Artigo Original
Efeito do Tabagismo em Células da Mucosa Bucal
Artigo submetido em 13/9/06; aceito para publicagdo em 22/3/07

Efeito do Tabagismo na Mucosa Bucal de Individuos Jovens:

Analise Citomorfométrica
Effect of Smoking on the Oral Mucosa of Young Individuals:

Cytomorphometric Analysis

Adriana Bueno Batista, Felipe Mussi Ferreira, Sérgio Aparecido Igndcio, Maria Angela Naval Machado, Antonio Adilson Soares de Lima

Resumo

O tabagismo ¢ reconhecido como um dos fatores de risco para o desenvolvimento do cincer bucal. Este trabalho
avaliou o efeito do uso de cigarro industrializado sobre as dreas nucleares (AN), citoplasmdticas (AC) e na relagdo
nucleo/citoplasma (AN/AC) de células epiteliais da mucosa bucal de adultos jovens. Esfregagos da mucosa jugal
sauddvel foram obtidos pela técnica da citologia esfoliativa em meio liquido, de 58 individuos (28 individuos fumantes
e 30 nio-fumantes). As ldminas foram processadas em laboratério, coradas pela técnica do Papanicolaou e analisadas
utilizando um sistema analisador de imagens, seguindo a metodologia preconizada por Ogden ez 4/. (1990). Duas mil
¢ novecentas células epiteliais foram avaliadas. A média da AN para os grupos experimental e controle foram,
respectivamente, 1530,6pm? e 1498,6im?. A varidvel AC apresentou as seguintes médias: 63780,3pm? (experimental)
¢ 62929,9um? (controle). A relagio 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 nio haver diferenga estatisticamente significativa para as
varidveis estudadas (p<0,05). Esse estudo revelou que o consumo de cigarro industrializado ndo foi capaz de induzir
alteracbes morfométricas significativas nas células da mucosa bucal de individuos jovens. Este fato reforca a hipdtese
de que hd necessidade de um tempo de exposi¢io prolongada para que as modifica¢bes celulares ocorram.
Palavras-chave: Tabagismo, Neoplasia bucal, Citologia, Mucosa bucal

Curso de Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Parand (PUCPR) - Curitiba (PR), Brasil.
Endereco para correspondéncia: Antonio Adilson Soares de Lima. Programa de Pés-Graduagio em Odontologia da PUCPR. Av. Imaculada Conceigao,
1155 - Prado Velho - Curitiba (PR), Brasil - CEP: 80215-90. E-mail: a.lima@pucpr.br

Revista Brasileira de Cancerologia 2008; 54(1): 5-10

5



Batista AB et al.

INTRODUCAO

No Brasil, as neoplasias malignas da boca e da faringe
representam a quinta incidéncia de tumores entre os
homens e a sétima entre as mulheres, quando se exclui
o cancer de pele'. O carcinoma espinocelular é a
neoplasia maligna de maior prevaléncia entre os vérios
tipos de cAncer que afetam a boca. Esta doenca atinge
predominantemente homens de idade avangada que
usam 4lcool e cigarros, ou que viveram grande parte da
vida expostos a radiagio solar sem a devida protecao.
O uso de tabaco e o de dlcool sio provavelmente
reconhecidos mundialmente como os fatores de risco
mais importantes associados ao desenvolvimento desta
doenga®. Além destes dois fatores de risco, a etiologia
do carcinoma espinocelular tem sido associada também
a fatores dietéticos, viroses e a predisposi¢do genética’.

O risco de desenvolvimento de cincer em individuos
que fumam cigarros industrializados ¢ 6,3 vezes maior
do que em ndo-usudrios de tabaco®. Além do tabagismo,
o consumo didrio de dlcool também exerce determinada
influéncia sobre as células da mucosa bucal. Os etilistas
que consomem diariamente mais de seis doses de
bebidas, com elevados teores de dlcool, apresentam
probabilidade 10 vezes maior de desenvolverem o cincer
bucal quando comparados com individuos que nio
bebem®. Entretanto a literatura relata que existe um
sinergismo entre o dlcool e o tabaco que eleva em cerca
de 100 vezes a probabilidade de desenvolvimento do
cancer bucal’. Diferentes tipos e formas de utilizagao
de tabaco e de dlcool poderiam caracterizar a incidéncia
particular e os padroes de mortalidade do cAncer de boca
no Brasil. Por todo o mundo, o tabaco tem sido mascado,
inalado, fumado, comido, negociado, usado como
dinheiro, aplicado sobre ferimentos e tumores. Durante
décadas, a sociedade via o tabagismo como algo normal
ou parte aceitdvel na vida por verem estrelas de cinema,
pessoas publicas, soldados e, mais tarde, atores da
televisdo fumando cigarros, cachimbos ou charutos®.

O carcinoma espinocelular ¢ raro de ocorrer antes
dos 35 anos de idade e pouco se sabe sobre sua real
etiologia, histéria natural e manejo terapéutico
apropriado”!!
individuos adultos jovens varia entre 0,4% e 5,5%°"°.

. A incidéncia do cincer bucal em

Entretanto, nos dltimos anos, tem se observado a
manifestagio do cincer bucal em individuos abaixo dos
35 anos de idade, especialmente em mulheres que nunca
beberam e fumaram'?. Neste caso, a lingua ¢ a mucosa
jugal sdo as regibes anatdmicas mais acometidas e a
histéria de consumo de dlcool e uso de cigarros envolve
cerca de 59,4% dos individuos”!®. Além do alcoolismo
e do tabagismo, acredita-se que outros fatores
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(deficiéncias imunoldgicas, fatores genéticos e dietéticos)
participem do processo da carcinogénese bucal nos
individuos abaixo dos 35 anos de idade.

A identificagao precoce da doenga determina um
progndstico mais favordvel quando comparado aos
tumores diagnosticados em estdgios mais avangados.
Assim, a aplicagdo de exames clinicos ¢ laboratoriais
periddicos nos individuos expostos aos fatores de risco
torna-se um fato relevante na prevengio dessa doenga. A
citologia esfoliativa, em meio liquido, representa um
método fécil e eficaz no diagnéstico precoce e no
monitoramento de lesdes clinicamente suspeitas de
carcinoma na boca. Um estudo, utilizando a citologia
esfoliativa em meio liquido no diagnéstico de neoplasias
malignas bucais, revelou que este recurso apresenta uma
sensibilidade de 67,5% e uma especificidade de 89,3%".
Esta técnica é capaz de revelar atipias celulares, aumento
da drea nuclear, diminuicio da drea citoplasmdtica e
alteragdo na relagaio AN/AC antes da manifestacio clinica
petceptivel da lesdo, porém ndo substitui a bidpsia, pois
nio define o tipo de lesio maligna e nem a sua
extensao'*". Por meio da citologia esfoliativa e de técnicas
morfométricas, vdrios estudos vém revelando alteracoes
nas 4reas do nucleo ¢ do citoplasma de células epiteliais
em individuos fumantes'#'¢'8, alcodlatras'®, diabéticos'?,
portadores de anemia® e pacientes irradiados®.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do
consumo de cigarros sobre as dreas nucleares (AN) e
citoplasmdticas (AC) e na relagio nicleo/citoplasma (AN/
AC) de células epiteliais da mucosa bucal de adultos abaixo
dos 35 anos de idade, usudrios de cigarros industrializados.

METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa da Pontificia Universidade Catélica do Parand,
cujo parecer favordvel recebeu o n° 240.

Cingqiienta e oito individuos adultos, estudantes
universitdrios do curso de Odontologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Parand (PUCPR) que eram
usudrios de (grupo
experimental) e ndo-usudrios (grupo-controle), foram

cigarros industrializados
convidados a participar deste estudo. Todos os
individuos, antes de participar da pesquisa, assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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 enxdgiie
bucal com dgua para remover possiveis restos
alimentares. A seguir, uma amostra de células epiteliais
foi obtida da mucosa jugal clinicamente sauddvel, pela



técnica da citologia esfoliativa em meio liquido. 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 especificaces do fabricante,
disposto sobre ldminas de vidro e fixado pela imersio
em uma solugdo de 4lcool etilico absoluto por 20
minutos. A seguir, procedeu-se 4 coloragdo das mesmas
com a técnica de coloragdo do Papanicolaou e a andlise
citomorfométrica.

ANALISE CITOMORFOMETRICA

A andlise dos esfregagos foi realizada por meio da
microscopia de luz, utilizando um microscdpio binocular,
modelo Olympus BX50 (Olympus, Japan), adaptado com
ocular WH 10X-H/22 (Olympus, Japan) e objetivas PLAN
40X/0,25 (Olympus, Japan). Previamente 2 leitura, as
laminas tiveram seus ntimeros de identificagio cobertos
para evitar que o examinador pudesse identificar os
individuos de cada grupo. As 50 primeiras células
epiteliais de cada lAmina que se apresentaram de forma
isolada e bem distendida foram examinadas por um tinico
examinador, conforme a metodologia preconizada por
Ogden et al.™*. As dreas nucleares e citoplasmdticas foram
obtidas pela delimitagdo 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
citoldgicos foi capturada em uma ampliacio de 400
vezes, por uma cimera Sony CCD Iris Color Video Camera
(Somy Model DXC-107A, Japan) e a avaliagdo das células
foi feita por meio do sistema de andlise de imagens
Image-Pro Plus (Media Cybernetics, USA), versio 4.5.029
for Windows 98/NR/2000.

Efeito do Tabagismo em Células da Mucosa Bucal

ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos para cada varidvel 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 30 individuos nio-fumantes com idade média de
21 anos constitufram o grupo-controle. Entre os individuos
do sexo feminino, 19 eram fumantes e 18 nao-fumantes.
J4 para o sexo masculino, 9 individuos eram fumantes e
12 nio-fumantes. A média de carteiras de cigarros
consumidas semanalmente pelo grupo experimental ¢ o
tempo de consumo sdo apresentados na Tabela 1.

Foram examinadas 2.900 células, considerando-se
as varidveis AN, AC ¢ AN/AC. Os valores da média e
do desvio-padrio para as varidveis sio exibidos na Tabela 2.
Os resultados revelaram que a média da AN foi menor
para o grupo experimental quando comparada 4 média
do grupo-controle. A média da AC se apresentou maior
no grupo experimental do que no grupo-controle. A
relagio AN/AC foi menor no grupo experimental se
comparada & média do grupo-controle.

Os testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov
¢ de homogeneidade de variincia de Levene revelaram
que os dados apresentaram uma distribui¢do normal e
varidncias homogéneas entre os grupos (p>0,05). O teste
t de Student demonstrou nio haver diferenga
estatisticamente signiﬁcante para as varidveis AN, AC
¢ a relagio AN/AC entre os grupos (p>0,05).

Tabela 1. NUmero de carteiras de cigarros e o tempo de uso para os individuos fumantes, por faixa etdria

Idade NUmero de NUmero de Tempo NuUmero de Toial.de
(anos) Individuos carteiras/semana (anos) carteiras/ano cartell:as
consumidas
15-20 12 18 3 936 2.808
21-25 15 11 4 572 2.288
25-30 1 30 7 1.560 10.920
30-35 0 0 0 0 0
Tabela 2. Média da AN, AC e AN/AC para individuos fumantes e ndo-fumantes
Grupos Fumantes Nao-fumantes Valor p
Variaveis Média * desvio-padréo Média * desvio-padréo
AN 1498,6um? + 185,6 1530,6um? = 238,2 0,571976235
AC 63780,3um? + 9223,2 62929,9um? + 7389,6 0,698917017
AN/AC 0,023 + 0,004 0,024 + 0,004 0,535117439
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DISCUSSAO

O conhecimento de dados epidemioldgicos e dos
fatores de risco do cAncer bucal pode ajudar a identificar
e a tratar pacientes em risco para esta enfermidade. O
cancer é uma doenga multifatorial, com agentes
etioldgicos direcionados ao desenvolvimento da doenga
como um resultado de alteragoes, afetando os processos
de controle do crescimento celular que, ao lado de outras
modificacdes nas interagbes entre as células e no seu
meio ambiente, favorece a invasio e as metdstases. E
sabido que o carcinoma epidermdide da mucosa bucal
¢ uma neoplasia maligna, visto predominantemente em
pessoas de idade mais avancada e raramente em
individuos jovens. O diagndstico da doenga em estdgio
avancado continua a ser uma situagio comum e isto
resulta em elevadas taxas de morbidade e mortalidade?.

Embora muitos fatores de risco tenham sido
postulados, o tabagismo, por si s6, tem sido implicado
como o principal fator de risco na etiologia para o cAncer
bucal, em qualquer idade?. Atualmente sabe-se que a
quantidade de cigarros industrializados consumidos por
um individuo se reflete diretamente numa maior
probabilidade de desenvolvimento do cincer bucal®.
Este estudo teve por objetivo avaliar se alteracées
significativas poderiam ser identificadas por meio da
planimetria em esfregagos colhidos pela citologia em
meio liquido de individuos jovens usudrios de tabaco,
sob a forma de cigarros industrializados.

A possivel influéncia do tabagismo sobre as dreas do
nucleo e do citoplasma ainda gera muita controversa.
Em 1990, um estudo realizado por Ogden et al.'
demonstrou um aumento significativo na 4rea nuclear de
células de fumantes e nenhuma alteragio na drea do
citoplasma. Hillman et al.'® observaram um aumento
representativo nestas duas varidveis em fumantes
portadores de carcinoma bucal. Mais recentemente,
Pavanello ez 2.'° nao encontraram alteragoes significativas
em esfregagos de jovens fumantes, mas acreditam que
mesmo apds um curto perfodo de uso de cigarros
industrializados, associado ao consumo de bebidas
alcodlicas, a mucosa bucal exibe alteracoes de natureza
inflamatéria. Estudos realizados em modelos animais e
humanos demonstraram que os danos oxidativo ¢ induzido
pelos nitratos a0 DNA acontecem em 4reas de
carcinogénese, sem levar em conta o fator etioldgico.
Entretanto j4 ¢ sabido que quantidades excessivas de
espécies de nitrogénio reativo produzidas durante a
inflamagdo crénica podem desempenhar um papel
importante na carcinogénese devido a danos ao DNA®.

O vicio de mascar betel associado ou nio ao tabaco
¢ capaz de gerar uma redugdo significativa na drea do
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citoplasma e um aumento na drea do nidcleo de células
da mucosa bucal”?. O uso do betel é comum em paises
orientais e tem se mostrado capaz de provocar o cAncer
bucal. Entretanto esse vicio nio é observado aqui no
Brasil. Os resultados encontrados no presente estudo
nio revelaram alteracoes morfométricas significativas
nas dreas do nucleo e do citoplasma e na relagdo entre
estas, embora os valores da 4rea do ntcleo tenham sido
menores ¢ a drea do citoplasma aumentada nos
esfregacos do grupo de fumantes.

A diferenca observada entre os resultados nos estudos
jé realizados pode ser devido as diferencas nas
metodologias empregadas. Os estudos de Pavanello ez a/.',
Einstein, Sivapathasundharam', Ogden ez al' e
Hillman er a/.'® usaram a citologia esfoliativa
convencional, enquanto que este estudo usou a citologia
esfoliativa em meio liquido. Além da diferenca 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 varidveis estudadas. Se um niimero maior
de esfregagos de individuos fumantes, numa faixa etdria
mais elevada, tivesse sido avaliado, provavelmente o
resultado obtido neste estudo teria sido diferente. Este
fato reforca a necessidade da realizagao de mais estudos,
usando a técnica da citologia esfoliativa em meio liquido,
em individuos entre os 25 anos e 35 anos de idade.

Desde que a citologia esfoliativa em meio liquido foi
desenvolvida no ano de 1990, muitos estudos comparativos
tém revelado que ela pode oferecer vantagens significativas
sobre a citologia esfoliativa convencional'**%. Até o
momento, nio hd na literatura nenhum estudo sobre os
efeitos do tabagismo sobre a mucosa bucal de individuos
fumantes abaixo dos 35 anos de idade, utilizando a citologia
esfoliativa em meio liquido.

As laminas obtidas a partir da citologia esfoliativa
em meio liquido vém demonstrando uma melhor
resolucdo, bem como uma melhoria na avaliagio
citomorfoldgica de doengas, tais como: pénfigo vulgar,
carcinoma espinocelular, infec¢des fungicas e lesdes
produzidas pelo HPV*. A citologia esfoliativa é um
recurso capaz de identificar alteragbes malignas por meio
do cédlculo da relagdo ndcleo/citoplasma, usando o
método da planimetria em esfregacos corados pela
coloragio do Papanicolaou®. De acordo com Mehrotra ez al*,
uma drea nuclear reduzida e uma drea citoplasmdtica
aumentada sio fortes indicadores precoces da
transformagdo maligna. A partir desse conhecimento,
um grande nimero de estudos foi realizado usando a
técnica descrita para avaliar a influéncia de diversos
fatores sistémicos e externos sobre as dreas nuclear e



citoplasmdtica e a relagdo niicleo/citoplasma?.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos, aldeidos,
aminas aromdticas, nitrosaminas e outros componentes
do tabaco sio reconhecidos como possiveis agentes
carcinogénicos®. Em animais de laboratério, sabe-se
que o tabaco ¢é capaz de induzir hiperortoceratose,
acantose, numerosas células epiteliais binucleadas ¢ a
hialinizagdo do tecido conjuntivo subepitelial®. A
mucosa bucal humana parece ser mais suscetivel a acdo
dos agentes carcinogénicos da fumaga dos cigarros. Este
efeito foi observado em esfregacos citoldgicos que
exibiram um aumento da atividade da proliferacio
celular’. O mecanismo pelo qual o tabaco ¢ capaz de
produzir lesdo as células epiteliais da mucosa bucal
acontece pela geragdo de radicais livres e, assim, causam
danos oxidativos as estruturas lipidicas, proteicas e aos
4dcidos nucleicos®.

Apesar de os resultados deste estudo nio
demonstrarem  alteragdes citomorfométricas
importantes, ¢ fundamental refor¢ar que o exame
sistemdtico da mucosa bucal deve ser parte integral de
todos os exames odontoldgicos de rotina, principalmente
naqueles individuos envolvidos com os fatores de risco.
Mesmo porque se sabe que grande parte da populagio
desconhece o fato de o tabagismo representar um fator
de risco para o desenvolvimento do cincer de boca,
principalmente os individuos mais jovens que se tornam
vulnerdveis a experimentar e a consumir cigarros

industrializados®*%".

CONCLUSAO

O consumo de cigarros industrializados nao é capaz
de induzir altera¢bes significativas sobre as dreas nucleares
(AN) e citoplasmdticas (AC) e na relagdao nucleo/
citoplasma (AN/AC) de células epiteliais da mucosa bucal
de adultos jovens. Entretanto, devido ao cardter
multifatorial do ciAncer bucal e aos avangos na drea da
citopatologia, faz-se necessdrio que os outros agentes
etiolégicos envolvidos no processo da carcinogénese dessa
doenca em individuos adultos jovens sejam mais
investigados pela citologia esfoliativa em meio liquido.

Potencial Conflito de Interesses:
Os autores declaram nao haver conflito de interesses.
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Smoking is known as an important risk factor for the development of oral cancer. The present study assessed the
effect of manufactured cigarettes on the nuclear area (NA), cytoplasmic area (CA), and nuclear/cytoplasmic ratio
(NA/CA) in oral epithelial cells in young adults. 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 processed
in the laboratory, stained by the Papanicolaou technique, and analyzed using an image analysis system according to
the methodology developed by Ogden et al. (1990). Two thousand nine hundred epithelial cells were evaluated.
Mean NA values for the experimental and control groups were 1530.6pm?* and 1498.6im?, respectively. Mean CA
values were 63780.3um? and 62929.9um?, respectively. The NA/CA ratio for the experimental group was 0.023,
as compared to 0.024 for the control group. The Student's t-test showed no statistical difference for the variables
studied (p<0.05). According to the results, manufactured cigarettes were not capable of inducing significant
morphometric changes in the oral epithelial cells of young adults, thus reinforcing the hypothesis that long exposure
to tobacco is necessary before cellular changes occur.
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