e de maneira
compensatdria ocorre o aumento da proliferagdao celular das camadas mais profundas do epitélio, a
fim de que seja mantida a homeostase e a integridade tecidual. Isto poderia favorecer mutagdes e o
acumulo de danos, levando ao desenvolvimento de cancer.”* O &lcool em associacao ao tabaco
provoca um efeito multiplicativo, e ndo aditivo, sobre a mucosa bucal, em relacdo ao risco de

desenvolvimento do cancer de boca.’

A cessacdo do habito tabdgico e do consumo de etanol é o método mais eficaz para prevencao
do desenvolvimento de lesdes malignas e potencialmente malignas da cavidade bucal.** Marron et al.
(2010), em uma revisdo sistematica da literatura, concluiram que entre 1 e 4 anos apds a cessagao do
habito tabagico se observa a diminui¢ao no risco de desenvolvimento de cancer de cabecga e pescogo,
e em torno de 20 anos apods a suspeng¢do do tabagismo o risco para o desenvolvimento do cancer de

cavidade bucal é muito similar ao de individuos que nunca haviam fumado.®™

O rastreamento da populacdo garante a redugdo da incidéncia de cancer. Uma vez que os
individuos de maior risco para o desenvolvimento de cancer de boca sdo identificados, é
indispensavel que seja realizada a inspecdo visual da mucosa destes de maneira sistematica. Segundo
Sankaranarayanan et al. (2005), baseados em seus achados, esta pratica pode prevenir a morte de

pelo menos 37.000 pessoas ao ano pelo acometimento do cancer de boca em todo o mundo.*®
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Através da inspegdo visual da mucosa bucal, apenas as alteragbes clinicamente visiveis sao
identificaveis, porém diversas modificacdes a nivel celular e molecular j& estdo acontecendo e
acumulando-se antes mesmo do aparecimento de qualquer alteracdo clinicamente detectavel.”
Reconhecer estas transformacdes parece ser importante, pois a deteccao possibilita a mudanca de
comportamento do individuo investigado, e quando possivel a reversao do estado da doenga em uma
fase inicial.> A inspecao visual, por si s6, ndo é capaz de estabelecer o real progndstico das lesdes e da
mucosa examinadas,18 e a associacdo de outros métodos, como marcadores moleculares, é

importante para o rastreamento efetivo dos individuos de risco para o cancer de boca.*

A citopatologia é um método de diagndstico que consiste na remocdo das células mais
superficiais da mucosa por meio de raspados, para posterior analise microscépica.”’ O seu emprego
tem maior aplicacao clinica no controle do cancer ginecoldgico. Para este tipo especifico de doenca a
citopatologia contribuiu de maneira significativa com a diminuicdo da morbidade e mortalidade nas
Gltimas décadas.”* Nos paises nérdicos, por exemplo, houve uma reducdo de 80% na mortalidade e
de 40% na incidéncia do cancer cervical gragas ao monitoramento realizado em mulheres através da
citopatologia.22 Na cavidade bucal, durante alguns anos o emprego da citopatologia esteve em alta e
direcionado para diagndstico do cancer bucal. Entretanto, a técnica apresentava limitagcdes, devido
aos altos indicies de falsos positivos e falsos negativos. O seu papel diagndstico era indicativo e nao
definitivo. Logo, a citopatologia caiu em desuso pela perda de credibilidade em seu potencial para

. ;. 2
diagnéstico.”

Na segunda metade da década de 90 do século passado, porém, surgiram os primeiros estudos,
que utilizaram a citopatologia como recurso para detectar alteracdes precoces na mucosa bucal
devido a exposicdo ao tabaco e ao alcool, principalmente quando lesdes ndo podiam ser clinicamente

detectadas. Estes estudos associaram métodos quantitativos a citopatologia para avaliar o processo

24-26 27-32 33-36

de maturacdo epitelial, proliferacdo celular, e dano celular.
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As técnicas quantitativas associadas a citopatologia parecem ser boas aliadas a inspecdo visual
no rastreamento dos individuos de risco para o desenvolvimento do cancer de boca. Além de serem
técnicas de facil execucdo e baixo custo, agregaram valor ao exame citopatolégico, uma vez que
aprimoram a acurdcia do poder diagnéstico deste tipo de exame.?® Diversas técnicas quantitativas
sdo empregadas associadas a citopatologia para a avaliacdo da mucosa de individuos expostos aos

33,37,38

fatores de risco e sem lesdes clinicas. Destacam-se a técnica de Micronucleos e a técnica de

AgNOR.?"32

Altas taxas de proliferacdo celular aumentam a suscetibilidade para o desenvolvimento do
cancer, uma vez que as células em divisdo tornam-se mais propensas a mutacdes.*® Segundo Piche et
al. (2000), a taxa de proliferacio é determinante para a progressio tumoral.*’ Para avalia-la pode-se
utilizar diversos marcadores conhecidos, como o PCNA, Ki-67, BrdU e a técnica de AgNOR. A
impregnacdo pela prata das regides organizadoras nucleolares (AgNOR) tem sido utilizada para
avaliar a velocidade de proliferacdo celular em cortes histolégicos de lesGes potencialmente malignas

41-46

e tumorais. Contudo, poucos estudos avaliaram a taxa de proliferacdao celular de lesdao bucais

através da citologia esfoliativa associada a técnica de AgNOR.47'48

As regides organizadoras nucleolares (NORs) sdo alcas de DNA que, em humanos, localizam-se
nos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22.% As NORs s3o unidades
funcionais que compdem parte do nucléolo e realizam a sintese de RNAr (Acido Ribonucleico
Ribossémico). Compondo o nucléolo existe também um grupo peculiar de proteinas acidas, que
possuem afinidade tintorial pela prata, e sdo rapidamente visualizadas ao serem impregnadas pela
prata, sendo entdo denominadas proteinas AgNORs, que podem ser observadas pela microscopia

50,51

Optica como pontos pretos no interior do nucleo. Estas proteinas foram identificadas como

53

nucleolinas, e possuem funcdo regulatdria sobre a sintese de RNAr.”” Durante a interfase, as NORs e

as proteinas argiroéfilas agrupam-se formando o nucléolo. O nimero das AgNORs, durante a interfase,
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varia de acordo com a velocidade de duplicagao celular. Quanto mais acelerado o ciclo celular,
menores sao as chances das NORs — individualizadas em cada cromossomo durante a mitose —
agruparem-se durante a interfase. Ainda, as células com alta taxa de duplicacdo aumentam a

demanda de biogéneses ribossomal, refletindo a alta atividade metabdlica.”*>*

As AgNORs podem ser quantificadas através da contagem do numero de pontos,?’** da

30,32,55 27-32
(0]

mensuracdo da area dos pontos, e do percentual do nimero de pontos por nucleo.

parametro mais utilizado nos trabalhos relacionados com a avaliacdo da mucosa clinicamente normal

2732 13 divergéncias

exposta a carcinégenos é a média de numero de pontos por nucleo — mAgNOR.
gue este seja o melhor parametro para avaliacdo das AgNORs, ja que Ceccarelli et al. (2000) relata
uma série de estudos com resultados contraditérios, cujo critério de avaliacdo utilizado foi mAgNOR,
e justifica, argumentando que este é um parametro de quantificagdo impreciso e pouco
reproduzivel.56 Entretanto, todos os estudos citados foram realizados utilizando cortes histoldgicos, e
sabe-se que a impregnacdo por prata das regiGes organizadoras nucleolares, quando associada a

citopatologia, € mais precisa, ja que se pode analisar todo o nucleo, e ndo apenas uma parte dele

como nos cortes histolégicos.>’

A avaliacdo do percentual de AgNORs por nucleo (pAgNOR) foi introduzida por Mourad et al.
(1992), e modificada por Xie et al. em 1997, que realizaram um trabalho com espécimes histolégicos

bucais. 418

Os autores avaliaram a taxa de proliferacdo celular utilizando dois parametros, mAgnor e
pAgNOR, de epitélios sem alteragbes celulares e arquiteturais, de epitélios displasicos, e de
carcinomas espinocelulares. Os resultados permitiram o estabelecimento de duas conclusdes:
pAgNOR>1 é capaz de realizar a distincdo entre os trés grupos estudados, e mAgNOR tem forte valor
progndstico para os casos de carcinoma espinocelular. A partir deste ponto, grande parte dos estudos

de citologia e AgNOR utilizam, também, pAgNOR como método de quantificacdo das AgNORs.?” 32
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Estudos estao sendo desenvolvidos com o intuito de identificar um método capaz de monitorar
pacientes de risco para o desenvolvimento do cancer de boca. A metodologia mais indicada seria
aquela que fosse nao invasiva, uma vez que estes pacientes deverdo ser submetidos a ela com
determinada frequéncia. Idealmente, devera ser de custo baixo e de facil execucdo. Dessa forma, a

citopatologia associada a técnica de AgNOR é uma promissora alternativa.

Em estudo realizado com 40 individuos, Sampaio et al. (1999) compararam a taxa de
proliferacdo celular entre fumantes e ndo-fumantes. A partir de células coletadas da mucosa jugal,
realizou-se a impregnacdo por prata das regides organizadoras nucleolares e a quantificacdo das
AgNORs, e os autores constataram que individuos fumantes apresentavam nimeros mais elevados
nos parametros MAgNOR e pAgNOR>5, sendo as diferencas estatisticamente significantes.
Concluiram, assim, que o tabaco tem influéncia sobre a velocidade de proliferacdo da mucosa

bucal.>®

Cangado et al. (2001), realizaram estudo utilizando metodologia semelhante ao descrito
anteriormente, entretanto com uma amostra composta por 60 individuos fumantes e 60 ndo-
fumantes. Os autores optaram por investigar o padrao de proliferacdo celular dos sitios borda de
lingua e assoalho bucal, utilizando trés parametros para a quantificacdo das AgNORs, mAgNOR,
pAgNOR>3 e, pAgNOR>5. Pode-se observar um aumento da atividade proliferativa das células
esfoliadas dos individuos fumantes, de ambos os sitios estudados, e esta diferenca foi
estatisticamente significativa. Ainda, notou-se no grupo fumante que o sitio assoalho de boca
apresentava uma taxa de proliferacao celular aumentada quando comparada com o sitio borda de
lingua. Esse achado sugere que a mucosa ndo-ceratinizada apresenta maior suscetibilidade a acao

dos carcindégenos em comparag¢ao com a mucosa ceratinizada.?’
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O padrao de maturacao celular é distinto para cada sitio da cavidade bucal. Assim, cada um

. . ~ 26 , . .. ,ee .
pode ter diferentes taxas de proliferacdo celular.” Além disso, os principais sitios de acometimento
do cancer de boca, relacionados com o uso de tabaco e dlcool, sdo a borda de lingua e o assoalho de

boca.?? Justifica-se desta forma a analise da proliferacio celular destes dois locais.

Soares Pinto et al. (2003) também quantificaram as AgNORs em esfregacos obtidos do labio
inferior, borda de lingua e assoalho de boca em fumantes e nao-fumantes. A amostra avaliada era
constituida por 13 individuos fumantes e 9 ndo-fumantes. Foi utilizada a mAgNOR para a avaliacdo da
taxa de proliferacdo celular. Os autores observaram aumento estatisticamente significativo nos
valores de mAgNOR apenas em assoalho bucal de fumantes, quando comparado ao grupo controle

de n3o-fumantes.”

Orellana-Bustos et al. (2004) avaliaram as taxas de proliferacdo celular da mucosa bucal
exposta aos carcinégenos do tabaco. Através da quantificacdo das AgNORs das células esfoliadas da
borda de lingua, observaram que os individuos fumantes apresentavam maior atividade proliferativa
da mucosa bucal quando comparados com as células da mucosa de individuos ndao fumantes,
corroborando com os achados dos estudos acima citados. Os autores concluem que, por se tratar de
um método ndo invasivo e de facil aplicacdo, a andlise das taxas de prolifera¢do celular, através da
citopatologia associada a técnica de AgNOR, pode ser um método auxiliar no monitoramento de

individuos de risco para o desenvolvimento do cancer de boca.”

Paiva et al. (2004) avaliaram, além dos pacientes fumantes, aqueles que utilizavam
concomitantemente ao tabaco a bebida alcodlica. Os autores observaram os mesmos resultados que
os estudos realizados previamente com relacdo a taxa de proliferagcdo da mucosa de pacientes

fumantes. Mas puderam constatar, no entanto, que os individuos que faziam uso das duas
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substancias, etanol e tabaco, apresentavam maior taxa de proliferacao celular quando comparados

com o grupo controle e com o grupo de fumantes.*

Gedoz et al. (2005) foram os primeiros autores a avaliar longitudinalmente a taxa de
proliferacdo celular da mucosa bucal clinicamente normal exposta a carcindégenos, através da
citopatologia associada a técnica de AgNOR. Os sitios de eleicdo para o estudo foram labio inferior,
borda de lingua e assoalho de boca. Realizaram-se esfregacos citopatoldgicos em um primeiro
momento e apdés 24 meses. A partir das quantificacGes das AgNORs (mAgNOR, pAgNOR>3,
pAgNOR>5), pode-se observar que individuos fumantes e individuos fumantes e etilistas
apresentaram uma variacdo da taxa de proliferacdo celular ao longo dos 24 meses, sendo que as
ultimas andlises apresentavam numeros maiores quando comparadas as primeiras. Durante o
intervalo entre uma coleta e outra, um individuo fumante cessou o habito tabdgico, e apresentou as
contagens de AgNOR diminuidas. Os fumantes-etilistas mais uma vez apresentavam maior atividade
proliferativa da mucosa bucal quando comparados com fumantes e ndo-fumantes. Os individuos nao-
fumantes e nao-etilistas ndo apresentaram variagdo da taxa de proliferacao celular ao longo do
tempo. Os autores ressaltam que devido a grande variabilidade individual frente a um mesmo
estimulo, o tabaco e o fumo, esta metodologia deve ser empregada para monitorar individuos

expostos a carcindgenos, de forma individualizada.*

Fontes et al. (2008) investigaram a influéncia do numero de cigarros fumados e do tempo de
habito tabdgico sobre a velocidade de proliferacdo das células esfoliadas da borda de lingua de
individuos com a mucosa bucal clinicamente normal, através da técnica de AgNOR. Os autores nao
observaram diferenca entre as vardveis estudadas e a velocidade de proliferacdao celular. Os demais
achados deste estudo estdo de acordo com os ja mencionados, ou seja, individuos fumantes
apresentam maior taxa de proliferacdo celular da mucosa bucal quando comparados com individuos

~ . A ~ ;s 1
Nnao expostos a carcinogenos, mesmao na ausencia de lesdes cllnlcas.3
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Tabela 1. Principais estudos de citopatologia bucal e AgNOR realizados em individuos expostos e ndo expostos ao tabac
com a mucosa clinicamente normal.

Estudo

Tipo de
Estudo

Grupos avaliados

Parametros
avaliados

Sitios Avaliados

Principais achados

Sampaio et al.
1999%

Transversal

Fumantes
N&o Fumantes

Fumantes=20
Ndo-fumantes=20

mAgNOR
pAgNOR>5

Mucosa Jugal

Aumento estatisticamente significativo de
mAgNOR e pAgNOR>5 em fumantes

Cangado et al.
2001”7

Transversal

Fumantes
Nao Fumantes

Fumantes=60
Ndo-fumantes=60

mAgNOR
PAgNOR>3
PAgNOR>5

Borda de Lingua
Assoalho de boca

Aumento estatisticamente significativo de
mAgNOR e pAgNOR>3 em borda de lingua
e assoalho de boca de fumantes

Soares Pinto et al.
2003%

Transversal

Fumantes
Nao Fumantes

Fumantes=13
N&o-fumantes=9

mAgNOR

Lébio Inferior
Borda de Lingua
Assoalho de boca

Aumento estatisticamente significativo de
mAgNOR em assoalho bucal de fumantes

Orellana-Bustos et al.

2004%°

Transversal

Fumantes
N&o Fumantes

Fumantes=30
Ndo-fumantes=30

mAgNOR

Borda de Lingua

Aumento estatisticamente significativo de
mAgNOR em assoalho bucal de fumantes

Paiva et al.
2004 *°

Transversal

Fumantes
Fumantes/etilistas
Nao Fumantes

Fumantes=25
Fumantes/etilistas=18
Ndo Fumantes=17

mAgNOR
pAgNOR>3
pAgNOR>5

Borda de Lingua
Assoalho de boca

Aumento estatisticamente significativo de
mAgNOR e pAgNOR>3 em borda de lingua
e assoalho de boca de fumantes e
fumantes/etilistas

Gedoz et al.
2007 #

Longitudinal
(24 meses)

Fumantes
Fumantes/etilistas
N&o Fumantes

Fumantes=25
Fumantes/etilistas=18
Ndo Fumantes=17

mAgNOR
pAgNOR>3
pAgNOR>5

Léabio Inferior
Borda de Lingua
Assoalho de boca

Aumento estatisticamente significativo de
mAgNOR e em borda de lingua e assoalho
de boca de fumantes e fumantes/etilistas ao
longo do tempo. pAgNOR>3 aumento
significativo em borda de lingua em
fumantes.

Fontes et al.
2008 *

Transversal

Fumantes
N&o-Fumantes

Fumantes=25
Ndo-fumantes=25

mAgNOR
pAgNOR>3

Borda de Lingua

Aumento estatisticamente significativo de
mAgNOR e pAgNOR>3 em borda de lingua e
assoalho de boca de fumantes

Um marcador capaz de identificar a desregulacdo da proliferacdo

celular antes do

aparecimento de lesGes seria um forte candidato para auxiliar o monitoramento de individuos de

risco para o cancer de boca. A quantificacdo de AgNORs ao longo do tempo, realizada de forma

individual e sistematica, pode ser uma maneira de realizar esta identificacdo. Estudos longitudinais

em individuos expostos cronicamente aos carcindgenos bucais precisam ser realizados para

estabelecer um protocolo de aplicagao desta metodologia.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

e Avaliar o padrao de proliferagao celular da mucosa bucal clinicamente normal de individuos
ndo expostos ao tabaco e ao alcool através da citopatologia associada a técnica de AgNOR.
e Auvaliar os efeitos da cessacao do habito tabagico sobre a velocidade de proliferagao celular da

mucosa bucal clinicamente normal através da citopatologia associada a técnica de AgNOR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar durante 1 ano de acompanhamento a taxa de proliferacdo celular (mAgNOR e
pAgNOR>3) da mucosa da borda de lingua e assoalho de boca de individuos expostos e nao
expostos ao tabaco e ao alcool.

e Avaliar durante 1 ano de acompanhamento a taxa de proliferacdo celular (mAgNOR e
pAgNOR>3) da mucosa da borda de lingua e assoalho de boca de individuos que cessaram o

habito tabagico durante o estudo.
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Objectives: The aim of the present study was evaluated proliferation rates of cells exfoliated
from oral mucosa in subjects not exposed to tobacco or alcohol. Design: The initial sample comprised
44 volunteer no-smokers and no-drinkers, which smears were collected from the border of the
tongue and floor of the mouth. The two oral sites selected were sampled at three moments
(baseline, and after 3 and 6 months). Samples were subjected to the AgNOR technique, and were
qguantified by three previously calibrated examiners. Mean AgNORs per nucleus (mAgNOR) and the
percentage of cells with more than three AgNORs per nucleus (pAgNOR>3) were calculated from the
first 50 well-arranged, non-overlapping nucleated cells. Generalized linear model followed by
Bonferroni correction was used to analyze the effects of gender, age, and oral health status on cell
proliferation rates. Analysis of variance for repeated measures was used to compare groups over
time. Results: Females and males maintain a relatively steady cell proliferation rate in the oral
mucosa, with up to 19% of variation in the border of the tongue and 14% in the floor of the mouth.
No relationship was identified between cell proliferation rates age, and gender. It was observed that
individuals with more than three missing teeth presented significantly higher mAgNOR in the border
of the tongue (p<0.01). Conclusions: Oral cytopathology can be used in the clinical monitoring of cell
proliferation, serving as strategy to detect early cellular changes and prevent the development of oral
cancer.

1. INTRODUCTION

Oral cytopathology has been used to assess early changes caused by smoking, drinking or
occupational exposure to different carcinogenic substances, particularly when lesions cannot be

detected cIinicaIIy.l'9 Previous studies have successfully employed quantitative methods to evaluate
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5,6,8,11-13 7,14,15

the epithelial maturation process, 910 coll proliferation, and cytogenetic damage in the

oral mucosa.

Increased cell proliferation is one of the most important events in tumor progression,ls'17 and it
can be measured using the AgNOR staining technique. AgNORs (silver-stained nucleolar organizer
regions) are acid non-histone proteins that regulate ribosomal DNA transcription.'® These proteins
can be silver-stained using a histochemical technique, and are then visualized as black dots inside the

1920 some studies

nucleus. Because AgNORs are directly and strongly related to cell proliferation,
have used AgNOR quantification to assess groups of patients at high risk for oral cancer, especially
heavy smokers and/or drinkers, aiming to identify early changes and monitor cell proliferation rates

in the oral mucosa of these individuals. *>&!13

Oral cytopathology studies often include non-smokers, non-drinkers as a control group, a
strategy supported by the fact that smoking tobacco and drinking alcohol are among the main risk
factors for oral cancer. The use of these substances also causes changes in cell maturation and

. . . . . . 1
proliferation, and induce cytogenetic damage in normal appearing oral mucosa.>®**?

Notwithstanding, to the best of the authors’ knowledge, so far no study has evaluated over
time the variation of cell proliferation in clinically normal oral mucosa in individuals who do not
smoke or regularly drink alcohol. In general, it is assumed that this group of individuals is at low risk
for oral cancer and therefore does not present significant fluctuations in the turnover of oral mucosa
over time. In contrast, smokers, drinkers have shown variations in cell proliferation rates in
longitudinal evaluations.® It remains unclear whether these differences are related to exposure

patterns, to the normal range of cellular proliferation rates, or even individual characteristics.

The primary aim of this study was to evaluate, using oral cytopathology, cell proliferation

patterns, over time, in subjects not exposed to tobacco or alcohol. A secondary aim was to
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investigate the influence of demographic characteristics (age, gender) and oral health status (missing
teeth, gingival bleeding and probing depth,) on cell proliferation rates in the oral mucosa of these

individuals, as well as the occurrence of turnover variations over time.
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2. MATERIAL and METHODS

The present study was conducted in accordance with the ethical guidelines set forth in the
Declaration of Helsinki. The study protocol was approved by the local Ethics Committee, and all

patients signed an informed consent form prior to their inclusion in the study.
2.1 Study design and participants

This was a clinical and longitudinal study. The initial sample comprised 44 volunteer patients
who presented at the clinic of the School of Dentistry, Federal University of Rio Grande do Sul,
seeking dental treatment for diverse reasons. The sample included 27 women and 17 men, aged 26
to 65 years (41.84+11). Exclusion criteria were being aged under 18 years old, clinically detectable
oral lesions (except periodontal disease), history of malignant oral lesions, use of tobacco, and

alcohol intake greater than 2 doses per week (28 g).

Prior to cytopathological sampling, all patients underwent a thorough clinical examination of
the oral cavity, and those with detectable oral lesions were referred to the Oral Pathology Clinic of
the University and excluded from the present analysis. Oral health data (missing teeth — data
obtained from DMFT index, gingival bleeding and probing depth) were collected from each patient’s

record.
2.2 Sample collection, slide preparation and evaluation

Selected subjects rinsed their mouths with filtered water for 1 minute;’ users of removable
dentures were first asked to remove the appliances. Subsequently, samples were collected from the
border of the tongue and floor of the mouth with the aid of a previously sterilized cytology brush.
Smears were applied to a glass slide previously washed with detergent and clean water. Slides were

then fixed in 99.3% alcohol.®
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The two oral sites selected for investigation border of tongue and floor of mouth were sampled
at three moments, namely, at baseline and after 3 and 6 months. At each collection, patients were
asked to answer a questionnaire containing questions about smoking and drinking habits, as well as

about their general health status.

Samples were subjected to the AgNOR technique following the protocol described by Ploton et

al. (1986).”* AgNORs were quantified according to the criteria established by Crocker et al. (1989).%

Images were captured by blinded examiners using the Qcapture® software version 2.81
(Quantitative Imaging Corporation, Inc., 2005), with the aid of an Olympus® video camera (QColor 5,
Coolet, RTV) coupled to an Olympus binocular microscope (CX41RF, Olympus Optical Co.) and a Dell
computer (Dimension 5150). The first 50 well-arranged, non-overlapping nucleated cells were

captured at 1000x magnification using immersion oil.2

AgNOR dots per nucleus were quantified on the images captured. Mean AgNORs per nucleus

(mAgNOR) in each sample,>*?

and the percentage of cells with more than three AgNORs per nucleus
(pAgNOR>3) were calculated according to the methodology proposed by Cancado et al. (2001) and
Fontes et al. (2008).>** AgNOR quantification was performed by three previously calibrated
examiners (ICC = 0,95). Fluctuation in proliferative activity over time was assessed by comparing the
number of AgNORs at the different collection time points. For this analysis, the 26 individuals who

attended all three collections were divided into two groups according to gender. mAgNOR and

pAgNOR>3 were determined for each oral site evaluated in both groups
2.3 Non-response analysis

The sample of subjects who were lost of follow-up was assessed. Information collected from
those included the subject’s sex, age, missing teeth, gingival bleeding, probing depth, mAgNOR and

pAgNOR>3 from border of tongue and floor of mouth.
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2.4 Data analysis

For oral health data the cut-off to levels establishment for gingival bleeding and missing teeth
was based on the 50th percentile and was defined as 34% and 3 respectively. For probing depth

individuals were classified into two groups: < 3 and > 3mm.

2.5 Statistical analysis

Based on data distribution, a generalized linear model followed by Bonferroni correction was
used to analyze the effects of gender, age, and oral health status on cell proliferation rates. Analysis
of variance (ANOVA) for repeated measures were used to compare groups over time. All analyses
were performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 18.0 (SPSS Inc,

Chicago, IL, USA). Significance was set at 5%.



29

3. RESULTS

Of the 44 patients initially enrolled, 27 were reevaluated at 3 months and 26 at 6 months.
There was a higher frequency of females at all three collections (61.36% at baseline, 62.96% at 30
days, and 61.53% at 60 days). The investigators tried to contact the 18 subjects lost to follow-up via
both telephone and regular mail, with no success. The analysis of the non-response subjects
indicated that the no-respondents were similar to the study group in all variables assessment (data

not shown).

Overall mAgNOR (for the whole sample) was 2.32+0.39 in the border of the tongue and

2.75%0.29 in the floor of the mouth at the baseline collection.

For analysis of the impact of age, gender and oral health status on cell proliferation, 24 subjects
who presented complete information recorded were included. Age and gender, did not have
significant effects on the rates of cell proliferation in either of the sites evaluated (data not shown).
Regarding oral health status, after adjustment for age and gender, it was possible to observe that
individuals with more than three missing teeth presented significantly higher mAgNOR values in the

border of the tongue (p<0.01) (Figure 1).



Figure 1. mAgNOR in cells exfoliated from tongue border and floor of the mouth according
to  health

status  conditions, after  adjustment for gender and age.
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Fluctuation in proliferative activity over time did not show statistically significant differences in
the 26 individuals who attended all collection sessions, regardless of gender (Tables 1 and 2). Mean
individual fluctuation in mAgNOR values over 6 months was in border of tongue 16.2%, with a
maximum of 29% and a minimum of 2% (95% confidence interval: 13.3 to 19%). In the floor of the
mouth, mean individual fluctuation over 6 months was 12.4% (maximum 23%, minimum 1%; 95%

confidence interval: 10 to 14%) (data not shown).

Table 1. AgNOR values (mean and standard deviation) in cells exfoliated from tongue border and floor
of the mouth of females subjects in different period of evaluation.

TONGUE BORDER FLORR OF MOUTH
. BASELINE 3 months 6 months BASELINE 3 months 6 months
Variable p p
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16)
mAgNOR

Mean (SD) 2,39 (0,37)  2,21(0,38) 2,28(0,31) 0,05* 2,76 (0,28) 2,82 (0,43) 2,85(0,33) 0,53*

pAgNOR>3
Mean (SD) 12,56 (8,81) 10,25(6,92) 10,25(6,89) 0,37* 19,25(9,63) 21,38(13,89) 23,06(13,01) 0,22*

*ANOVA. mAgNOR: mean AgNORs per nucleus; pAgNOR>3: percentage of cells with more than three AgNORs per nucleus

Table 2. AgNOR values (mean and standard deviation) in cells exfoliated from tongue border and floor
of the mouth of males subjects in different period of evaluation

TONGUE BORDER FLORR OF MOUTH
. BASELINE 3 months 6 months BASELINE 3 months 6 months
Variable p p
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

mAgNOR
Mean (SD) 2,28 (0,45) 2,16 (0,31) 2,15(0,35) 0,47* 2,64(0,13) 2,50(0,22) 2,51(0,23) 0,25*

pAgNOR>3
Mean (SD) 11,00 (10,17) 7,20(5,35) 9,20(4,91) 0,30* 14.40(6,98) 11,20(6,48) 13,60(9,32) 0,60*

*ANOVA mAgNOR: mean AgNORs per nucleus; pAgNOR>3: percentage of cells with more than three AgNORs per nucleus
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4. DISCUSSION

Oral cytopathology studies have long used AgNOR staining methods to investigate cell

>8313 Notwithstanding, proliferative activity in

proliferation patterns in smokers and alcohol drinkers.
clinically normal oral mucosa and its variation over time have never been evaluated. The present
study was designed to assess the normal fluctuation in cell proliferation, based on AgNOR counts, in

oral mucosa not exposed to tobacco or alcohol. This aspect is important so that we can safely

determine when an increased number of AgNORs poses risks to a patient’s health.

According to Gedoz et al. (2007), the rate of cell proliferation in smokers and drinkers
increases over time, even though it is not clear whether such oscillation is physiological or a result of
cumulative damage induced by carcinogens.? The present findings show that individuals not exposed
to carcinogens maintain a relatively steady cell proliferation rate in the oral mucosa, with up to 19%
of variation in the border of the tongue and 14% in the floor of the mouth. Also, both females and
males failed to present significant changes in AgNOR parameters in the sites assessed. These findings
may suggest that variations over 19% and 14% in mAgNOR values in the border of the tongue and
floor of the mouth, respectively, are not physiologically determined, but rather may be indicating

early carcinogenic alterations.

The absence of differences in cell proliferation rates between females and males is an
important contribution of the present findings to the existing literature, as most studies designed to
assess the effect of carcinogenic substances on the oral mucosa limit their sample to male subjects,

based on the assumption that female hormones may influence the oral mucosa and thus produce

8,12,13

biased results. Indeed, this assumption is supported by some studies that have demonstrated

increased cell proliferation rates in periodontal keratinocytes in the presence of sex hormones. >

However, the mechanisms through which oral mucosal tissue responds to sex hormones remains
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unclear.”’” The present findings seem to suggest that it is possible to assess cell proliferation in mixed

groups.

Similarly to gender, age also had no effect on AgNOR quantification results. Our findings are in
accordance with those reported by Celenligil-Nazliel et al. (2000), and Carrard et al. (2004), who
assessed the oral mucosa of mice using AgNOR quantification on histological slides and showed that

the proliferative activity of epithelium does not change with aging.?”*®

Moreover, Cancado et al.
(2001) conducted a cytopathological study associated with AgNOR quantification and concluded that
age cannot be related to changes in cell proliferation rates in the oral mucosa of humans.’
Conversely, Orellana-Bustos suggested that older individuals present epithelial atrophy and smaller
proliferation activity due to a decrease in metabolic activity, based on the findings of Hill and Squier

(1994).*° The discordant findings available in the literature about cell proliferation and aging may

reflect differences in techniques, anatomic sites, age groups, and experimental models.

Finally, our findings are in agreement with previous studies that have demonstrated an
association between poor oral hygiene and a higher risk of cancer development in different oral
sites.®® Zheng et al. (1990) and Hiraki et al. (2008) found significant relationships between the
incidence of oral cancer on the one hand and tooth loss and poor oral hygiene on the other,

regardless of age and consumption of tobacco or alcohol .32

One possible explanation for this
relationship could be the fact that individuals with poor oral hygiene have higher levels of nitrate-

reducing oral bacteria, greater endogenous nitrosamine formation, and, consequently an increased

risk of developing cancer.®

Many studies have investigated the association between oral hygiene and head and neck
cancer (HNC).3* Although these studies suggested that poor oral hygiene may contribute to an

increased risk of HNC, their results are not entirely congruent. Additional factors, as the use of
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alcohol and tobacco, may modify the relationship between oral hygiene and HNC. However when the
correlation between poor oral hygiene and the cell proliferation of oral mucosa in individuals not
exposed to risk factors was evaluated, was found that those with the worst oral conditions showed
higher rates of cell proliferation when compared with individuals with better oral health status. One
possible explanation for this association could be the fact that poor oral hygiene may lead to the
development of chronic inflammation. Chronic inflammation may contribute to carcinogenesis 3 and

may be a mediator through which poor oral hygiene promotes the oncogenesis of HNC.

In summary, this study showed that non-drinkers and non-smokers maintain a relatively
constant rate of cell proliferation over time, with a maximum variation of 19% in border of tongue,
and 14% in floor of the mouth, in the number of AgNORs over 6 months, suggesting that patients
with greater variations should be more closely monitored. Our results reaffirm the clinical relevance
of oral cytopathology in the clinical monitoring of cell proliferation over time, once individuals not

exposed maintain the count of AgNOR similar through time, with a variation scarcely representative.
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OBIJETIVO: O objetivo deste trabalho foi avaliar, através da citopatologia e da técnica de AgNOR, as
taxas de proliferacdo celular da borda de lingua e assoalho de boca de individuos que abandonaram o
habito tabagico, ao longo de um ano. METODOS: Foram incluidos na amostra inicial 99 individuos. As
coletas foram realizadas em um momento inicial (baseline), apés em média 6 meses (6 meses) e apds
12 meses (12 meses). Os participantes foram divididos em trés grupos de acordo com os seguintes
critérios: Grupo Controle (n=44): individuos atendidos na Faculdade de Odontologia da UFRGS, que
nunca fumaram, e que ingeriam até 2 doses (28g) de alcool por semana. Grupo de individuos que
abandonaram o tabagismo (n=22): individuos em acompanhamento no Grupo de apoio ao fumante
do Hospital de Clinicas de Porto Alegra (GAF-HCPA), que fumavam no momento do inicial do
trabalho, e que ao longo do tempo cessaram o habito tabdagico, alcoolistas ou ndo. Grupo de
Tabagistas (n=33): individuos em acompanhamento no GAF-HCPA, que fumavam no momento do
inicial do trabalho, e que ndo cessaram o habito tabdgico ao longo da pesquisa, alcoolistas ou ndo. As
amostras foram sujeitadas a técnica de AgNOR e quantificadas por trés examinadores previamente
calibrados (ICC > 0,95). A média de AgNOR por nucleo (mAgNOR) e a porcentagem de células com
mais de 3 AgNORs (pAgNOR>3) foram calculados nas 50 primeiras células, nucleadas, nao
sobrepostas, e bem distendidas. RESULTADOS Na coleta baseline, os grupos expostos ao fumo (GAT e
GT) apresentaram os valores da velocidade de proliferacao celular maiores quando comparados aos
individuos do GC. Ao longo do tempo, os individuos do GAT apresentaram uma reducdo da taxa de
proliferacdo celular em ambos os sitios analisados, até atingir valores semelhantes aos do GC.
CONCLUSOES: Individuos ndo expostos ao tabaco e ao alcool apresentam a contagem de AgNOR
similar ao longo de 12 meses de acompanhamento, com varia¢gGes pouco significativas. A partir dos
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resultados deste estudo pode-se concluir que a cessagdao do habito tabagico reduz a velocidade de
proliferacdo celular da mucosa bucal.
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INTRODUCAO

O tabaco causa diretamente a morte de 5 milhdes de pessoas por ano em todo o mundo, e o
cancer causado pelo seu uso é responsavel por um tergo desses 6bitos.! O Carcinoma Espinocelular
bucal, que representa 94% de todas as neoplasias malignas de boca, tem como principais fatores de
risco o tabaco e o &lcool.? A mucosa bucal sofre com a acao do fumo através da queima do tabaco,
qgue é um agente iniciador, provocando mutacdes nos genes que regulam os fendbmenos de

proliferagdo e morte celular, o que poderia desencadear o inicio da doenga.3

Considerando a influéncia do tabaco na ocorréncia do cancer de boca, e a facilidade de acesso a
mucosa bucal, a citopatologia tem sido empregada no monitoramento de alteragdes precoces
causadas pelo fumo e pelo dlcool, especialmente, quando a mucosa bucal parece estar clinicamente

saudavel.*1°

Elevadas taxas de proliferacao celular aumentam a suscetibilidade para o desenvolvimento do
cancer, uma vez que as células em divisio tornam-se mais propensas a mutacées.'* Segundo Piche et
al. (2000), o aumento da proliferacao celular é determinante para a progressao tumoral,? e esta
pode ser mensurada através da técnica de AgNOR (regides organizadoras nucleolares coradas pela
prata). As NORs sdo um grupo de proteinas argirdfilas, que possuem funcdo regulatdria sobre a
sintese de RNAr (Acido Ribonucleico Ribossémico), e estdo diretamente envolvidas com as regides
organizadoras nucleolares (NORs). Ao serem impregnadas pela prata tornam-se facilmente
visualizadas por microscopia optica como pontos pretos no interior do nucleo, e passam a ser

13,14

denominadas AgNORs. O numero de AgNORs é diretamente proporcional a taxa de proliferacao

1314 3ssim, alguns estudos utilizaram a citopatologia associada a técnica de AgNOR para

celular,
avaliar a mucosa bucal de individuos de risco para o desenvolvimento do cancer de boca, e

verificaram que fumantes apresentam taxas de proliferagio celular maiores que os ndo fumantes.” g

9, 15,16, 17

Entretanto, ndo ha relatos na literatura que avaliem o efeito da cessa¢dao do habito tabagico
sobre a velocidade de proliferacdo da mucosa bucal. Ainda permanece incerto se apds a cessacdo da
agressdao a mucosa bucal voltard a apresentar taxas de proliferacdo celular semelhantes a de

individuos que nunca fumaram.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar, através da citopatologia e da técnica de AgNOR, as taxas
de proliferagao celular da borda de lingua e assoalho de boca de individuos que abandonaram o

habito tabagico, ao longo de um ano.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes éticas estabelecidas na Declaracdo de
Helsinki. A metodologia aplicada foi aprovada pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (HCPA), e todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
Amostra

Este foi um estudo clinico, longitudinal, controlado. A amostra inicial foi constituida por 99
voluntdrios, que participavam do Programa de Apoio ao Fumante do HCPA (PAF-HCPA), coordenado
pelo Servigo de Pneumologia do HCPA, ou que recebiam atendimento odontoldgico na Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FO-UFRGS).

O protocolo clinico e terapéutico estabelecido no PAF-HCPA consistia em uma abordagem
cognitivo-comportamental com sessdes estruturadas (4 sessdes semanais e duas sessdes quinzenais).
O uso de medicacdo — bupropiona e/ou adesivos de nicotina — era indicado quando o individuo
apresentasse dependéncia moderada ou alta a nicotina ou sintomas de abstinéncia em tentativas

prévias de abandono do habito tabagico.

Os critérios de inclusdo foram ter 18 anos ou mais, auséncia de lesdes bucais detectdveis (com
excecdo de doenca periodontal), ndo apresentar histérico prévio de lesGes malignas bucais, ser
fumante ou ndo, ser alcoolista ou ndo ingerir mais do que 28g de dlcool por semana (2 doses). Os

participantes foram distribuidos em trés grupos de acordo com os seguintes critérios (Figura 1):

Grupo Controle (GC): individuos atendidos na Faculdade de Odontologia da UFRGS, que nunca

fumaram, e que ingeriam até 2 doses (28g) de alcool por semana.

Grupo de individuos que Abandonaram o Tabagismo (GAT): individuos em acompanhamento
no GAT-HCPA, que fumavam no momento do inicial do trabalho, e que ao longo do tempo cessaram

o habito tabagico, alcoolistas ou nao.

Grupo de Tabagistas (GT): individuos em acompanhamento no GAT-HCPA, que fumavam no
momento do inicial do trabalho, e que n3do cessaram o habito tabagico ao longo do

acompanhamento, alcoolistas ou nao.

Coleta das Amostras, Técnica de AgNOR e Andlises
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Antes das coletas citopatoldgicas, todos os participantes foram submetidos a exame clinico da
cavidade bucal, e aqueles com lesdes bucais detectdveis foram encaminhados a Clinica de Patologia

Bucal da UFRGS.

Os participantes eram instruidos a bochechar 4gua filtrada durante 1 minuto,® e usuérios de
préteses removiveis deveriam remové-las previamente. Apds, as amostras eram coletadas da borda
de lingua e assoalho bucal com o auxilio de uma escova citolégica estéril. Os esfregacos eram
distendidos em laminas histoldgicas de vidro, previamente limpas com detergente e dgua corrente, e

ap6s fixadas em alcool absoluto 99,3%.°

Os dois sitios investigados, borda de lingua e assoalho de boca, foram submetidos a coletas
citopatoldgicas em trés momentos: coleta inicial (Baseline), apds em média 6 meses (6 meses), e apds
12 meses (12 meses) (Figura 2). Em cada coleta os individuos participantes deveriam responder um
questionario sobre o uso de tabaco (nimero de cigarros fumados/dia e tempo de duracdo do habito),
habitos etilistas (quantidade de bebida ingerida por semana), além de informagdes relativas a saude
geral. O status de fumo auto-reportado é considerado pela literatura como um método adequado
para a obtencdo deste dado. Estudos que validaram esta metodologia demonstraram que o status de
fumo auto-reportado apresenta altos niveis de sensibilidade e especificidade (87% e 89%

respectivamente).'®

As amostras foram submetidas a técnica de AgNOR seguindo o protocolo descrito por Ploton et
al. (1986)."° AgNORs foram quantificadas de acordo com os critérios estabelecidos por Crocker et al.

(1989).%°

As imagens foram capturadas por examinadores cegados, com a utilizacdo do software
Qcapture® software version 2.81 (Quantitative Imaging Corporation, Inc., 2005), com auxilio de uma
video-camera Olympus® (QColor 5, Coolet, RTV), que estava acoplada a um microscépio binocular
(CX41RF, Olympus Optical Co.) e a um computador Dell (Dimension 5150). As primeiras 50 células
nucleadas, bem distendidas e ndo sobrepostas, foram capturadas com aumento de 1000x utilizando

6leo de imers3o.°

O numero de AgNORs por nucleo foi quantificado a partir das imagens capturadas. A média de

AgNORs por nucleo (mAgNOR) em cada amostra e a porcentagem de células com mais de 3 AgNORs

6,17

por nucleo (pAgNOR>3) foram calculados.™”" A quantificacdo das AgNORs foram realizadas por trés

examinadores previamente calibrados (ICC = 0,95).
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A flutuagao da atividade proliferativa ao longo do tempo foi realizada comparando o nimero
de AgNORs quantificados em cada uma das 3 coletas realizadas. Para esta andlise, trinta e sete
individuos, que participaram de todas as coletas, foram incluidos e divididos de acordo com o

respectivo grupo.
Analise Estatistica

De acordo com a distribui¢ao dos dados, o modelo linear generalizado seguido pela correcao de
Bonferroni foi utilizado para avaliar a influéncia do sexo, da idade, do habito tabagico e etilico sobre a
taxa de proliferacdo celular. Testes paramétricos (teste t de Student ou ANOVA/Tukey) foram
utilizados para a andlise dos dados que seguiam a distribuicdo Gaussiana. Dados que nao seguiam
esta distribuicdo foram analisados através do teste de Mann-Withney e pelo teste Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste Dunn de comparagdes multiplas. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
Todas as andlises foram realizadas no programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

versdo 18,0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Figura 1. Critérios de inclusdao no estudo de acordo com os grupos estabelecidos.

Grupos GC individuos atendidos na Faculdade de Odontologia da UFRGS,
qgue nunca fumaram, e que ingeriam até 2 doses (28g) de alcool por
semana.

GAT individuos em acompanhamento no Grupo dos Fumantes do
HCPA, que fumavam no momento do inicial do trabalho, e que ao
longo do tempo cessaram o habito tabagico, alcoolistas ou ndao

GT individuos em acompanhamento no Grupo dos Fumantes do
HCPA, que fumavam no momento do inicial do trabalho, e que nao
cessaram o habito tabdgico ao longo do tempo, alcoolistas ou nao.

GC: grupo controle; GAT: grupo de individuos que abandonaram o tabagismo; GT: grupo de tabagistas.
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Figura 2. Representacao esquematica da sequéncia das coletas realizadas ao longo dos 12 meses de
acompanhamento nos grupos estudados.

GAT

GRUPD DOS FUMANTES DD

HCPA "—-)AI Primeira Coleta (baseline) I—)-l segunda Coleta (& meses)

Terceira coleta (12 meses) |

@)

(a) GC: grupo controle; GAT: grupo de individuos que abandonaram o tabagismo; GT: grupo de tabagistas. Apds a coleta de 6 meses os individuos foram

incluidos no GAT ou no GT de acordo com a cessagdo ou ndo do habito de fumar.

GRUPO CONTROLE
INDIVIDUOS EM
ATENDIMENTO NA
FO-UFRGS

Primeira Coleta (Baseline) Segunda Coleta (6 meses) Terceira coleta (12 meses)

U \ _/ (b)

(b) Representagdo grafica das coletas realizadas nos individuos do GC nos 3 momentos estudados.
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RESULTADOS

Dos 99 individuos que compunham a amostra inicial (54 individuos do sexo masculino e 45 do
sexo feminino), 68 (68.6%) foram reavaliados no segundo momento (39 individuos do sexo masculino
e 29 do sexo feminino), e 37 (37.7%) na terceira coleta (16 individuos do sexo masculino e 21 do sexo
feminino). Aqueles que ndo participaram do estudo longitudinal foram contatados por telefone e
carta, porém sem sucesso. A distribuicdo da amostra nos respectivos grupos ao longo do tempo pode

ser observada na Tabela 1.

Tabela 1. Distribui¢cdao da amostra de acordo com sexo e grupo, nos trés momentos estudados.

GAT GT GC n

M F n total M F n total Y F n total
Baseline 17 5 22 20 13 33 17 27 44 99
6 meses 16 5 21 13 8 21 10 16 26 68
12 meses 7 4 11 5 6 11 4 11 15 37

M: masculino; F: feminino; GAT: grupo de individuos que abandonaram o tabagismo; GT: grupo de tabagistas; GC: grupo controle.

A média de idade dos individuos foi de 41,84 (11,29) anos no GC, de 54,14 (6,72) para o GAT, e
de 58,55 (8,94) para o GT. A diferenca da média de idade dos individuos do GC foi menor e diferente
da média de idade dos individuos do GAT e GT (p<0,01). A média da duracdo do habito tabdgico do
GAT foi de 36,09 (7,99) anos, e do GT foi de 38,64 (12,14). Entre os individuos do GAT e GT 12 (6,6%)
eram etilistas. A média de cigarros fumados por dia no GAT foi de 29,05 (18,55), e do GT foi de 22,03
(12,02) (Figura 1).
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Figura 1. Valores do n° de cigarros fumados por dia e duragdo do habito
tabagico, dos individuos dos GAT e GT na coleta baseline.
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GAT: grupo de individuos que abandonaram o tabagismo. GT: grupo de tabagistas. (a)
numero de cigarros consumidos por dia pelos individuos dos GAT e GT. (b) Duragdo do habito

tabdgico dos individuos do GAT e GT. (n = 55; as barras indicam o desvio padrdo).

Para a andlise do impacto da idade, do género, do consumo de bebida alcodlica, da duragdo do
habito tabagico, e do nimero de cigarros fumados por dia sobre a velocidade de proliferacdo da
mucosa bucal, 53 individuos do GAT e GT que apresentavam estas informacgdes registradas no
momento da primeira coleta foram incluidos na analise. Apés a correcdo dos dados, observou-se que
individuos do sexo feminino apresentaram taxas de proliferacdao celular maiores do que individuos do
sexo masculino no sitio assoalho de boca (pAgNOR>3; p<0,01). As demais varidveis analisadas ndo

puderam ser relacionadas com a proliferacdo celular da mucosa bucal.

Nove participantes do GT relataram terem reduzido o nimero de cigarros fumados por dia, ao
longo de 1 ano de acompanhamento. Entretanto, ndo se observou a diminuicdo dos valores de
proliferacdo celular entre a primeira e ultima coleta destes individuos, em ambos os sitios analisados.
A média de cigarros/dia consumidos passou de 14 (6,07) para 6,6 (3,64), sendo esta diferenca

estatisticamente significativa (p<0,01).

N3do foi possivel observar diferenca entre a proliferacdo celular de individuos etilistas e ndo
etilistas no momento da primeira coleta (p=0,53). Além disso, ndo foi possivel a realizacdo de testes
estatisticos, devido ao tamanho amostral, para verificar se os usuarios de etanol pertencentes ao GAT
apresentaram menor reducdo da proliferacdo celular ao longo do tempo, quando comparados aos

individuos do GAT n3o etilistas.

Individuos do GC apresentaram taxas de proliferacdo celular inferiores as taxas de proliferacao

dos individuos do GAT e GT, em ambos os sitios analisados, na primeira avaliacdo realizada. Ao longo
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do tempo os participantes do GC e do GAT obtiveram taxas de proliferagao celular semelhantes entre

si, em borda de lingua e assoalho de boca, para os parametros analisados (Tabela 2 e 3).

Tabela 2. Valores de mAgNOR (média e desvio padrdo) das células descamadas da borda de
lingua e assoalho de boca dos GC GAT e GT, em diferentes tempos de avaliacao.

mAgNOR
GC p n GAT o] n GT o] n p
0,01* 0,45*
BL Baseline 2,32(0,39) 0,56* 44  2,66(0,38)% 22 7.80(0,44)® 33 <0,01*
6 meses 2,23 (0,32)" 26 2,21(0,50)* 21 266(0,53)* 21 0,01**
12 meses  2,32(0,40)" 15 2,06 (0,48)" 11 5 85(0,36)* 1 <0,01*
. Aa aga  0,09%* 5y Ba  0,42%% 33

AB  Baseline 2,75(0,29) 0,48* 44 2,89 (0,44)4" 3,11 (0,44) <0,01**
6meses 2,72 (0,34)" 26 2,58(0,56)" 21 310(0,47)" 21 <0,01**

12 meses 2,84 (0,34)" 15  2,51(0,61)" 11 3.31(0,21)% 11 g,01*

. grupo controle; ¢ 8rupo de Individuos que abandonaram do Tabagismo; . grupo de tabagistas. Letras malusculas nas linhas {analise

inter-grupo). Letras minusculas nas colunas (andlise intra-grupo). Letras diferentes representam diferenga significante. mAgnor: média de AgNOR
por nucleo. *ANOVA/TUKEY **KRUSKAL-WALLIS/DUNN

Tabela 3. Valores de pAgNOR>3 (média e desvio padrao) das células descamadas da borda de
lingua e assoalho de boca dos GC, GAT e GT, em diferentes tempos de avaliacao.

pAgNOR>3 (%)
GC p n GAT p n GT p n p
0,07** 0,20*
BL Baseline 11,73(8,65)  0,57* 44 19,00 (12,59)*" 20 25,88(13,86) 20 <0,01**
6meses 9,84 (6,11)"™ 26 11,61 (13,62)" 18 20,62 (12,71)® 18 <0,01**
12 meses 12,00 (8,24)* 15 10,45 (11,52)™ 11 27.45(12,78)® 11 <0,01**
0,34** 0,13*
AB Baseline 19,34 (10,82)" 0,35** 44 25,29 (12,74)" 20 3839(13,32)*® 20 <o,01**
6meses 19,42 (12,45)" 26 19,16 (16,79)* 18 33,29(13,63)* 18  <0,01%**
12 meses 24,27 (13,46)" 15 18,45 (15,00)" 11 40,91 (10,25)* 11 <0,01%*

GC: grupo controle; GAT: grupo de individuos que abandonaram do tabagismo; GT: grupo de tabagistas. Letras maitsculas nas linhas (analise
inter-grupo). Letras minudsculas nas colunas (andlise intra-grupo). Letras diferentes representam diferenga significante. pAgNOR>3:
porcentagem de células com mais de 3 AgNORs por nucleo.*ANOVA/TUKEY **KRUSKAL-WALLIS/DUNN

Os valores médios da flutuacado individual de mAgNOR e pAgNOR>3, ao longo de 1 ano, em
borda de lingua e assoalho de boca, podem ser observados na Tabela 4. Individuos do GAT
apresentam os maiores valores de variagdo maxima de mAgNOR em ambos os sitios avaliados. Os
individuos do GC apresentaram os limites superiores do intervalo de confianca de 23% para a borda
de lingua e 18% para o assoalho de boca. Os individuos do GT apresentam as variagdes da borda de
lingua similares a variacdo do GC, entretanto, em assoalho de boca esta variagdo é

consideravelmente maior.



Tabela 4. Valores da variagdo (Variagdo Minima, Variagdo Mdaxima, Média, Desvio padrao,
Limite Inferior do IC 95% e Limite Superior do IC 95%) de mAgNOR e pAgNOR>3 das células
descamadas da borda de lingua e assoalho de boca dos GC, GAT e GT.

GRUPO mAgNOR BL mAgNOR AB pAgNOR>3 BL pAgNOR>3 AB

GC Variagdo Minima 2% 7% 10% 14%
Variagdo Méxima 41% 24% 100% 73%
Média 17% 14% 64% 52%
Desvio padrao 0,11 0,06 0,28 0,15
Limite Inferior do IC 95% 11% 11% 47% 44%
Limite Superior do IC 95% 23% 18% 80% 61%

GAT Variagdo Minima 1% 1% 0% 0%
Variagdo Méxima 49% 57% 100% 100%
Média 24% 16% 42% 53%
Desvio padrao 0,17 0,19 0,31 0,35
Limite Inferior do IC 95% 13% 3% 24% 31%
Limite Superior do IC 95% 36% 29% 67% 76%

GT Variagdo Minima 4% 4% 14% 4%
Variagdo Maxima 31% 47% 83% 83%
Média 13% 18% 45% 41%
Desvio padrao 0,07 0,13 0,24 0,21
Limite Inferior do IC 95% 8% 9% 29% 26%
Limite Superior do IC 95% 18% 27% 62% 55%

GC: grupo controle; GAT: grupo de individuos que abandonaram o tabagismo; GT: grupo de tabagistas. IC: Intervalo
de confianga. mAgnor BL: média de AgNORs por nucleo das células esfoliadas da borda de lingua. mAgNOR AB:
média de AgNORs por nucleo das células esfoliadas do assoalho de boca. pAgNOR>3 BL: porcentagem de células
com mais de 3 AgNORs por nucleo das células esfoliadas da borda de lingua. pAgNOR>3 AB: porcentagem de

células com mais de 3 AgNORs por nucleo das células esfoliadas do assoalho de boca.
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DISCUSSAO

A citopatologia bucal associada a técnica de AgNOR vem sendo utilizada para a avaliacdo das

6,9,15-17 |+ .
l. J

taxas de proliferagdo da mucosa bucal cronicamente exposta ao tabaco e ao dlcoo a estd

bem estabelecido na literatura que fumantes apresentam a proliferacdo celular aumentada quando

>91>17 Entretanto, ndo ha estudos que avaliaram o efeito do

comparada com ndo fumantes.
abandono do tabagismo sobre a proliferacdo da mucosa bucal. E de se esperar que ao cessar a
agressao resulte em uma diminui¢do dos valores de proliferagdo celular. Este estudo foi arquitetado
para analisar de maneira longitudinal o comportamento proliferativo da mucosa bucal de individuos
que pararam de fumar, através de citopatologia associada a técnica de AgNOR. A partir dos dados
deste trabalho observou-se que houve uma reducdo significativa da proliferacdo celular da mucosa
bucal dos individuos que pararam de fumar.

De acordo com Marron et al. (2010), apds 20 anos da cessa¢ao do habito tabdgico, o risco para
o desenvolvimento do cancer de cavidade bucal é muito similar ao de individuos que nunca
fumaram.’! Diversas alteragOes subclinicas somam-se para que ocorra o desenvolvimento das lesGes
malignas. Uma das mais importantes é a desregulacdo da proliferacdo celular.’? Neste estudo,
constatou-se que fumantes apresentam maiores taxas de proliferacdo celular quando comparados
com individuos ndo expostos a carcindgenos bucais, corroborando com os achados da literatura. >
7 Além disso, verificou-se gue apds um ano da cessacao do habito tabagico a taxa de proliferagao da
mucosa bucal diminui, e passa a apresentar valores semelhantes a de individuos que nunca fumaram.
Demonstrando, assim, que em um ano de cessacdo do tabagismo um dos principais fatores
relacionados a carcinogénese volta a apresentar valores considerados normais.

Apesar de estabelecido na literatura que o etanol atua como agente carcinogénico
independente,22 e que a ingestdo crbnica de alcool acarreta no aumento da proliferacao da mucosa

2 ~ . , . , . . ~
bucal,?® neste estudo n3o foi possivel observar o efeito do dlcool sobre a velocidade de proliferacio

celular, possivelmente por que apenas 12 individuos em um universo de 99 eram etilistas.

O presente estudo demostrou que individuos em abandono do habito tabagico apresentam
uma variacao individual maior do que aqueles do GC e do GT, para o parametro mAgNOR em ambos
os sitios analisados. Estes dados indicam que a citopatologia associada a técnica de AgNOR é sensivel
para a detec¢do das alteracdes na velocidade de proliferacdo celular de individuos que deixam de
expor-se a agentes carcinogénicos. O limite superior do intervalo de confianca da variacdo média de

mAgNOR entre os individuos do GC foi de 23% em borda de lingua e de 18% em assoalho de boca,
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sendo estes valores considerados os limites normais de variagdo da proliferagao celular ao longo de 1
ano. Isto sugere que variagdes acima destes valores ndao sdo fisioldgicas, e individuos que os
apresentarem devem ser mantidos em monitoramento sistematico. Os resultados do GT apontam
que o sitio assoalho de boca é mais suscetivel ao tabaco que a borda de lingua, possivelmente por ser
uma mucosa ndo ceratinizada. Os dados relativos a pAgNOR apresentaram comportamento
semelhante a mAgNOR, observando-se diminui¢ao dos valores de pAgNOR>3 no GAT. No entanto,
este parametro apresenta maior dispersdo com maior desvio padrdo. Isso dificulta a utilizacdo deste
pardametro como instrumento para a analise da variacdo individual da velocidade de proliferacao

celular.

Individuos do género feminino, do GAT e GT, apresentaram valores de proliferacdo celular em
assoalho de boca maiores que individuos do género masculino, quando o parametro analisado foi
pAgNOR>3. Alguns estudos que avaliam a velocidade de proliferacdao celular da mucosa bucal optam
por incluir na amostra analisada apenas individuos do género masculino,”*® pois acredita-se que os
hormonios femininos possam interferir na proliferacdo da mucosa bucal. Esta suposicdo é baseada
em estudos que demostram que estes hormonios possuem influéncia sobre a proliferacao celular de

ceratindcitos periodontais.?*

Entretanto, Cancado et al (2001) avaliaram a proliferacdo celular da
mucosa bucal de individuos de géneros opostos, através da citopatologia e da técnica de AgNOR, e
ndao observam diferenca entre elas.® Ha a necessidade de novos estudos para confirmar ou n3o a

influéncia hormonal sobre a proliferacdo da mucosa bucal.

A quantidade de cigarros fumados por dia ndo apresentou influéncia sobre a proliferacdo da

mucosa bucal, e estes resultados estao de acordo com os achados na literatura.'’*

Entretanto, sabe-
se gue quanto maior o numero de cigarros fumados por dia, maiores sdo as chances de desenvolver
carcinoma da pulméo.27 Além disso, individuos que sdo considerados fumantes pesados desenvolvem
tumores pulmonares com taxas de proliferacdo celular (Ki-67) superiores a de individuos nao
fumantes e fumantes leves.”® O tempo de habito tabagico também n3o pode ser relacionado com a
proliferacdo da mucosa da boca, e corroboram com os achado de Fontes et al. (2008)."

A idade dos individuos ndo possui efeitos sobre a taxa de proliferacdo celular da mucosa
bucal, assim como descrito por Cangado et al.(2001).° Carrard et al. (2004) conduziu um estudo em
que verificou a influéncia da idade sobre a velocidade de proliferacdo celular, através da

quantificacdo de AgNORs em cortes histolégicos de linguas de camundongos, e constatou que a

. ~ T . . . s ~ ~ 2
proliferacio celular do epitélio e a idade do individuo n3o apresentam relacdo.”?
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Em resumo, os fumantes apresentam a velocidade de proliferacdo celular maior quando
comparados aos individuos do GC. Os individuos do GAT apresentaram uma diminuicdo da
proliferacdo celular até valores semelhantes aos sujeitos do GC, em um periodo de 12 meses de
acompanhamento. Demostrando que a cessa¢do do habito tabagico reduz a velocidade de
proliferacdo celular da mucosa bucal. Os resultados do presente estudo ainda apontam que o
monitoramento da velocidade de proliferagao celular da mucosa bucal deve ser realizado de maneira

individualizada e sistematica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A citopatologia é alvo de diversos estudos sobre o cancer e a sua preven¢dao. Em especial, a
citopatologia bucal, aos poucos, estd demonstrando que apresenta potencial para o uso no
acompanhamento/rastreamento de individuos, quando associada a técnicas quantitativas, com o
objetivo de surpreender o cancer de boca de maneira ainda mais precoce. As técnicas quantitativas
agregaram valor ao exame citopatoldgico, uma vez que aprimoram a acurdcia do poder diagndstico
deste tipo de exame.

A impregnacdo por prata das regides organizadoras nucleolares (AgNORs) é capaz de avaliar a
velocidade de proliferacdo celular, um importante indicador das alteracGes iniciais, subclinicas, que
precedem ao aparecimento do cancer de boca, e das lesdes potencialmente malignas. A utilizacdo da
citopatologia e a técnica de AgNOR, de maneira concomitante, parece ser uma ferramenta
promissora no acompanhamento longitudinal de pacientes de risco para o desenvolvimento do
cancer bucal.

Este estudo propobs-se a avaliar o efeito da cessacdo do habito tabagico sobre a velocidade de
proliferacdo celular da mucosa clinicamente saudavel, através da citopatologia associada a técnica de
AgNOR. Como previsto, constatou-se que individuos fumantes apresentam maior taxa de proliferacao
celular quando comparados a individuos ndo-fumantes. Pela primeira vez, verificou-se que individuos
gue optam pelo abandono do habito tabdgico exibem a velocidade de proliferagdo celular, ao final de
um ano de acompanhamento, semelhante a de individuos que nunca fumaram. E aqueles ndo
expostos aos carcindgenos bucais apresentam a taxa de proliferacdo celular constante ao longo do
tempo.

Estudos epidemioldgicos demostram uma associacdo entre a md higiene bucal e risco

aumentado de cancer de boca. Nossos resultados mostram que esta varidvel exerceu uma influéncia
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diretamente proporcional sobre a taxa de proliferacdo da mucosa bucal. Assim, entendemos que é
necessario o controle da qualidade da higiene bucal dos participantes de trabalhos, que quantificam
a proliferacdo celular da mucosa bucal exposta a agentes carcinogénicos. Apesar de constar na
literatura a relacdo entre mda higiene e cdncer de boca, ainda ndo se compreende os reais
mecanismos desta correlacdo, e demais estudos devem ser realizados para o esclarecimento desta
associagao.

Sugerimos prosseguir com este estudo, com o intuito de aumentar o nimero de participantes e
o tempo de acompanhamento, para que seja possivel a confirmag¢do da importancia da aplicacao
clinica deste tipo de metodologia. O parametro pAgNOR>3 tem um importante papel progndstico na
avaliacdo de lesdes malignas. Entretanto, ainda ndo ha um entendimento quanto a sua aplicabilidade
no rastreamento de individuos de risco com a mucosa clinicamente normal, possivelmente por que
esta varidvel apresenta maior dispersdo com maior desvio padrado. Assim, a avaliacdo de pAgNOR>3
em uma amostra maior torna-se necessario para a completa compreensao de sua importancia. Além
disso, sera importante verificar se a taxa de proliferacdo celular ao longo do tempo da mucosa bucal
ndo exposta a carcindgenos permanece constante, com uma variacdo de no maximo 23% para borda
de lingua e 18% para assoalho de boca, em uma parcela maior de individuos acompanhados por um

periodo maior de tempo.
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ANEXOS

Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagéao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

% HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

A Comissdo Cientificae a Comissio de Pesquisa e Etica em Salde, que & reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRBO000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 08-262 Versdo do Projeto:  25/06/2008 Versdio do TCLE:  25/06/2008

Pesquisadores:
MARLI MARIA KNORST
FABIO VIEIRA DE MIRANDA

PANTELIS VARVAKI RADOS

Titulo: ESTUDO DO EFEITO DO TABAGISMO E DA CESSAI DO HABITO TABAGICO
SOBRE A VELOCIDADE DE PROLIFERAGAO DAS CELULAS DA MUCOSA BUCAL

Este projeto fol Aprovado em seus aspeclos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais @ Nacionals,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saide. Os membros do
CEP/HCPA ndo participaram do processo de avalia¢fio dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alteragio do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA, Somente poderdo ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste
a aprovagao do GPPG/HCPA.

Porto Alegre, 01 de julho de 2008.

WA

Coordenadora do GPPG e CEP-HCPA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
MODELO DE FICHA PARA CADASTRAMENTO DOS PACIENTES

M* de Registro Data:

Mome do Paciente:

ldade: Sexo: Raca

Endereco do Paciente:

Cidade: Telefone:

Profiss&o: Crigem (local de coleta):

Doengas sistémicas: Medicamentos:

{ JFuma ou { JFumou- quantidade/ tipo/ tempo: ! /
{ ) Ingere alcool ou ( ) Ingeria- quantidade/ tipo/ tempo: ) !
Bebida quents: Chimarro:

Presenca de lesdo clinica: Diagndstico clinico

Histaria Clinica:

Sitio Anatdmico:

Coletado por: Tipo de Coleta:

Endereco e Telefone:

Projeto de Pesquisa: Ano:
Titulo:

Pesquisadores

Nimero de arquivo do Comité de Efica:




60

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: ESTUDO DO EFEITO DO TABACO SOBRE A VELOCIDADE DE
PROLIFERACAO DAS CELULAS DA MUCOSA BUCAL — ACAO DA
SUSPENSAO DO USO

Estamos realizando um trabalho conjunto do ambulatério de cessacdo de tabagismo do
Hospital de Clinicas e da Faculdade de Odontologia da UFRGS para estudar as alteractes celulares
da acdo do fumo sobre as células da mucosa da boca obtidas por raspagem. Estudos realizados
previamente sugeriram que a exposicdo ao fumo causou alteracfes na mucosa da boca, entretanto
ainda ndo foi estudado se estas alteracdes regridem se a pessoa para de fumar.

Para participar do estudo o senhor deverd concordar em fazer uma pequena
raspagem em dois locais da boca: borda de lingua e assoalho da boca. Esta raspagem é feita com a
utilizacdo de 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 trés, seis e doze meses apos
o término do grupo, independente se o senhor conseguiu parar de fumar ou se continuar fumando.

Se no seu exame for constatada variagdo do padrdo normal, o senhor sera
encaminhado para a odontologia para acompanhamento.

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
quais serei submetido pelo presente projeto de pesquisa.

Fui igualmente informado:

e da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer davida dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa;

e da seguranca de que nao serei identificado e, que se mantera, o carater confidencial das
informagdes relacionadas com a minha privacidade;

¢ daliberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continua¢éo do meu cuidado e tratamento;

¢ do compromisso de proporcionar informacéo atualizada obtida durante o estudo;

O pesquisador responsavel por este projeto de pesquisa € Dra. Marli Maria Knorst (fone:
2101-8241)

Nome e assinatura do paciente

Data: Telefone:

Nome e assinatura do pesquisador

Data:
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Observacao: o presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e Normas Regulamentares para Pesquisa

em Salde do Conselho Nacional de Saude (resolucdo 196/96), sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma em
poder do paciente e a outra do pesquisador responsavel.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: ESTUDO DO EFEITO DO TABACO SOBRE A VELOCIDADE DE

PROLIFERACAO DAS CELULAS DA MUCOSA BUCAL — ACAO DA
SUSPENSAO DO USO

Objetos da pesquisa: avaliar, alteragGes celulares nas células da mucosa bucal obtidas por raspagem.
Sera realizada raspagem com a utilizacdo de escova (semelhante a uma escova dental) na mucosa bucal
de individuos ndo expostos ao fumo. Além disso, todos os casos que mostrarem variacdo do padrao
normal, serdo submetidas a novas avaliagfes clinicas e/ou laboratoriais.

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

Fui igualmente informado:

da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer didvida dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa;

da seguranca de que ndo serei identificado e, que se manterd, o carater confidencial das informacdes
relacionadas com a minha privacidade;

da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar do estudo, sem que
isto traga prejuizo a continuac¢éo do meu cuidado e tratamento;

do compromisso de proporcionar informagéo atualizada obtida durante o estudo;

da disponibilidade de tratamento médico e de indenizagdo, conforme estabelece a legislagdo, caso existam
danos a minha salde, diretamente causados por esta pesquisa.

O pesquisador responsavel por este projeto de pesquisa é Dr. Pantelis Varvaki Rados (fone: 33085427)

e Dra. Marli Maria Knorst (fone: 2101-8241)

Nome e Assinatura do voluntario

Data: Telefone:

Nome e Assinatura do Pesquisador

Data:
Observacao: o presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e Normas Regulamentares para Pesquisa

em Saude do Conselho Nacional de Saude (resolugéo 196/96), sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma em
poder do paciente e a outra do pesquisador responsavel.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL )

FACULDADE DE ODONTOLOGIA UFRGS
UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

Prezado Sr (a)

O seu nome faz parte de uma lista de pacientes que estdo participando da pesquisa
“ESTUDO DO EFEITO DO TABAGISMO E DA CESSACAO DO HABITO TABAGICO SOBRE A
VELOCIDADE DE PROLIFERACAO DAS CELULAS DA MUCOSA BUCAL”. O senhor ndo apresenta
gualquer alteracdo em seus exames anteriores, porém como parte final da pesquisa devemos
agendar a quarta e ultima coleta de células de sua boca. Lembramos que o exame é indolor, ndo

invasivo e de rapida execucao.

Em funcéo disso, tentamos fazer contato telefénico para agendar uma consulta nos dias _-

Esta é a nossa Ultima tentativa de chamamento para retomarmos este acompanhamento.
Caso haja interesse, solicitamos que faga contato telefénico com a nossa equipe através do telefone
(051) 3308.5011 e fale com Professor Vinicius Carrard ou com Bruna Maraschin, que também podera
ser contatada pelo telefone (051) 9149.1352, para agendarmos uma consulta. Reforcamos que esta
ultima coleta € muito importante para esta pesquisa, mas que €é seu direito deixar de participar.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Pantelis Varvaki Rados



