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RESUMO

Este trabalho, através da técnica de Papanicolaou Modificado, analisou as
alteragdes qualitativas segundo classificagdo de Papanicolaou e Traut (1947) e do
Sistema de Bethesda Adaptado para a Cavidade Bucal, bem como o padrdao de
maturagcao celular. Avaliou-se também a atividade de proliferacdo celular com a
técnica da AgNOR. Sessenta pacientes do sexo masculino, acima de 30 anos, sem
lesdo bucal clinicamente visivel, foram selecionados e divididos em trés grupos: |
(controle), Il (fumo) e Il (fumo e alcool). Realizaram-se esfregagos citolégicos da
mucosa do labio inferior, da borda da lingua e do assoalho bucal. A analise
estatistica da ANOVA (p<0.05) demonstrou os seguintes resultados: (1) os trés
sitios anatdbmicos avaliados apresentaram diferentes padrbes de maturagao celular;
(2) a borda da lingua apresentou a menor atividade de proliferagao celular dentre os
sitios anatbmicos estudados; (3) a média do numero e a da éarea das
AgNORs/nucleo foram maiores na mucosa do labio inferior, na borda da lingua e no
assoalho bucal nos grupos Il (fumo) e Il (fumo e alcool), comparados ao grupo |
(controle). Sugere-se que o fumo, associado ou n&o, ao alcool aumentam a atividade
de proliferagao celular da mucosa do labio inferior, da borda da lingua e do assoalho

bucal.



ABSTRACT

This study, using Modified Papanicolaou method, evaluated the qualitative
alterations following Papanicolaou e Traut (1947) classification and Modified Oral
Cavity Bethesda System (2001) besides cellular maturation pattern. The cellular
proliferation activity was also evaluated using AgGNOR technique according to the
parameters: mean number and area of AQNORs/nucleus and the mean percentage
of nucleus with more than 3 and 5 AgNORs . Sixty male patients, older than 30, with
clinical normal oral mucosa were selected and divided in three groups: | (control), I
(smoke) and Ill (smoke and alcohol). Smears of lower lip, border of tongue and floor
of the mouth were collected. The ANOVA statistical analysis (p<0.05) displayed the
following results: (1) the three anatomical sities evaluated showed differents cellular
maturation pattern; (2) the border of tongue had the lowest cellular proliferation
activity (3) the mean number and area of AQNORSs/nucleus were higher in lower lip,
border of tongue and floor of the mouth of the groups Il (tobacco) and Ill (tobacco
and alcohol) compared to the group | (control). It suggested that smoking habit
associated or not to alcohol increase the cellular proliferation activity of the lower lip,

border of tongue and floor of the mouth .
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1. INTRODUGAO

O carcinoma espinocelular € a neoplasia maligna mais prevalente da
cavidade bucal. Ocorre, principalmente, em homens acima de 40 anos de idade.
Apesar da etiologia multifatorial, o carcinoma espinocelular tem, como principais
fatores etiolégicos, fumo e alcool, sendo o labio inferior, a borda da lingua e o
assoalho bucal os sitios anatémicos mais acometidos.

A citopatologia bucal, inicialmente utilizada como método de diagndstico de
lesdes bucais, adquiriu um enfoque preventivo com a sua aplicagdo em mucosa
bucal clinicamente normal. Apesar da formulagao do Sistema de Bethesda em 1988,
que facilitou a comunicacdo entre citopatologistas e clinicos e a correlagao da
histologia com a citologia cérvico-vaginal, a citopatologia bucal baseia-se, ainda, na
classificagao de Papanicolaou e Traut (1947).

A citopatologia bucal permite a aplicagdo de técnicas quantitativas que
aumentem a sua acuracia. As Regides Organizadoras Nucleolares (NORs) sao algcas
de DNA ribossbmico que podem ser detectadas por uma técnica que consiste na
impregnacao da prata de proteinas associadas as NORs. A técnica da AgNOR tem
sido amplamente utilizada como marcador de proliferacado celular de diversas lesdes
tanto em material incluido em parafina como em esfregago citopatolégico. A
atividade de proliferagdo celular, através da técnica da AgNOR, foi avaliada na
mucosa bucal clinicamente normal exposta somente ao fumo, utilizando a contagem
das AgNORs por nucleo. Entretanto, a mensuragcao das AgNORs por nucleo é mais
sensivel para avaliar a atividade de proliferagao celular.

Este trabalho avalia as alteragdes morfolégicas segundo classificagao de
Papanicolaou e Traut (1947) e Sistema de Bethesda (2001) Adaptado para a

Cavidade Bucal e de maturagao celular com a técnica de Papanicolaou Modificado e



a atividade de proliferacao celular através da contagem e mensuragao das AQNORs
por nucleo com a técnica da AgNOR na mucosa clinicamente normal de homens

com mais de 30 anos, expostos ao fumo e ao fumo e alcool.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER DE BOCA

A carcinogénese € um processo de multiplas etapas. A iniciagao, induzida por
um carcinébgeno, é a primeira etapa na produgdo tumoral. Nesta, ocorre uma
mutagcdo em uma regido critica de um gene. As células iniciadas permanecem
latentes até a agcao de agentes promotores, que nao séo capazes de produzir tumor,
porém, estimulam a proliferagdo das células iniciadas, caracterizando a etapa de
promoc¢ao tumoral. (FRANKS, 1996). Com relagao ao cancer de cabeca e pescoco,
Califano et al., 1996, sugeriram um acumulo de alteracbes genéticas em
determinados loci cromossomais até o surgimento clinico.

Os estudos de casos-controle demonstram que o carcinoma espinocelular é a
neoplasia maligna que mais acomete a cavidade bucal. Atinge mais os homens,
ocorrendo, na sua grande maioria, em individuos acima de 40 anos (TAN, 1970;
KROLLS; HOFFMAN, 1976; RODER,1982; RICH; RADDEN, 1986; JOVANOVIC et
al., 1993a; LLEWELYN; MITCHELL, 1994; REIS et al, 1997; IZARZUGAZA;
ESPARZA; AGUIRRE, 2001).

Os sitios anatémicos de maior prevaléncia do carcinoma espinocelular sao o
labio inferior, borda de lingua e assoalho bucal (KROLLS; HOFFMAN, 1976;
RODER,1982; RICH; RADDEN, 1986; JOVANOVIC et al.,, 1993a; LLEWELYN;
MITCHELL, 1994).

Com relagdo aos fatores etioldgicos, envolvidos no desenvolvimento do
carcinoma espinocelular bucal, destacam-se o fumo e o alcool (RICH; RADDEN,
1986; JOVANOVIC et al., 1993; LLEWELYN; MITCHELL, 1994; DE STEFANI et al.,

1998; FIORETTI et al., 1998; ZAVRAS et al., 2000).



A relagao entre o fumo e o carcinoma espinocelular bucal justifica-se pelos
constituintes genotdxicos e carcindgenos resultantes da queima do tabaco, sendo
considerado um agente iniciador (LOFROTH, 1988; FRANKS, 1996). Ja o etanol néo
€ mutagénico, clastogénico ou carcinégeno, porém o seu primeiro produto
metabdlico, o acetaldeido, é considerado mutagénico e clastogénico. (BIRD;
DRAPER; BASRUR, 1982; OGDEN; WIGHT, 1997). Timmons, Nwankwa e Domann
(2002) sugerem o acetaldeido como um agente promotor na carcinogénese bucal.

A exposicao solar esta relacionada, particularmente, ao carcinoma do
vermelhao de labio inferior (TAN, 1970; KROLLS; HOFFMAN, 1976; MOORE et al.,
1999). Além do fumo, alcool e exposi¢ao solar, De Stefani et al. (1999) relacionaram
um aumento do risco ao desenvolvimento do cancer bucal com a ingestdo de
proteinas, colesterol e gorduras e um efeito protetor das vitaminas A, E, C e alfa
carotenos, evidenciando a dieta como um fator a ser considerado na etiologia do
carcinoma espinocelular. A ma higiene bucal e presenca de Ulceras, ocasionadas
por proteses totais mal adaptadas, foram associadas ao aumento do risco de
desenvolvimento do carcinoma espinocelular bucal (VELLAY et al., 1998), além da
presenca de dentes fraturados (REIS et al., 1997). Farthing e Lesley (1994)
ressaltaram também a imunidade mediada por células como um fator importante na
prevencao do desenvolvimento do carcinoma espinocelular bucal.

Apesar destes conhecimentos sobre a etiologia e da existéncia de métodos
de diagndsticos mais sensiveis, o carcinoma espinocelular bucal ainda representa
uma neoplasia muito prevalente e letal. O Instituto Nacional do Cancer estimou para
o Brasil em 2003, 10.635 novos casos de cancer de boca, com 3.245 6bitos. (http://

www.inca.org.br/estimativas/2003/tbregides/).
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2.2 CITOPATOLOGIA BUCAL

Papanicolaou e Traut (1941) caracterizaram a citologia esfoliativa como um
método simples, de baixo custo, confiavel e passivel de ser utilizada em ambito
populacional como forma de prevencgao e controle do cancer de colo de utero.

A citopatologia bucal consiste na analise morfolégica de células esfoliadas ou
raspadas. Por ser um método indolor, simples e de baixo custo (BANOCZY, 1976)
passou a ser utilizada como meio de diagndstico precoce do cancer bucal.
Silverman, Becks e Farber (1958), Sandler e Cahn (1960) e Sandler (1964),
comparando os exames histopatolégicos e citopatolégicos, concluiram que a
citopatologia bucal € um método de diagndstico confiavel para a detec¢ao do cancer
bucal, em estagio precoce.

No entanto, sempre houve a ocorréncia de casos falso-negativos e falso-
positivos no emprego da técnica de Papanicolaou, quando comparada a
histopatologia no diagndéstico do cancer bucal (SILVERMAN; BECKS; FARBER,
1958; SANDLER;CAHN, 1960; SANDLER, 1964). Rovin (1967) observou 26,15 % de
casos falso-negativos dentre as ocorréncias de carcinomas espinocelulares
analisadas. Este autor atribuiu fatores, como a habilidade do examinador em obter
um adequado esfregacgo citolégico, a natureza e localizagdo da lesdo e o erro na
interpretacado citopatoldgica, como justificativas a este alto percentual de falso-
negativos. A obtencdo de um adequado esfregacgo citolégico depende também do
método de coleta. Ogden, Cowpe e Green (1992) concluiram que a utilizagdo do
"cytobrush", na mucosa bucal clinicamente normal, resulta em um esfregaco
citolégico com maior numero de células epiteliais distendidas e ndo sobrepostas.

Em decorréncia dos casos falso-negativos e falso-positivos da citopatologia

como diagndstico do cancer bucal, buscou-se analisar as alteragdes do padrao de



maturagcdo do epitélio da mucosa bucal clinicamente normal. Ten Cate (1994)
caracterizou o processo de maturacdo epitelial como sendo as modificacbes
morfolégicas que as células epiteliais da camada basal sofrem até atingirem as
camadas mais superficiais do epitélio. Montgomery (1951) avaliou o padréo de
maturagao celular com a técnica de Papanicolaou, constatando mais células de
citoplasma azul em palato mole e mucosa jugal, se comparados as do dorso da
lingua e gengiva. A gengiva apresentou mais células com citoplasma vermelho e
amarelo quando comparada as dos outros sitios anatdbmicos mencionados.
Silverman, Becks e Farber (1958), utilizando também a técnica de Papanicolaou,
avaliaram o padrdo de maturacdo epitelial em diferentes sitios anatémicos da
mucosa bucal clinicamente normal. O assoalho bucal apresentou células epiteliais
com o menor grau de maturacdo. A gengiva, dorso da lingua e mucosa jugal
apresentaram células com maturacgao intermediaria, enquanto o palato duro mostrou
células com maior grau de maturagdo. Os critérios para determinar o grau de
maturagao epitelial foram a morfologia celular e a coloragao do citoplasma.

As alteracdes do padrao de maturagao celular da mucosa bucal clinicamente
normal sob a agao do fumo foram avaliadas por Zimmermam e Zimmermam (1965),
constatando aumento das células de citoplasma azul na mucosa jugal de fumantes.
Meyer, Rubinstein e Medak (1970) , além de confirmarem o maior numero de células
com citoplasma azul em mucosa jugal, de fumantes observado por Zimmermam e
Zimmermam (1965), constataram aumento deste tipo celular em assoalho bucal,
ventre e dorso da lingua, palato duro e papila gengival de fumantes. Entretanto, em
palato mole, ocorreu a diminuicdo das células azuis e aumento das células
alaranjadas nos fumantes. Hillman e Kissin (1976) observaram o aumento das

células com citoplasma azul e laranja, em dorso e ventre da lingua e na mucosa



jugal de fumantes. Balaez et al. (1986) e Balaez, Diaz e Pérez (1989) observaram,
nos fumantes, o aumento das células ceratinizadas sem nucleo em palato e mucosa
jugal, com diferenga estatisticamente significante, e a diminuicdo das células
ceratinizadas com nucleo, porém sem diferenga estatisticamente significante.
Kapczinsky (1997) observou, com diferenga estatisticamente significante, o aumento
das células superficiais com nucleo, no assoalho bucal de pacientes ndo fumantes, e
uma tendéncia ao aumento das células intermediarias em assoalho bucal e
diminuicao das células superficiais com nucleo, na borda da lingua de fumantes.
Kapczinsky (1997) constatou ainda aumento das células anucleadas no vermelhao
do labio, borda da lingua e assoalho bucal de fumantes, apesar de nao ser
estatisticamente significante. Ja Silva e Rados (1997) verificaram o aumento das
células superficiais com nucleo em borda de lingua e labio inferior e, com diferenca
estatisticamente significante, ocorreu o aumento das células anucleadas no
assoalho bucal de fumantes. Observou-se o aumento das células intermediarias no
vermelhao do labio, borda da lingua e assoalho bucal de fumantes. Com excegao do
assoalho bucal, constatou-se maior numero de células anucleadas no vermelhdo do
labio e borda da lingua em nao fumantes.

Ja em 1958, Silverman, Becks e Farber realizaram esfregagos citolégicos em
diferentes sitios anatdbmicos da mucosa bucal clinicamente normal, ndo observando
nenhuma alteracdo morfolégica compativel com malignidade. A mucosa bucal
clinicamente normal, sob acdo do fumo, foi analisada segundo critérios de
malignidade e classificagdo de Papanicolaou e Traut. Silva e Rados (1997) e
Kapczinsky (1997), avaliando labio inferior, borda de lingua e assoalho bucal de
fumantes e ndo fumantes, obtiveram as classes | e Il, bem como Cangado, Yurgel e

Sant'Anna (2001), quando avaliaram borda de lingua e assoalho bucal de fumantes



e nao fumantes. Romanini (1999) constatou dois esfregacgos citolégicos na borda de
lingua e dois no assoalho bucal classe |ll em nao fumantes, enquanto Soares Pinto
(2000) observou um esfregaco citoldgico classe Il no assoalho bucal de fumante.

Ogden, Cowpe e Green (1990), utilizando a técnica de Papanicolaou,
avaliaram a acao do fumo na area citoplasmatica e nuclear das células esfoliadas da
mucosa bucal clinicamente normal, constatando maior area nuclear nos fumantes.
Ja em individuos expostos ao alcool, Ogden, Wight e Cowpe (1999) observaram
diminui¢ao da area total celular.

Apesar da técnica de Papanicolaou identificar alteragbes morfolégicas e de
maturagao celular, a citopatologia bucal requer a aplicagao de técnicas quantitativas
e imunohistoquimicas que aumentem a sua acuracia (OGDEN, 1997). Devido ao
custo deste exame, quando utilizada em ambito populacional, a citopatologia bucal
deve ser usada em individuos expostos cronicamente ao alcool e fumo e em sitios
anatémicos de maior prevaléncia do cancer bucal (SUGERMAN; SAVAGE, 1996).

Buscando avaliar o efeito genotdxico do alcool e fumo com a utilizagédo da
técnica de Feulgen, na citopatologia em mucosa clinicamente normal, Stick e Rosin
(1983) constataram maior numero de micronucleos em individuos expostos ao alcool
e fumo. Reis et al. (2001) observaram maior numero de micronucleos na borda de
lingua de individuos expostos ao alcool.

Sampaio et al. (1999) avaliaram a atividade de proliferacdo celular com a
técnica da AQNOR em mucosa jugal clinicamente normal. A média do numero das
AgNORs/nucleo e a média percentual de nucleos com mais de 5 AgNORs foram
maiores em fumantes, em comparagdo aos nao fumantes, com diferenca
estatisticamente significante. Cangado, Yurgel e Sant'Anna (2001) também

utilizaram a técnica da AQNOR em fumantes e ndao fumantes, porém em esfregagos



citolégicos de borda de lingua e assoalho bucal. Observaram maior média do
numero das AgNORs/nucleo e maior média percentual de nucleos com mais de 3 e
5 AgNORs em ambos os sitios anatémicos dos fumantes, em relagdo aos dos nao
fumantes, com diferenga estatisticamente significante. Soares Pinto (2001) utilizou a
técnica da AgNOR em esfregacgos citoldgicos de labio inferior, borda de lingua e
assoalho bucal de fumantes e ndo fumantes, observando maior média do numero
das AgNORs/nucleo em assoalho bucal de fumantes, com diferenga estatisticamente
significante em relacdo ao assoalho bucal dos ndo fumantes. Estes trabalhos
demostraram o aumento da atividade de proliferacdo celular em células epiteliais da
mucosa clinicamente normal de individuos fumantes.

Mao (1995), utilizando a citopatologia bucal, constatou uma correlagéo entre a
infeccdo pelo HPV-16 em carcinomas espinocelulares com o aumento do numero
das AgNORs. Observou-se o aumento da média do numero das AgNORs/nucleo em
esfregacos citologicos de carcinomas espinocelulares, em relagdo aos obtidos da

mucosa bucal clinicamente normal de individuos ndo fumantes.

2.3 METODO DE |IMPREGNACAO PELA PRATA DAS REGIOES
ORGANIZADORAS NUCLEOLARES

O nucléolo representa o sitio da biogénese de ribossomos, composto pelo
centro fibrilar, componente fibrilar denso e componente granular (MOSGOELLER,;
JORDAN; HERNANDEZ-VERDUN, 1996). O centro fibrilar € constituido de DNA
ribossémico envolvido por RNA-precursor que representa o componente fibrilar
denso. O componente granular é constituido por pré-ribossomos e envolve o
componente fibrilar denso. Na intérfase, o centro fibrilar corresponde a Regiéao

Organizadora Nucleolar (NOR), sendo assim, constituida por algas de DNA



ribossémico. O numero e localizagao das NORs sao especificos para cada espécie.
Em humanos, totalizam 10 NORs localizadas nas constricbes secundarias dos
cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 (UNDERWOOQOD, 1990).

Goodpasture e Bloom (1975) utilizaram uma técnica citoquimica denominada
de Ag-As. O método Ag-As impregnou pela prata a localizagdo do DNA ribossdmico,
que aparece ao microscopio 6tico, como pontos pretos em regides especificas dos
cromossomos. Sugeriu-se a utilizagdo do método Ag-As no estudo das NORs. Miller
(1976) demonstrou que a impregnagao pela prata com o método Ag-As ocorreu
somente em sitios em que estava acontecendo a transcricdo do RNA ribossémico.

Ja em 1975, Goodpasture e Bloom suspeitavam que a impregnacgao pela
prata ocorria em proteinas associadas aos cromossomos acrocéntricos. Buys e
Osinga (1980) confirmaram que a marcagao pela prata nao tinha relagdo com o DNA
ribossémico, ocorrendo em proteinas acidas, nao histdnicas que estavam expressas
em NORs ativas.

As proteinas associadas as NORs, denominadas de AgNORs, tém, como
principais representantes, a nucleolina (Cz3) e a numatrin (Bz23). A Cy3 localiza-se no
componente fibrilar denso, enquanto a By tem localizagcdo imprecisa dentro do
nucléolo ( SPECTOR; OCHS; BUSH, 1984). Durante o ciclo celular, tanto a Cy3
quanto a B3, encontram-se em maior quantidade na fase S e G, (SIRRI et al.,
1997).

O método de Ag-As, para a visualizagao das proteinas associadas as NORs,
consistia de trés etapas (GOODPASTURE; BLOOM, 1975). Ploton et al. (1986)
aperfeicoaram o método simplificado em uma etapa ja existente, diminuindo a

temperatura e aumentando o tempo da reacdo. Tais modificagcbes resultaram em



melhor morfologia, maior rapidez e profundidade da impregnacdo da prata nos
tecidos e minima impregnacgao inespecifica.

Com a melhora da técnica da AgNOR, diversos estudos foram realizados
com material incluido em parafina e pdde-se observar a capacidade da quantificacao
das AgNORs em caracterizar lesdes malignas e benignas (CABRINI et al., 1992;
CHATTOPADHYAY; CHAWDA; DOSHI, 1994; PILLAI et al., 1994; XIE et al., 1997;
MIGALDI et al.,, 1998; MUNERATO et al., 2000; GAIGER et al., 2001; CORTEZ-
GUTIERREZ et al., 2001), bem como relaciona-la com a predicdo de progndstico
(SANO et al., 1992; WARNAKULASURIYA; JOHNSON, 1993; CECCARELLI et al.,
2000). Entretanto, Howat et al. (1988), Fonseca e Soares (1992), Toikkanen e
Joensuu (1992) ndo observaram relagao entre a quantificagdo das AQNORs com o
prognéstico de neoplasias.

Além dos estudos desenvolvidos em material incluido em parafina, a técnica
da AgNOR foi amplamente utilizada na citologia esfoliativa, favorecida pela fixagéao
em alcool que resultou na visualizagdo mais especifica e intensa das AgNORs
(MAO, 1995; TRERE, 2000). Cardillo et al. (1992), Antonangelo et al. (1994), Ratch-
Wolfson et al. (1995), Sujathan et al. (1996) e Chern, Lee e Yang (1997) relataram o
valor da quantificagdo das AgNORs na diferenciagdo de tumores benignos e
malignos. Ja Giri et al. (1989)a e Kahan e Panday (1996) ndo encontraram relagao
entre a quantificagdo das AgNORs e definicdo de malignidade ou benignidade de
lesdes.

A quantificacdo das AgNORs tem sido correlacionada com marcadores de
proliferacéo celular ja estabelecidos. Dervan et al. (1989), utilizando material incluido
em parafina, e Sinha, Singh e Blatia (1995), avaliando esfregacos citoldgicos obtidos

por aspiragao por agulha fina, observaram correlagdo entre o numero das AgNORs



por nucleo e a marcagao pelo Ki-67 em tumores de mama. Costa et al. (1999)
observaram correlagdo do numero das AQNORs/nucleo com a marcagao pelo Ki-67
e PCNA em carcinomas espinocelulares bucais. Trere et al. (1991) avaliaram a
atividade de proliferagao celular em neoplasias de diferentes regides anatémicas,
constatando correlagédo entre a area das AQNORs/nucleo com a marcagao pelo Ki-
67 e com a marcagao pelo BrdU. Chu et al. (2001) observaram maior numero das
AgNORs/nucleo, marcagao pelo PCNA, atividade mitética e da telomerase na fase
de progressao do tumor canino venéreo transmissivel, em relagcdo a sua fase de
regressao. Derenzini et al, (2000), além de constatarem a relagdo da area das
AgNORs/nucleo com o MIB1, PCNA e BrdU em linhagens celulares cancerosas
inoculadas em camundongos, verificaram que a quantificacdo das AgNORs foi um
indicador de velocidade de proliferagdo celular. Trere, Pession e Derenzini (1989)
demonstraram que a quantificagcdo das AgNORs foi um indicador de velocidade de
proliferacdo celular na medida que, quanto menor foi o tempo de duplicagao celular,
maior apresentou-se a area das AgNORs.

Os métodos de contagem e morfométrico sdo as formas de avaliar as
AgNORs. O método morfométrico consiste na mensuragao da area das AgNORs,
sendo mais reproduzivel e preciso (TRERE, 2000). Carbonelli et al. (1994) e Schwint
et al. (1996), induzindo carcinogénese experimental em animais, utilizaram a
contagem e mensuragao da area das AQNORs/nucleo. Concluiram que a avaliagéao
morfométrica das AgNORs foi o Unico pardmetro capaz de detectar alteragao celular,
ainda nao evidenciada na histopatologia com a coloragao em H&E.

Xie et al. (1997), além de utilizarem a média do numero de AgNORs/nucleo,
consideraram a média percentual de nucleos com mais de 1, 2, 3 e 4 AQNORs em

epitélio normal, displasias e carcinomas espinocelulares bucais. Constataram que



70% dos nucleos de epitélio normal apresentaram 1 ou 2 AgNORs, enquanto que
em carcinomas espinocelulares, 60% dos casos apresentaram mais de 4 AgNORs.
Giri et al. (1989)b utilizaram a média do numero das AgNORs/nucleo para diferenciar
tumores benignos e malignos de mama, constatando que os nucleos com mais de 3

AgNORs sao sugestivos de malignidade.



3. PROPOSIGAO

Baseado no exposto até o momento, nos propusemos a avaliar as alteragdes
citopatoldgicas da mucosa bucal clinicamente normal do labio inferior, borda da
lingua e assoalho bucal expostos aos agentes carcindgenos do fumo e do alcool
através da:
e Avaliagcdo qualitativa segundo a classificagcdo de Papanicolaou e Traut (1947) e
do Sistema de Bethesda de (2001) adaptado para a Cavidade Bucal
e Avaliagéo quantitativa do padrdo de maturagao celular
e Avaliacdo da atividade de proliferacdo celular pela quantificacdo da média do
numero e da area das AQNORs/nucleo e da média percentual de nucleos com mais

de 3 e 5 AgNORs



4. MATERIAIS E METODOS

O delineamento do estudo foi observacional, transversal, clinico com relacéo
de associagao.

Os individuos envolvidos nesta pesquisa foram examinados no Departamento
Municipal de Agua e Esgoto (DMAE) e no Setor de Triagem da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, entre os meses de abril
de 2002 e abril de 2003. Estes pacientes foram selecionados com base nos critérios
de inclus&o: sexo masculino e idade minima de 30 anos.

Apds a obtencao do consentimento informado (ver Anexo A) dos pacientes,
realizou-se, entdo, uma entrevista referente aos seus habitos (ver Anexo B) e exame
fisico. Os pacientes com doengas sistémicas, com histéria pregressa ou atual de
neoplasias benignas ou malignas e com lesdes clinicamente visiveis em tecidos
moles, ndo considerando gengivite ou periodontite, foram excluidos do estudo. Os
pacientes que apresentavam lesdes clinicamente visiveis em tecidos moles, com
biépsia indicada, foram encaminhados a Disciplina de Cirurgia e Traumatologia
Buco-Facial.

Conforme a entrevista, os pacientes selecionados foram divididos em trés
grupos. O grupo | (controle) era formado por pacientes que nunca fumaram, ou
pararam de fumar ha mais de 10 anos, e que bebiam, em média, menos de um
copo de bebida alcodlica por dia. O grupo Il (fumo) era constituido por pacientes
que fumavam no minimo 20 cigarros com filtro por dia, por no minimo um ano, ou
mais de 10 cigarros com filtro por mais de 10 anos (CANCADO; YURGEL,;
SANT'ANNA, 2001) e que bebiam, em média, menos de um copo de bebida
alcodlica por dia. O grupo Il (fumo e alcool) era formado por pacientes que fumavam

no minimo 20 cigarros com filtro por dia, por no minimo um ano, ou que fumavam



mais de 10 cigarros com filtro por dia por mais de 10 anos, € que consumiam, em
meédia, um copo de bebida alcodlica por dia, por no minimo um ano, independente
do tipo de bebida alcodlica. Segundo Fioretti et al. (1998), 330 ml de cerveja, 120 ml
de vinho e 30 ml de destilados contém a mesma quantidade aproximada de etanol
de 12-15 mg.

Dos 129 pacientes, inicialmente, examinados, 60 do sexo masculino, acima
de 30 anos, sem doengas sistémicas ou com histdria pregressa ou atual de
neoplasias benignas ou malignas relatados pelo paciente e sem lesdes clinicamente
visiveis em tecidos moles, foram selecionados para o estudo. O grupo | (controle) foi
constituido por 17 pacientes, o grupo Il (fumo) por 25 e o grupo Il (fumo e alcool) por
18 pacientes.

Nos 60 pacientes, foram realizados dois esfregacgos citolégicos para cada sitio
anatdmico por um unico examinador: um do lado direito da mucosa do labio inferior e
outro do lado esquerdo; um da borda de lingua lado direito e outro do lado esquerdo;
um do lado direito do assoalho de boca e outro do lado esquerdo, sendo o freio
lingual considerado o centro do assoalho de boca. Antes da realizagdo de cada
esfregaco citoldgico, os pacientes portadores de préteses parciais removiveis ou
totais foram orientados a remové-las. Todos foram instruidos a bochechar agua por
um minuto. Utilizou-se uma extremidade da espatula de madeira, previamente
esterilizada em autoclave, para cada esfregaco. O material foi distendido sobre uma
lamina de vidro, previamente limpa com detergente, alcool absoluto e esterilizada em
autoclave, de forma a ocupar a maior extensao possivel. Este material foi fixado em
alcool absoluto imediatamente apdés a sua obtencdo em potes tipo Borel, sendo
utilizado um pote para cada sitio anatémico.

A partir dai, uma lamina referente a cada sitio anatdbmico foi submetida a



técnica da AgNOR (ver Anexo C) e a outra, a técnica de Papanicolaou Modificado
(ver Anexo D).

Nas laminas submetidas a técnica de Papanicolaou Modificado, foi realizada a
analise qualitativa por dois observadores, segundo critérios utilizados para analise
da morfologia celular indicativos de malignidade (ver Anexo E) e, segundo a
classificagao de Papanicolaou e Traut (1947) (ver anexo F) e Sistema de Bethesda
(2001) Adaptado para a Cavidade Bucal pelo Programa de Pds - Graduagdo em
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ver Anexo G). Utilizou-
se um microscopio optico marca Zeiss, modelo Standard 20, com aumento inicial de
100x. Os esfregagos citolégicos foram analisados em toda a sua extensdo, no
sentido horizontal, da esquerda para a direita (segundo esquema abaixo). Para a
anadlise do padrdao de maturacdo celular, as laminas foram avaliadas por dois
observadores, sendo quantificadas as 100 primeiras células bem distendidas e nao
sobrepostas, em aumento de 400x no sentido horizontal, da esquerda para a direita
(MONTGOMERY, 1951; SILVA; RADOS, 1997; KAPCZINSKI, 1997). Consideraram-

se critérios de Carvalho, 2002 (ver em Anexo H).

Figura 1- Esquema do esfregacgo citolégico adotado para a analise qualitativa e
quantitativa segundo coloragdo de Papanicolaou Modificado e para a analise

quantitativa segundo técnica da AQNOR
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A observacgao das células presentes nos esfregacgos citoldgicos, submetidos a
impregnacao pela prata, foi realizada em um microscépio marca Zeiss, modelo
Standard 20, em aumento 1000 x, com lente de imersao, por um observador que
desconhecia a qual grupo pertencia a lamina. A Iamina foi analisada no sentido
horizontal, da esquerda para a direita, até a obtengao das primeiras 50 células com
nucleo, bem distendidas e nao sobrepostas (RATH - WOLFSON et al., 1995). Foi
realizada a contagem das AgNORs segundo Crocker et al. (1989) e calculada a
média das AgNORs/nucleo e a média percentual dos nucleos com mais de 3 e 5
AgNORs (CANCADO; YURGEL; SANT'ANNA, 2001). Foi mensurada também a area
total das AgNORs/nucleo, em micrédmetros. A metodologia de captura das imagens
para a avaliacdo quantitativa consistiu na identificacdo microscopica inicial em
aumento aproximado de 1000 x e transmissao desta imagem via video—camera para
um monitor de video TCE 17”. A video—camera utilizada foi da marca JVC, modelo
TK-C620, com as seguintes especificagdes: tipo (video—camera colorida), sistema de
sinal (NTSC standard), tamanho da imagem (1/3 polegadas), resolugéao (470TV
linhas—horizontal), numero de pixels 380.000 (771 (H) x 492 (V)), sensor de imagem
(CCD). As especificacbes referentes a imagem digitalizada constituem: alta
qualidade de video, padrao RGB (16,7 milhdes de cores), tamanho 440 x 330 pixels,
formato bmp . A partir desta imagem, procedeu-se a contagem e a mensuragao da
area das AgNORs por intermédio da utilizacdo do sistema de processamento e
analise de imagem, IMAGELAB®, utilizando a ferramenta RGB.

O valor kappa foi utilizado para a calibragem inter e intra-observador, antes da
avaliagao quantitativa dos esfregacos citolégicos pela técnica da AGQNOR, bem como

para a calibragem inter-observador da analise qualitativa e quantitativa dos



esfregacos citologicos, submetidos a técnica de Papanicolaou Modificado.

A Analise da Variancia (ANOVA), seguida das comparagdées multiplas de
Tukey a 5% de significancia, foram utilizadas para comparar idades entre os grupos,
avaliar padrao de maturacao celular e AQNORs (média do numero e da area das
AgNORs/nucleo e média percentual dos nucleos com mais de 3 e 5 AQNORSs) entre
os sitios anatbmicos do mesmo grupo e entre os grupos estudados: | (controle), I
(fumo) e Il (fumo e alcool).

A quantidade de cigarros consumida por dia entre os grupos Il (fumo) e Il
(fumo e alcool) foi avaliada com o teste t para grupos n&do pareado a 5% de

significancia.



5. RESULTADOS

Compuseram a amostra 60 pacientes, divididos em trés grupos:

O grupo | (controle) foi composto por 17 pacientes, com média de idade de
45,65+10,23 anos; o grupo |l (fumo) foi composto por 25 pacientes com média de
idade de 41,38+7,44 anos; e o grupo lll (fumo e alcool) foi composto por 18

pacientes com média de idade de 45,41+4,67 anos (Tabela 1 e Gréfico 1).

Tabela 1- Distribuicdo da amostra segundo idade. Porto Alegre.2002/2003.

grupo | (controle) grupo Il (fumo) grupo Il (fumo e alcool)
45,65 + 10,23 41,38 + 7,44 45,41+ 4,67
Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

Grafico 1- Distribuicdao da amostra segundo idade. Porto Alegre.2002/2003.

45,65 454

B grupo | (controle)
@ grupo Il (fumo)
B grupo Il (fumo e alcool)

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto
Alegre 2002/2003.

Observou-se diferencga estatisticamente significante (p<0.05) das idades entre
os grupos | (controle) e Il (fumo e alcool), se comparados ao grupo Il (fumo).
A média de cigarros com filtro consumida por dia no grupo Il (fumo) foi de

22,96+10,34, enquanto no grupo lll (fumo e alcool) foi de 23,76+11,22, ndo se



observando diferenga estatisticamente significante (p<0.05).

5.1 TECNICA DE PAPANICOLAOU MODIFICADO

5.1.1 Anadlise Qualitativa

A analise qualitativa foi realizada por dois pesquisadores. Um pesquisador
obteve o valor de kappa pré-experimental de 0,49 e o outro de 0,84 em relacido a
um citopatologista experiente. Para a realizagcdo da calibragem, utilizou-se a
classificagao de Papanicolaou e Traut (1947).

De acordo com critérios utilizados para analise da morfologia celular como
indicativos de malignidade ( ver Anexo E ) e classificagdo segundo Papanicolaou e
Traut (1947) (ver Anexo F), obteve-se no grupo | (controle), dos 17 pacientes
pertencentes, 51 laminas avaliadas ao total:

e 17 (100%) Classe | na mucosa do labio inferior
e 12(70,5%) Classe | e 5 (29,5%) Classe Il na borda de lingua
e 8(47%) Classe | € 9 (63%) Classe Il no assoalho bucal

No grupo Il (fumo), dos 25 pacientes pertencentes a este grupo e das 75
ldminas avaliadas ao total:

e 20 (80%) Classe I, 3 (12%) Classe Il e 2 (8%) Classe 0 na mucosa do labio
inferior

e 13 (52%) Classe |, 10 (40%) Classe II, 1 (4%) Classe lll e 1 (4%) Classe O na
borda de lingua

e 9(36%) Classe |, 14 (56%) Classe Il e 2 (8%) Classe Ill no assoalho bucal

No Grupo Il (fumo e alcool), dos 18 pacientes pertencentes ao mesmo e das
54 laminas avaliadas ao total:

e 14 (78%) Classe |, 3 (17%) Classe Il e 1 (5%) Classe 0 na mucosa do labio



inferior
e 12 (67%) Classe | e 6 (33%) Classe Il na borda de lingua

e 13 (72%) Classe | e 5 (28%) Classe Il no assoalho bucal

Tabela 2- Distribuicao e frequéncia dos esfregagos classificados e corados
pelo Método de Papanicolaou Adaptado de acordo com o sitio anatémico.

Porto Alegre. 2002/2003.

Grupo | (controle) Grupo |l (fumo) Grupo Ill (fumo e dlcool)
labio lingua assoalho labio lingua assoalho labio lingua assoalho

No % No % No % No % No % No % No % No % No %
Classe0 0 O 0 O 0 O 2 8 1 4 0 O 1 5 0 O 0 O
Classel 17 100 12 70,5 8 47 20 80 13 52 9 36 14 78 12 67 13 72
Classell 0 0 5 295 9 53 3 12 10 40 14 56 3 17 6 33 5 28
Classelll 0 0 0 O 0 O 0 0 1 4 2 8 0 0 0 0 0 O
Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

Segundo Sistema de Bethesda (2001) Adaptado para a Cavidade Bucal pelo
Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, obteve-se no grupo | (controle), dos 17 pacientes pertencentes a
este grupo e das 51 ldminas avaliadas ao total:

e 17 (100%) dos esfregagos citologicos foram negativos para lesao intra- epitelial
ou malignidade (N.C.M), na mucosa do labio inferior

e 12 (70,5%) dos esfregacos citoldégicos foram negativos para leséo intra- epitelial
ou malignidade (N.C.M) e 5 (29,5%) foram negativos para leséo intra- epitelial ou
malignidade, com presenga de inflamacgao na borda de lingua (N.C.M.I)

e 8 (47%) dos esfregagos citologicos foram negativos para leséo intra-epitelial ou
malignidade (N.C.M) e 9 (53%) foram negativos para lesdo intra-epitelial ou
malignidade, com presencga de inflamacgao no assoalho bucal (N.C.M.I)

No grupo Il (fumo), dos 25 pacientes pertencentes a este grupo e das 75



laminas avaliadas ao total:
e 20 (80%) dos esfregacos citolégicos foram negativos para leséo intra-epitelial ou
malignidade (N.C.M); 3 (12%) foram negativos para les&do intra-epitelial ou
malignidade, com presencga de inflamagao (N.C.M.1); e 2 (8%) foram insatisfatorios
para avaliagéo (I.A), na mucosa do labio inferior
e 13 (52%) dos esfregacos citoldgicos foram negativos para lesdo intra-epitelial ou
malignidade (N.C.M); 10 (40%) foram negativos para leséo intra-epitelial ou
malignidade, com presenca de inflamacado (N.C.M.1); 1 (4%) apresentou células
escamosas atipicas de significado indeterminado (A.S.C.U.S); e 1 (4%) foi
insatisfatério para avaliagao (I.A), na borda de lingua
e 9 (36%) dos esfregacos citologicos foram negativos para lesao intra-epitelial ou
malignidade (N.C.M); 14 (56%) foram negativos para lesao intra-epitelial ou
malignidade, com presenca de inflamacao (N.C.M.1); e 2 (8%) apresentaram células
escamosas atipicas de significado indeterminado (A.S.C.U.S), no assoalho bucal

No Grupo Ill (fumo e alcool), dos 18 pacientes pertencentes a este grupo e
das 54 laminas avaliadas ao total:
e 14 (78%) dos esfregagos citoldégicos foram negativos para lesdo intra-epitelial ou
malignidade (N.C.M); 3 (17%) foram negativos para les&o intra-epitelial ou
malignidade, com presenga de inflamacgéo (N.C.M.1); e 1 (5%) foi insatisfatorio para
avaliagao (I.A), na mucosa do labio inferior
e 12 (67%) dos esfregacos citolégicos foram negativos para lesdo intra-epitelial ou
malignidade (N.C.M); e 6 (33%) foram negativos para lesdo intra-epitelial ou
malignidade, com presenca de inflamagao (N.C.M.I), na borda de lingua
e 13 (72%) dos esfregacos citolégicos foram negativos para lesao intra-epitelial ou

malignidade (N.C.M); e 5 (28%) foram negativos para lesédo intra-epitelial ou



malignidade, com presencga de inflamacgao, no assoalho bucal (N.C.M.I)

Tabela 3- Distribuicao e frequéncia dos esfregagcos classificados pelo Sistema
de Bethesda (2001) Adaptado para a Cavidade Bucal pelo Programa de Pés -
Graduagao em Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e
corados pelo Método de Papanicolaou Modificado de acordo com o sitio

anatémico. Porto Alegre. 2002/2003.

Grupo | (controle) Grupo Il (fumo) Grupo Il (fumo e alcool)
labio lingua assoalho labio lingua assoalho labio lingua assoalho
No % No % No % No % No % No % No % No % No %
I.A 0o o0 0 0 0 O 2 8 1 4 0 0 1 5 0 O 0 0
N.C.M 17 100 12 70,5 8 47 20 80 13 52 9 36 14 78 12 67 13 72
N.C.M.I 0 O 5 295 9 53 3 12 10 40 14 56 3 17 6 33 5 28
ASCUS 0 O 0 0 0 O 0 O 1 4 2 8 0 0 0 0 0 0

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

5.1.2 Analise Quantitativa

A anadlise quantitativa foi realizada por dois pesquisadores. Um pesquisador
com valor de kappa de 0,82 e o outro de 0,85 em relagdo a um citopatologista
experiente.

Para a avaliagdo do padrao de maturagdo epitelial, consideraram-se os
critérios de Carvalho (2002) (ver Anexo G).

Considerando a mucosa do labio inferior, no grupo | (controle), foram
avaliadas 17 laminas, obtendo-se, como padrdao de maturacao celular 10,94+9,21%
de células anucleadas, 22,64+12,50% de células superficiais com nucleo e
66,41+£16,74% de células intermediarias. No grupo Il (fumo), foram avaliados 23
esfregacos citolégicos com 17,52+18,27% de células anucleadas, 17,91£12,7% de
células superficiais com nucleo e 65+17,39% de células intermediarias. Dois
esfregacos citologicos foram insatisfatorios para analise da maturagao epitelial, ou

seja, nao se obteve 100 células epiteliais adequadas para avaliacdo. No grupo Il



(fumo e alcool), foram avaliados 17 esfregacgos citologicos com 19,05£17,04% de
células anucleadas, 11+£7,81% de células superficiais com nucleo, 70,47+19,24% de
células intermediarias e 0,05+0,24% de células parabasais. Um esfregaco citolégico
foi insatisfatério para andlise da maturagao epitelial (Tabela 4 e Grafico 2).
Observou-se diferenga estatisticamente significante (p<0.05) entre o grupo |
(controle), comparado ao grupo lll (fumo e alcool), para as células superficiais com

nucleo.

Tabela 4- Distribuicdo das células anucleadas, superficiais com nucleo,

intermediarias e parabasais no labio inferior. Porto Alegre. 2002/2003.

Anucleadas Superficiais ¢/ ndcleo  Intermediarias  Parabasais
grupo | (controle) 10,94 + 9,21 22,64 + 12,50 66,41 + 16,74 0
grupo Il (fumo) 17,52 + 18,27 17,91 £ 12,7 65 + 17,39 0
grupo Il (fumo e alcool) 19,05 + 17,04 11+ 7,81 70,47 + 19,24 0,05+ 0,24

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

Grafico 2- Distribuicao das células anucleadas, superficiais com nucleo,

intermediarias e parabasais no labio inferior. Porto Alegre. 2002/2003.
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Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS.
Porto Alegre. 2002/2003.



Analisando a borda da lingua, no grupo | (controle) foram avaliadas 17
laminas com  4,94+4,4% de células anucleadas, 23,17+13,78% de células
superficiais com nucleo e 71,88+13,10% de células intermediarias. No grupo |l
(fumo), foram avaliados 24 esfregacos citolégicos com 3,91+3,82% de células
anucleadas, 21,62+16,72% de células superficiais com nucleo, 74,75£16,27% de
células intermediarias e 0,041+0,2% de células parabasais. Um esfregaco citolégico
foi insatisfatorio para analise da maturagao epitelial. No grupo Ill (fumo e alcool),
foram avaliados 18 esfregacos citologicos com 7,5+12,53% de células anucleadas,
15,88+11,91% de células superficiais com nucleo, 76,55£15,07% de células
intermediarias e 0,05%£0,23% de células parabasais (Tabela 5 e Grafico 3).
Observou-se diferenga estatisticamente significante (p<0.05) entre o grupo |

(controle) e o grupo Il (fumo e alcool) para as células superficiais com nucleo.

Tabela 5- Distribuicdo das células anucleadas, superficiais com nucleo,

intermediarias e parabasais na borda de lingua. Porto Alegre. 2002/2003.

Anucleadas Superficiais ¢/ ndcleo Intermediarias Parabasais

grupo | (controle) 4,94+4 4 23,17+13,78 71,88+13,10 0
grupo Il (fumo) 3,91+3,82 21,62+16,72 74,75%£16,27 0,04+0,2
grupo Il (fumo e alcool) 7,5+12,53 15,88+11,91 76,55+15,07 0,05+0,23

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.



Grafico 3- Distribuicdo das células anucleadas, superficiais com nucleo,

intermediarias e parabasais na borda de lingua. Porto Alegre. 2002/2003.
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Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto
Alegre. 2002/2003.

Com relagdo ao assoalho bucal, no grupo | (controle) foram analisadas 17
laminas com 4,9414,91% de células anucleadas, 11,29+6,3% de células superficiais
com nucleo, 83,5849,02% de células intermediarias e 0,11+0,33% de células
parabasais. No grupo Il (fumo), foram avaliados 25 esfregacos citoldégicos com
7,6819,96% de células anucleadas, 10,36%£11,03% de células superficiais com
nucleo, 81,68+13,80% de células intermedidrias e 0,2410,59% de células
parabasais. No grupo Ill (fumo e alcool), foram avaliados 18 esfregacos citolégicos
com 4,77+8,76% de células anucleadas, 9,3317,66% de células superficiais com
nucleo e 86,44+10,58% de células intermediarias (Tabela 6 e Grafico 4). Observou-
se diferenga estatisticamente significante (p<0.05) entre o grupo | (controle) e o

grupo Il (fumo e alcool) para as células superficiais com nucleo.



Tabela 6- Distribuicdo das células anucleadas, superficiais com nucleo,

intermediarias e parabasais no assoalho bucal. Porto Alegre. 2002/2003.

Anucleadas Superficiais ¢/ nucleo Intermediarias Parabasais

grupo | (controle) 4,94+4 91 11,2946,3 83,58+9,02 0,11+ 0,33
grupo Il (fumo) 7,68+9,96 10,36+11,03 81,68+13,80 0,24+0,59
grupo Il (fumo e alcool) 4,77+8,76 9,33+7,66 86,44+10,58 0

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

Grafico 4- Distribuicdo das células anucleadas, superficiais com nucleo,

intermediarias e parabasais no assoalho bucal. Porto Alegre. 2002/2003.
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Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS.
Porto Alegre. 2002/2003.

5.2 METODO DE IMPREGNACAO PELA PRATA DAS REGIOES
ORGANIZADORAS NUCLEOLARES (AgNORS)

A quantificagdo das AgNORs foi realizada por um pesquisador com valores de
kappa, antes da analise das laminas, inter e intra-observador de 0,88 e 0,94,
respectivamente.

No grupo | (controle), foram avaliadas 41 laminas, ao total, nos trés sitios



anatémicos. Foram perdidas 5 laminas do total dos esfregacos citolégicos obtidos da
mucosa do labio inferior; 2 Idaminas da borda da lingua e 3 laminas do assoalho
bucal. No grupo Il (fumo), foram analisados, ao total, 59 esfregacgos citolégicos nos
trés sitios anatdbmicos. Foram perdidas 7 laminas do total dos esfregagos citolégicos
obtidos da mucosa do labio inferior; 3 |aminas da borda da lingua e 6 laminas do
assoalho bucal. No grupo Il (fumo e alcool), foram analisados, ao total, 39
esfregacos citolégicos nos trés sitios anatdmicos. Foram perdidas 8 laminas do total
dos esfregacos citoldgicos obtidos da mucosa do labio inferior; 6 ldminas da borda
da lingua e 1 laminas do assoalho bucal.

Considerando os trés sitios anatébmicos juntos, no grupo | (controle), a média
do numero das AgNORs/nucleo foi de 2,7510,66; no grupo Il (fumo), foi de
3,1810,62; e no grupo Il (fumo e alcool), foi de 3,30+£0,56. Com relacédo a média da
area das AgNORs/ntcleo, no grupo | (controle), foi de 2,17+0,67u% no grupo I
(fumo), foi de 3,09+0,88 uz; enquanto, no grupo lll (fumo e alcool), foi de 3,42+1,08
u? (Tabela 7 e Grafico 5). A média percentual de nucleos com mais de 3 AgNORs,
no grupo | (controle), foi de 26,58+18,48. Ja no grupo Il (fumo) observou-se
37,381£18,31 e no grupo lll (fumo e alcool), 39,43+16,27. Considerando a média
percentual de nucleos com mais de 5 AgNORs, no grupo | (controle), foi de
2,92+3,84; no grupo Il (fumo), obteve-se 5,08+5,55; e, no grupo Il (fumo e alcool),
6,15+5,66 (Tabela 7 e Grafico 6). Observou-se diferenga estatisticamente
significante (p<0.05) entre o grupo | (controle) comparado aos grupos Il (fumo) e Il

(fumo e alcool) para a média do numero e da area das AQNORs/nucleo.



Tabela 7- Comparacao da média do numero e area das AgNORs/nucleo e da

média percentual de nucleos com mais de 3 e 5 AgNORs. Porto Alegre.

2002/2003.

No das AgNORs/nucleo  Area das AgNORs/nucleo  Nucleo/+ de 3AgNORs  Nucleo/+ de 5AgNORs
grupo | (controle) 2,75+0,66 2,17+0,67 26,58+18,48 2,92+3,84
grupo Il (fumo) 3,18+0,62 3,09+0,88 37,38+18,31 5,0845,55
grupo Il (fumo e élcool) 3,3040,56 3,42+1,08 39,43+16,27 6,1515,66

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre 2002/2003.

Grafico 5- Comparacao da média do numero e da area das AgNORs/nucleo.

Porto Alegre. 2002/2003.
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Grafico 6- Comparagcao da média percentual de nucleos com mais de 3 e 5

AgNORs. Porto Alegre. 2002/2003.
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Avaliando a mucosa do labio inferior, no grupo | (controle), foram observadas
12 laminas com média do niumero das AgNORs/nucleo de 3,28+0,52. No grupo I
(fumo), foram avaliadas 18 laminas com média do numero das AgNORs/nucleo de
3,3410,55; e no grupo lll (fumo e alcool) avaliaram-se 10 laminas, obtendo-se o valor
de 3,31+£0,26. Na borda da lingua, avaliaram-se, no grupo | (controle), 15 laminas
com média do numero das AgNORs/nucleo de 2,22+0,43. No grupo Il (fumo),
analisaram-se 22 laminas e a média do numero das AgNORs/nucleo foi de
2,78%0,51; e, no grupo Il (fumo e alcool), com as 12 ldaminas avaliadas o valor obtido
foi de 2,90+0,48. Com relagdo ao assoalho bucal, 14 laminas foram avaliadas no
grupo | (controle), com média do numero das AgNORs/nucleo de 2,87+0,58. No
grupo Il (fumo), analisaram-se 19 laminas com o valor de 3,48+0,59; enquanto, no

grupo Il (fumo e Aalcool), com as 17 laminas analisadas, obteve-se 3,5710,60.



(Tabela 8 e Grafico 7). Constatou-se diferenca estatisticamente significante (p<0.05)
da média do numero das AgNORs/nucleo na mucosa do labio inferior, na borda da
lingua e no assoalho bucal, entre o grupo | (controle) comparado aos grupos |l

(fumo) e Il (fumo e alcool).

Tabela 8- Comparagao da média do numero das AgNORs/nicleo no labio

inferior, borda da lingua e no assoalho bucal. Porto Alegre. 2002/2003.

labio lingua assoalho
grupo | (controle) 3,28+0,52 2,22+0,43 2,87+0,58
grupo Il (fumo) 3,34+055 2,78+0,51 3,48+0,59

grupo Il (fumo e alcool) 3,31£0,26  2,90+0,48 3,57+0,60

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

Grafico 7- Comparagao da média do numero das AgNORs/nucleo na mucosa
do labio inferior, na borda da lingua e no assoalho bucal. Porto Alegre.

2002/2003.
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Considerando a média da area das AgNORs/nucleo na mucosa do labio
inferior, no grupo | (controle), obteve-se o valor de 2,64+0,59 n2. No grupo Il (fumo),
o valor foi de 3,380,63 p? ;e, no no grupo Il (fumo e &lcool), 3,26+0,56 p® . Na
borda da lingua, a média da area das AgNORs/nucleo do grupo | (controle) foi de
1,72+0,51p° , no grupo Il (fumo) obteve-se o valor de 2,50+0,65 u? e no grupo llI
(fumo e alcool), 2,8310,83 Hz_ A anadlise da média da area das AgNORs/nucleo no
assoalho bucal do grupo | (controle) resultou no valor de 2,26+0,60 pu?. No grupo I
(fumo), o valor obtido foi de 3,49+0,98 p? ;e, no grupo Il (fumo e &lcool), foi de
3,93+1,26 p? (Tabela 9 e Grafico 8). Constatou-se diferenca estatisticamente
significante (p<0.05) da média da area das AgNORs/nucleo na mucosa do labio
inferior, na borda da lingua e no assoalho bucal, entre o grupo | (controle)

comparado aos grupos Il (fumo) e Il (fumo e alcool).

Tabela 9- Comparagao da média da area das AgNORs/nucleo no labio inferior,

borda da lingua e no assoalho bucal. Porto Alegre. 2002/2003.

labio lingua assoalho
grupo | (controle) 2,64+0,59 1,72+0,51 2,26+0,60
grupo Il (fumo) 3,38+0,63 2,50+0,65 3,49+0,98

grupo Il (fumo e alcool) 3,26+0,56 2,83+0,83 3,93%1,26

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.



Grafico 8- Comparacao da média da area das AgNORs/nucleo no labio inferior,

borda da lingua e no assoalho bucal. Porto Alegre. 2002/2003.
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Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

Avaliando-se a média percentual de nucleos com mais de 3 AgNORs na
mucosa do labio inferior, obteve-se como resultados: no grupo | (controle) 42+15,81;
no grupo Il (fumo) 43,66+18,52; e no grupo Il (fumo e alcool) 39+8,75. Ja a média
percentual de nucleos com mais de 5 AGQNORs no grupo | (controle) foi de 5,83+5,55;
no grupo |l (fumo) foi de 5,11+5,27; e no grupo Il (fumo e alcool) foi de 5+3,29. Com
relacdo a borda da lingua, os valores obtidos para a média percentual de nucleos
com mais de 3 AgNORs foram: no grupo | (controle), 12,26+8,77; no grupo Il (fumo),
27,18+£13,24; e, no grupo lll (fumo e alcool), 29,16£12,10. A analise da média
percentual de nucleos com mais de 5 AgNORs resultou em 1,06+1,48 no grupo |
(controle), 3,27+4,64 no grupo Il (fumo) e 3,33+2,87 no grupo Il (fumo e alcool) . No
assoalho bucal, a média percentual de nucleos com mais de 3 AgNORs foi de
28,71+17,19 no grupo | (controle), 43,23+£18,68 no grupo Il (fumo) e 46,94+18,60 no

grupo lll (fumo e alcool). Nos nucleos com mais de 5 AgQNORs, a média percentual



foi de 2,42+2,24 no grupo | (controle), 7,15+6,26 no grupo Il (fumo) e 8,82+7,07 no
grupo llII (fumo e alcool). (Tabela 10 e Gréaficos 9 e 10). Constatou-se diferenca
estatisticamente significante (p<0.05) da média percentual de nucleos com mais de 3
AgNORs na borda da lingua e no assoalho bucal, entre o grupo | (controle)

comparado aos grupos Il (fumo) e Il (fumo e alcool).

Tabela 10- Comparagao da média percentual de nucleos com mais de 3 e 5
AgNORs/nucleo no labio inferior, borda da lingua e no assoalho bucal. Porto

Alegre. 2002/2003.

labio lingua assoalho
+ de 3AgNORs + de 5AgNORs + de 3AgNORs +de 5AgNORs + de 3AgNORs +de 5AgNORs
grupo | (controle) 42+15,81 5,83+5,55 12,26+8,77 1,06+£1,48 28,71+17,19 2,4242,24
grupo Il (fumo) 43,66+18,52 5,1145,27 27,18+13,24 3,27+4,64  43,23+18,68 7,1546,26
grupo Il (fumo e alcool) 398,75 5+3,29 29,16+12,10 3,33+2,87  46,94+18,60 8,82+7,07

Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

Grafico 9- Comparagao da média percentual de nucleos com mais de 3
AgNORSs no labio inferior, borda da lingua e no assoalho bucal. Porto Alegre.

2002/2003.
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Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.



Grafico 10- Comparagao da média percentual de nucleos com mais de 5
AgNORs no labio inferior, borda da lingua e no assoalho bucal. Porto Alegre.

2002/2003.
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Fonte: Pacientes atendidos no DMAE e na Faculdade de Odontologia da UFRGS. Porto Alegre. 2002/2003.

A borda da lingua apresentou menor média do numero e da area das
AgNORs/nucleo e média percentual de nucleos com mais de 3 e 5 AQNORs, com
diferenca estatisticamente significante (p<0.05), comparada a mucosa do labio
inferior e assoalho bucal nos trés grupos avaliados: grupo | (controle), Il (fumo) e Il

(fumo e alcool) (Tabelas 8 a 10 e Graficos 7 a 10).









6. DISCUSSAO

Os estudos epidemiolégicos demonstram a alta prevaléncia do carcinoma
espinocelular em homens expostos ao fumo e alcool, acima de 40 anos e em sitios
anatbmicos preferenciais (KROLLS; HOFFMAN, 1976; RICH; RADDEN, 1986;
JOVANOVIC et al., 1993; LLEWELYN; MITCHELL, 1994; De STEFANI et al., 1998;
FIORETTI et al., 1998; ZAVRAS et al., 2000; IZARZUGAZA; ESPARZA; AGUIRRE,
2001). Sendo assim, a amostra deste estudo, visando reforgcar o carater preventivo
da citopatologia bucal, constitui-se de individuos do sexo masculino, acima de 30
anos e expostos ao fumo e alcool.

A técnica de Papanicolaou Modificada e a técnica da AgNOR ja foram
aplicadas na citopatologia bucal para analisar as alteragdes celulares na mucosa
bucal clinicamente normal, sob a acdo isolada do fumo (ZIMMERMAM,;
ZIMMERMAM, 1965; HILLMAN; KISSIN, 1976; SOARES PINTO, 2000; CANCADO;
YURGEL; SANT'ANNA, 2001). Este estudo buscou verificar, além da agao do fumo,
a acao do alcool na mucosa bucal clinicamente normal. Além dos trés grupos
existentes (grupo | (controle), grupo Il (fumo) e grupo Ill (fumo e alcool)), planejou-
se, inicialmente, incluir um grupo de pacientes expostos somente ao alcool.
Entretanto, a dificuldade de selecionar pacientes expostos somente ao alcool, ou
mesmo, a subestimacao do consumo de alcool relatado pelos pacientes no momento
da entrevista, impossibilitaram a obtengcdo de uma amostra suficiente para completar
este grupo. A dificuldade de isolar a agao do alcool e fumo ja foi relatada em estudo
epidemioldgico (RICH; RADDEN, 1986). Considerando que a grande maioria dos
pacientes do grupo Il (fumo e alcool), associava dois ou mais tipos de bebidas
alcoolicas, padronizou-se, segundo Fioretti et al. (1998) que 330 ml de cerveja, 120

ml de vinho e 30 ml de bebida destilada continham a mesma quantidade aproximada



de etanol de 12 - 15 mg.

Este estudo resultou, na grande maioria, em esfregacos citoldgicos classes | e
Il segundo Papanicolaou e Traut (1947), concordando com os estudos de Silverman,
Becks e Farber (1958), Silva e Rados (1997), Kapczinski (1997), Cangado, Yurgel e
Sant'Anna (2001), Romanini (1999) e Soares Pinto (2000).

A ocorréncia dos esfregacos citolégicos classe 0 justifica-se pela natureza
seca e maior grau de maturacao celular da mucosa do labio inferior, resultando em
esfregacos citolégicos com poucas células epiteliais passiveis de analise
morfolégica, bem como pelo uso da espatula de madeira seca como método de
coleta utilizado neste estudo. Ogden, Cowpe e Green (1992) sugerem a utilizagéo do
"cytobrush" que confere maior numero de células bem distendidas e néo
sobrepostas ao esfregago citoldgico em relagdo a espatula de madeira. Um ponto
positivo a ser considerado € que a coleta do material foi realizada por um
pesquisador previamente treinado.

Romanini (1999) e Soares Pinto (2000) atribuiram classe Ill, segundo
classificagado de Papanicolaou e Traut (1947), pela presenga de células atipicas. No
entanto, ndo descreveram quais as alteragdes morfolégicas presentes nestes
esfregacos citolégicos. Atribuimos classe Ill, segundo classificagdo de Papanicolaou
e Traut (1947), na borda da lingua e no assoalho bucal de pacientes do grupo Il
(fumo) ndo em decorréncia da presenga de células epiteliais atipicas, mas pela
observacgao de células parabasais em mais de dois campos do esfregacos citologico.
Segundo a classificagdo de Papanicolaou e Traut (1947), a presenca de poucas
células parabasais representa uma displasia leve. Carvalho (2002) relata que as
células parabasais possam significar alguma anormalidade do esfregaco citolégico

ou excesso de forga no momento da coleta do material citologico.



A citologia cérvico-vaginal baseou-se na classificagcdo de Papanicolaou até a
formulagcdo do Sistema de Bethesda em 1988 (THE 1988 Bethesda..., 1989) que
surge para facilitar a comunicagdo entre os citopatologistas e os clinicos, a
correlagao da citologia com a histologia e a pesquisa das doengas cérvico-vaginais,
tendo a sua terminologia reformulada em 2001 (SOLOMON et al.,2002).
Considerando-se o enfoque da citopatologia bucal como um recurso de diagndstico
prévio ao aparecimento de lesdes, utilizou-se o Sistema de Bethesda (2001) com
algumas particularidades. Os resultados obtidos foram negativo para lesado intra-
epitelial maligna e negativo para lesao intra epitelial maligna com presenca de
inflamacdo na quase totalidade dos esfregagos citoldgicos. Quatro laminas
analisadas foram insatisfatorias para avaliacdo, pela auséncia de cem células
adequadas para analise morfoldgica; e trés esfregacos citoldgicos, um na borda da
lingua e dois no assoalho bucal de pacientes do grupo Il (fumo), foram classificados
como (A.S.C.U.S) pela presengca das células parabasais em pelo menos dois
campos da lamina (Tabela 3). Classificaram-se as células parabasais como atipicas
de significado indeterminado (A.S.C.U.S), j4 que o termo atipia no Sistema de
Bethesda (2001) nao se refere a alteragdes celulares inflamatérias, pré-neoplasicas
ou neoplasicas e, como ja mencionado, o significado deste tipo celular no esfregaco
citolégico permanece incerto (CARVALHO, 2002).

Acreditamos que a presencga das células parabasais nao seja decorrente de
forca excessiva no momento da coleta de material, j&4 que os esfregagos citolégicos
dos trés grupos avaliados foram realizados por um pesquisador previamente
treinado. A ocorréncia deste tipo celular em mais de dois campos da lamina de
pacientes expostos ao fumo, observada em nosso estudo, associado aos achados

de Silva e Rados (1997) que constataram células parabasais em esfregagos



citolégicos de fumantes, sugere uma alteragcdo do padrdo de maturagao celular. Os
pacientes que obtiveram o diagndstico de classe Ill ou A.S.C.U.S, segundo
classificagdo de Papanicolaou e Traut (1947) e Sistema de Bethesda (2001)
Adaptado para a Cavidade Bucal, estdo em controle através do exame clinico e da
realizacdo de novo esfregago citopatolégico na Faculdade de Odontologia da
UFRGS. O significado da presenga de células parabasais na citopatologia bucal
deve ser confirmado com a realizacdo de novos estudos, considerando a
possibilidade de este tipo celular indicar alteragéo precoce frente aos carcindégenos
fumo e alcool.

A utilizacdo de diferentes critérios para definicido do padrdo de maturacao
celular da cavidade bucal dificultou a comparagao entre os estudos. Montgomery
(1951), Silverman, Becks e Farber (1958), Zimmermam e Zimmermam (1965),
Meyer, Rubinstein e Medak (1970) e Hillman e Kissin (1976) valorizaram mais a
coloracao do citoplasma do que a morfologia nuclear para a defini¢gao do tipo celular.
Ja Kapczinski (1997) e Silva e Rados (1997) determinaram o tipo celular segundo a
morfologia do nucleo, considerando a coloragdo do citoplasma em casos de
indefinicdo. Adotamos a morfologia nuclear, como critério para determinar o tipo
celular devido a existéncia de células com o citoplasma apresentando mais de uma
tonalidade de cor, tornando ambiguo o critério que considera a coloragédo do
citoplasma.

Na analise do padrdao de maturagédo celular entre os sitios anatdémicos nos
trés grupos avaliados (grupo | (controle), Il (fumo) e Il (fumo e alcool)), constatou-se
o predominio de células anucleadas na mucosa do labio inferior e diminuicdo das
células superficiais com nucleo no assoalho bucal. Com relagdo ao numero das

células intermediarias, observou-se uma diminui¢gdo progressiva no assoalho bucal,



borda da lingua e mucosa do labio inferior (Tabelas 4 a 6 e Graficos 2 a 4). Todas
estas observacbes apresentaram diferengca estatisticamente significante (p<0.05).
Considerando os diferentes critérios utilizados para definicdo do padrdo de
maturacgao celular, outros estudos também confirmaram que cada sitio anatémico da
mucosa bucal clinicamente normal possui um padrdo de maturagao celular proprio
(MONTGOMERY, 1951; SILVERMAN; BECKS; FARBER, 1958; KAPCZINSKI, 1997;
SILVA; RADOS, 1997).

Na mucosa do labio inferior e na borda da lingua, observou-se, com diferencga
estatisticamente significante (p<0.05), uma diminuicdo das células superficiais com
nucleo no grupo Il (fumo e alcool) em relagao ao grupo | (controle), associada a uma
tendéncia no aumento das células anucleadas nestes dois sitios anatémicos do
grupo Il (fumo e alcool). Sugere-se uma maior ceratinizagdo da mucosa do labio
inferior e da borda da lingua quando expostas ao fumo e ao alcool (Tabelas 4 e 5
Graficos 2 e 3). No assoalho bucal, a diminuigdo das células superficiais com nucleo
com diferenga estatisticamente significante (p<0.05) no grupo Il (fumo e alcool) em
relacdo ao grupo | (controle), ocorreu em decorréncia do aumento das células
intermediarias e evidencia possivel aumento da velocidade de renovagao celular
(Tabela 6 e Grafico 4). Este achado concorda com Kapczinski (1997) que também
observou a diminuicdo das células superficiais com nucleo no assoalho bucal de
pacientes fumantes em decorréncia do aumento das células intermediarias.
Zimmermam e Zimmermam (1965), Meyer, Rubinstein e Medak (1970) e Hillman e
Kissin (1976) constataram um aumento da velocidade de renovagao celular na
mucosa bucal de fumantes, devido ao aumento das células com menor grau de
maturagao celular. Ja Silva e Rados (1997) observaram o aumento do numero das

células anucleadas no assoalho bucal de fumantes com diferenca estatisticamente



significante. Balaez et al. (1986) e Balaez, Diaz e Pérez (1989) constataram maior
grau de ceratinizagao no palato e mucosa jugal de fumantes.

A quantificacdo dos tipos celulares da mucosa bucal, utilizando a técnica de
Papanicolaou Modificada, exprimiu o grau de maturagao celular dos diferentes sitios
anatbmicos. Apesar da exposicao sinérgica do fumo e alcool ter alterado o padréao
de maturacao celular na mucosa do labio inferior, na borda da lingua e no assoalho
bucal, a discrepancia dos resultados dos estudos (ZIMMERMAM;ZIMMERMAM,
1965, MEYER;RUBINSTEIN;MEDAK, 1970; HILLMAN; KISSIN, 1976; BALAEZ et
al., 1986; BALAEZ;DIAZ; PEREZ, 1989; KAPCZINSKI, 1997; SILVA; RADOS, 1997)
limita a sua utilizacdo para identificacdo de alteragdes precoces do epitélio bucal.
Com base nestes aspectos, concordamos com a afirmagdo de Ogden (1997) ao
mencionar que a morfologia celular na citopatologia bucal tem um carater subjetivo e
limitado, necessitando associagdo com outros marcadores para melhor acuracia no
diagndstico precoce.

Diversos estudos confirmam a utilizagdo da técnica da AgNOR como um
marcador de proliferacdo celular (TRERE; PESSION; DERENZINI, 1989; DERVAN
et al., 1989; SANJAY; SINGH; BLATIA, 1995; COSTA et al., 1999; THERE et al.,
1991; CHU et al., 2001; DERENZINI et al., 2000). A citologia esfoliativa é favorecida
pela utilizacdo do alcool como fixador ( TRERE, 2000 ) e possibilita a avaliacéo de
todo o nucleo ( MAO, 1995; SUJATHAN et al., 1996 ). Entretanto, na citopatologia
bucal, a técnica da AgNOR fica prejudicada pela presenca de muco que tem
afinidade com a prata. No presente trabalho, esta foi a razao principal da perda dos
esfregacos citolégicos. Cangado, Yurgel e Sant'/Anna (2001) observaram 0 mesmo
entrave na aplicagdo desta técnica na cavidade bucal. Sugere-se a utilizagado de

outros métodos de coleta, como a citologia em meio liquido, que resultem em menor



quantidade de muco e restos alimentares nos esfregacos citolégicos da cavidade
bucal.

Analisando a média de idade dos trés grupos ( | (controle), Il (fumo) e Il (fumo
e alcool)), constatou-se diferenga estatisticamente significante (p < 0.05) entre o
grupo | (controle) e grupo Il (fumo e alcool), comparado ao grupo Il (fumo) (Tabela 1
e Gréfico 1). Porém, Sampaio et al. (1999) e Cancado, Yurgel e Sant'/Anna (2001)
demonstraram que a idade nao influenciou a atividade de proliferagédo celular, ja que
nao observaram correlacdo entre a média de idade e a média do numero das
AgNORs/nucleo.

A atividade de proliferagdo celular avaliada pela técnica da AgNOR foi
utilizada em sitios anatdmicos de maior prevaléncia do carcinoma espinocelular
bucal (KROLLS; HOFFMAN, 1976; RODER, 1982; RICH; RADDEN, 1986;
JOVANOVIC et al., 1993; LEWELYN; MITCHELL, 1994), utilizando, como
parametros, a média do numero e da area das AQNORs/nucleo e a média percentual
de nucleos com mais de 3 e 5 AgNORs. A contagem das AgNORs, apesar das
recomendagdes de Crocker et al. (1989), é subjetiva e pouco reproduzivel, enquanto
a mensuracdo da area das AQNORs é mais reproduzivel e precisa (TRERE, 2000 ).
Carbonelli et al. (1994) e Schwint et al. (1996) constataram que a mensuragédo da
area das AgNORs foi mais sensivel na detecgao de alteragdes celulares. O uso da
média percentual de nucleos com mais de 3 AQNORs baseou-se no estudo de Xie et
al. (1997) que constataram 70% dos nucleos de epitélio normal apresentarem 1 ou 2
AgNORs e de Giri et al. (1989)b que observaram nucleos com mais de 3 AQNORs
serem sugestivos de malignidade. Ja a utilizagdo da média percentual de nucleos
com mais de 5 AgNORs fundamentou-se no estudo de Chern et al. (1997) que

observaram a média das AgNORs/nucleo em todas as lesées benignas pulmonares



avaliadas através da citologia esfoliativa ndo ultrapassarem valor de 5. Xie et al.
(1997) observaram que aproximadamente 60% dos nucleos de carcinomas
espinocelulares bucais apresentaram 5 ou mais AQNORs. Acreditamos que, com a
realizacdo somente da média do numero das AgNORs/nucleo, subestima-se a
presenca de células com maior atividade proliferativa, ou seja, nucleos com mais de
3 AgNORs.

A borda da lingua apresentou menor atividade de proliferagdo celular em
relacdo a mucosa do labio inferior e do assoalho bucal em todos os grupos
estudados (I (controle), Il (fumo) e Il (fumo e alcool)), ja que se constatou diferenca
estatisticamente significante ( p<0.05) para os parametros da média do numero e da
area das AgNORs/nucleo e da média percentual de nucleos com mais de 3 e 5
AgNORs (Tabelas 8 a 10 e Graficos 7 a 10). Apesar do turnover time (tempo
necessario para substituir todas as células do epitélio) ser menor no epitélio nao
ceratinizado, comparado ao epitélio ceratinizado (TEN CATE,1994), ndo se observou
diferenca de proliferacdo celular entre a mucosa do labio inferior e do assoalho
bucal nos grupos estudados (I (controle), Il (fumo) e Ill (fumo e alcool)). Constatou-
se que a atividade de proliferagao celular comportou-se de maneira semelhante no
epitélio ceratinizado e nao ceratinizado. Pillai et al. (1994) confirmaram esta
observacgado ao nao constatarem diferenca estatisticamente significante da média do
numero das AgNORs/nucleo entre a mucosa gengival e a mucosa jugal clinicamente
normal. Cangado, Yurgel e Sant'/Anna (2001) sugeriram que o epitélio nao
ceratinizado da mucosa bucal € mais suscetivel a acdo do fumo do que o epitélio
ceratinizado, visto que observaram diferenga estatisticamente significante na média
do numero das AgNORs/nucleo entre a borda da lingua e o assoalho bucal, somente

nos fumantes. Ndo observamos este achado, visto que a proliferagao celular na



mucosa do labio inferior e no assoalho bucal, expostos ou ndo ao fumo e ao fumo e
alcool, manteve-se semelhante.

A mucosa bucal exposta ao fumo e ao fumo e alcool tem a sua atividade de
proliferacdo celular aumentada. Constatou-se diferenga estatisticamente significante
(p<0.05) entre o grupo Il (fumo) e Ill (fumo e alcool) em relagdo ao grupo | (controle)
na mucosa do labio inferior, borda da lingua e no assoalho bucal, para a média do
nuamero e da area das AgNORs/nucleo (Tabelas 8 e 9 e Graficos 7 e 8). No
parametro da média percentual de nucleos com mais de 3 AgNORs, observou-se
diferenga estatisticamente significante (p<0.05) entre o grupo Il (fumo) e Il (fumo e
alcool) em relagdo ao grupo | (controle) na borda da lingua e no assoalho bucal.
(Tabela 10 e Grafico 9). Este achado concorda com o estudo de Cangado, Yurgel e
Sant'/Anna (2001) que observaram, com diferengca estatisticamente significante,
maior média do numero das AgNORs/nucleo e da média percentual de nucleos com
mais de 3 e 5 AgNORs nos fumantes em relagdo aos nao fumantes, na borda da
lingua e no assoalho bucal. Sampaio et al. (1999) constataram, com diferencga
estatisticamente significante, maior média do numero das AgNORs/nucleo e da
média percentual de nucleos com mais de 5 AQNORs na mucosa jugal de fumantes.
Soares Pinto (2001) observou, com diferenca estatisticamente significante, maior
média do numero das AgQNORs/nucleo no assoalho bucal de fumantes. Com relagao
a média percentual de nucleos com mais de 5 AgQNORs, observamos uma tendéncia
de valores maiores no grupo Il (fumo) e llll (fumo e alcool) na borda da lingua e no
assoalho bucal, porém sem diferenca estatisticamente significante (p<0.05) (Tabela
10 e Grafico 10). A amostra deste estudo deve ter sido insuficiente, considerando
que Cangado, Yurgel e Sant'/Anna (2001) e Sampaio et al. (1999) observaram

diferenca estatisticamente significante para este parametro.



A acdo de outros agentes, como a exposi¢cao solar, nao controlados neste
estudo devem ter influenciado na atividade de proliferacdo celular da mucosa do
labio inferior. Observou-se menor discrepancia dos valores das médias das
AgNORs em todos os parametros entre os grupos I(controle), Il (fumo) e Ill (fumo e
alcool) quando comparados aos da borda da lingua e do assoalho bucal (Tabela 8 a
10 e Graficos 7 a 10). Este achado concorda com Soares Pinto (2001) que constatou
uma semelhangca da média do numero das AgNORs/nucleo no labio inferior de
fumantes e ndo fumantes.

Trere et al. (1991), Antonangelo et al. (1994) e Ceccarelli et al. (2000)
relacionaram a area das AgNORs/nucleo com proliferagao celular, com distingao de
lesdo benigna e maligna e com predigao de prognéstico, respectivamente. Carbonelli
et al. (1994) e Schwint et al. (1996) constataram que a area das AgNORs/nucleo foi
0 parametro mais sensivel na deteccdo de alteragdes celulares no processo de
carcinogénese induzido em animais. Baseado nestas constatagdes, decidiu-se incluir
neste estudo o paradmetro da média da area das AgNORs/nucleo, ndo avaliado
previamente em trabalhos de metodologia semelhante (SAMPAIO et al.,, 1999;
CANCADO; YURGEL; SANT'ANNA, 2001; SOARES PINTO, 2001). No entanto,
neste trabalho, observou-se que a utilizacdo da média da area das AgNORs/nucleo
nao foi mais sensivel para avaliar a atividade de proliferacdo celular quando
comparada a contagem das AgNORs. Treré (2000) referiu-se a contagem das
AgNORs como um método subjetivo. Entretanto, na mucosa bucal normal, o padréao
das AgNORs, como pontos pretos arredondados, homogéneos e em pequeno
nuamero dentro do nucleo (CHATTOPADHYAY et al.,, 1994; XIE et al., 1997,
SAMPAIO et al., 1999; SOARES PINTO, 2001; CANCADO; YURGEL; SANT ANNA,

2001), facilita a utilizagcdo do método de contagem, tornando-o mais reproduzivel. A



média do numero das AgNORs/nucleo obtidos nos outros estudos que utilizaram a
citopatologia na mucosa bucal clinicamente normal variou entre 1,79 e 3,53.
(SAMPAIO et al., 1999; SOARES PINTO, 2001; CANCADO; YURGEL; SANT 'ANNA,
2001). Neste trabalho, a média do numero das AgNORs/nucleo oscilou de 2,22 a
3,57 (Tabela 8 e Gréafico 7). A semelhangca das médias do numero das
AgNORs/nucleo resultou também da padronizagdo da técnica e do critério de
contagem adotado nestes trabalhos. Nas neoplasias malignas, as AgNORs sé&o
irregulares, estdo em maior numero e dispersas pelo nucleo ( HOWAT et al., 1988;
GIRI et al., 1989; CARDILLO et al., 1992; CHERN et al., 1997; SUJATHAN et al.,
1996; CORTEZ-GUTIERREZ et al., 2001), dificultando o método de contagem das
AgNORs. Avaliando a média do numero das AgNORs/nucleo em carcinomas
espinocelulares bucais, constatou-se uma variagdo de 3,48 a 9,74 (SANO et al,,
1992; CHATTOPADHYAY et al., 1994). Sendo assim, a utilizacdo da média da area
das AgNORs/nucleo € mais precisa em células com alto indice de proliferagéo
celular, como sugerido por Toikkanen et al. (1992) e Ceccarelli et al. (2000) em
relacdo aos tumores de mama.

A citopatologia bucal deve ser usada em individuos expostos cronicamente ao
alcool e fumo e em sitios anatdbmicos de maior prevaléncia do cancer bucal
(SUGERMAN; SAVAGE, 1996), visto que os constituintes genotoxicos e
carcinégenos resultantes da queima do tabaco séo considerados agentes iniciadores
(LOFROTH, 1988; FRANKS, 1996) e o acetaldeido, primeiro produto metabdlico do
etanol, um agente promotor da carcinogénese bucal (Timmons; Nwankwa; Domann,
2002). A técnica da AgNOR é um marcador que detecta alteragdes de proliferagéo
celular ocorridas na fase de promogédo da carcinogénese (CARBONELLI et al.,

1994). Neste estudo, constatou-se que a média do numero das AgNORs/nucleo foi



suficiente para informar com acuracia a atividade de proliferagao celular da mucosa
bucal clinicamente normal, viabilizando o uso da técnica da AgNOR em ambito
populacional, ja que a contagem das AgNORs/nucleo é de facil execugéo e de baixo
custo quando comparada ao método morfométrico (Chern et al., 1997, Trere, 2000).
A mucosa bucal exposta ao fumo e ao fumo e alcool tem a sua atividade de
proliferagdo celular aumentada. Entretanto, concordamos com Cangado, Yurgel e
Sant'/Anna ( 2001 ) na necessidade de um estudo prospectivo para determinar o
valor da técnica da AgNOR na citopatologia bucal como monitoramento de

individuos expostos a estes carcindbgenos.



7. CONCLUSOES
De acordo com a metodologia deste estudo e baseado na analise dos

resultados obtidos, € possivel concluir que:

e Os sitios anatdmicos avaliados apresentaram diferentes padrées de maturacao
celular

e O fumo e o fumo e alcool aumentaram a atividade de proliferagao celular da
mucosa clinicamente normal do labio inferior, da borda da lingua e do assoalho
bucal

e A borda da lingua teve menor atividade de proliferagcao celular quando exposta,
ou nao, ao fumo ou ao fumo e alcool quando comparada a mucosa do labio
inferior e do assoalho bucal

e A média do numero das AgNORs/nucleo foi suficiente para avaliar a atividade de
de proliferagao celular da mucosa clinicamente normal do labio inferior, da borda

da lingua e do assoalho bucal
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

MESTRADO EM PATOLOGIA BUCAL

CONSENTIMENTO INFORMADO

Justificativa e objetos da pesquisa: avaliar, através da quantificacdo do
conteudo de DNA e da quantificagdo das Regides Organizadoras Nucleolares
(NORs), o efeito do alcool e do fumo, sobre as células da mucosa bucal
normal.

Procedimentos que serao realizados e seus propdsitos: serao realizados dois
esfregacos mediante a utilizagcdo de uma espatula de madeira , de trés areas
anatdmicas bucais de maior prevaléncia de cancer: vermelh&o do labio, borda
de lingua e soalho bucal. Sera utilizada uma espatula de madeira para a
raspagem de cada individuo. Como esta pesquisa busca estudar a existéncia
de mudangas no padrao de descamagao celular da mucosa dos pacientes,
todos os casos que mostrarem variagcdo do padrao normal, serdo submetidas
a novas avaliagdes clinicas e/ou laboratoriais.

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

Fui igualmente informado:



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

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

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

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

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

O pesquisador responsavel por este projeto de pesquisa € Dr. Pantelis

Varvaki Rados ( fone: 3316.50.23 ou 3316.50.11 ).

Nome e Assinatura do voluntario

Data: Telefone:

Observagao: o presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e
Normas Regulamentares 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 a outra do pesquisador responsavel.



ANEXO B
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
MODELO DE FICHA PARA CADASTRAMENTO DOS PACIENTES
Requisicdo para exame citopatoldgico
Dados do Paciente

Nome :

Data de nascimento: ----/---/---- |dade: Sexo: Raca:------

Profissao:

Endereco:

Cidade: CEP:

Telefone:

Doencas sistémicas:

Medicamentos:
Habitos:

Café: quantidade de xicaras por dia

Chimarrao: quantidade de cuias por dia



ANEXO C
TECNICA DE IMPREGNAGCAO PELA PRATA DAS AgNORs*

A técnica citoquimica da AgNOR sera baseada na técnica descrita por Ploton et
al. (1986), e segue os seguintes passos:
Fixacdo em alcool etilico 96%
Desidratagao com alcool etilico absoluto
Pés-fixagdo em uma mistura de alcool etilico-acido acético (solugao 3:1) por 10
minutos
Lavagem em agua destilada
Impregnacao pela prata, gotejando a solugao coloidal sobre as laminas, colocadas
em camara Umida fechada e levadas a estufa por 20 minutos a 45°C. A solugéo
coléide de prata deve ser preparada, na hora de uso, pela dissolucdo de 2% de
gelatina em solugédo aquosa de acido férmico a 1%, misturada numa proporcao de
1:2 partes, com solugao aquosa de nitrato de prata em concentragao de 50%.
Duas lavagens em agua destilada aquecida a 45 °C, para facilitar a remogdo da
gelatina e, uma em agua destilada na temperatura ambiente.
Reidratacdo em trés banhos de alcool etilico absoluto
Clareamento em xilol
Montagem em Permount (Fisher ChemAlert®).
*A técnica foi adaptada por Isabel Lauxen e Marcia Oliveira para utilizacdo em
esfregacos citoldgicos da mucosa bucal. O tempo e a temperatura de impregnagéao
pela prata devem ser adaptados de acordo com o tecido em estudo. (Laboratério de
Patologia Bucal — Faculdade de Odontologia da UFRGS. Fone: (051) 3316-5023.E-

mail: ppgod@ufrgs.br
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ANEXO D

*TECNICA DE PAPANICOLAOU MODIFICADO

Alcool absoluto 15 segundos;

Alcool absoluto 15 segundos;

Alcool absoluto 15 segundos;

Alcool absoluto 15 segundos;

Agua destilada 15 segundos;

Hematoxilina de Harris, com 0.5 g de Acido Acético Glacial — 60 segundos;
Descansar em papel absorvente;

Lavar em agua corrente até que esta permaneca limpida;
Carbonato de Litio** 0,25% durante 15 segundos;

Alcool 15 segundos;

Alcool 15 segundos;

Alcool 15 segundos;

Alcool 15 segundos;

Orange G6 durante 60 segundos, com Acido Fosfotungstico ( 0,15 g/l );
Descansar em papel absorvente;

Alcool 15 segundos;

Alcool 15 segundos;

Policromo*** durante 3 minutos;

Descansar em papel absorvente;

Alcool 15 segundos;

Alcool 15 segundos;

Alcool 15 segundos;

Descansar em papel absorvente;



Xilol durante 5 minutos;

Xilol durante 5 minutos;

Montagem com Balsamo do Canad3;

*Técnica preconizada por Papanicolaou (1941) e modificada pelo Servigo de
Citologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sendo utilizada no Laboratério de
Patologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

**O Carbonato de Litio é utilizado para realcar o efeito da hematoxilina. Tal solugao
€ preparada com 5 gramas deste carbonato para 2 litros de agua destilada. Deve-se
trocar a solugcdo, no momento que ocorrer turvamento.

**Composicdo do Policromo: 200 ml corante EA36 e 600 ml corante EAG65

( proporcéao 3:1).



ANEXO E

Critérios para Analise Morfolégica dos Esfregagos Obtidos pelo Método de
Papanicolaou Modificado.

Os critérios utilizados para analise da morfologia celular seguiram os mesmos
citados por Papanicolaou e Traut ( 1947 ), como indicativos de malignidade. Sendo
estes:

Presenca de nucleos aumentados

Aumento da relagéo nucleo/citoplasma

Hipercromatismo nuclear

Alteracgdes no padrao de distribuicdo da cromatina nuclear

Espessamento acentuado e irregular da membrana nuclear integra

Nucléolos multiplos e proeminentes

Pleomorfismo nuclear

Mitoses atipicas



ANEXO F
Critérios para Classificacdo dos Esfregacos pelo Método de Papanicolaou
Modificado
A classificagado utilizada segue os critérios descritos por Papanicolaou e Traut
( 1947 ), descritos abaixo:
Classe 0 - Amostra invalida

Material insuficiente ou inadequado para analise.
Classe | — Esfregago normal

As células observadas apresentam padrdo morfolégico normal em todo o
esfregaco.
Classe Il — Esfregago normal com alteragdes inflamatorias

Observa-se presenca de células inflamatérias em pelo menos dois campos no
esfregaco analisado. Nucleo e citoplasma continuam tendo caracteristicas benignas,
podendo existir pequenas alteragcdes na relacdo nucleo/citoplasma, em favor do
nucleo. Células multinucleadas e presenca de halos perinucleares podem estar
presentes.
Classe lll — Esfregaco suspeito — Alteragdes Displasicas

Presenca de alteragdes celulares no minimo em dois campos do esfregaco.

Foram consideradas displasicas, células cujos nucleos apresentavam alguns
critérios de malignidade, mas que mantinham o citoplasma normal. As alteragdes
consideradas foram: discreta hipercromasia nuclear, nucleos levemente aumentado
(0 maior didametro do nucleo é ainda menor que o maior raio do citoplasma),
observagcdo de granulos e corddes de cromatina, mas nao verdadeiros espagos
vazios nucleares. Observou-se a presenca de multinucleacdo. Na presenca de

displasia leve, as células sao do tipo superficial e intermediario, com raras células



parabasais. Em uma displasia severa, as células, em sua maioria, sdo do tipo
parabasal ou intermediario de pequeno tamanho.

Classe IV — Carcinoma in situ - Fortemente indicativo, mas nao conclusivo de
malignidade.

Presenca de alteracdes celulares em dois ou mais campos. O numero de
células anormais, nas amostras, € maior que nas displasias. O carcinoma in situ &
caracterizado pela presenga de células malignas imaturas, ou seja, células das
camadas basal e parabasal que sdo redondas ou ovais, com nucleo em posi¢ao
central. Podem aparecer células com nucleos volumosos e escasso citoplasma. A
membrana nuclear € vivamente delimitada, a cromatina é irregular ou em granulos
grosseiros. O nucleo € difusamente hipercromatico. Podem ser observadas
multinucleacido e binucleacdo com nucleos ovalados e unidos. O citoplasma pode
conter vacuolos. Observa-se sincicios celulares com bordas celulares indistintas e,
pode ser visto, arranjo celular em fila.

Classe V — Esfregago maligno — Carcinoma invasivo

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

hipercromatico. Ha presenca de pleomorfismo celular e mitoses atipicas.



ANEXO G
Sistema de Bethesda (2001) Adaptado para a Cavidade Bucal pelo Programa de
P6s - Graduacdo em Odontologia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.
ADEQUACAO DO ESPECIME
- Satisfatorio para avaliagcao
- Insatisfatério para avaliagao
Espécime rejeitado / ndo processado
Espécime processado e examinado, mas insatisfatorio para avaliagdo, porque
( especificar )
CLASSIFICACAO GERAL
- Negativos para Lesao Intra-Epitelial ou Malignidade
- Presenca de Anormalidade Epitelial
INTERPRETACAO (RESULTADO)
- Negativos para Lesao Intra-Epitelial ou Malignidade
Fungo ( Candida )
Bactérias presentes no esfregaco
Células inflamatérias presentes no esfregaco
- Anormalidade Celular Epitelial
Células Escamosas Atipicas de significado indeterminado (A.S.C.U.S)
As demais alteragdes caracterizadas no Sistema Bestheda ( 2001 ) representam, na
citologia bucal, a presenca de alteragdes clinicamente visiveis. Conforme a

indicagao, determina-se a necessidade da realizagao de bidpsia total ou parcial.



ANEXO H

Tipos celulares segundo Carvalho (2002):

Células anucleadas: Sao células achatadas, poligonais como as superficiais,
porém sem nucleo. Ocasionalmente, leve vestigio da presenga de um nucleo
podera ser percebida. O citoplasma é intensamente ceratinizado e se cora, mais
comumente, em amarelo alaranjado ou vermelho.

Células superficiais: Sdo células grandes, achatadas, de tendéncia poligonal e de
citoplasma pouco transparente. Este é eosindfilo, isto €, cora-se numa variagao
do amarelo-claro ao vermelho-purpura. A coloragdo mais comum, entretanto, é a
résea. As bordas citoplasmaticas sdao bem delineadas. O nucleo é inteiramente
picnadtico, isto €, apertado sobre si mesmo, pequeno e sem nenhuma estrutura
identificavel de cromatina. Aparece como um pequeno ponto preto, arredondado
ou, as vezes, ligeiramente alongado.

Células intermediarias: Sao células ciandfilas com coloragdo mais clara que as
das camadas mais profundas. As bordas externas do citoplasma mostram
tendéncia acentuada para linhas retas, conferindo forma poligonal. A
predominancia do citoplasma sobre o nucleo é muito acentuada. O citoplasma se
dobra com facilidade, tornando-se transparente. O nucleo tem a forma mais ou
menos ovalada, a cromatina € finamente granular e uniformemente distribuida,
mas, ja pode-se presenciar alguns granulos e esbogos de corddes de cromatina.
Células parabasais: Sao células de forma oval, embora, ainda, possam aparecer
arredondadas. O citoplasma tem coloragdo basodfila ou ciandfila. O nucleo
assume posic¢ao central de formato ovalado, ocupando metade da area celular. A

cromatina € menos abundante, granular e uniformemente distribuida.
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