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RESUMO

A citopatologia bucal é um método de diagnéstico baseado em células obtidas por raspagem. Com a finalidade de constatar
quantitativamente as alteragdes celulares ocasionadas pelo fumo em mucosa bucal normal, durante a Campanha de Combate ao
Cancer de Novo Hamburgo/RS de 2000, foram selecionados todos os individuos homens, fumantes e nio-fumantes, acima de 40
anos e sem lesdo bucal aparente. O processo de sele¢do resultou em um total de 13 fumantes e 9 ndo-fumantes. Os sitios bucais
estudados foram: labio, soalho bucal e lingua. De cada sitio estudado foram obtidos dois, esfregagos, sendo o primeiro submetido a
técnica de impregnacdo pela prata (AgNORs) para avaliacio quantitativa via IMAGELAB e o segundo ao método de Papanicolaou
Modificado para confirmagdo de normalidade. Através do teste estatistico Mann-Whitney (p=0,05) foram obtidos os seguintes
resultados: (1) em soalho, o niimero de AgNORs por niicleo foi superior em fumantes comparado ao grupo nio-fumantes; (2) em
lingua, a relagdo niicleo/citoplasma em fumantes é maior em comparacdo aos ndo-fumantes; (3) em lébio, o grupo com média acima
de 3 AgNORs/niicleo apresentou &rea nuclear maior. Considerando que cada sitio possui comportamento especifico frente s
injirias ocasionadas pelo fumo, concluimos que as referéncias quantitativas de relagdo niicleo/citoplasma e nimero de AgNORs/

niicleo sdo eficazes para o controle de alteragdes celulares prévias a lesdo bucal visivel.
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INTRODUCAO

O Ministério da Satde estima que,
para 2003, em todo o Brasil, ocorre-
rio 402.190 casos novos e 126.960
6bitos por céncer. Para o sexo mascu-
lino, sdo esperados 186.155 casos no-
vos e 68.350 o6bitos, enquanto que,
para o sexo feminino, sdo estimados
216.035 casos novos e 58.610 o6bitos.
Em relacdo ao cancer de boca, o Rio
Grande do Sul tem uma taxa estimada
para 2003 de 11,12 casos para cada
100.000 homens e de 1,87 casos para
cada 100.000 mulheres. Sendo os siti-
os de maior prevaléncia na cavidade
bucal: o vermelhdo do labio inferior, o
soalho bucal e a borda da lingua
(JORDAN e DALEY, 1997). Estudos
epidemiologicos apontam que a ocor-
réncia do carcinoma espinocelular ¢
mais freqiiente em individuos fumantes

acima de 40 anos de idade (Boyle et al,
1990: SILVERMAN, 1990; SAWYER,

1992; PINHOLT, RINDUM,
PINDBORG,1997).
0 aumento da atividade

proliferativa e da relagdo nucleo/
citoplasma sdo alguns dos critérios es-
tabelecidos pela Organizagdo Mundial
da Satide para a determinagdo de alte-
racdes celulares compativeis com a
ocorréncia de alteracdes Malignas
(PINDBORG, 1997).

A técnica que utiliza a impregnagéo pela

prata é especifica para a deteccdo das re-
gives organizadoras nucleolares (NORs) ati-
vas, as quais sdo possiveis de serem
identificadas pela liga¢do da prata as pro-
teinas ndo-histénicas associadas estritamen-
te a essas regides. Cada NOR representa
uma unidade de transcri¢do ribossomal
componente do nucléolo, sendo as NORs
ativas aquelas onde o DNAr potencialmen-
te ativo é localizado. As NORs apés im-
pregnacdo pela prata sdo denominadas
AgNORs e através da microscopia de luz
podem ser identificadas como pontos pre-
tos dentro de nicleos de contorno bem de-
finido (OLIVEIRA, LAUXEN, SANT’ANA
FILHO, 1999). A quantificagdo das regi-
des organizadoras nucleolares impregna-
das pela prata (AgNORs) representa um
recurso para a avaliagdo da atividade
proliferativa de neoplasias (WHITAKER et
al, 1993, COSTA et al, 1999; DERENZINI,
2000). A utilizagdo da técnica de AgNOR
em citopatologia viabiliza a constatagdo de
alteragdes relativas a atividade
proliferativa celular em mucosa bucal cli-
nicamente normal (SAMPAIO, et al, 1999;
CANCADO, YURGEL, SANT’ANA FILHO,
2001). Considerando a importancia do di-
agnéstico de alteragdes celulares prévias
a ocorréncia de lesdo bucal visivel, o pre-
sente estudo tem por objetivo quantificar o
nimero de AgNORs por niicleo e mensurar
as areas nuclear e citoplasmatica de
esfregacos de mucosa bucal do labio, so-

alho e lingua de pacientes fumantes e nao-
fumantes. A comparagdo entre os resulta-
dos obtidos nos diferentes grupos visa cons-
tatar quantitativamente as alteragdes celu-
lares prévias a presencga de lesdo bucal
aparente resultantes dos efeitos do fumo.

MATERIAIS E METODOS

Durante a Campanha de Combate ao
Cancer Bucal de Novo Hamburgo reali-
zada em setembro de 2000, foram seleci-
onados todos os individuos do género
masculino acima de 40 anos e com au-
séncia de lesdo bucal clinicamente visi-
vel que durante a anamnese informaram
apresentar as seguintes caracteristicas:
(1) habito de fumar acima de 20 cigar-
ros/dia ou nunca ter fumado; (2) ausén-
cia de doencas sistémicas; (3) sem histo-
ria pregressa ou atual de neoplasias be-
nignas ou malignas. O processo de sele-
¢do resultou em um total de 22 pacientes
que foram divididos em dois grupos: fu-
mantes e nio-fumantes. Os grupos for-
mados constituiram-se respectivamente
por 13 fumantes e 9 nio-fumantes. Fo-
ram considerados fumantes aqueles que
fumavam mais de 20 cigarros/dia
(OGDEN, COWPE, GREEN, 1990). Sen-
do considerados ndo-fumantes os indivi-
duos que nunca fumaram. Portanto, ndo fo-
ram incluidos neste estudo ex-fumantes.

A obten¢do do material para estudo
foi realizada através da citopatologia. Com
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o auxilio de uma espatula de madeira fo-
ram obtidos esfregagos dos seguintes siti-
os bucais: vermelhdo do labio inferior,
tergo médio da borda da lingua do lado
esquerdo e porcdo anterior do assoalho
bucal. O material coletado foi distendido
sobre uma ldmina de vidro para
microscopia previamente identificada
e acondicionado em frasco tipo Borel
contendo etanol a 95% como fixador.
Foram realizados dois esfregagos em
cada sitio, referente a cada paciente.
Tal metodologia resultou na obtencgao
de 66 esfregacos, sendo 39 de fumantes
e 27 de ndo-fumantes que foram sub-
metidos a técnica de impregnacdo pela
prata adaptada por PLOTON et al
(1986) e de 66 esfregacos, sendo 39 de
fumantes e 27 de ndo-fumantes que fo-
ram corados pelo Método de
Papanicolaou modificado .

A anéalise morfologica das células
presentes nos esfregagos corados pelo mé-
todo de Papanicolaou modificado foi re-
alizada em um microscopio de luz mar-
ca Zeiss modelo Standart 20, com aumen-
to inicial de 100x, por um observador
previamente calibrado. Nos casos em que
houve a necessidade de distin¢do entre
uma possivel altera¢do celular e a pre-
senga de defeitos em relacdo a
sobreposi¢do dos constituintes celulares,
procedeu-se a observagdo microscépica
em aumento de 400x.

A lamina foi avaliada em toda a sua
extensio, no sentido horizontal, da es-
querda para a direita, sendo observa-
das no minimo 100 células por
esfregaco. Tais esfregagos foram clas-
sificados segundo os critérios estabele-
cidos por PAPANICOLAOU e TRAUT
(1943). A técnica de Papanicolaou foi
adotada neste estudo com a finalidade
de confirmar o carater de normalida-
de dos esfregacos obtidos da mucosa
bucal com auséncia de lesdo clinica-
mente visivel (Figuras 1 e 2).

A observagdo das células presentes
nos esfregagos submetidos a impregna-
¢do pela prata foi realizada em um mi-
croscopio de luz marca Zeiss modelo
Standart 20 em aumento aproximado
de 400x, por um observador previa-
mente calibrado. Os esfregacos foram
avaliados em toda a sua extensdo, no
sentido horizontal, da esquerda para a
direita. As avalia¢gdes quantitativas
foram realizadas nas primeiras 100
células nucleadas distendidas e ndo so-
brepostas presentes em cada esfregaco.
Células anucleadas ndo foram inclui-
das neste estudo.

A metodologia de captura das ima-
gens para avaliagdo quantitativa con-
sistiu na identificacdo microscépica
inicial em aumento aproximado de 400x
de uma célula nucleada distendida e nio-
sobreposta e transmissdo desta imagem
via

video-cAmera colorida marca JVC
modelo TK C-620 para um monitor de
video TCE 17”. As especificages refe-

rentes a imagem digitalizada obtida cons-
tituem: alta qualidade de video, padrio
RGB (16,7 milhdes de cores), tamanho
160x120 pixels, formato BMP. A partir
desta imagem digitalizada, procedeu-se a
contagem do nimero de AgNORs e
mensuragao das 4reas total e nuclear atra-
vés da utilizagdo do sistema de

rocessamento e analise de imagem
IMAGELAB® Versao 2.3 . Obteve-se o
valor correspondente & 4rea
citoplasmatica, a partir da subtragio de
valores entre as areas total e nuclear. Os
critérios utilizados para a contagem das
AgNORs foram os estabelecidos por
Crocker et al (1989). Sendo estes, a con-
tagem de todas as estruturas esféricas im-
pregnadas pela prata presentes dentro de
nicleos de contorno bem definido. E, no
caso da existéncia de agregados (pontos
pretos unidos ou sobrepostos), estes de-
vem ser contados como apenas uma es-
trutura (Figura 3).

A tabulagdo dos dados foi realiza-
da considerando o nimero de AgNORs
e o valor de 4rea nuclear e
citoplasmatica de cada célula nucleada
distendida e ndo sobreposta observada

na lamina. A relagdo ntcleo/citoplasma
(N/C) correspondeu a razdo entre os
valores da 4rea nuclear e
citoplasméatica. Os valores submetidos
ao teste estatistico de Mann-Whitney
(p=0,05) foram as médias por ldmina
de cada uma das variaveis considera-
das neste estudo. Os resultados refe-
rentes & comparagdo dos valores rela-
tivos a contagem do numero de
AgNORs/nlicleo e a mensuragio das
areas nuclear e citoplasmética das cé-
lulas observadas em esfregacos de pa-
cientes fumantes e ndo-fumantes serdo
apresentados a seguir sob a forma de
graficos e tabelas.

RESULTADOS

Mediante a analise qualitativa das
laminas coradas pelo método de
Papanicolaou Modificado foi observa-
do, em fumantes e ndo-fumantes, pre-
dominio de esfregacos classe Il nos
trés sitios estudados. O fdnico

esfregaco classe III (Figura 3) obser-
vado na totalidade da amostra foi ob-
tido do soalho bucal de paciente fu-
mante (Tabela 1).

, Fumantes S AL Nﬁo-Fumantes :
Labio Soalho Lingua Labio Soalho Lingua
n % n % n n % a0 n %
Classe I 6 46,15 1 7,69 2 15,38
2 22,22 0 0 0 0
 Classe 11 7 53,85 ¥ 84,62 14 84,62
T .08 9 100 9 100
Classe III 0 0 1 7,69 0 0
| 0 0 0 0 0 0

B T SIS S

Fonte: Paaentes atendidos durante a Campanha de Combate ao Cancer de Novo Ham-

burgo/RS. 2000.

Em relagdo & média do namero de
AgNORs por niicleo obtida em esfregacos
de mucosa bucal normal de pacientes fu-
mantes e ndo-fumantes, foram verificadas
diferencgas significativas (p=0,05) entre es-
ses grupos no sitio soalho de boca. O grupo
fumante possui quantidade superior de
AgNORs por niicleo em comparag@o ao ndo-
fumante. Nos demais sitios bucais estuda-
dos, ndo foram observadas diferencas sig-
nificativas relativas a esta varidvel nos di-
ferentes grupos (Grafico 1).

Em lingua, foi verificada variagdo sig-
nificativa (p=0,05) da relacdo ntcleo/
citoplasma (N/C) entre fumantes e nio-fu-
mantes. O grupo fumante apresenta maior
valor correspondente & N/C em compara-
¢do ao grupo ndo-fumante. Em labio e soa-
lho bucal, ndo foram verificadas diferengas
significativas em relagdo a esta variavel entre
os diferentes grupos estudados (Grafico 2).

Mediante a comparagdo do tamanho da
drea de nucleos com mais de 3AgNORs e
nacleos com 3 ou menos AgNORs, foi cons-
tatada diferenca significativa (p=0,033) no

labio. O grupo com mais de 3 AgNORs/nt-
cleo apresentou maior area nuclear. Nos
demais sitios bucais, tal constata¢do nio
foi estatisticamente significativa (Gréfico

3).
DISCUSSAO

A amostra selecionada neste estudo
constituida por homens acima de 40 anos,
teve por finalidade representar o grupo de
maior prevaléncia em relagdo ao cincer bu-
cal, considerando os dados epidemiolégicos
citados na literatura (PLOTON et al, 1990;
JORDAN e DALEY, 1997; INCA, 2001). A
busca de alteragdes quantitativas prévias a le-
s@o bucal aparente em esfregacos de pacien-
tes fumantes é justificada pela acdo
carcinogénica e genotdxica do tabaco (INCZE
etal, 1982; HOFFMANN e WYNDER, 1986;
LOFROTH 1989). A constataciio de SPEIGHT
e MORGAN (1993), de que diversas etapas
relacionadas a alteragdes de comportamento
e morfologia celular antecedem a ocorréncia
do cancer bucal, justifica a hipétese deste es-
tudo sobre a avaliagdo da mucosa bucal sem
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lesdo aparente com a finalidade de surpreen-
der alteragdes celulares antes da ocorréncia
de manifestacio clinica.

Utilizando o sistema IMAGELAB® para a
mensuragdo nuclear e determinagdo da rela-
¢do niicleo/citoplasma (N/C) em células de
esfregacos de mucosa bucal normal de fu-
mantes e ndo-fumantes em labio, soalho bucal
e lingua; verificamos aumento significativo
(p=0,016) da relagao N/C nas células de
esfregacos de borda de lingua de pacientes
fumantes. Tal resultado demonstra um com-
portamento especifico da lingua frente as inja-
rias ocasionadas pelo fumo em comparagdo
aos demais sitios bucais.

A avaliagdo da proliferagdo celular atra-
vés da quantificagdo das regides
organizadoras nucleolares impregnadas
pela prata (AgNORs) estd sedimentada na
literatura (WHITAKER et al, 1993; COS-
TA et al, 1999; DERENZINI, 2000). Em
nosso estudo, foram constatadas altera-
¢des relativas ao grau de prolifera¢do ce-
lular a partir da quantificagdo de AgNORs/
nicleo. Buscando verificar através do
método de impregnacdo pela prata as di-
ferencgas relativas ao grau de prolifera-
¢do celular presentes em esfregacos de
mucosa bucal normal de fumantes e ndo-
fumantes realizados em labio, soalho bu-
cal e lingua, constatamos diferengas signi-
ficativas (p=0,045) em relagdo & média do
niimero de AgNORs/nucleo entre o grupo
fumante e ndo-fumante nas células

epiteliais da mucosa do soalho de boca.
Neste sitio, o grupo fumante apresentou
quantidade superior de AgNORs por ni-
cleo em comparagdo ao grupo ndo-fuman-
te. Tal achado juntamente com a correla-
¢do entre o aumento da proliferacio celu-
lar na mucosa bucal e o habito de fumar
mencionados por Cancado, Yurgel e
Sant’Ana Filho (2001), confirmam as afir-
macdes citadas por SAMPAIO et al (1999)
sobre a existéncia de um aumento da ati-
vidade proliferativa nas células da mucosa
bucal normal de fumantes.

Em esfregagos de labio constatamos que
a 4rea nuclear ¢ significativamente maior
(p=0,033) em células com mais de
3AgNORs/nicleo em comparacgdo as célu-
las com 3 ou menos AgNORs/nicleo, indi-
cando uma correlagdo positiva entre ta-
manho nuclear e nimero de AgNORs/niicleo.
Os resultados obtidos em borda de lingua e
soalho de boca também mostram relagdo di-
reta entre aumento da area nuclear e do ni-
mero de AgNORs/nicleo, porém sem com-
provagdo estatistica.

O emprego da citopatologia em mucosa
bucal sem lesdo clinicamente visivel reali-
zado neste estudo, reafirma os achados de
SOARES PINTO, PHILIPPI e RADOS
(2000) como um método auxiliar de diag-
néstico eficaz na prevengio do cancer bu-
cal. A sua utilizagio a semelhanca dos exa-
mes preventivos de cincer de colo de ttero
necessita de mais estudos.

A ocorréncia de diferengas significati-
vas de relacdo nicleo/citoplasma em lin-
gua e do namero de AgNORs por nicleo

em soalho de boca comparando-se fuman-
tes e ndo-fumantes, confirma a
especificidade da resposta celular de cada
sitio. Embora as altera¢des em soalho bu-
cal estejam associadas ao nimero de
AgNORs por niicleo e em lingua a relagio
nacleo/citoplasma, em ambos os casos hou-
ve modificagdo do padrdo celular normal
devido aos efeitos ocasionados pelo fumo.
Em relagdo a variagdo positiva entre o au-
mento do nimero de AgNORs/nticleo e o
aumento da 4rea nuclear verificada em cé-
lulas epiteliais da mucosa do labio, outros
estudos envolvendo um maior amostra de-
vem ser realizados para avaliar este acha-
do considerando especificamente grupo
fumante e ndo-fumante.

CONCLUSOES

De acordo com a metodologia deste es-
tudo e baseados na anélise dos resultados
obtidos, é possivel sugerir que as referénci-
as quantitativas de rela¢do nacleo/cito plas-
ma e namero de AgNORs por niicleo sdo
eficazes para o controle citopatologico de
alteragdes celulares prévias a lesdo bucal
aparente.

ABSTRACT

Cytopathology is a diagnostic
method based on cell scrapings. The
purpose of this study was to quantify cell
changes caused by tobacco consumption.
We selected 13 smoking and 9 non-
smoking men older than 40 years who
participated in the 2000 Campaign
Against Cancer in Novo Hamburgo,
Brazil. The sites selected for study were
lip, tongue and floor of mouth. Two
scrapings were collected from each site;
one was silver stained (AgNORs) and
analyzed quantitatively by the
Imagelaba system; the other was stained
by the modified Papanicolaou method.
The Mann-Whitney statistical analysis
(p=0.05) showed that: (1) number of
AgNORs per nucleus was greater in the
floor of mouth of smokers than of non-
smokers; (2) nucleus-to-cytoplasm ratio
was greater in smokers’ than in non-
smokers’ tongues; (3) nuclear area was
larger in lip cells that had 3 or more
AgNORs per nucleus. Each site
displayed a specific behavior in response
to injuries caused by smoking habits.
Results suggest that quantitative analysis of
nucleus-to-cytoplasm ratio and number of
AgNORs per nucleus may be efficient
methods of assessing cell changes before
an oral lesion is visible.

KEYWORDS
Cytopathology; Smoking; Oral Mucosa;
AgNORs; Nucleus-to-Cytoplasm ratio
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Grafico 1. Comparagdo entre a média do niimero de AgNORs por niicleo em relagdo ao grupo fumante e nao-fumante nos diferentes
sittos bucais estudados.
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Fonte:Pacientes atendidos durantes a Campanha de Combate ao Cancer de Novo Hamburgo/RS, 2000..

Grafico 2.Comparacao da relag¢do nicleo/citoplasma (N/C) entre o grupo fumante e o nao-fumante nos diferentes sitios bucais
estudados.
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Fonte:Pacientes atendidos durantes a Campanha de Combate ao Cancer de Novo Hamburgo/RS, 2000.
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Grafico 3. Relagdo entre numero de AgNORs por niicleo e o respectivo tamanho de drea nuclear (pixels).
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Fonte:Pacientes atendidos durantes a Campanha de Combate ao Cancer de Novo Hamburgo/RS, 2000.
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Figura 1. Fotomicrografia de esfregago de ldbio mostrando cé-  Figura 2. Fotomicrografia de esfregago de ldbio mostrando

lulas epiteliais superficiais nucleadas (Classe ). Coloragdo de  célula epitelial superficial nucleada com presenga de células

Papanicolaou Modificado. (400x) inflamatérias (Classe II). Coloragdo de Papanicolaou Modifi-
cado. (400x)

Figura 3. Fotomicrografia de célula atipica impregnada pela
prata observada em esfregago de soalho bucal de paciente Ju-
mante. Verifica-se a presenga de 3AgNORs no interior da drea
nuclear e alterag¢do da relagdo niicleo/citoplasma. Técnica de
impregnagdo pela prata. (400x)
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