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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do uso de cigarro industrializado sobre
as areas nuclear (AN), citoplasmética (AC) e na rela¢do nucleo/
citoplasmética (AN/AC) de células epiteliais da mucosa bucal de
adultos jovens.

Método: Esfregacos da mucosa jugal saudavel foram obtidos pela
técnica da citologia esfoliativa em base liquida de 58 individuos (28
individuos fumantes e 30 ndo fumantes). As laminas foram
processadas em laboratério, coradas pela técnica do Papanicolaou
e analisadas utilizando um sistema analisador de imagens seguindo
a metodologia preconizada por Ogden et al. (1990).

Resultados: Amédia da AN para os grupos experimental e controle
foram, respectivamente, 1530,6um? e 1498,6um?. A variavel AC
apresentou as seguintes médias: 63780,3um? (experimental) e
62929,9um? (controle). A relagéo AN/AC para o grupo experimental
foi de 0,023, enquanto que para o grupo controle foi de 0,024. O
teste t de student demonstrou néo haver diferenca estatisticamente
significativa para as variaveis estudadas (p>0,05).

Concluséo: O consumo de cigarro industrializado néo foi capaz
de induzir alteragdes morfométricas significativas nas células da
mucosa bucal dos individuos estudados. Este fato reforca a
hipétese de que ha a necessidade de um tempo de exposicdo
prolongada para que as modificagBes celulares ocorram.

DESCRITORES

Tabagismo; Neoplasia bucal; Citologia; Mucosa bucal.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of manufactured cigarettes on
the nuclear area (NA), cytoplasmic area (CA), and nuclear/
cytoplasmic ratio (NA/CA) in oral mucosa epithelial cells in young
adults.

Method: Oral smears were collected by liquid-based exfoliative
cytology from clinically healthy jugal mucosa in 58 individuals (28
smokers and 30 non-smokers). Glass slides were submitted to
laboratory processing, stained by the Papanicolaou technique and
analyzed using an image-analysis system, according to the
methodology proposed by Ogden et al. (1990).

Results: The mean NA values for the experimental and control
groups were 1530.61i m? and 1498.6i m?, respectively, while the
mean CA values for the experimental and control groups were,
respectively, 63780.3i m? and 62929.91 m2. The NA/CA ratio for the
experimental group was 0.023 versus 0.024 for the control group.
The Student's t-test showed no statistically significant difference
for the studied variables (p>0.05).

Conclusion: The consumption of manufactured cigarettes was
not capable of inducing significant morphometric alterations in the
oral epithelial cells of the individuals evaluated. This fact reinforces
the hypothesis that long-term exposure to tobacco is needed before
cellular alterations occur.

DESCRIPTORS

Smoking; Mouth neoplasia; Cytology; Mouth mucosa.
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INTRODUCAO

O tabaco foi introduzido no mundo por Cristévdo
Colombo que o descobriu entre as suas viagens ao Novo
Mundo no ano de 1492. Mais tarde, os seguidores Colombo,
0s marinheiros portugueses e espanhdis o espalharam
para todas as partes do Mundo no dltimo século XV2.
Atualmente, é sabido que o consumo de tabaco pode
resultar ndo apenas num grande numero de diferentes
problemas de saude geral, tais como: carcinoma de
pulmao, doengas cardiacas isquémicas, doencgas
vasculares periféricas, choque, doencas pulmonares
cronico-obstrutivas ou Ulceras pépticas, mas também em
vérias lesdes na mucosa bucal®.

A prevaléncia de lesbes bucais associadas ao
tabagismo tem sido em torno de 4,1%. Vérias entidades
patolégicas, tais como, estomatite nicotinica, fibrose
submucosa, melanose do fumante, leucoplasia e o cancer
bucal tém forte associacdo com o consumo de tabaco®.

O cancer bucal tem sua etiologia a partir de varios
fatores, tais como os de natureza genética, virética, fisica,
quimica, etc*. O uso de tabaco em suas mais variadas
formas pode funcionar tanto como agente iniciador como
promotor do cancer, e pode ter sua a¢do acentuada por
situacbes como o alcoolismo, desnutricdo, acdo de
irritantes mecanicos e outras; é capaz de alterar o grau de
ceratinizagdo na mucosa bucal®® e, além disso, pode
alterar a area nuclear das células de fumantes, que pode
se elevar em relagdo a area nuclear celular de nédo
fumantes’®. Os fumantes crdnicos fazem parte de um grupo
de alto risco que precisam ser orientados a serem
submetidos periodicamente a exame bucal por cirurgifes-
dentistas®.

Ha evidéncias experimentais substanciais para o
efeito carcinogénico do tabaco. Varios estudos celulares e
em animais de laboratério vém demonstrando que o
tabagismo inicia e promove o desenvolvimento tumoral,
especialmente, aqueles que acometem o trato
gastrointestinal superior’®l, A fumaca do cigarro contem
vérias classes de agentes carcinogénicos que incluem entre
outros os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, aminas
aromaticas e nitrosaminas. A fumaca do cigarro também
possui altas concentragfes de aldeidos toxicos'2. O aldeido
mais abundante na fumaga de cigarro é o acetaldeido, e
sua concentracdo é cerca de mil vezes maior do que a dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e das nitrosaminas
tabaco-especificas?s.

Ha 50 anos atras, a citologia esfoliativa foi
estabelecida como teste seguro e valido para as neoplasias
malignas e displasias do sistema reprodutivo feminino,
sendo, em seguida, adotado para o uso similar na boca.
Entretanto, este exame ainda ndo demonstrou 0 mesmo
grau de segurancga para o diagndstico das lesfes

., P

Recentemente, surgiu a citologia em base-liquida
que é um novo método de preparo de amostras cervicais
para exame citolégico. Ao contrario da preparacdo do
esfregago convencional, este recurso envolve a suspenséo
de células das amostras, o que permite a producdo de
uma fina camada de células nas laminas. Esta técnica
apresenta algumas desvantagens no que se diz respeito
aos equipamentos utilizados, pois envolve mais custos,
tempo de preparagdo técnica, manutengdo e transporte de
liquidos?®®. Apesar de haverem incertezas quanto ao uso de
citologia em base-liquida, em virtude do seu pouco tempo
de utilizacdo, sabe-se que esta técnica pode reduzir o
namero de erros nos resultados analisados, por possibilitar
uma melhor leitura das laminas, podendo diminuir o tempo
de anédlise utilizado pelos patologistas'®. Além disso, a
técnica tem sido bem aceita, por ser capaz de providenciar
preparagbes sem exsudatos inflamatérios e sangue o que
facilita as analises. Sendo assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar a area nuclear (AN), a area citoplasmatica (AC) e
a relagdo AN/AC em esfregacos da mucosa bucal integra
de individuos fumantes.

METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catoélica do Parana
(CEP-PUCPR), Parecer no 240.

Foram selecionados individuos adultos usuérios
de cigarros (grupo experimental) e ndo-usuéarios (grupo
controle). Foram considerados fumantes aqueles
individuos que fumavam diariamente no minimo uma
carteira de cigarros do tipo industrializado. Inicialmente, os
participantes foram orientados a realizar um enxagte bucal
com &gua para remover possiveis restos alimentares. A
seguir, uma amostra de células epiteliais fora obtida da
mucosa jugal clinicamente saudavel pela técnica da
Citologia esfoliativa em base liquida. A coleta de células foi
realizada com um kit denominado UCM (Universal
Collection Medium do Sistema DNA-CITOLIQ®, Brasil). O
material foi processado em laboratério seguindo as
especificagdes do fabricante, disposto sobre laminas de
vidro e fixado pela imersédo em uma solugédo de élcool etilico
absoluto por 20 minutos. A seguir, procedeu-se a coloracao
das mesmas com a técnica de colora¢do do Papanicolaou
e a andlise citomorfométrica.

A andlise dos esfregacos foi realizada por meio da
microscopia de luz utilizando um microscopio binocular,
modelo Olympus BX50 (Olympus, Japan) adaptado com
ocular WH 10X-H/22 (Olympus, Japan) e objetivas PLAN
40X/0,25 (Olympus, Japan). Previamente a leitura, as
laminas tiveram seus numeros de identificagdo cobertos
para evitar viés. Cinqlienta células foram examinadas
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metodologia preconizada por Ogden et al.”. As &areas
nucleares (AN) e citoplasmaticas (AC) foram obtidas pela
delimitacdo dos limites do nucleo e do citoplasma da
célula, usando-se o cursor digitador e a placa no modo de
medida. A imagem dos campos citologicos foi capturada
em uma ampliagdo de 400 vezes, por uma camera Sony
CCD Iris Color Video Camera (Sony Model DXC-107A,
Japan) e a avaliagcao das células foi feita por meio do
sistema de anélise de imagens Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, USA), verséo 4.5.029 for Windows 98/NR/2000.

Os valores obtidos para cada variavel foram
registrados e tabulados em planilhas do software Excel for
Windows. Foram utilizados os testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov, homogeneidade de Levene e o teste
t de Student.

RESULTADOS

Vinte e oito individuos fumantes com idade média
20,8 anos fizeram parte do grupo experimental (fumantes)
e outros trinta individuos ndo-fumantes com idade média
de 21 anos participaram do grupo controle. Entre os
individuos do sexo feminino, 19 eram fumantes e 18 n&o
fumantes. Ja para o sexo masculino, nove individuos eram
fumantes e 12 nao fumantes. A média de cigarros
consumidos pelos individuos do grupo experimental foi de
21,6 cigarros/dia e do tempo de consumo foi de 27,5 anos.

As variaveis AN, AC e AN/AC foram avaliadas num
total de 2900 células epiteliais. Os valores da média e do
desvio-padrao para as variaveis AN, AC e AN/AC séao exibidos
na Tabela 1. Os resultados revelaram que a média da AN
foi menor para o grupo experimental quando comparada a
média do grupo controle. A média da AC também se
apresentou maior no grupo experimental do que no grupo
controle. A relagdo AN/AC foi menor no grupo experimental
se comparada a média do grupo controle. Os testes de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e de homogeneidade
de variancia de Levene revelaram que os dados
apresentaram uma distribuicdo normal e variancias
homogéneas entre os grupos (p>0,05). O teste t de Student
demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente
significante para as variaveis AN, AC e a relagdo AN/AC
entre os grupos (p>0,05).

Tabela 1. Média da AN, AC e AN/AC para individuos
fumantes e ndo-fumantes.
Grupos

Variavel Fumantes Né&o fumantes
Média + desvio-padrdo  Média + desvio-padréao Valor p

0,563537302

AN 57,81unT + 12,06 58,26unT + 11,14
AC 1733,74unt’ + 44255  1755,81unt +308,46  0,346509703
AN/AC 0.04+001 0.04+001 0.882600553
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Figura 1. Intervalo de confianga (95%) para o valor médio
da areado nlcleo segundo o tabagismo.
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Figura 2. Intervalo de confianga (95%) para o valor médio
da area do citoplasma segundo o tabagismo.

0,05
0,05+

0,04

0,04

0,03_|

0,02 -

Relagdo Média Nucleo/Citoplasma
o
o
B
0

T T
Grupo Controle Grupo Experimental

Figura 3. Intervalo de confianga (95%) para o valor médio
darelagdo AN/AC segundo o tabagismo.

DISCUSSAO

Desde que a citologia esfoliativa em base liquida
foi desenvolvida no ano de 1990, varios estudos
comparativos tém demonstrado que esta técnica nova pode
oferecer vantagens significativas sobre a citologia
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h& na literatura nenhum estudo que avaliou os efeitos do
tabagismo sobre a mucosa bucal de individuos fumantes
utilizando esta técnica.

As laminas obtidas a partir da citologia esfoliativa
em base liquida revelaram um ganho na qualidade dos
esfregagos, bem como, houve uma melhoria na avaliagcao
citomorfolégica de doencgas, tais como: pénfigo vulgar,
carcinoma espinocelular, infec¢des flngicas e lesdes
produzidas pelo HPV?. A citologia esfoliativa € um recurso
capaz de identificar alteragdes malignas por meio do calculo
da relagdo nucleo/citoplasma usando método da
planimetria em esfregacos corados pela coloragdo do
Papanicolaou?*. Uma éarea nuclear reduzida e uma éarea
citoplasmatica aumentada séo fortes indicadores precoces
da transformagdo maligna®®. A partir deste conhecimento,
um grande numero de estudos foi realizado usando esta
técnica descrita para avaliar a influéncia de diversos fatores
sistémicos e externos sobre as &reas nuclear e
citoplasmatica e a relagdo nucleo/citoplasma??.

Véarios fatores de risco vém sendo apontados com
relacdo ao desenvolvimento do cancer bucal. Entre eles,
se destaca o tabagismo que tem sido implicado como o
principal fator de risco na etiologia para o cancer bucal em
qualquer idade e outras lesdes envolvendo a mucosa
bucal®. Atualmente, sabe-se que a quantidade de cigarros
industrializados consumidos por um individuo se reflete
diretamente numa maior probabilidade de
desenvolvimento do cancer bucal®*. Este estudo teve por
objetivo avaliar se alteragdes significativas poderiam ser
identificadas por meio da planimetria em esfregagos
colhidos pela citologia em base liquida da mucosa bucal
clinicamente saudavel de individuos usuarios de tabaco
sob a forma de cigarros industrializados.

O efeito do uso continuo de derivados de tabaco
sobre as areas do nucleo e do citoplasma ainda gera muita
controversa. Hillman et al.?® observaram um aumento
representativo nestas duas variaveis em fumantes
portadores de carcinoma bucal. Posteriormente, Ogden et
al.” demonstraram que ocorre um aumento significativo na
area nuclear de células de fumantes e nenhuma alteragao
na area do citoplasma. Mais recentemente, Pavanello et
al.?® ndo encontraram alteragcdes morfolégicas significativas
em esfregagos de jovens fumantes, mas, acreditam que
mesmo ap6s um curto periodo de uso de cigarros
industrializados associado ao consumo de bebidas
alcodlicas, a mucosa bucal exibe alteracdes de natureza
inflamatéria. Estudos realizados em modelos animais e
humanos demonstraram que o dano oxidativo e induzido
pelos nitratos ao DNA acontecem em areas de
carcinogénese sem levar em conta o fator etioldgico.
Entretanto, ja é sabido que quantidades excessivas de
espécies de nitrogénio reativo produzidas durante a
inflamacéo cronica podem desempenhar um papel
importante na carcinogénese devido a danos ao DNAZ.

ndo com tabaco é capaz de gerar uma reducéo significativa
na area do citoplasma e um aumento na area do nucleo de
células da mucosa bucal®??. O uso do betel € comum em
paises orientais e tem se mostrado capaz de provocar o
cancer bucal. Entretanto, este vicio ndo é observado aqui
no Brasil.

Os resultados encontrados no presente estudo nao
revelaram alterac6es morfométricas significativas nas
areas do nucleo e do citoplasma e na relacdo entre estas.
Embora, os valores da area do nucleo e da area do
citoplasma tenham diminuido nos esfregacos do grupo de
fumantes. Esta diferen¢a observada quando comparada
aos estudos anteriormente realizados pode ser devido, em
parte, as diferengas nas metodologias empregadas.

Véarios estudos usaram a citologia esfoliativa
convencional”®25, Muito provavelmente, a melhoria na
qualidade dos esfregacos obtidos pela citologia em base
liquida associada ao uso dos sistemas analisadores de
imagens computadorizados tenha contribuido para estes
achados. Além da diferenga no método empregado, outro
fato poderia justificar os resultados encontrados. A maioria
dos esfregacos analisados neste estudo foi obtida de
individuos abaixo dos 25 anos de idade, o que pode ter
influenciado nos resultados das variaveis estudadas. Se
um numero maior de esfregagos de individuos fumantes
numa faixa etaria mais elevada tivesse sido avaliado,
provavelmente, o resultado obtido no presente estudo teria
sido diferente. Este fato refor¢a a necessidade da realizacao
de mais estudos usando a técnica da citologia esfoliativa
em base liquida em individuos com a idade mais avangada
e com um tempo de consumo maior de cigarros.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
aldeidos, aminas arométicas, nitrosaminas e outros
componentes do tabaco sdo reconhecidos como possiveis
agentes carcinogénicos?®. Em animais de laboratorio, se
sabe que o tabaco é capaz de induzir hiperortoceratose,
acantose, numerosas células epiteliais binucleadas e a
hialinizacdo do tecido conjuntivo subepitelial?®®. A mucosa
bucal humana parece ser mais susceptivel a agédo dos
agentes carcinogénicos da fumaca dos cigarros. Este efeito
foi observado em esfregacos citol6gicos que exibiram um
aumento da atividade da proliferacdo celular®®. O
mecanismo pelo o qual o tabaco é capaz de produzir leséo
as células epiteliais da mucosa bucal acontece pela
geracdo de radicais livres e, assim, causando danos
oxidativos as estruturas lipidicas, protéicas e aos &cidos
nucléicos®.

Apesar dos resultados deste estudo né&o
demonstrarem altera¢des citomorfométricas importantes
é fundamental reforcar que o exame sistematico da mucosa
bucal e o uso da citologia esfoliativa em base liquida deve
ser parte integral de todos os exames odontolégicos de
rotina, principalmente, naqueles individuos envolvidos com
os fatores de risco para lesdes bucais. Mesmo porque, se
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tabagismo representar um fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de boca, principalmente, os
individuos mais jovens que se tornam vulneraveis a
experimentar e a consumir cigarros industrializados®?%,

CONCLUSAO

Este estudo revelou que o consumo de cigarro
industrializado nédo foi capaz de induzir alteragdes
morfométricas significativas nas células da mucosa bucal
de individuos jovens. Este fato reforca a hipotese de que
h& a necessidade de um tempo de exposicao prolongada
para que as modificacdes celulares ocorram.
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