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RESUMO

RESUMO

Inimeros fatores estdo relacionados ao desenvolvimento do cancer, no caso
das neoplasias de boca, o tecido epitelial esta constantemente em contato com
diversos carcindgenos. O objetivo deste estudo ¢é avaliar as alteragdes
citopatoldgicas de trés sitios anatdmicos da mucosa bucal normal com maior risco
para o desenvolvimento do cancer de boca e expostas aos agentes carcindgenos
presentes no fumo e no alcool. Foram considerados 3 sitios anatdmicos de maior
prevaléncia de cancer bucal. A amostra foi constituida de 68 individuos, sendo 21 do
grupo controle, 28 do grupo fumo e 19 do grupo fumo/alcool. A avaliagao qualitativa
através da classificacdo de Papanicolaou, bem como o Sistema de Bethesda, 2001
Modificado n&o apresentaram sensibilidade suficiente para detectar alteracdes
incipientes na mucosa bucal, nos sitios anatdémicos estudados expostos ao fumo, ao
alcool, ou ambos. Na avaliacdo do padrao de maturagdo celular, apesar da
constatagdo de alteragdo na borda da lingua de fumantes e no labio inferior e
assoalho de boca de individuos que fumam e consomem bebidas alcodlicas
diariamente, a variagcdo do padrdo de maturacao celular foi aleatéria ndo sendo os
resultados conclusivos para a deteccao de alteragcbes incipientes nos sitios
anatdmicos estudados da mucosa bucal normal de individuos expostos ao alcool e
ao fumo. A técnica de micronucleos foi capaz de detectar uma tendéncia no
aumento de micronucleos nos individuos expostos ao fumo e/ou alcool na mucosa

bucal de todos os sitios anatdmicos.
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INTRODUGAO

INTRODUGAO

O céncer bucal ainda € uma doenga muito prevalente no Brasil. Segundo
dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), o numero estimado de novos casos
de cancer bucal registrados no Brasil em 2003 é de 7.750, em homens e 2.885 em
mulheres (INCA, 2003). Dessa forma, ha a necessidade de prevengéo e diagnostico
precoce, através de programas que visem a detecgdo de alteragdes incipientes da
mucosa bucal e do monitoramento dos fatores de maior risco para o
desenvolvimento dessa forma de cancer.

Estudos mostraram que o fumo e o alcool s&o fatores etiologicos potenciais
para o desenvolvimento do cancer de boca (SQUIER, 1986; BRUGERE,1986; DU,
2000; MORENO-LOPEZ, 2000). Os efeitos desses agentes sobre a mucosa bucal
foram estudados através da citopatologia bucal (OGDEN, 1989 e 1999; SAMPAIO,
1999; BLOCHING, 2000; CANCADO, 2001), que é um método de exame
fundamentado na analise microscépica de células individuais, no caso da mucosa
bucal, células epiteliais descamadas. A aplicacdo de técnicas quantitativas a
citologia bucal refinou o seu potencial de diagndstico (OGDEN, 1997).

A técnica de micronucleos (MN) aplicada a citopatologia bucal representa um
método eficiente para o biomonitoramento de populacdo humanas expostas a
agentes genotéxicos (FENECH et al., 1999). Micronucleos sao corpos
extranucleares constituidos por cromossomos ou fragmentos de cromossomos que,
durante a mitose, ndo foram incorporados ao nucleo principal. O aumento da
freqUiéncia de células micronucleadas tem sido relacionado a exposicao a diferentes
carcinégenos (STICH et al., 1983; TOLBERT et al., 1991; KARAHALIL et al., 1999;

DIETZ et al., 2000; REIS et al., 2002), assim como a lesdes cancerizaveis (DESAI et
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INTRODUGAO

al.,, 1996; CASARTELLI et al.,, 2000). Sendo assim o presente estudo tem por
objetivo avaliar, através da analise qualitativa e quantitativa, as alteragdes celulares
nas células esfoliadas da mucosa bucal de trés sitios anatdbmicos de maior
prevaléncia para o desenvolvimento do cancer bucal de individuos expostos aos

fatores de risco.
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REVISAO DA LITERATURA

REVISAO DA LITERATURA

CANCER BUCAL

A regulagao do crescimento e da diferenciagéo celular sdo fundamentais para
a manutencao da homeostasia celular. Genes em células normais sao responsaveis
pela regulagdo do crescimento e da diferenciagao celular (proto-oncogenes e genes
supressores de tumor e genes reguladores de apoptose e reparo de DNA).
Disturbios nesses mecanismos de regulagdo celular podem resultar no
desenvolvimento de neoplasias (SCULLY, 1992). Dessa maneira, o cancer se
desenvolve através da ativagdo de oncogenes e da inativagdo de genes supressores
de tumor, permitindo, assim, o crescimento de uma populacdo clonal de células
alteradas (CALIFANO et al., 1996).

CALIFANO et al. (1996) e PARTRIDGE et al. (1998), afirmam que, nas
neoplasias de cabega e pescogo, o acumulo de mutagbes em genes especificos
esta relacionado a progressao tumoral.

Segundo ROSS (1998), a transformagéo neoplasica ndo acontece antes que
ocorram danos permanentes no DNA, alterando o comportamento das células e
suas descendentes. O cancer representa o produto final de um processo de
multiplos estagios que resulta do acumulo de mutagdes n&o reparadas no DNA.

Atualmente, o cancer constitui-se na segunda maior causa de morte por
doencas no Brasil, inferior somente as doencas cardiovasculares. O cancer de boca
ocupa a oitava posicao em relacdo as neoplasias mais prevalentes no Brasil. O
Instituto Nacional do Cancer estimou, para o ano de 1999, o surgimento de 7.950
novos casos de cancer de boca; ja para 2003, as estimativas sdo de 10.635 novos

casos. (http:// www.inca.org.br/estimativas/2003/tbreqides/)
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Aproximadamente 95% das neoplasias de boca s&o carcinomas
espinocelulares (SAWYER e WOOD, 1992). Segundo SHAFFER (1975), os sitios de
maior prevaléncia de cancer bucal sdo o labios, a borda de lingua e o soalho de
boca. Na grande maioria dos casos, acometem pacientes acima dos 40 anos de
idade (CONLEY e SADOYAMA, 1973; SAWYER e WOOD, 1992). No entanto,
MACKENZIE et al. chama a atencdo para o aumento da incidéncia de cancer de
boca entre adultos jovens (abaixo dos 40 anos de idade). O autor, afirma ainda, que
a maioria dos individuos jovens que desenvolveram cancer de boca apresentavam
os mesmo fatores etiolégicos aos quais os individuos adultos estdo expostos (fumo,
alcool e baixo consumo de frutas e verduras).

O INCA (2003) aponta o fumo como, principal agente causador de mortes por
cancer no pais. O risco de 6bitos por cancer de boca em fumantes é considerado 30
vezes maior do que os em nao-fumantes. O fumo contém mais de 3.900
constituintes, dentre eles inUmeros agentes carcinogénicos e cocarcinogénicos. Os
derivados da nicotina N-nitrosaminas, N’-nitrosanornicotina (NNN) e 4-
(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), sao o0s carcinbgenos mais
poderosos presentes no fumo (HOFFMANN e WYNDER, 1986).

Assim como o fumo, o alcool também é um fator etiolégico potencial para o
desenvolvimento do cancer de boca (OGDEN e WIGHT , 1998; REIS et al., 2002). O
etanol, por si s, ndo é considerado um agente carcinogénico ou mutagénico. No
entanto, o alcool, quando em contato com a mucosa bucal, é absorvido pelas células
epiteliais. No interior dessas células é convertido em acetaldeido, através da enzima
alcool desidrogenase (ADH). O acetaldeido, por sua vez, é convertido em acetado

através da enzima aldeido desidrogenase (ALDH), que posteriormente ira sofrer
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oxidagao, gerando como produto final diéxido de carbono, acidos graxos e agua
(OGDEN e WIGHT, 1998).

Segundo OGDEN e WIGHT (1998), a enzima aldeido desidrogenase € menos
ativa que a alcool desidrogenase na mucosa bucal, podendo levar ao acumulo de
acetaldeido nos tecidos bucais. O acetaldeido é considerado um agente mutagénico
e carcinogénico (BIRD, DRAPER e BASRUR, 1982; HARTY et al., 1997).

O Aalcool também ¢é apontado como responsavel pelo aumento da
permeabilidade da mucosa bucal (SQUIER, 1986). Sendo assim muitos autores
afirmam que existe um sinergismo entre o fumo e o alcool na etiologia das
neoplasias da cavidade bucal. Os efeitos locais do alcool aumentam a
permeabilidade do tecido epitelial, facilitando a penetragdo dos agentes carcinogénicos
do fumo através da mucosa bucal (WIGHT e OGDEN, 1998; DU, 2000).

Segundo ROSS, 1998, a carcinogénese quimica freqientemente envolve
mais de um componente: um iniciador, que provoca a mutagao, € um promotor, que
estimula a divisao celular. Nos varios estagios da teoria da carcinogénese bucal, o
alcool é geralmente referido como um cocarcinogénico (facilitando a iniciagdo do

tumor ou agindo como um promotor) mais do que como um iniciador por si so.

CITOPATOLOGIA

A citopatologia € um método de exame fundamentado na analise
microscopica de células individuais. Na cavidade bucal, para o estudo das mucosas
as células epiteliais sado obtidas por raspagem. Os efeitos do alcool e do fumo sobre
a mucosa bucal foram estudados através desta técnica (OGDEN, 1989 e 1999;

SAMPAIO; 1999, BLOCHING, 2000; CANCADO, 2001).
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Os instrumentos de coleta em citologia esfoliativa sdo os mais variados
(cotonete, espatula de madeira (“abaixador” de lingua) e o “Cytobrush”)
(SILVERMAN, BECKS e FARBER, 1958; SANDLER et al., 1960; SANDLER, 1964;
ROVIN, 1967; COWPE e LONGMORE, 1981; STICH, 1982 e 1983; COWPE et al.,
1988; OGDEN, 1989 e 1999; DESAI, 1996; SAMPAIO, 1999; BLOCHING et al. ,
2000; CASAETELLI et al. 2000; DIETZ, 2000; CANCADO et al., 2001; GATTAS,
2001). OGDEN, COWPE e GREEN (1992) e JONES (1994), em um estudo
comparativo entre a espatula de madeira e o “Cytobrush” como instrumentos de
coleta em citologia esfoliativa de boca, concluiram que o “Cytobrush” apresentou
resultados superiores aos da espatula de madeira em relacdo a quantidade de
células presentes e a dispersao celular no esfregago. Esses autores recomendam a
utilizagao do “Cytobrush” em citologia esfoliativa de boca.

As células esfoliadas, segundo FENECH (1999), apresentam um forte
potencial como instrumento para o biomonitoramento da populacdo humana exposta
a agentes genotoxicos ou que estejam em tratamentos preventivos. Isso se deve ao
fato de que essas células sdo facilmente coletadas através de procedimentos nao-
invasivos na boca, nariz e outras estruturas. Sabe-se que as alteracdes iniciais
precedentes ao aparecimento de uma lesao clinicamente visivel ocorrem no epitélio.
Sendo assim, amostras de células epiteliais individuais podem oferecer uma chance
para a deteccdo de alteragcbes malignas, principalmente pelo fato de que 90% das
neoplasias de cavidade bucal sdo carcinomas epidermoides (OGDEN, 1997).

Segundo FENECH et al. (1999), mais de 90% dos cénceres desenvolvem-se
em tecidos epiteliais que estdo mais expostos aos carcindbgenos. Na mucosa bucal,

o tecido epitelial sofre agao direta de agentes genotdxicos inalaveis ou ingeriveis.
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O epitélio bucal mantém a integridade de sua estrutura através de um sistema
de continua renovacao celular, no qual as células sdo produzidas por divisao
mitética nas camadas mais profundas e migram para a superficie, onde serao
esfoliadas (TEN CATE, 2001).

Para, melhor compreensao dos tipos celulares encontrados nos esfregacos
citopatoldgicos de boca, € necessario correlaciona-los com os achados histolégicos
da mucosa bucal. Embora a mucosa bucal seja quase que inteiramente recoberta
por epitélio escamoso, existem pequenas diferengcas em seu arranjo. A porgao
externa dos labios € recoberta por epitélio escamoso do tipo epidermdide
ceratinizado, e a porgao interna dos labios é do tipo mucoso, constituida por epitélio
escamoso nao-ceratinizado. Toda a lingua é revestida por epitélio escamoso nao-

ceratinizado, assim como o soalho da cavidade bucal (CARVALHO, 2002).

Baseado em uma descricdo detalhada, CARVALHO (2002), definiu os
diferentes tipos celulares observados em esfregagos citopatoldgicos de boca: células
parabasais, raramente encontradas em esfregagos bucais normais, possuem forma
ligeiramente oval, coloragao ciandfila, nucleo em posigao central ocupando mais ou

menos metade da area celular; células intermediarias, possuem coloracao ciandfila,

apresentam uma predominancia do citoplasma sobre o nucleo, a cromatina é
finamente granular e uniformemente distribuida, mas ja se pode observar alguns

granulos e esbogos de corddes de cromatina; células superficiais com nucleo, séo

células da camada mais externa, sao volumosas e achatadas, possuem citoplasma
eosinodfilo com bordas bem delineadas, o nucleo é inteiramente picndtico, sem

nenhuma estrutura identificavel de cromatina, surgindo como um pequeno ponto
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preto arredondado ou as vezes ligeiramente alongado; células anucleadas, sao

achatadas e sem nucleo, ocasionalmente pode-se notar leve vestigio da presenca
de um nucleo, seu citoplasma é intensamente ceratinizado e corado de amarelo

alaranjado.

Célula superficial
com ntcleo

Célula Intermediaria

Célula parabasal

Célula basal

Fig. 1. Desenho diagramatico da mucosa bucal correlacionada com os tipos

celulares observados em esfregacos citopatolégicos.

Fonte: Desenho Paula Luce Bohrer.

Os critérios de malignidade para classificacdo dos esfregacos, segundo
CARVALHO (1995), séo: irregularidade de contorno nuclear, multinucleagao, figuras
aberrantes de mitose, aumento do volume e do numero dos nucléolos, presencga de
vacuolos no citoplasma, pleomorfismo celular, aumento do tamanho da célula e

variagdo acentuada de tamanho das células em um grupamento.
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A citopatologia foi bastante estudada nos anos 1960, através da técnica de
PAPANICOLAQU, para o diagndstico de lesdes bucais; no entanto, os resultados
mostraram uma grande percentagem de falsos-negativos e falsos-positivos,
limitando a sua utilizagdo para esse fim (SILVERMAN, BECKS e FARBER, 1958;
SANDLER et al., 1960; SANDLER, 1964; ROVIN, 1967).

Muitos autores avaliaram o padrdo de maturacdo celular na mucosa bucal
clinicamente normal, através da citopatologia, utilizando a técnica de
PAPANICOLAOU (MONTGOMERY, 1951; SILVERMAN, BECKS e FARBER, 1958).
Pbde-se observar que o soalho de boca apresentou menor grau de maturidade
celular, seguido pelo palato mole, mucosa bucal e dorso de lingua, enquanto que a
gengiva e o palato duro apresentaram maior grau de maturagao epitelial, ou seja,
apresentaram maior quantidade de células ceratinizadas.

O padrao de maturacgao epitelial em alguns estudos mostrou-se alterado em
individuos expostos a carcinégenos como o fumo (ZIMMERMANN e ZIMMERMANN,
1965; MEYER, RUBINSTEIN e MEDAK, 1970; HILLMAN e KISSIN, 1976; BALAEZ,
DIAS E PERES, 1986 e 1989).

BALAEZ, DIAS e PERES (1986 e 1989) verificaram que existe diferenca
estatisticamente significante em relagcdo ao numero de células anucleadas na
mucosa bucal de pacientes fumantes quando comparado ao grupo Controle,
sugerindo que a mucosa bucal sofre modificagdes adaptativas que se refletem no
aumento da ceratinizacdo devido a acao dos constituintes do tabaco. Da mesma
forma, os autores demonstraram que existe aumento estatisticamente significante no
numero de células anucleadas no palato e na mucosa bucal em individuos fumantes

e que esse aumento esta relacionado diretamente a duragdo do habito de fumair,
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assim como com o numero de cigarros consumidos, concluindo que o fumo atuando
em baixas doses por um longo periodo de tempo é capaz de provocar alteragcées na
mucosa bucal.

KAPCZINSKI (1997) observou uma diminuigdo das células superficiais com
nucleo em soalho bucal e borda de lingua de individuos fumantes. Enquanto que
ANDRADE E SILVA (1997), verificou o aumento das células intermediarias em todos
os sitios anatdbmicos estudados (labio inferior, borda de lingua e soalho bucal),
aumento do numero de células superficiais com nucleo no labio inferior e na borda
de lingua, além do aumento do numero de células superficiais anucleadas no soalho
bucal de fumantes, sugerindo um processo metaplasico ou de alteragdo da divisao
ou adesividade celular da mucosa bucal em fumantes.

A acao do fumo na mucosa bucal clinicamente normal do labio inferior, borda
de lingua e soalho bucal de fumantes e nao-fumantes foi analisada segundo a
classificagdo de PAPANICOLAOU e TRAUT por KAPCZINSKI (1997), ANDRADE E
SILVA (1997); ROMANINI (1999); SOARES PINTO (2001); CANCADO, YURGEL e
SANT'ANNA (2001). KAPCZINSKI (1997) obteve somente diagnosticos
citopatoldgicos classes | e Il, sendo que no labio inferior mostraram o mesmo padrao
citopalégico (Classe 1) e independente do habito de fumar ou ndo, na borda de
lingua e soalho bucal, os diagndsticos classe || em fumantes foram respectivamente
79,2% e 50%. ANDRADE E SILVA (1997) também obtiveram somente diagnésticos
citopatologicos classes | e Il. ROMANINI (1999) constatou dois esfregagos
citopatoldgicos classe Ill em borda de lingua e dois em soalho bucal de nao-
fumantes, enquanto SOARES PINTO (2001) observou um esfregacgo citopatolégico

classe Il em soalho bucal de fumante. CANCADO, YURGEL e SANT 'ANNA (2001),
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quando avaliaram a borda de lingua e o soalho bucal de fumantes e ndao-fumantes,
observaram somente diagndsticos classe | e Il, sendo que tanto na borda de lingua
como no soalho bucal os diagndsticos classe Il em fumantes foram de 46,47%.

Em 1988, com o intuito de melhorar e unificar a terminologia utilizada para o
diagndstico citopatolégico cervical/vaginal, a divisdo de Controle e Prevengao de
Cancer do Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos da América
organizou em Bethesda, Maryland, encontro para revisar a terminologia existente e
estabelecer métodos efetivos de classificagao para serem utilizados inicialmente em
citologia cérvico-vaginal. Outros encontros foram realizados com a finalidade de
modificar o Sistema de Bethesda em 1991 e 2001. (SOLOMON et al., 1989 e 2002).

Segundo COWPE (1981, 1988) e OGDEN (1989, 1997), atualmente a
citopatologia pode ser utilizada para o monitoramento e controle de lesdes
suspeitas, como exame de diagndstico adicional para a detecgéo precoce do cancer
bucal, assim como fazer parte de protocolos de controle pds tratamento do cancer
de boca. Além disso, COWPE (1981, 1988) e OGDEN (1989, 1997) acreditam que a
aplicacdo de técnicas quantitativas em citopatologia pode melhorar
significativamente a sensibilidade de diagnéstico na detecgdo precoce do cancer

bucal.

MICRONUCLEOS

Os micronucleos sao estruturas extranucleares compostas por cromossomos
ou fragmentos de cromossomos que durante a mitose ndo foram incorporados ao
nuacleo principal. Os micronucleos sdo observados em células que apresentam

capacidade de divisdo. Podem ser vistos tanto como fragmentos de cromossomos
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com auséncia de centrdbmeros (fragmentos acéntricos), quanto como cromossomos
inteiros que, durante a mitose, ndo tiveram a capacidade de migrar através do fuso
para um dos poélos celulares. Durante a teléfase, um envoltério nuclear forma-se em
torno dos cromossomos perdidos e/ou dos fragmentos de cromossomos, 0s quais se
desespiralizam e gradualmente assumem a morfologia de um nucleo interfasico,
com excegao do tamanho, sendo esse menor que o nucleo principal, surgindo dai o
nome micronucleo (FENECH, 2000).

HOLLAND et al. (1996), em um estudo com individuos expostos ao
formaldeido, mostrou através da técnica de FISH (fluorescence in situ hibridization),
utilizando uma sonda para centrbmeros, que o formaldeido foi capaz de induzir
predominantemente a formacado de micronucleos centrémero-negativos, sugerindo
que a quebra cromossOmica seja o principal mecanismo de formagado de
micronucleos em individuos expostos a essa substancia.

A freqiéncia de micronucleos é capaz de medir tanto a quebra cromossdmica
quanto a perda cromossOmica, sendo essa técnica sensivel para o monitoramento
de dano genético (FENECH, 1999). A analise de micronucleos em células esfoliadas
da mucosa bucal, segundo STICH, CURTIS e PARIDA (1982); SARTO (1987) e
BLOCHING et al. (2000), mostra suficiente validade e sensibilidade, como método
capaz de detectar o efeito de carcindgenos ambientais.

Quando o tecido a ser estudado é o tecido epitelial, a técnica de micronucleos
em células esfoliadas apresenta vantagens sobre a técnica de micronucleos em
linfécitos. As células do tecido alvo podem ser diretamente estudadas e a coleta é

nao-invasiva. Além disso, o estudo dos micronucleos em linfécitos necessita de
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estimulo para que estes entrem em divisdo, ao contrario das células epiteliais, que
estdo em constante renovagao (HOLLAND, 2003).

Os micronucleos observados nas células dos esfregagcos da mucosa bucal
indicam a ocorréncia de aberracbes cromossdmicas ocorridas nas células da
camada basal (STICH, CURTIS e PARIDA, 1982), e dessa forma refletem o dano
genotoéxico ocorrido 7 a 10 dias antes da coleta.

As células esfoliadas passam por um processo degenerativo durante sua
maturagao, que leva ao surgimento de anomalias celulares, muitas vezes dificeis de
serem distinguidas dos micronucleos (SARTO et al.,, 1987). SARTO et al. (1987),
com a finalidade de evitar vieses na analise dos micronucleos, as células
degeneradas foram excluidas da quantificacdo e estabeleceu critérios para a
classificagao dos micronucleos.

Os critérios estabelecidos foram os seguintes: um micronucleo deve ser
considerado, quando apresentar as seguintes caracteristicas: estrutura e intensidade
de coloragao da cromatina similares ou mais fracas que o nucleo principal; bordas
nitidas, sugerindo a presenga de membrana nuclear; forma arredondada ou ovalada
e incluida no mesmo citoplasma do nucleo principal e tamanho menor que 1/5 do
nucleo principal (SARTO et al., 1987).

Tolbert e sua equipe, em seus estudos nos anos 90, mostraram que na
quantificagcdo dos micronucleos também devem ser levadas em consideragcéo as
outras anomalias nucleares encontradas nos esfregacgos citopatoldgicos da mucosa
bucal, pois estas também refletem eventos que podem estar ligados a
carcinogénese. Alteragdes citotdxicas podem estar ligadas a promogao das

neoplasias via estimulagdo na proliferacdo celular, bem como a apoptose induzida
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pela genotoxicidade pode ser um indicativo de uma resposta aos eventos iniciais no
cancer (TOLBERT, SHY e ALLEN, 1991 e 1992).

TOLBERT, SHY e ALLEN (1992) descreveram as anomalias nucleares
encontradas nos esfregacgos citopatolégicos bucais e introduziram um novo protocolo
para a técnica de micronucleos, no qual as outras anomalias foram consideradas e
quantificadas separadamente. Dentre as anomalias celulares encontradas nos
esfregacos citopatologicos podemos destacar cariorrexe, picnhose, cariolise,
binucleagao e “broken egg”.

O “Broken egg” é descrito como uma forma nuclear bastante anémala, da
qual ndo se sabe a origem ou significado (TOLBERT, SHY e ALLEN, 1992).
RAMIRES (2000), acredita que os BE representam uma primeira alteragao nuclear,
provavelmente uma resposta adaptativa a agdo do agente clastogénico; quando
essa agao € intensificada, o “fio Feulgen positivo” do BE provavelmente rompe-se,
originando um MN.

FENECH (2000), FENECH e CROTT (2002) e TOMAS, UMEGAKI e FENECH
(2003) descrevem a formagao de pontes nucleoplasmicas em linfécitos, originadas
provavelmente quando os centrdbmeros de cromossomos discéntricos sdo puxados
para polos opostos durante a anafase e o DNA resultante da ponte é recoberto pela
membrana nuclear.

Apesar dos “broken eggs” representarem uma forma de anomalia nuclear
encontrada com frequéncia nos esfregacgos citopatoldgicos provenientes da mucosa
bucal, muito pouco se encontra na literatura a seu respeito.

A cariorrexe e a cariolise sdo evidentes em células em processo de necrose.

A caridlise é identificada pela auséncia do nucleo nas células, enquanto a cariorrexe
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representa a fragmentacdo do nucleo. A cariorrexe também esta presente nos
primeiros estagios de outro tipo de morte celular, a apoptose (TOLBERT, SHY e
ALLEN, 1992).

Para a evidenciagao dos micronucleos, utilizam-se técnicas especificas para a
marcacgao de DNA, como a reacgao de Feulgen. Essa reagao foi introduzida em 1924
por Feulgen e Rossenbeck. Através de um processo de hidrélise, ocorre a liberagao
de grupamentos aldeidos livres na estrutura do DNA, que posteriormente seréao
detectados através do reagente de Schiff (CHIECO e DERENZINI, 1999).

O numero de células quantificadas para analise varia bastante na literatura
consultada, sendo utilizadas desde 500 células (STICH e ROSIN, 1983; DIETZ et al.,
2000), 1.000 células (STICH, CURTIS e PARIDA, 1982; HOLLAND et al., 1996;
DESAI et al., 1996; BLOCHING et al., 2000) até mais de 1.000 células (SARTO et
al., 1987; TOLBERT, SHY e ALLEN, 1991; GATTAS et al., 2001).

STICH, CURTIS e PARIDA (1982), observaram um aumento significativo no
numero de células micronucleadas da mucosa bucal de mascadores de tabaco. Os
mesmos autores acreditam que o teste de micronucleos nas células esfoliadas é
capaz de mostrar evidéncias da exposigao a carcindbgenos, assim como medir 0 grau
de exposigdo destes tecidos nos quais as lesdes neoplasicas podem vir a se
desenvolver.

STICH e ROSIN (1983), com o propdsito de estabelecer o efeito do
sinergismo do fumo e do consumo de alcool sobre a mucosa bucal, utilizaram a
quantificacdo de MN em esfregagos da mucosa bucal obtidos por citologia
esfoliativa. Os autores encontraram elevagao significativa no numero de células

micronucleadas na mucosa bucal dos individuos que fumavam e apresentavam alto
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consumo de alcool. O autor afirma que, utilizando a contagem de micronucleos em
células esfoliadas da mucosa bucal de fumantes e consumidores de bebidas
alcéolicas, pode-se avaliar uma resposta celular precoce a esses dois fatores, os
quais estao ligados a maior incidéncia de cancer bucal.

O aumento na frequéncia de células micronucleadas, segundo STICH e
ROSIN (1983), s6 € encontrado nos individuos que fumam pelo menos 20
cigarros/dia e consomem 150ml de etanol/dia. Segundo o autor, tanto o habito
isolado de fumar mais de 60 cigarros/dia, como o de ingerir isoladamente
quantidades de bebidas alcodlicas acima de 1,2l/dia, ndo levaram a deteccédo do
aumento do numero de células micronucleadas da mucosa bucal.

SARTO et al. (1987), em seu estudo, comparou a quantidade de células
micronucleadas em fumantes e ndo-fumantes e observou aumento estatisticamente
significante no numero de células micronucleadas de individuos fumantes quando
comparado aos nao-fumantes.

TOLBERT, SHY e ALLEN (1991) observaram aumento significativo no
numero de células micronucleadas em individuos que utilizam tabaco em pé
(“snuff’). Além disso, os autores observaram maior quantidade estatisticamente
significante de células em cariorrexe nos esfregagos citopatolégicos de individuos
que usavam tabaco em po6, quando comparados aos esfregacgos citopatoldgicos de
individuos que nao faziam uso dessa substancia.

BONASSI et al. (2003), em um estudo com o objetivo de avaliar o efeito do
fumo sobre a frequéncia de micronucleos em linfécitos humanos, mostrou aumento
na frequéncia de micronucleos apenas em individuos que fumam 30 ou mais

cigarros por dia.
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Alguns estudos suportam a hipotese da associacao entre a freqtiéncia de MN
em determinados tecidos e o desenvolvimento do cancer. Segundo DESAI (1996),
observa-se o aumento significativo do numero de MN em células epiteliais esfoliadas
de pacientes com lesbes cancerizaveis, assim como nos linfocitos circulantes
quando comparados ao numero de células micronucleadas de individuos
considerados saudaveis e que nao apresentam qualquer habito de risco para
cancer. O autor afirma que a avaliagao da frequiéncia de MN pode ser utilizada como
biomarcador para estudos de campo.

BENNER et al. (1994), em um estudo com individuos que apresentavam
lesdes cancerizaveis, mostrou que a frequéncia de MN nos esfregacgos realizados
nas lesdes era maior do que nos esfregagos provenientes da regido de mucosa
clinicamente normal dos mesmos pacientes.

CASARTELLI et al. (2000), estudando a frequéncia de micronucleos em
individuos com lesbes cancerizaveis e carcinomas, observou aumento significativo
no numero de células micronucleadas nos carcinomas quando comparados com as
lesdes cancerizaveis, € o numeros de células micronucleadas também mostrou-se
significativamente maior nas lesdes cancerizaveis quando comparadas a mucosa
bucal sem lesao.

RAMIREZ (2000), nas avaliagbes das anomalias nucleares de individuos
alcolatras portadores de carcinoma de boca, observou maior quantidade na
frequéncia de células micronucleadas nos esfregacgos coletados na regido adjacente
ao tumor quando comparados com a area contra lateral e a regidao gengivo-labial
superior dos individuos portadores de carcinoma. A comparagao das frequéncias de

MN indicou, ainda, um aumento significante de sete vezes na frequéncia de MN ao
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redor da lesao (p=0.0004), um aumento significante de trés vezes na regiao contra-
lateral ao tumor (p=0.0297) e de duas vezes, mas nao-significante, na regiao
gengivo-labial superior (p=0.4409) dos pacientes, quando comparadas com as
regides equivalentes do grupo controle. Foi encontrado maior nimero de células em
carriorrexe e de “broken eggs” na mucosa jugal, assim como na regido gengivo-
labial superior do grupo controle quando comparado a regidao adjacente ao tumor
dos pacientes. As menores frequéncias de todas as anomalias metanucleares
ocorreram na regidao adjacente ao tumor, justamente a que apresentou as maiores
frequéncias de MN. Esses resultados indicam que a frequéncia de MN aumenta as
expensas da diminuicdo das anomalias metanucleares.

Concordando com os outros autores, BLOCHING et al. (2000) também
encontrou aumento estatisticamente significante no numero de células
micronucleadas nos esfregacos citopatoldgicos de individuos portadores de lesdes
neoplasicas e lesbes cancerizaveis, quando comparados aos esfregacos

citopatoldgicos de individuos sem lesdes bucais.
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PROPOSICAO

Este estudo tem por:
Objetivo Geral:

e Avaliar as variagdes citopatoldgicas de trés sitios anatbmicos da
mucosa bucal normal com maior risco para o desenvolvimento do cancer de boca
e expostos aos agentes carcindégenos presentes no fumo e/ou alcool.

Objetivos especificos:

e Avaliagdo qualitativa de Papanicolaou modificado e Bethesda, 2001
modificado para mucosa bucal normal.

e Avaliagdo quantitativa do padrdo de maturacéo celular .

e Avaliagdo de dano genético através da técnica de micronucleos

utilizando a reagao de Feulgen.
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MATERIAIS E METODOS

DELINEAMENTO DO ESTUDO

O delineamento do estudo desenvolvido consiste em um estudo

observacional transversal clinico-descritivo.

AMOSTRA

A amostra foi selecionada entre os meses de maio de 2002 e abril de 2003,
no servico de saude do DMAE de Porto Alegre e no servigo de triagem da FO-
UFRGS. Foram selecionados individuos do sexo masculino , acima de 30 anos de
idade, que ndo apresentavam lesdo bucal clinicamente visivel e que apresentavam
as seguintes caracteristicas: habito de ingerir bebida alcéolica ou ndo, habito de
fumar ou ndo e boa saude geral, além de auséncia de histéria pregressa ou atual de
neoplasias benignas ou malignas.

Foi realizada uma anamnese detalhada e os dados foram registrados em uma
ficha clinica, na qual também constava nome, endereco e um numero de
identificacdo (ANEXO 1). Apos a anamnese foi realizado um exame clinico da
cavidade bucal para verificar a presenca ou auséncia de lesdo bucal clinicamente
visivel. A partir dos dados coletados durante a anamnese os individuos foram
classificados em um dos seguintes grupos: Grupo | (controle), constituido por
individuos que nunca fumaram e ndo bebem em média um copo de bebida alcodlica
por dia; Grupo Il (fumo), constituidos por individuo que consomem no minimo 20
cigarros por dia (OGDEN, 1990) ha no minimo, um ano, ou que fumem 10 cigarros

por dia ha mais de 10 anos (CANCADO et al.,, 2001); Grupo Il (fumo/alcool),
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constituido por individuos que fumam no minimo 20 cigarros por dia ou que fumam 10
cigarros por dia a mais de 10 anos e bebem, em média, um copo de qualquer bebida
alcodlica por dia. Apenas fumantes de cigarros com filtro foram incluidos neste estudo.
Foram examinados, no total, 129 individuos. Os esfregacos de 61 individuos
foram excluidos do estudo devido a problemas na qualidade deles ou na técnica de
coloracdo. A amostra constituiu-se de 68 individuos (21 no grupo controle, 28 no

grupo fumo e 19 no grupo fumo/alcool).

COLETA DO MATERIAL

Foram realizados dois esfregacos, mediante a utilizagdo de uma espatula de
madeira, em trés areas anatbmicas bucais de maior prevaléncia de cancer: vermelhao
do labio, borda de lingua e soalho bucal. Previamente a realizagdo dos esfregagos, os
individuos foram instruidos a remover as proteses, quando da presenca das mesmas, e
realizar um bochecho com agua por um minuto. A preparagdo do material para analise
envolveu a distensdo de cada esfregago sobre uma lamina de vidro para microscopia,
previamente identificada. Essas laminas foram acondicionadas em frascos plasticos
porta-ldaminas, contendo alcool absoluto como fixador. Tal metodologia de coleta
resultou em duas laminas correspondentes a cada um dos trés sitios bucais. Foram
obtidos dois esfregacos do lado esquerdo de cada sitio anatdmico. As laminas foram
registradas no livro de registro de citopatologia do laboratério de Patologia da FO-
UFRGS e codificadas de maneira que o examinador, durante a avaliacdo dos
esfregagos, desconhecesse a qual grupo pertenciam as laminas. A partir disso, uma
ldmina referente a cada sitio foi submetida a reagéo de Feulgen (ANEXO Il) e a outra, a

técnica de Papanicolaou Modificado (ANEXO I11).
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ANALISE CITOPATOLOGICA

Para as analises foi utilizado um microscépio binocular marca Zeiss®. Tanto
para a analise do material corado pela técnica de Papanicolaou Modificado, como
para a analise do material corado pela reagédo de Felugen, a lamina foi percorrida no
sentido horizontal, da esquerda para a direita (FIGURA 2) (COWPE et al., 1985;

KAPCZINSKI e RADOS, 1997; CANCADO et al., 2001).

e e T
\J
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Figura 2: Desenho esquematico do sentido utilizado para leitura das Iaminas.

O material submetido a técnica de Papanicolaou modificado foi utilizado para
a avaliagao qualitativa através da classificagao dos esfregacgos, segundo os critérios
estabelecidos por PAPANICOLAOU e TRAUT (1943) (ANEXO IV e ANEXO V) e
Bethesda 2001 modificado (ANEXO VI), assim como para a avaliagcdo quantitativa
da maturacao epitelial. Para esta avaliagdo foram contados os numeros de células
superficiais anucleadas (Figura 3), superficiais nucleadas (Figura 4), intermediarias
(figura 5) e parabasais (Figura 6) presentes em cada esfregago. Para a definicao do
padrdao de maturacgao celular foi avaliada a morfologia das células, segundo critérios
de CARVALHO (2002). Foram analisadas as 100 primeiras células bem distendidas
e isoladas entre si em cada esfregaco, em um aumento de 400X. A analise
qualitativa e quantitativa dos esfregagcos corados pela técnica de Papanicolaou

modificado foi realizada por dois pesquisadores.
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FIGURA 3: Fotomicrografia de célula
anucleada. Coloragcéo de Papanicolaou

Modificado. Aumento 1000X.

FIGURA 4: Fotomicrografia de célula
Superficial com nucleo. Coloragéo de
Papanicolaou Modificado. Aumento

1000X.

FIGURA 5: Fotomicrografia de célula
intermediaria. Coloragdo de Papanicolaou

Modificado. Aumento 1000X.

FIGURA 6: Fotomicrografia de célula
parabasal. Coloracdo de Papanicolaou

Modificado. Aumento 1000X.
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FIGURA 7: Fotomicrografia de células epiteliais e células inflamatérias (seta). Coloragéo de
Papanicolaou Modificado. Aumento 400X.

FIGURA 8: "broken egg" (seta). Coloragao de Papanicolaou Modificado. Aumento 400X.

36



MATERIAIS E METODOS

TECNICA DE MICRONUCLEOS

As laminas coradas pela reacdo de Feulgen serviram para a avaliacdo da
frequéncia de micronucleos. Foram analisadas 1.000 células bem distendidas e
isoladas entre si em cada esfregago. As células que apresentarem alteragdes
degenerativas foram descartadas (cariolise, cariorrexe, picnose ou fragmentagéo
nuclear). Os nucleos foram avaliados em um aumento de 400X, e quando foram
localizadas células micronucleadas, essas foram avaliadas em um aumento de
1.000X, sob imersao, para confirmar a presenga do micronucleo.

Os micronucleos foram quantificados quando preencheram os seguintes
critérios: estrutura e intensidade de coloragéo da cromatina similar ou mais fraca que
o nucleo principal; bordas nitidas, sugerindo a presenga de membrana; estruturas
arredondadas e incluidas no mesmo citoplasma do nucleo principal e nao
ultrapassar 1/5 do maior didmetro do nucleo principal (SARTO, 1987) (Figuras 9, 10
e 11).

Além disso foram quantificadas alteracbes nucleares presentes nos
esfregacos corados pela reagcdo de Feulgen, como o numero de células em
cariorrexe (Figuras 12 e 13) e de “broken eggs” (Figuras 14 e 15) presentes em
1.000 células. Os nucleos foram avaliados em aumento de 400X, segundo critérios

de TOLBERT et al. (1992) (Figura 16).
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FIGURA 9: Célula com micronucleo

(seta). Feulgen. Aumento 1000X.

FIGURA 10: Célula com micronticleo

(seta). Feulgen. Aumento 1000X.

FIGURA 11: Célula com micronucleo

(seta). Feulgen. Aumento 1000X.

38



MATERIAIS E METODOS

FIGURA 12: Cariorrexe. Feulgen. Aumento
1000X.

FIGURA 13: Cariorrexe. Feulgen. Aumento
1000X.

FIGURA 14: "broken egg" (seta). Feulgen.
Aumento 400X.

FIGURA 15: "broken egg" (setas). Feulgen.
Aumento 1000X.
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Cariorrexe Picnose Caridlise

“Broken Egg” Binucleagao Micronidcleo

Figura 16: Desenho mostrando as alteragbes nucleares encontradas nos

esfregacos corados pela reacédo de Feulgen.
Fonte: TOLBERT et al., 1992.

Previamente ao inicio da avaliagdo dos esfregagos corados pela técnica de
Papanicolaou modificada foi realizada calibragem dos examinadores com o
professor orientador, obtendo-se um Kappa 0.49-0.89 para avaliagao qualitativa e
Kappa 0.82-0.85 para avaliagdo quantitativa. Para avaliagdo dos esfregago corados
pela reagcdo de Feulgen foi realizada calibragem intra examinador ao inicio da
quantificacdo, bem como no decorrer do estudo, dando um nivel de coincidéncia de

85% para o teste t.

ANALISE DOS DADOS

Para a analise qualitativa dos esfregagos corados pela técnica de

Papanicolaou modificado foram utilizado os critérios de Papanicolaou e Traut (1947),
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assim como os critérios de Bethesda 2001 modificado, estes valores foram
expressos pela porcentagem.

Para a comparagcdo da média das contagens de micronucleos, cariorrexes e
“Broken egg” e andlise do padrao de maturagao celular entre os grupos foi utilizado
o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis e subsequente identificacdo dos contrastes,
com ajuste para comparagdes multiplas, pelo teste ndo paramétrico de comparagéao
multipla. Na avaliagdo entre os sitios anatbmicos foi utilizado o teste néo-
paramétrico de Friedamm e subsequente identificagdo dos contrastes, com ajuste
para comparacdes multiplas, pelo teste ndo paramétrico de comparacdo multipla

(ZAR, 1999).

CONSIDERAGOES ETICAS

Previamente a coleta do material, os individuos foram informados
verbalmente e por escrito, pelo pesquisador, sobre a natureza do estudo. Foi obtido
o termo de consentimento por escrito de todos os individuos que fizeram parte do
estudo (ANEXO VII). No caso dos pacientes que apresentaram alteragdes celulares,
estes foram avisados e engajados num programa de controle periddico na disciplina
de Patologia Bucal da FO-UFRGS.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de pesquisa e ética da Faculdade de
Odontologia da Universidade do Rio Grande do Sul, processo n° 84/02 e foi
aprovado quanto ao método na disciplina de Seminario de Dissertacdo em 12 de

marco de 2002.
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RESULTADOS

A amostra deste estudo foi composta por 68 individuos, divididos em trés
grupos, Controle (21), Fumo (28) e Fumo/Alcool (19). A média de idades dos
individuos foi de 44,6 anos (30 — 67). A média de idade dos individuos do grupo
controle e do grupo fumo foi de 44 anos; no grupo fumo/alcool foi de 46 anos. Nao
foi observada diferenca estatistica entre os grupos em relagao a idade. (Analise de
variancia — ANOVA (p=0.40) (Tabela 1).

Em relacdo a quantidade de cigarros fumados por dia, a média dos grupos
fumo e fumo/élcool foi de 23,89 (10 — 60). Os individuos do grupo fumo
apresentaram uma média de consumo de 20.83 cigarros/dia, e do grupo fumo/alcool
28.43 cigarros/dia. Nao houve diferengca estatistica em relagcdo ao numero de
cigarros fumados por dia entre os grupos fumo e fumo/alcool, segundo a analise de

variancia (ANOVA) (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas dos individuos. Porto Alegre. 2003

Controle DP  Fumo DP Fumo/  DP Total

Alcool
N 21 28 19 68
Idade (média) 43,76 84 42,57 8,28 4565 8,24 43,82
0 (30 - 67)
Cigarros/dia 0 0 20,83 10 28,43 149 23,89
(media) 6 (10 - 60)

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

ANALISE QUALITATIVA

Os resultados obtidos através da analise qualitativa das laminas coradas pela

técnica de Papanicolaou Modificado mostraram que:
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Nos individuos do grupo controle, 100% dos esfregagos do labio foram de
classe I. Na lingua, tanto os esfregacos classe | como os classe Il compreenderam
47,61% dos esfregacos, e 4,76% foram classificados como classe Ill. No soalho de
boca, 47,61% dos esfregacos foram classificados como classe |, 42,85% como
classe Il e 9,52% como classe lll.

Nos individuos do grupo fumo, no labio, 88% dos esfregacos foram
classificados como classe | e 12% como classe Il. Na lingua, 68% dos esfregacos
foram classificados como classe | e 32% como classe Il, e no soalho bucal, 56% foi
classificado como classe | e 44% como classe II.

Nos individuos do grupo fumo/alcool, no labio, assim como no soalho bucal,
87,5% dos esfregacos foram classificados como classe | € 12,5% como classe Il. Na
lingua, 68,75% dos esfregacos foram classificados como classe | e 31,25% como

classe Il (Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncia dos esfregacos classificados segundo critérios de
Papanicolaou e Traut modificados nos grupos controle, fumo e fumo/Alcool de
acordo com o sitio anatomico. Porto Alegre. 2003

Controle Fumo Fumo/ Alcool

Classe Classe Classe Classe Classe Classe Classe Classe Classe
| Il 11 | Il 11 | Il "

% % % % % % % % %
Labio 100 0 0 88 12 0 87,5 12,5 0
Lingua 47,61 47,61 4,76 68 32 0 68,75 31,25 0
Soalho 47,61 42,85 9,52 56 44 0 87,5 12,5 0

Fonte: Individuos atendidos no Servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

Os resultados obtidos através da classificacdo dos esfregacos, segundo o

Sistema de Bethesda 2001 modificado para mucosa bucal, foram:
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Nos individuos do grupo controle, 100% dos esfregagos do labio foram
negativos para alteragdo maligna epitelial. Na lingua, os esfregagos negativos para
alteragdao maligna epitelial, como os negativos para alteragao maligna com presenca
de células inflamatérias, compreenderam 47,61% dos esfregacos, e 4,76% foram
classificados como com presenga de anormalidade epitelial (ASCUS). No soalho de
boca, 47,61% dos esfregagos foram classificados como negativos para alteragao
maligna, 42,85% como classe negativos para alteragcdo maligna e 9,52% como
classe ASCUS.

Nos individuos do grupo fumo e do grupo fumo/alcool, 100% dos esfregacos,
na classificacdo geral, negativos para alteracdo maligna epitelial. Sendo que no
grupo fumo, para o labio, 88% dos esfregagcos foram classificados como negativos
para alteracdo maligna e 12% como negativos para alteragcdo maligna com presenca
de células inflamatdrias. Na lingua, 68% dos esfregacos foram classificados como
negativos para alteracdo maligna e 32% como negativos para alteracao maligna com
presenca de células inflamatdrias e, no soalho bucal, 56% foram classificado como
negativos para alteracdo maligna e 44% como negativos para alteracdo maligna com
presenca de células inflamatdrias.

Nos individuos do grupo fumo/alcool, no labio, assim como no soalho bucal
87,5% dos esfregagos foram classificados como negativos para alteracédo maligna e
12,5% como negativos para alteragdo maligna com presenca de células
inflamatdrias. Na lingua, 68,75% dos esfregacos foram classificados como negativos
para alteragdo maligna e 31,25% como negativos para alteracdo maligna com

presenca de células inflamatdrias (Tabela 3).
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Tabela 3: Frequéncia dos esfregagos classificados segundo Sistema de
Bethesda Modificado para mucosa bucal nos grupos controle, fumo e
fumo/Alcool de acordo com o sitio anatémico. Porto Alegre. 2003.

Controle Fumo Fumo/ Alcool
NCM NCMI ASC NCM  NCMI _ ASC NCM NCMI  ASC
% % % % % % % % %
Labio 100 0 0 88 12 0 87,5 12,5 0
Lingua 47,61 47.61 4,76 68 32 0 68,75 31,25 0
Soalho 47,61 42,85 9,52 56 44 0 87,5 12,5 0

Fonte: Individuos atendidos no Servigo de saude do DMAE e no servico de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

ANALISE QUANTITATIVA

Avaliacao do padrao de maturagao celular

Os resultados obtidos pela analise quantitativa das laminas coradas pela
técnica de Papanicolaou modificado foram os seguintes:

Em relacdo as células anucleadas, quando comparou-se as médias entre os
grupos, no labio, péde-se observar maior numero de células anucleadas nos grupos
fumo e fumo/alcool quando comparados ao grupo controle. No entanto, n&o foi
observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados
(p=0,18). Na lingua, pode-se observar um maior numero de células anucleadas no
grupo fumo/alcool, quando comparado ao grupo controle e ao fumo, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p=0,22). No
soalho bucal, observou-se um menor numero de células anucleadas no grupo

fumo/alcool, quando comparado aos grupos controle e fumo (p=0,02) (Tabela 4).
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Tabela 4: Resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para a
comparagao entre os grupos em relagao as células anucleadas.

n Média Desvio-padrao Rank p
Grupo (n° de células) Meédio
Labio
Controle 21 10,38 8,29 28,33 0,18
Fumo 28 18,5 16,36 38,02
Fumo/Alcool 20 18,5 16,86 37,78
Lingua
Controle 21 4,24 3,70 34,62 0,22
Fumo 28 3,53 3,12 30,98
Fumo/Alcool 20 9,05 12,69 41,03
Soalho
Controle 21 7,14 10,08 37,36" 0,03*
Fumo 28 7,64 9,67 40,09°
Fumo/Alcool 20 2,9 3,54 25,40°

*Diferenga significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
segundo teste de comparagdes multiplas.

Fonte: Individuos atendidos no servi¢o de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

Grafico 1: Comparacgao das médias de células anucleadas entre os grupos.
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Fonte: Individuos atendidos no Servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

Quando foram comparadas as médias das células anucleadas entre os sitios
anatbmicos no grupo controle, pbde-se observar diferenga estatisticamente

significante entre a média do numero deste tipo celular no labio, na borda de lingua
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e soalho bucal (p=0,04). No grupo fumo, pbde-se observar diferenca
estatisticamente significante entre a média da contagem deste tipo celular no labio
quando comparada com a borda da lingua e soalho bucal (p=0,0001). Assim como,
no grupo fumo/alcool, pédde-se observar diferenga estaticamente significante entre a
média do numero de células anucleadas no labio e na borda da lingua e soalho
bucal (p=0,001). As médias do numero de células anucleadas, para todos os grupos,
foram superiores no labio quando comparado com a borda da lingua e o soalho
bucal. Nao se observou diferenca estatisticamente significante quando comparou-se

a borda da lingua com o soalho bucal entre todos os grupos (Tabela 5).

Tabela 5: Resultados do teste nao-paramétrico de Friedman para a
comparagao entre sitios em relagao as células anucleadas.

n Média Desvio-padrao Rank p
Grupo (n°de células) Meédio
Controle
Labio 21 10,38 8,29 2,404 0,04*
Lingua 21 4,24 3,70 1,69°
Soalho 21 6,67 10,03 1,908
Fumo
Labio 28 18,50 16,36 2,704 0,000*
Lingua 28 3,53 3,12 1,418
Soalho 28 7,64 9,67 1,89°
Fumol/alcool
Labio 20 18,50 16,86 2,584 0,001*
Lingua 20 9,05 12,68 1,988
Soalho 20 2,90 3,53 1,455

*Diferenga significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si,
segundo teste de comparagdes multiplas.

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

Em relacéo as células superficiais com nucleo, quando foram comparadas as
médias deste tipo celular entre os grupos, observou-se no labio uma diferencga

estatisticamente significante entre os grupos controle e fumo/alcool, sendo que os
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valores do grupo controle foram superiores aqueles do grupo fumo/alcool (p=0,03).
Na lingua, observou-se menor numero de células superficiais com nucleo no grupo
fumo/alcool quando comparado aos grupos controle e fumo (p=0,002). Os valores do
grupo fumo foram superiores aqueles dos grupos controle e fumo/alcool. No soalho
bucal, ndo foram observadas diferengas estaticamente significantes entre os grupos

para o numero de células superficiais com nucleo (p=0.37) (Tabela 6).

Tabela 6: Resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para a
comparacgao entre os grupos em relagao as células superficiais com nucleo.

n Média Desvio-padrao Rank p
Grupo (n°de células) Meédio
Labio
Controle 21 21,33 13,69 40,85% 0,03*
Fumo 28 18,57 10,77 37,35°
Fumo/Alcool 20 12,2 1,69 25,558
Lingua
Controle 21 22,23 10,49 40,144 0,002*
Fumo 28 24,32 16,20 39,60"
Fumo/Alcool 20 13,5 8,57 23,158
Soalho
Controle 21 12,08 7,55 40,02 0,37
Fumo 28 13,32 13,92 33,44
Fumo/Alcool 20 9,85 7,62 31,90

*Diferenga significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si,
segundo teste de comparagdes multiplas.

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

Quando foram comparadas as médias das células superficiais com nucleo
entre os sitios anatdbmicos, no grupo controle, pbde-se observar diferenca
estaticamente significante entre a média do numero deste tipo celular no labio, na
borda de lingua e no soalho bucal (p < 0,0001). A média do numero de células
superficiais com nucleo foi menor no soalholabio quando comparado ao labio inferior

e a borda da lingua.
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No grupo fumo, pbéde-se observar diferenga estatistica entre a média do
numero de células superficiais com nucleo da borda de lingua, do labio e do soalho
bucal (p=0,001). A média do numero de células superficiais com nucleo foi superior
na lingua. No grupo fumo/alcool, ndo foi observada diferenga estatistica entre os sitios

anatémicos em relagéo as médias de células superficiais com nucleo (Tabela 7).

Grafico 2: Comparagao entre as médias do numero de células superficiais com
nucleo entre os grupos.
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Fonte: Individuos atendidos no servi¢o de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.
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Tabela 7: Resultados do teste nao-paramétrico de Friedman para a
comparacgao entre sitios em relagao as células superficiais com nucleo.

n Média Desvio-padrao Rank p

Grupo (n°de células) Meédio
Controle

Labio 21 21,33 13,69 2,241 0,008*

Lingua 21 22,23 10,49 2,318

Soalho 21 12,08 7,55 1,455
Fumo

Labio 28 18,57 10,77 1,914 0,001*

Lingua 28 25,32 16,20 2,528

Soalho 28 13,32 13,92 1,574
Fumol/alcool

Labio 20 12,20 1,69 2,05 0,40

Lingua 20 13,50 8,57 2,17

Soalho 20 9,85 7,62 1,77

*Diferenga significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si,
segundo teste de comparagdes multiplas

Fonte: Individuos atendidos no Servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

Tabela 8: Resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para a
comparagao entre os grupos em relagao as células intermediarias.

n Média Desvio-padrao Rank p
Grupo (n° de células) Médio
Labio
Controle 21 68,28 17,94 30,02 0,27
Fumo 28 63,25 17,08 30,41
Fumo/Alcool 20 69,75 19,24 39,3
Lingua
Controle 21 73,52 10,88 18,83 0,35
Fumo 28 71 17,05 32,53
Fumo/Alcool 20 77,4 13,71 40,42
Soalho
Controle 21 80,38 14,67 32,35 0,12
Fumo 28 78,57 15,80 31,50
Fumo/Alcool 20 87,25 8,17 42,67

*Diferenga significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si,
segundo teste de comparagdes multiplas.

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.
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Em relacdo as células intermediarias, quando foram comparados o0s grupos
em um mesmo sitio anatdbmico, observou-se que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre a média do numero deste tipo celular no labio, na
borda de lingua e no soalho bucal (Tabela 8). Quando foram comparadas as médias
das células intermediarias entre os sitios anatémicos, nos diferentes grupos, péde-
se observar diferenga estatisticamente significante entre o grupo controle, fumo e
fumol/alcool. As médias do numero de células intermediarias no soalho bucal foram
superiores quando comparada ao labio e a borda de lingua em todos os grupos

estudados (p > 0.01) (Tabela 9).

Grafico 3: Comparagao entre as médias do numero de células intermediarias
entre os grupos.
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Bl Controle BFumo OFumo/Alcool

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.
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Tabela 9: Resultados do teste nao-paramétrico de Friedman para a
comparagao entre sitios em relagao as células intermediarias.

n Média Desvio-padrao Rank p

Grupo (n°de células) Meédio
Controle

Labio 21 68,28 17,94 1,694 0,04*

Lingua 21 73,52 10,89 1,888

Soalho 21 80,38 14,67 2,43°
Fumo

Labio 28 63,25 17,08 1,524 0,001*

Lingua 28 71,00 17,05 1,954

Soalho 28 78,57 15,80 2,545
Fumol/alcool

Labio 20 69,75 19,24 1,60" 0,01*

Lingua 20 77,40 13,71 1,908

Soalho 20 87,25 8,17 2,50°

*Diferenga significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
segundo teste de comparagdes multiplas
Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

Grafico 4: Comparagdo entre as médias do numero de células

parabasais entre os grupos.
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Fonte: Individuos atendidos no servigo de saide do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.
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Em relagao as células parabasais, quando foram comparados os grupos em
um mesmo sitio anatdmico, ndo observou-se diferengas entre as médias dos grupos

controle, fumo e fumo/alcool. (GRAFICO 4.)

Técnica de micronucleos

A contagem média de células micronucleadas variou na amostra entre 0,14 e
1,52 micronucleos/1.000 células. No grupo controle a variagao foi de 0,14 e 0,95
micronucleos/1.000 células; no grupo fumo, variou entre 0,36 e 1,10
micronucleos/1.000 células e no grupo fumo/alcool, variou entre 0,79 e 1,52
micronucleos/1.000 células.

Nao foram observadas diferengcas estatisticamente significantes entre as
médias de micronucleos entre o0s grupos nos sitios anatdmicos estudados
(Tabela10). De maneira geral as médias de micronucleos no grupo fumo/alcool nos
diferentes sitios anatébmicos, mostraram-se superiores as do grupo controle e fumo,
assim como as médias do grupo fumo nos diferentes sitios anatdbmicos mostraram-

se superiores as do grupo controle (Grafico 5).

53



RESULTADOS

Tabela 10: Resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para a
comparagao entre os grupos em relagao ao numero de micronucleos em 1.000

células.
Grupo N Média Desvio-padrdo Rank p
(n° de células) Médio
Labio
Controle 21 0,14 0,36 30,36 0,172
Fumo 28 0,36 0,68 34,38
Fumo/Alcool 19 0,79 1,23 39,26
Lingua
Controle 21 0,86 1,06 35,07 0,47
Fumo 28 0,82 1,49 31,66
Fumo/Alcool 19 1,21 1,51 38,05
Soalho
Controle 21 0,95 1,24 32,62 0,67
Fumo 28 1,10 1,47 33,80
Fumo/Alcool 19 1,52 2,29 37,61

*Diferenca significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si,
segundo teste de comparagdes multiplas.
Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.

Porto Alegre, 2002/2003.

Grafico 5: Comparagao das médias dos MN entre os grupos.
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Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.

Porto Alegre, 2002/2003.
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Quando foram comparadas as meédias do numero de células com
micronucleos entre os diferentes sitios anatdmicos, pode-se observar que estas
foram superiores no soalho de boca em relagdo ao labio e a borda da lingua, em
todos os grupos estudados. Semelhantemente, as médias de micronucleos foram
superiores na lingua quando comparadas com o labio, em todos os grupos
estudados. Foi observada diferencga estatisticamente significante entre as médias de
micronucleos do soalho bucal quando comparadas ao labio e borda de lingua
apenas no grupo controle (Tabela 11).

Tabela 11: Resultados do teste nao-paramétrico de Friedman para a

comparagao entre sitios em relagao ao numero de Micronucleos em 1000
células.

Grupo N Média Desvio-padrdo Rank p
(n°de células) Médio
Controle
Labio 21 0,14 0,36 1,574 0,009*
Lingua 21 0,86 1,06 2,218
Soalho 21 0,95 1,24 2,218
Fumo
Labio 28 0,36 0,68 1,79 0,07
Lingua 28 0,82 1,49 1,98
Soalho 28 1,10 1,47 2,23
Fumol/alcool
Labio 19 0,79 1,23 1,82 0,45
Lingua 19 1,21 1,51 2,09
Soalho 19 1,52 2,29 2,09

*Diferenca significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si,
segundo teste de comparacdes multiplas.

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saide do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.
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Tabela 12: : Resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para a
comparagao entre os grupos em relagdo ao numero de células em
cariorrexe/1.000 células.

n Média Desvio-padrdo Rank p
Grupo (n°de células) Médio
Labio
Controle 21 11,24 18,18 26,31 0,066
Fumo 28 31,21 40,30 37,13
Fumo/Alcool 19 24,84 28,82 39,68
Lingua
Controle 21 1,52 2,38 31,40 0,655
Fumo 28 2,46 3,81 35,59
Fumo/Alcool 19 2,53 3,63 36,32
Soalho
Controle 21 0,24 1,09 31,29 0,052
Fumo 28 2,18 11,14 33,09
Fumo/Alcool 19 0,63 1,06 40,13

Fonte: Individuos atendidos no Servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

A média do numero de células em cariorrexe na amostra variou de 0,24 a
31,21. No grupo controle variou de 0,24 a 11,24 células em cariorrexe/1.000 células.
No grupo fumo variou de 2,18 a 31,21 células em cariorrexe/1.000 células, enquanto
que no grupo fumo/alcool variou de 0,63 a 24,84 células em cariorrexe/1.000 células
(Tabela 12).

Quando comparou-se as médias do numero de células em cariorrexe entre os
grupos, ndo foram observadas diferengas estaticamente significantes (Tabela 12).
No entanto, para os trés sitios anatdmicos estudados, no grupo fumo e fumo/alcool,
as meédias do numero de células em cariorrexe foram superiores as do grupo
controle, sendo que, nos grupos expostos, as meédias de células em cariorrexe no
labio foram 2.2-2.7 vezes maiores que no grupo nado exposto, na borda de lingua,
1.61-1.66 vezes maiores que no grupo n&o-exposto e, no soalho bucal, 2.26-9.08

vezes maiores que no grupo ndo-exposto. (GRAFICO 6).
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Grafico 6: Comparagao das médias das células em cariorrexe entre os grupos.
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Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

Quando comparou-se as meédias das células em cariorrexe entre os sitios
anatbmicos, em todos os grupos, estas foram superiores no labio quando
comparadas com a borda da lingua e o soalho bucal. Em todos os grupos
estudados, pdde-se observar diferenga estatisticamente significantes entre a média
do numero deste tipo celular no labio comparada a borda de lingua e ao soalho
bucal (p < 0,001). Nao se observou diferenga estatisticamente significante quando
comparou-se a contagem de células da borda de lingua e do soalho bucal em

qualquer dos grupos (Tabela 13).
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Tabela 13 : Resultados do teste nao-paramétrico de Friedman para a
comparagao entre os grupos em relagdo ao numero de células em
cariorrexe/1.000 células.

n Média Desvio-padrdo Rank p
Grupo (n°de células) Médio
Controle
Labio 21 11,24 18,18 2,634 0,000*
Lingua 21 1,52 2,38 1,92°
Soalho 21 0,24 1,09 1,455
Fumo
Lébio 28 31,21 40,30 2,754 0,000*
Lingua 28 2,46 3,81 1,86°
Soalho 28 2,18 11,14 1,39°¢
Fumol/alcool
Lébio 20 24,84 28,82 2,954 0,000*
Lingua 20 2,53 3,63 1,718
Soalho 20 0,63 1,06 1,348

*Diferenca significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
segundo teste de comparacdes multiplas.

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

As médias de “broken eggs” na amostra variaram de 0,08 a 9,44 “broken
eggs”/1000 células. No grupo controle variou de 0,83 a 9,44 “broken eggs’/1.000
células. No grupo fumo variou de 0,30 a 4,7 “borken eggs”/1000 células. No grupo
fumo/alcool variou de 0,08 a 2 “broken eggs”/1.000 células (Tabela 13).

No labio, quando comparou-se as médias de “broken eggs” entre os grupos,
foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos controle e
fumol/alcool, sendo que a média do grupo controle foi superior a do grupo
fumo/alcool (0,83 e 0,08 “broken eggs”/1.000 células respectivamente) (p=0,01). Foi
observado um maior numero de “broken eggs” no grupo controle em relagdo ao
grupo fumo e no grupo fumo em relagdo ao grupo fumo/alcool.

Quando foram comparadas as médias de “broken eggs” entre os grupos, na
lingua, observou-se uma diferenga estatisticamente significante entre os grupos

controle e fumo/alcool, sendo que a média do grupo controle foi superior a do grupo
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fumo/alcool (6,06 e 2,08 “borken eggs”/1.000 células respectivamente) (p=0,01). Foi
observado um menor numero de “broken eggs” no grupo controle; comparado ao
grupo fumo e no grupo fumo em relagdo ao grupo fumo/alcool.

No soalho de boca, ndao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre as médias de “broken eggs” nos grupos. No entanto, a média de
“broken eggs” do grupo controle foi superior a observada nos grupos fumo e
fumo/alcool. No entanto, como foi muito préoximo do significativo (p=0.06), talvez com
uma amostra maior, alguma diferenca poderia ser detectada estatisticamente
(Tabela 14).

Tabela 14: Resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para a

comparagao entre os grupos em relagao ao numero de broken eggs/1.000
células.

n Média Desvio-padrdo Rank P
Grupo (n° de células) Médio
Labio
Controle 18 0,83 1,04 32,008 0,01*
Fumo 19 0,30 0,73 24,008
Fumo/Alcool 13 0,08 0,28 20,77 A
Lingua
Controle 18 6,06 6,07 33,928 0,01*
Fumo 19 47 9,10 22,675
Fumo/Alcool 13 2,08 2,40 20,15 A
Soalho
Controle 18 9,44 12,98 32,50 0,06
Fumo 19 2,8 4,38 22,55
Fumo/Alcool 13 2 2,24 22,31

*Diferenga significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si,
segundo teste de comparagdes multiplas.

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2002/2003.

De maneira geral, as médias de “broken eggs” no grupo controle nos

diferentes sitios anatémicos, mostraram-se superiores as do grupo fumo e
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fumo/alcool. Da mesma forma, as médias do grupo fumo nos diferentes sitios

anatbmicos mostraram-se superiores as do grupo fumo/alcool (Gréfico 7).

Grafico 7 : Comparagao das médias dos “Broken eggs” entre os grupos.

Labio Lingua Assoalho

B Controle BFumo OFumo/Alcool

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.
Porto Alegre, 2003.

Quando comparou-se as médias de “broken eggs” entre os sitios anatémicos,
observou-se diferenga estatisticamente significante entre todos os grupos
estudados. No grupo controle, a média de “broken eggs” no soalho bucal foi
estatisticamente superior a do labio e da borda de lingua, assim como a média da
lingua foi estatisticamente superior a do labio (p<0,001). No grupo fumo, a média de
“broken eggs” na borda de lingua foi estatisticamente superior a do labio e do soalho
bucal, assim como a média do soalho bucal foi estatisticamente superior a do labio
(p=0,002). No grupo fumo/alcool, a média de “broken eggs” no soalho bucal foi
estatisticamente superior a do labio, assim como a média da lingua foi

estatisticamente superior a do labio (p=0,01). Nao foi observada diferenca
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estatisticamente significante entre as médias de “broken eggs” na borda de lingua

quando comparada ao soalho bucal no grupo fumo/alcool (Tabela 15).

Tabela 15: Resultados do teste nao-paramétrico de Friedman para a
comparagao entre os grupos em relagdo ao numero de Broken eggs/1.000

células.
n Média Desvio-padrdo Rank P
Grupo (n°de células) Meédio
Controle
Labio 18 0,83 1,04 1,284 0,000*
Lingua 18 6,06 6,07 2,425
Soalho 18 9,44 12,98 2,318
Fumo
Labio 19 0,30 0,73 1,454 0,002*
Lingua 19 4,7 9,10 2,45°
Soalho 19 2,80 4,38 2,10®
Fumol/alcool
Labio 13 0,08 0,28 1,46 0,01*
Lingua 13 2,08 2,40 2,38°
Soalho 13 2,00 2,24 2,158

*Diferencga significativa entre os grupos — médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si
segundo teste de comparagdes multiplas.

Fonte: Individuos atendidos no servigo de saude do DMAE e no servigo de triagem da FO-UFRGS.

Porto Alegre, 2002/2003.
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DISCUSSAO

A ciéncia evoluiu bastante nos ultimos anos em relacdo ao conhecimento
sobre a etiologia e etiopatogenia, métodos de diagndstico e de tratamento do cancer
de boca. No entanto, as estimativas de novos casos de cancer de boca no Brasil
mostram-se mais elevadas a cada ano, como pode-se constatar pelos dados do
INCA (Instituto Nacional do Céncer), 2003. Dessa forma, faz-se necessaria a
implementagédo de programas que visem a prevengao do cancer de boca, bem como
estudos com biomarcadores que possam ser utilizados para o monitoramento das
alteragdes celulares precedentes ao surgimento das neoplasias bucais
principalmente em populag¢des expostas a carcinégenos (OGDEN, 1997).

A partir desses dados, justifica-se o delineamento do estudo com a finalidade
de avaliar as alteragdes celulares encontradas na mucosa bucal de individuos
expostos a carcinégenos, como o alcool e o fumo. Foi utilizada a técnica de
citopatologia para a coleta das células e a coloragdo de Papanicolaou Modificado
para a avaliagdo qualitativa e quantitativa do padrao celular. Para a avaliagdo de
dano genético nas células epiteliais da mucosa bucal foi utilizada a técnica de
micronucleos.

O descrédito em relagdo a utilizagcdo da citopatologia como método de
diagnostico das lesbes bucais nos anos 60 e 70 ja esta bastante estabelecido e
justificado. Atualmente, com as técnicas quantitativas e de biologia molecular, surge
uma nova utilidade para a citopatologia como método de detecgdo precoce do

cancer de boca. No entanto, ainda €& necessario estabelecer o destino da
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citopatologia em boca, de método de pesquisa para a pratica clinica de rotina
(OGDEN, 1997).

No presente estudo, foi utilizada a espatula de madeira para a coleta
citolégica. Com esse método de coleta, foi encontrado um numero insuficiente de
células em muitos esfregagos e/ou sobreposigéo celular exacerbada, principalmente
naqueles coletados da mucosa do labio inferior. Esse problema levou a invalidacao
da analise de muitos esfregacgos, acarretando na diminuicdo da amostra. OGDEN,
COWPE e GREEN (1992) e JONES et al. (1994), em seus estudos, mostraram que
a utilizacdo do “cytobrush” em citopatologia bucal apresentou resultados superiores
aos da espatula de madeira em relagcédo a qualidade do esfregaco, recomendando a
sua utilizagao para diagndstico citopatolégico em boca.

A avaliagado qualitativa dos esfregagos corados pela técnica de Papanicolaou
modificado mostrou que as variagdbes nos padroes celulares sdao pequenas,
compreendendo exclusivamente a presenca ou auséncia de células inflamatdrias.
No grupo controle, foram encontrados esfregacgos classe Ill de Papanicolaou, um na
borda de lingua (4,76%) e dois no soalho de boca (9,52%). Sendo que dois dos
esfregacos classe Ill, foram diagnosticados em um mesmo paciente. Achados
semelhantes foram encontrados nos estudos realizados por KAPCZINSKI (1997),
ANDRADE E SILVA (1997), ROMANINI (1999), SOARES PINTO (2001),
CANCADO, YURGEL e SANT'ANNA (2001), os quais obtiveram somente
diagnodsticos citopatolégicos classes | e Il. ROMANINI (1999) constatou dois
esfregacos citopatoldgicos em borda de lingua e dois em soalho bucal classe Il em
nao-fumantes e SOARES PINTO (2001) observou um esfregago citopatoldgico

classe Il em soalho bucal de fumante. Esses achados revelam que a classificagéo
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de PAPANICOLAOU e TRAUT (1947), necessita de uma amostra maior para
detectar alteragdes celulares prévias ao aparecimento clinico do cancer de boca.

Em 1988, com o intuito de melhorar e unificar a terminologia utilizada para o
diagndstico citopatolégico cervical/vaginal, a divisdo de Controle e Prevengao de
Cancer do Instituto Nacional do Cancer (NCI) organizou em Bethesda, Maryland, um
encontro para revisar a terminologia existente e estabelecer métodos efetivos de
classificagdo para serem utilizados nos laudos citopatolégicos. A partir desse
encontro, surgiu um novo sistema de classificagdo dos diagndsticos citopatolégicos
cervicais e vaginais, modificado novamente em 1991 e 2001. No presente estudo, foi
buscada a adaptacado do Sistema de Bethesda 2001, utilizado para a classificagao
dos diagnésticos citopatolégicos cervicais e vaginais, para ser aplicada na
classificagado dos esfregacgos citopatolégicos de boca. Dessa forma, os esfregagos
também foram classificados qualitativamente, segundo o Sistema de Bethesda 2001
modificado para mucosa bucal. Na adequacédo do espécime, os esfregagos foram
considerados satisfatérios para avaliacdo ou nao-satisfatorios para avaliagdo. Na
classificagdo geral, os esfregacos foram considerados negativos para alteragéo
epitelial maligna ou com presenga de anormalidade epitelial. Na interpretacédo do
resultado negativo para alteragdo maligna epitelial, foram também considerados a
presenca de fungo (Candida), bactérias e células inflamatérias. Para a determinagao
de um resultado com presenca de anormalidade epitelial, foi considerada a presenca
de células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS), no caso dos
esfregacos citopatolégicos de boca, células parabasais. As demais alteragdes
caracterizadas no Sistema de Bethesda 2001, como esfregago suspeito de

malignidade, nao foram encontradas neste estudo em citologia bucal, pois estas sao
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encontradas apenas em esfregacos de lesdes clinicamente Vvisiveis, néao
necessitando assim de predicdo de risco e sim de indicacdo da bidpsia total ou
parcial (conforme indicagdo). Os resultados classificados com o Sistema de
Bethesda 2001, modificado para mucosa bucal mostraram que 3 esfregagos foram
classificados como ASC, sendo os 3 do grupo controle, 1 (4,76%) em borda de
lingua e 2 (9,52%) em soalho de boca. 100% dos esfregacos do grupo fumo e do
grupo fumo/alcool, na borda de lingua e no soalho de boca foram classificados como
negativos para alteragdo maligna epitelial (Tabela 3).

Considerando que o Sistema de Bethesda nunca foi utilizado na citopatologia
bucal estes resultados demonstram que este sistema de classificacdo também
necessita de uma maior amostra para detectar alteracdes celulares prévias ao
aparecimento de lesao clinicamente visivel em boca. Apesar da tentativa de diminuir
a discordancia nos diagnédsticos citopatoldgicos através da padronizagdo da
terminologia empregada para interpretagcdo dos achados citopatoldgicos, ainda faz-
se necessaria a realizagcao de estudos de correlagao histocitopatoldgica, para melhor
estabelecer e adaptar os critérios do Sistema de Bethesda 2001 para os esfregagos
citopatologicos de boca, porém os resultados se sobrepuseram aos achados da
classificagao de Papanicolaou.

A aplicacdo mais recente de técnicas quantitativas em citopatologia bucal
contribuiu para estimular o interesse e reavaliar o emprego dessa técnica na
cavidade bucal (OGDEN, COWPE e WIGHT, 1997). Uma grande quantidade de
técnicas histoquimicas e imunohistoquimicas tém sido aplicadas as pesquisas em
citopatologia. Com a avaliagdo do padrédo de maturagao epitelial, através da

quantificacdo dos diferentes tipos celulares encontrados nos esfregagos
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citopatolégicos, buscou-se avaliar o padrao de maturagdo celular nos individuos
expostos ao fumo e ao alcool.

Comparando esses achados com os da literatura, observa-se uma alteracao
no padrdao de maturacéo celular que ocorre de forma aleatéria, ou seja, ndo ocorre
de maneira uniforme nos sitios anatémicos estudados, comprometendo dessa forma
a utilizacido da avaliagdo de maturacgao celular para deteccéo de alteragdes celulares
prévias ao aparecimento do cancer de boca. Analisando os achados de
ZIMMERMANN e ZIMMERMANN (1965), MEYER, RUBINSTEIN e MEDAK (1970),
HILLMAN e KISSIN (1976), BALAEZ, DIAS e PERES (1986 e 1989), KAPCZINSKI
(1997) e ANDRADE E SILVA (1997), também encontraram alteragbes no padrao de
maturagcao do epitélio da mucosa bucal de forma aleatdria nos individuos expostas
aos agentes fisicos e quimicos do fumo.

Na comparagao entre os sitios anatdmicos foi observado que estes
apresentam padrao de maturacio celular diferentes, concordando com CARVALHO
(2000). Foram observados um maior numero estatisticamente significante de células
anucleadas no labio inferior, quando comparado a borda de lingua e ao soalho de
boca em todos os grupos estudados, bem como, foram observados um maior
numero estatisticamente significante de células intermediarias no soalho bucal
quando comparado com o labio inferior e a borda de lingua em todos os grupos
estudados.

A associagao de técnicas citogenéticas a citopatologia bucal também contribui
para melhorar a sensibilidade de detecgao de alteragcbes celulares incipientes ao
aparecimento de leséo clinicamente visivel. A técnica de quantificacdo de células

micronucleadas tem sido empregada na citopatologia de boca para o
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biomonitoramento de populagdes expostas a carcindgenos, dentre eles o fumo e o
alcool, bem como para detectar substancias mutagénicas e carcinogénicas (STICH,
CURTIS e PARIDA, 1982; STICH e ROSIN, 1983; SARTO et al., 1987; TOLBERT,
SHY e ALLEN, 1991; HOLLAND et al., 1996; DESAI et al., 1996; BLOCHING et al.,
2000, DIETZ et al., 2000, GATTAS et al.,, 2001). Micronucleos sdo estruturas
constituidas de material genético perdido durante a mitose devido a alteragdes
clastogénicas (formadas por alteragdes da cinética do fuso mitético) ou aneugénico
(consequentes a aneuplodia) ocorridas no genoma da célula (BLOCHING et al.,
2000). Os micronucleos podem ser constituidos por fragmentos de cromossomos ou
por cromossomos inteiros (FENECH, 2000; HOLLAND et al., 1996). Dessa forma, a
frequéncia de micronucleos é capaz de medir tanto a quebra cromossdmica como a
perda cromossOmica, sendo considerada indicadora de dano genético (FENECH,
1999).

Na analise das células micronucleadas, os resultados do presente estudo néo
demonstraram diferenga estatisticamente sigificante entre as médias de
micronucleos nos individuos expostos a carcinégenos, em todos os sitios
anatédmicos estudados. No entanto, pode-se constatar uma tendéncia no aumento
do dano genético (MN) em relagdo ao aumento da exposigdo a carcindogenos. Os
individuos fumantes apresentaram médias superiores aos individuos do grupo
controle, assim como, os individuos expostos ao alcool e ao fumo, apresentaram
médias de células micronucleadas superiores ao grupo controle e ao grupo fumo.

Considerando o tamanho da amostra, € que a ocorréncia de MN por
individuo € um evento raro (mutagdo expontanea) que exibe distribuigcao aleatoria, a

técnica de MN provavelmente nao foi capaz de detectar diferencas estatisticamente
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significante no numero de micronucleos em individuos expostos ao alcool e/ou ao
fumo devido ao numero baixo de células quantificadas.

SITCH e ROSIN (1983), encontraram aumento significativo apenas nos
individuos que fumavam e consumiam bebidas alcodlicas, ndo foi observado
aumento significativo nos individuos que fumavam até mais de 60 cigarros por dia,
assim como nos individuos que tinham o habito de ingerir diariamente bebidas
alcodlicas em grande quantidade.

Na comparagédo entre os grupos, foi observada diferenga estatisticamente
significante entre as médias de micronucleos do soalho bucal quando comparadas
ao labio e a borda de lingua no grupo controle (Tabela 11). No entanto, foi
observada uma tendéncia ao maior numero de células com micronucleos no soalho
de boca em relagdo ao labio e a borda da lingua, bem como na lingua, quando
comparada com o labio em todos os grupos estudados. Estes resultados apontam o
soalho bucal como sitio anatdmico mais afetado por agentes carcindbgenos, como os
presentes no alcool e no fumo. Considerando que o alcool ingerido permanece por
maior tempo em contato com a mucosa bucal do soalho de boca, este comporta-se
como um ‘reservatorio” para essas substancias. Além disso, o soalho de boca
representa o sitio anatdmico com menor grau de ceratinizagao, facilitando ainda
mais a penetracao de substancias (SQUIER e HALL, 1986).

No presente estudo, seguindo o protocolo de TOLBERT (1992), além da
quantificagcdo dos micronucleos, foram quantificados os numeros de células em
cariorrexe € o numero de “broken eggs”. Os resultados deste estudo mostraram que
quando foram comparadas as médias de células em cariorrexe entre 0os grupos, 0s

individuos expostos (fumo e fumo/alcool) apresentaram maior numero de células em
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cariorrexe que 0s nao-expostos (controle). Estes achados concordando com os
resultados dos estudos de TOLBERT (1991), que encontrou maior numero de
cariorrexe nos usuarios de rapé, bem como RAMIREZ (2000), que encontrou maior
numero de células em cariorrexe nos individuos expostos ao alcool.

O labio inferior e 0 soalho de boca de fumantes apresentaram as maiores
médias de células em cariorrexe, sugerindo maior dano citogenético (maior
quantidade de células em necrose e ceratinizagado), bem como a genotoxicidade,
pela maior quantidade de células em apoptose (RAMIREZ, 2000).

Na comparagao entre os sitios anatdbmicos, o labio inferior apresentou maior
numero estatisticamente significante de células em cariorrexe em todos os grupos,
quando comparado com os outros sitios anatébmicos estudados (p < 0,001). O labio
representa o sitio anatdmico de maior grau de ceratizinagdo, bem como o sitio mais
exposto a agressdes externas, justificando dessa forma a maior quantidade de
células em cariorrexe. Esses achados tém maior respaldo com os achados
encontrados na avaliagdo do padrao de maturagcdo celular para as células
anucleadas (Tabelas 4, 5, 12 e 13), podendo-se confirmar a relagdo da cariorrexe
com a ceratinizacdo ocorrida no epitélio bucal, visto que os ceratinécitos no
processo de maturagéo tém o seu nucleo destruido (HADLER, 1993).

A avaliagcdo da quantidade de “broken eggs” nos esfregacgos citopatologicos,
mostrou que os individuos ndo expostos ao alcool e fumo (grupo controle)
apresentaram, no labio inferior e na borda da lingua, um numero maior,
estatisticamente significante, de células com esse tipo de anomalia. No soalho bucal,
apesar dessa diferenga nao ser estatisticamente significante, também as médias no

grupo controle foram superiores as encontradas nos grupos fumo e fumo/alcool.
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RAMIREZ (2000), observou que a regiao contra-lateral do tumor e a regido ao redor
da mucosa do tumor dos pacientes apresentaram as freqliéncias mais baixas das
anomalias nucleares, quando comparadas ao grupo controle, levando em
consideracgao os sitios anatdmicos estudados.

Neste estudo, as menores frequéncias de “broken eggs” e as maiores
frequéncias de MN ocorreram nos individuos expostos ao alcool e ao fumo, assim
como no soalho de boca em relagdao aos sitios anatébmicos estudados. RAMIRES
(2000) encontrou maiores frequéncias de MN e menores freqiéncias de anomalias
nucleares na regiao que apresentava neoplasia, sugerindo que a freqiéncia de MN
tém uma relagao inversa com a frequéncia de anomalias nucleares. No presente
estudo podemos concordar com essa afirmagao em relagédo aos “broken eggs” e
MN.

Em 1992, TOLBERT descreveu os “broken eggs” como uma forma nuclear
bastante andmala da qual ndo se sabe origem ou significado. RAMIRES (2000),
afiirma que os BE possam representar uma primeira alteragdo nuclear,
provavelmente uma resposta adaptativa a agdo do agente clastogénico, e, quando
essa agao € intensificada, “o fio Feulgen positivo” do BE provavelmente rompe-se,
originando um MN. No entanto, em uma anadlise mais detalhada dessa alteragéo
nuclear, podemos constatar que o material genético nuclear € distribuido de maneira
inconstante nas duas porgdes conectadas pelo “fio Feulgen positivo” ou ponte
nucleoplasmica (FIGURAS 14 e 15). Em alguns casos, uma por¢ao muito pequena
de material genético esta conectada ao nucleo principal. No entanto, em outros
casos, a estrutura conectada ao nucleo principal representa mais da metade do

volume do nucleo celular. Nesse ultimo, caso a ponte nucleoplasmica rompesse
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geraria uma estrutura incompativel com MN, se considerarmos os critérios de
SARTO (1987).

FENECH (2000) e FENECH e CROTT (2002) e TOMAS, UMEGAKI e
FENECH (2003) descrevem a formagédo de pontes nucleoplasmicas em linfocitos,
originadas provavelmente quando os centrémeros de cromossomos discéntricos séo
puxados para polos opostos durante a anafase e o DNA resultante da ponte é
recoberto pela membrana nuclear. No entanto, esse tipo de alteracdo € vista em
linfécitos binucleados, ficando dificil de extrapolar para células epiteliais, morfoldgica
e fisiologicamente distintas.

Outra possibilidade € que essa anomalia represente, amplificacdo génica ou os
chamados “nuclear buds”, que também estao relacionados a formagao de micronucleos e
representam regides amplificadas de DNA (SHIMIZU et al., 1988 e 2000).

Levando em consideragcao que o epitélio de revestimento da mucosa bucal
esta constantemente exposto a diferentes tipos de agentes agressores e responde a
eles conforme a intensidade da agressédo, os micronucleos, como as anomalias
nucleares, representam diferentes respostas do epitélio de revestimento da mucosa
bucal frente as injurias provocadas nesse tecido (TOLBERT et al., 1992). Quando
ocorre uma agressao de baixa intensidade, a célula é capaz de reparar o dano
provocado no seu genoma, nao levando adiante os danos que eventualmente
possam ter ocorrido. Na agressdao moderada, os danos nao-reparados poderiam ser
eliminados através da ativacdo dos mecanismos de morte celular e, no caso de uma
agressao mais intensa, o dano genético poderia ndo ser reparado, bem como os
mecanismos de morte celular ndo seriam ativados, acarretando a permanéncia do

dano genético e, consequentemente, maior formacgéao dos MN (STICH et al., 1982).
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Os resultados do presente estudo encontraram maiores frequéncias de MN
nos individuos expostos a agentes carcinogénicos e, uma maior frequéncia de BE
nos individuos nao-expostos, sugerindo, em nossa opinido, que o “broken egg”
possa representar uma tentativa de reparo de DNA, através da exclusdo de material
genético danificado ou represente uma anomalia nuclear conseqiente a uma
agressao de baixa intensidade. No entanto, essas hipoteses necessitam ser
testadas em futuros estudos. Apesar dessas suposi¢des, ainda ndo se chegou a um
consenso em relagdo a origem e significado dos “broken eggs”. Devido a grande
freqUéncia desse tipo de alteragao nuclear nos esfregagos citopatolégicos de boca,
faz-se necessaria a realizacdo de mais estudos especificos em células epiteliais da
mucosa bucal, com a finalidade de esclarecer os mecanismos responsaveis pela sua
formacgao e seu significado.

Os critérios para utilizacdo da técnica de analise de micronucleos, os
mecanismos responsaveis pela sua formacdo assim como, as outras anomalias
nucleares encontradas, ja foram bastante estudadas em linfécitos. No caso dessa
técnica aplicada as células esfoliadas da mucosa bucal, alguns pontos ainda
necessitam de elucidacdo. Dentre eles, a determinacdo de critérios para
quantificacdo dos MN e das anomalias nucleares, a validagcdo desta técnica através
da definicdo de pardmetros de normalidade para os micronucleos e anomalias
nucleares, bem como, a aplicagdo de técnicas moleculares, como FISH, técnica do
cometa e avaliagdo de ploidia para melhor entender os mecanismos de formagéao
dos MN e BE (HOLLAND, 2003).

Para finalizar, queremos reforcar que a quantificagdo de células

micronucleadas se limita ao biomonitoramento de populagdes expostas a agentes
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genotdéxicos como o fumo e o alcool através da deteccdo de dano genético, néo
sendo capaz de predizer o desenvolvimento de neoplasias. Ela é capaz de detectar
uma populacdo mais predisposta ao desenvolvimento de muta¢des que, quando
estas ocorrerem em genes especificos, como oncogenes e genes supressores de

tumor, possam levar a progressao neoplasica.
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CONCLUSOES

e Apesar da constatacdo de alteracdo no padrdo de maturagao
celular na borda da lingua de fumantes e no labio inferior e no soalho de
boca de individuos que tém o habito de fumar e ingerir bebidas alcodlicas
diariamente, a avaliacdo do padrao de maturacgao celular foi aleatéria, nao
sendo os resultados conclusivos para a detecgao de alteragdes incipientes
nos sitios anatémicos estudados da mucosa bucal normal de individuos
expostos ao alcool e ao fumo.

e A técnica de micronucleos foi capaz de detectar uma tendéncia
ao aumento de células micronucleadas na mucosa bucal de individuos
expostos ao fumo e/ou alcool na mucosa bucal do labio inferior.

e O numero de células em cariorrexe na mucosa bucal do labio
inferior foi estatisticamente superior ao da mucosa bucal da borda de
lingua e assoalho de boca em todos os grupos, mostrando a relagao da
cariorrexe com o processo de maturacao celular.

e O maior numero de “broken eggs” foi observado nosindividuos
nao expostos ao fumo e/ou alcool, indicando que esta figura nuclear possa

representar uma forma de reparo de DNA.
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SUMMARY

Cancer development is related to many factors, considering oral neoplasias,
the epithelial tissue is frequently exposed to carcinogens. The aim of this study is to
evaluate cytopathology alterations in three anatomical sites of the normal oral
mucosa which have the high risk of cancer development and are exposed to
carcinogens such as tobacco and alcohol. Three anatomical sites from higher
prevalence of oral cancer were considered. The sample was constituted of 68
individuals; 21 from a control group, 28 from a smokers group and 19 from
smoke/alcohol group. The qualitative analysis through the modified Papanicoalou as
well as through the modified Bethesda System 2001 does not show enough sensible
to detect early alterations in the oral mucosa in the considered anatomical sites
exposed to tobacco and alcohol. Although we observed alterations in the border of
the tongue of smokers and in the lower lip and floor of the mouth of individuals who
smoke and drink alcohol, the analysis of the pattern of cell maturation was random
and the results were not conclusive towards the detection of early cell alterations on
the oral mucosa in the considered anatomical sites exposed to tobacco and alcohol.
The micronucleus assay detected a tendency in the increase of micronucleus in de

individuals exposed to tobacco and/or alcohol in all anatomical sites.
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

FICHA DE ANAMNESE PARA CADASTRAMENTO DOS PACIENTES

Dados do Paciente

Nome :

Data de nascimento: /1 Idade: Sexo: Raca:

Profissao:

Endereco:
Cidade: CEP:

Telefone:

Doencas Sistémicas:

Medicamentos:
Habitos:

Café: quantidade de xicaras por dia

Chimarrao: quantidade de cunhas por dia

Cigarro: quantidade de cigarros por dia Ha quanto tempo?
Alcool: tipo: quantidade de doses por dia Ha quanto tempo?

Alteracdes dos dados do paciente:
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ANEXO Il - REAGAO DE FEULGEN

a) Acido Hidrocloridrico 5M a 22 °C 50 min

b) Lavar em agua destilada 2min

c) Lavar em agua destilada 2 min

d) Reagente de Schiff 60 min

e) Lavar em solugédo de Metabisulfito de sédio* 3 min
f) Lavar em solugdo de Metabisulfito de sd6dio* 3 min
g) Lavar em agua destilada 2 min

h) Lavar em agua destilada 2 min

i) Etanol 50% 1 min

j) Etanol 70% 1 min

k) Etanol 80% 1 min

[) Etanol 99% 1 min

m) Xilol 1 min
* Metabisulfito de sdédio concentrado 5 ml

Agua destilada 95ml

Acido cloridrico 5M 1ml
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ANEXO Il - TECNICA DE PAPANICOLAOU MODIFICADA*

a) Alcool Absoluto 15 segundos;

b) Alcool Absoluto 15 segundos;

c) Alcool Absoluto 15 segundos;

d) Alcool Absoluto 15 segundos;

e) Agua Destilada 15 segundos;

f) Hematoxilina de Harris, com 0,5g de Acido Acético Glacial — 60 segundos;
g) Descansar em papel absorvente;

h) Lavar em agua corrente até que esta permaneca limpida;

i) Carbonato de Litio** 0,25% durante 15 segundos;

j) Alcool 15 segundos;

k) Alcool 15 segundos;

1) Alcool 15 segundos;

m) Alcool 15 segundos;

n) Orange G6 durante 60 segundos, com Acido Fosfotuingstico (0,15g/1);

0) Descansar em papel absorvente;
p) Alcool 15 segundos;
q) Alcool 15 segundos;

r) Policromo*** durante 3 minutos;

s) Descansar em papel absorvente;

t) Alcool 15 segundos;

u) Alcool 15 segundos;

v) Alcool 15 segundos;

w) Descansar em papel absovente;

x) Xilol durante 5 minutos;

y) Xilol durante 5 minutos;

z) Montagem com Balsamo do Canada.

* Técnica preconizada por PAPANICOLAOU (1941) e modificada pelo
Servico de Citologia do hospital de Clinicas de Porto alegre. Sendo esta técnica
também utilizada pelo Laboratério de Patologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.
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** O Carbonato de litio & utilizado para realcar o efeito da hematoxilina. Tal
solugédo € preparada com 5 gramas deste carbonato para 2 litros de agua
destilada. Trocar a solugcdo no momento em que ocorrer turvamento.

*** Composicado do policromo: 200ml corante EA36 e 600ml corante EA65

(proporgéao 3:1).
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ANEXOS

ANEXO IV — CRITERIOS PARA ANALISE MORFOLOGICA DOS ESFREGAGOS
CORADOS PELO METODO DE PAPANICOLAOU

Os critérios utilizados para analise da morfologia celular seguiram os
mesmos citados por PAPANICOLAOU e TRAUT (1943) como indicativos de

malignidade. Sendo estes:

- presenca de nucleos aumentados;

- aumento da relagao nucleo/citoplasma;

- hipercromatismo nuclear;

- alteracdes no padrao de distribuigdo da cromatina nuclear;

- espessamento acentuado e irregular da membrana nuclear
integra;

- nucléolos multiplos e proeminentes;

- pleomorfismo nuclear;

- mitoses atipicas.
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ANEXO V - CRITERIOS PARA CLASSIFICAGAO DOS ESFREGAGOS OBTIDOS
PELO METODO DE PAPANICOLAOU

A classificagao utilizada segue os critérios descritos por PAPANICOLAOU e
TARUT (1943), descritos abaixo:

- Classe 0 — Amostra invalida

Material insuficiente ou inadequado para analise.

- Classe | — Esfregago normal
As células observadas apresentam padrdao normal em todo o

esfregaco.

- Classe Il — Esfregago normal com presenga de inflamagéo
As células observadas apresentam padrdao normal em todo o
esfregacgo, porém verifica-se a presenga de células inflamatérias em pelo menos

dois campos.

- Classe lll — Esfregaco suspeito — Alteragdes Displasicas

Presenca de alteragbes celulares em pelo menos dois campos do
esfregacgo. Tais alteragcdes podem ser descritas como uma discreta hipercromasia
nuclear, um leve aumento do tamanho nuclear e possivel ocorréncia de

multinucleacéao celular.

- Classe IV — Esfregacos sugestivos de neoplasia maligna — Carcinoma in situ
Presenca de alteragdes celulares em dois ou mais campos. Ha um
consideravel numero de células atipicas por esfregaco. O carcinoma in situ &
caracterizado pela presenga de células malignas imaturas (células das camadas
basais e parabasal, redondas ou ovais, com nucleo em posi¢ao central). Podem
ser observadas células com nucleos volumosos e escasso citoplasma. O nucleo é

difusamente hipercromatico. A cromatina é irregular ou em granulos grosseiros.
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Pode ser observada multinucleacdo. O citoplasma pode conter vacuolos.
Presenca de sincicios celulares com bordas celulares indistintas e arranjos em

fila, também podem ser vistos.

- Classe V — Esfregaco maligno — Carcinoma Invasivo

Presenca de alteragbes celulares compativeis com neoplasia
maligna. O nucleo mostra grénulos grosseiros de cromatina, espagos vazios e
acentuado pleomorfismo. Ha evidente aumento da relagao nucleo/ citoplasma. O

nucleo é hipercromatico. Ha presencga de pleomorfismo celular e mitoses atipicas.
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ANEXO VI — SISTEMA BETHESDA 2001 (MODIFICADO PARA MUCOSA BUCAL
2003)

ADEQUAGAO DO ESPECIME
- Satisfatério para avaliagao
- Nao satisfatério para avaliagao
Espécime rejeitado/ndo processado
Espécime processado e examinado, mas insatisfatério para avaliagdo, porque

(especificar)

CLASSIFICAGAO GERAL

Negativo para alteracdo maligna epitelial

Presencga de anormalidade epitelial
Outro

INTERPRETACAO (RESULTADO)

Negativo para alteracdo maligna epitelial
Fungo (Candida)
Bactérias presentes no esfregaco

Células inflamatérias presentes no esfregaco

- Anormalidade celular epitelial
Células Escamosas Atipicas de significado indeterminado, como a presenga de

células parabasais nos esfregagos (ASCUS)

As demais alteragdes caracterizadas no Sistema Bestheda, como esfregaco
suspeito de malignidade, representam em citologia bucal presenca de alteracbes
clinicamente detectaveis, nao necessitando a predicdo de risco, determinando a

necessidade da realizagao de bidpsia total ou parcial (conforme indicagao).
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ANEXO VIl - CONSENTIMENTO INFORMADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
MESTRADO EM PATOLOGIA BUCAL

CONSENTIMENTO INFORMADO

| — Justificativa e objetivos da pesquisa: Avaliar , através da quantificacdo do numero de células
micronucleadas, utilizando a reac¢édo de Feulgen o efeito do alcool e do fumo sobre as células da mucosa bucal
normal.

Il — Procedimentos que serdo utilizados e seus propositos: Serdo realizados dois esfregagos, mediante
a utilizacdo de uma espatula de madeira, de trés areas anatdbmicas bucais de maior prevaléncia de cancer:
vermelhdo do labio, borda de lingua e soalho bucal. Sera utilizada uma espatula de madeira para a raspagem
de cada area anatdmica. Tal procedimento de coleta é absolutamente indolor e ndo traz nenhum dano ao
individuo. Como esta pesquisa busca estudar a existéncia de mudangas no padréo de descamacgao celular da
mucosa dos pacientes, todos os casos que mostrarem variagdo do padrdo normal serdo submetidas a novas
avaliagdes clinicas e/ou laboratoriais.

Pelo presente Consentimento Informado, declaro que fui esclarecido, de forma clara detalhada, livre de
qualquer forma de constrangimento e coergdo, dos objetivos, da justificativa, 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
duvida e cerca dos procedimentos, riscos e beneficios e outros assuntos relacionados com a
pesquisa;

- da seguranga de que ndo serei identificado e que se mantera o carater confidencial
das informacgdes 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 continuagdo do meu cuidado e tratamento;

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

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

O pesquisador responsavel por este Projeto de Pesquisa é Dr. Pantelis Varvaki Rados (fone: 3328-
8600).

Nome e assinatura do voluntario

Data: Telefone:

Observagao: O presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e Normas Regulamentadas para
Pesquisa em Saude, do Conselho Nacional de Saude (resolugdo a96/96), sera assinado em duas vias, de igual

teor, ficando uma em poder do paciente e outra do pesquisador Responsavel.
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