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RESUMEN

Objetivos. En individuos fumadores con mucosa oral
clinicamente sana, se han observado cambios citol 6gicos como
una mayor queratinizacion, existiendo también reportes de un
mayor grado de actividad nucleolar. En estos estudios, las c8u-
las parafrotis se han obtenido por medio de espatulade madera.
Nuestro objetivo es evaluar la profundidad de muestras
citologicas de mucosa oral obtenidas con cepillo para frotis
(endobrush) y comparar €l grado de queratinizacion y laactivi-
dad nucleolar en pacientes fumadores y no fumadores.

Disefio del estudio. Se obtuvieron frotis de mucosaoral de bor-
de de lengua clinicamente normal de 30 individuos fumadores
y 30 no fumadores, utilizando espétulade maderay endobrush.
Las muestras fueron tefiidas con Papanicolaou y con latincion
AgNORs.

Resultados. Con laespétula de madera se obtuvo un mayor por-
centgje de cdlulas epitelial es superficiales anucl eadas (P= 0.016)
y con el endobrush se obtuvieron células mas profundas (tipo
intermedias) (P= 0.035). Los individuos fumadores presenta-
ron un mayor porcentaje de células superficia esanucleadas con
ambas técnicas, diferencia que fue estadisticamente significati-
vacon latécnicaendobrush (P=0.005). El promedio deAgNORs
en las células nucleadas fue mayor en losindividuos fumadores
(3.83) que enlos no fumadores (2.79) (P= 0.003).
Conclusiones. El endobrush permite obtener células de estratos
mas profundos. Los individuos fumadores con mucosa
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clinicamente normal presentan un mayor porcentaje de células
gueratinizadasy unamayor actividad nucleolar, sugiriendo que
el consumo de cigarrillo influye en la actividad celular de la
mucosa del borde de lengua.

Palabrasclaves. AQNORs, regiones organi zadorasdel nucleolo,
citologia exfoliativa, mucosa oral, consumo de cigarrillo.

INTRODUCCION

Uno de los factores de riesgo més importantes del cancer oral
es el tabaco (1-5). Este riesgo aumenta a medida que se
incrementa el nimero de cigarrillos consumidosy el tiempo de
duracion del héhito (2,6). En Chile, en unaencuestarealizadaa
la poblacion urbana entre 12 y 64 afios en € afio 2000, se ob-
servé que 48.7 personas de 100 consumieron tabaco (7). El
sitio intraoral en que se ha reportado la mayor frecuencia de
carcinoma espinocelular eslalengua, principa mente la super-
ficielatera posterior y ventra (8,9).

En células de la mucosa oral clinicamente sana de individuos
fumadores se ha determinado un aumento del indice de prolife-
racion en las células epiteliaes (10), modificaciones en el nu-
cleo y en el citoplasma (11-13) aumento de las células
queratinizadas (14) y del nimero de AQNORSs (Regiones Orga-
nizadoras del Nucleolo con afinidad por Plata) (15,16).

L osNORs o0 Regiones Organizadoras del Nucléolo son porcio-
nes de DNA ubicadas en los cromosomas 13-15y 21 que codi-
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fican paralaproduccion de RNA ribosomal (17,18). Asociadas
aestos NORs encontramos proteinas acidicas no histénicas con
afinidad por plata llamadas AQNORSs. El nimero de AgQNORs
por ntcleo se hacorrelacionado con latasadetranscripcion del
ARN ribosomal, proliferacion celular y ploidiadel ADN (19,20).
Latincion de AgQNORs ha sido utilizada en citologia de glan-
dulassalivalesy mesoteliales(21,22). Recientemente, de Castro
Sampaio et a (15) y Cangado et a (16), utilizando espétulade
maderaparalaobtencion delas muestras, han estudiado € efecto
del tabaco en individuos fumadores con mucosa oral
clinicamente sana.

Desde hace algunos afnos se ha descrito la eficacia de utilizar
un cepillo paralatomade frotis debido ala obtencidn de célu-
las mas profundas, tanto de mucosa oral (23-26) como en
ginecologia (27).

Por 1o expuesto anteriormente, esobjetivo de estetrabajo e com-
parar el porcentaje de células queratinizadas y la actividad
nucleolar observados en la mucosa ora del borde de lengua de
individuos fumadores y no fumadores, utilizando parala obten-
cién de lamuestraun cepillo parafrotisy espétula de madera.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron frotis de borde de lengua a 30 individuos fumado-
res que tuvieran como condicién consumir més de 10 cigarri-
[losal diapor un minimo de 10 afios, y que no bebieran alcohol
ni usaran enjuagatorios con al cohol enformadiaria. Como grupo
control se seleccionaron 30 individuos con similares caracte-
risticas, excepto el hébito de fumar. El primer grupo se encon-
trabaen un rango de edad entrelos 29y 57 afios, con un prome-
dio de 39,5 afos y e segundo grupo en un rango de edad entre
los 30 y 58 afios, con un promedio de 40.5 afios. La relacion
hombre : mujer fuede 12 : 18y de 11 : 19, respectivamente. A
todos los individuos se les solicit6 su consentimiento y se to-
maron 3 muestras citoldgicas, una con espétula de madera y
dos con endobrush. Las muestras fueron fijadas con fijador
citolégico CitofixR spray, en base aacohol.

Las muestras obtenidas con espétula de madera 'y una de las
muestras obtenidas con endobrush recibieron tincion de
Papanicolaou, paradeterminar el nimero de células superficia-
les anucleadas, células superficiales nucleadas y células inter-
medias (14), empleando un aumento de 400x. Las segundas
muestras obtenidas con endobrush se tifieron con latécnica de
AgNORSs. Esta consiste en un preparado fresco que contiene
una parte con gelatinaa 2% en una solucion de acido férmico
al 1%y dos partesde nitrato de plataal 50% (28). Las muestras
fueron sumergidas en esta solucion eincubadas en la oscuridad
por un periodo de 25 min. atemperaturade 45° C, y posterior-
mente se cont6 € nimero de AgNORSs por célula, segin €l
Método de Howat (29). Las muestras fueron observadas en un
microscopio Nikon Microphot-FXA, utilizando un aumento
1000x y aceite de inmersion. El examinador, que desconociaél
origen delas muestras, conté en 100 células por frotisel nime-
ro de puntos de tincién de AgNORs, excluyendo para el re-
cuento las céulas superficia es anucleadas y |as nucleadas con
grédnulos de queratohialina que podian llevar a errores en el
recuento. Luego de contar el nimero deAgNORs por célula, se
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establecié el promedio para individuos fumadores y no fuma-
dores. Los primeros diez frotis fueron contados en una manera
no consecutiva tres veces para calibrar a examinador.

Las diferencias citol dgicas entre pacientes fumadores y no fu-
madores fueron evaluadas mediante la prueba de chi cuadrada
(X?) y lapruebadet de Student con el software estadistico PRI-
MER. Se considerd una diferencia estadisticamente significa-
tivaal valor P <0.05.

RESULTADOS

En e grupo de individuos fumadores la distribucién total de
células observadas fue: 16,8% de células superficiales
anucleadas, 29,6% de superficiales nucleadas y 53,6% de in-
termedias. En los individuos no fumadores se obtuvo 9,3% de
células superficia esanucleadas, 38,5% superficiales nucleadas
y 52,2% células intermedias. Al comparar las técnicas parato-
mar las muestras de frotis, observamos que con la espatula de
madera se obtuvo un mayor porcentaje de células superficiales
anucleadas (P= 0.016), mientras que con la técnica endobrush
se obtuvo un mayor porcentaje de células de estratos méas pro-
fundos (tipo intermedias) (P= 0.035) (Tabla 1).

Al comparar entre los individuos fumadores y no fumadores,
observamos un mayor porcentaje de células superficiales
anucleadas en los individuos fumadores, diferencia que fue
estadisticamente significativa con la técnica endobrush (P=
0.005) (Tabla 2).

Losindividuosfumadorestenian un promedio de 3,83 AgNORs
por nicleo (Desviacion estdndar de 0,68) y los individuos no
fumadores presentaban un promedio de 2,79 AgNORs por ni-
cleo (Desviacion estandar 0,62) (Figural, Ay B). Estadiferen-
ciaen el nimero de AgNORs por nucleo entre los individuos
fumadores y no fumadores fue estadisticamente significativa
(t= 3.488, P=0,003). Ladiferencia entre ambos promedios fue
—1,04 con un Interval o de Confianza de un 95% que se encuen-
traentre—1,67 y —0,41.

DISCUSION

Debido aque unadelaslimitaciones delacitologiaexfoliativa
eslaobtencion de células superficiales, se esta promoviendo e
uso de cepillos paralatomadefrotisdelamucosaoral (23-26).
Nosotros observamos que efectivamente el endobrush permite
obtener un mayor porcentaje de células de estratos més profun-
dos, en este caso, células intermedias, mientras que con la es-
pétula de madera se obtiene un mayor porcentaje de células
superficiales anucleadas. Ogden et a (23) describieron que se
obteniaun mayor grado de dispersion y unamayor cantidad de
células con cepillos parafrotis.

En lamucosa del borde de lengua, las células intermedias fue-
ron las observadas con mayor frecuencia, tanto en individuos
fumadores como en los no fumadores, alcanzando 55,5%Yy 60,4
%, respectivamente, |o que coincide con lo descrito por Varvaky
et a. (14). Estos autores encontraron que el mayor porcentaje
de células en zonas de borde de lengua y mucosa de megjilla
eran de tipo intermedias (60% y 62% respectivamente), mien-
tras que el mayor porcentaje de células obtenidas de frotis de
labio correspondian a células superficiales anucl eadas.
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En losindividuos no fumadores el porcentaje de células super-
ficiales anucleadas del borde de lengua fue 9.3%, similar a
10% observado por Varvaky et a. (14), quienes en su estudio
excluyeron alos fumadores. En cambio, en los individuos fu-
madoresde nuestro estudio, €l porcentaje de células superficia-
les anucleadas del borde de lengua fue méas alto, 17%. Este au-
mento en el ndmero de células superficiales anucleadas u
ortoqueratinizadas en mucosa oral deindividuos fumadores ha
sido observado por numerosos autores (2,6,30-32); sin embargo,
estarespuestadelamucosaoral no parece ocurrir deigual forma
en todos |os sitios anatémicos de la cavidad oral, Drouilly (30)
no observo diferencias significativas en los tipos de células
epiteliales obtenidas de frotis de piso de boca de pacientesfuma:
doresy no fumadores. Se postulaque este aumento en laproduc-
cién de cdlulas queratinizadas seria provocado por laexposicion
directaal caor del cigarrilloy por laaccion quimicade los pro-
ductosvolétilesde tabaco, con € fin de protegerse de estos agen-
tesinjuriantes(2,6). Laimportancia de eva uar |os cambios celu-
laresen el borde de lenguase debe alaatafrecuenciadel cancer
espino celular en esta ubicacion en nuestro pais (33).
Latécnicade AgNORs, sedesarrollé en los afios 80" sy rapida-
mente se comenzo aemplear en el estudio de biopsias de dife-
rentestumores, y solo recientemente se haaplicado en citologia
(15,16). En nuestro estudio, el valor promedio de AgNORS por
nucleo, en individuos fumadores fue de 3.83 y en el grupo de
individuos no fumadores alcanzd a 2.79, resultados que son
similares alos descritos por de Castro Sampaio et al. (15) quie-
nes observaron un promedio de 3.4 AgNORs por nticleo enin-
dividuos fumadores, y de 2.6 en no fumadores. Recientemente,
Cancado et al.(16) también determinaron un mayor recuento
deAgNORsen losindividuos fumadores, pero susvaloresfue-
ron menores alos observados por de Castro Sampaio et a (15)
y por nosotros, 1.94 en los frotis de borde de lenguay 2.07 en
los frotis de piso de boca.

En relacién alatécnica, los tiempos de aplicacion de la solu-
cion de plata fueron de 30 minutos en el estudio de Castro
Sampaio (15), 25 minutos en el nuestro y 20 minutos en €l es-
tudio de Cancado (16); sin embargo, nosotros al igual que este
ultimo autor, no creemos que esta variacion en latécnicainflu-
yaen el recuento de losAgNORs.

Estas diferencias en el recuento de AQNORS podrian deberse a
los distintos rangos de edad delosindividuos, queen €l estudio
de Cancado (15) fue entre 50 y 70 afios, y en nuestro estudio
entre 29y 57 afos. Se hadescrito que en lamucosaoral duran-
te el envejecimiento se produce una menor actividad
proliferativa y atrofia epitelial (34). Otra explicacion de este
mayor recuento de AgNORSs es la diferencia en el elemento
utilizado para la obtencidn de la muestra, pues probablemente
las células que nosotros obtuvimos eran més profundas debido
al uso del endobrush.

El recuento de AQNORs se ha descrito como un buen método
paradeterminar ploidia, actividad proliferativa(19,20), y como
indicador de actividad metabdlica no asociada a proliferacion
celular (35). En citologiade mucosa oral normal lamayoriade
las células obtenidas son del estrato intermedio y no del estrato
basal o parabasal, y por lo tanto este aumento del recuento de
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AgNORsIlo asociamos aun aumento de laactividad metabdlica
o sintesis proteica en estas células.

Laobservacion delosfrotis puede ser avecesdificil, porque a
parecer existiria una afinidad de la plata por €l mucus y los
residuos de alimentos(16), de tal forma que en la recoleccion
de nuestras muestras pusimos énfasis en la realizacion de en-
juagues con agua destilada, ya que observamos, previo a esta
investigacion en datos no mostrados, que sin estos enjuagues
una gran cantidad de tinciones de fondo obstaculizaba € re-
cuento.

Nuestros resultados sugieren que en la mucosa oral del borde
de lengua clinicamente normal, el consumo de tabaco produce
alteraciones celulares evidenciadas en la citologia exfoliativa.
Debido aque estaes unatécnicano invasivay un procedimien-
tofacil derealizar, el andlisis de AQNORs puede ser un método
auxiliar paramonitorear individuos en grupos deriesgo parala
prevencion del cancer oral.

ENGLISH

Evaluation of keratinization
and AgNORs count in exfo-
liative cytology of normal
oral mucosa from smokers
and non-smokers

ORELLANA-BusTtos Al, Espinoza-SANTANDER |L, FrRANCO-
MAaRTiINEZ E, LoBos-JaAMES-FReEYRE N, ORTEGA-PINTO AV.
EvAaLuATION OF KERATINIZATION AND AGNORS COUNT IN EXFO-
LIATIVE CYTOLOGY OF NORMAL ORAL MUCOSA FROM SMOKERS AND
NON-SMOKERS. MED OraL 2004;9:197-203.

SUMMARY

Objetive.ln smokers with clinically normal buccal mucosa,
cytological changes such asincreased keratinization, and higher
nucleolar activity have been observed. Inthese studiesthe cells
for cytological smears were obtained with awooden spatula.
Our objectiveswereto evaluate the depth of cytological smears
of oral mucosa obtained with both a brush (endobrush) and a
wooden spatula, and to compare the degree of keratinization
and the nucleolar activity in smokers and non-smokers.
Design. We obtained cytological smears of clinically normal
lateral tongues of 30 smokers and 30 non-smokers using both a
wooden spatula and endobrush. The samples were dyed with
Papanicolaou and the AGQNORSs.

Results. With the wooden spatulawe found agreater percentage
of enucleated superficial epithelial cells (P =0.016) and deeper
cellswere obtained with an endobrush (intermediate cells) (P=
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0.035). The smokers showed agreater percentage of enucleated
superficia cells with both techniques, however this difference
was significantly greater with Endobrush (P=0.005). The ave-
rage of AQNORSs in the nucleated cells was greater in smokers
(3.83) than in non-smokers (2.79) (P=0.003).

Conclusion. The Endobrush allowsthe clinician to obtain deeper
cells of buccal mucosa. Smokers with clinically normal muco-
sa show a greater percentage of keratinized cells and a greater
nucleolar activity, suggesting that cigarette smoking influences
the cellular activity of the mucosa of the lateral tongue.

Keywords: AgNOR, nucleolar organizer region, oral cytology,
oral mucosa, smoking.

INTRODUCTION

One of the most important risk factors of oral cancer istobacco
smoking (1-5). This risk is associated with the number of
cigarettes smoked and the length of time of the habit (2,6). Ina
survey madethreeyearsagoin Chile, it was observed that 48.7%
of urban people between ages 12 and 64 consumed tobacco (7).
The most common site for intraoral squamous cell carcinoma
isthe tongue usually the lateral and ventral surfaces (8,9).

In smokers with clinically healthy oral mucosa it has been
determined some changes such as: ahigher rate of proliferation
of epithelial cells (10), nuclear and cytoplasm alterations (11-
13) as well as an increase in the number of keratinized cells
(14) and the AgNORs count (Nucleolar Organizer Regions
affinity by Silver) (15,16).

The NORs or Nucleolar Organizer Regions are loops of DNA
located in chromosomes 13-15 and 21. They are responsible
for the ribosomic RNA copy (17,18). This ribosomic DNA is
associated with nonhistone acidic proteins with silver affinity
called AQNORs. The number of AGNORS per nucleus has been
correlated with the rate of transcription of the ribosomal ARN,
proliferative activity and DNA ploidy (19,20).

The silver staining technique for NORSs has long been used in
the cytology of salivary glands and mesothelial cells (21,22).
Recently, De Castro Sampaio et al. (15) and Cancado et a. (16)
have used wooden spatulas to obtain smears in order to study
the effect of thetobacco in normal buccal mucosafrom smokers.
For some years, the effectiveness of brush biopsy has been
emphasized as a method of obtaining deeper cells, from oral
mucosa (23-26) and gynecologic mucosa (27).

The purpose of this article is to compare the percentage of
keratinized cellsand the nucleolar activity observed in the late-
ral tongue mucosafrom smokers and non-smokers. The smears
were obtained with wooden spatula and Endobrush.

MATERIALS AND METHODS

The samplefor this study comprises 60 individuals, 30 smokers
and 30 non-smokers. Smokers were determined by those who
smoked over 10 cigarettes per day over 10 years. Both groups
were freefrom systemic diseases, were non-al coholic and non-
users of mouth rinses containing alcohol. The smokers were
between 29 and 57 (average of 39.5 years old) and the non-
smokers were between 30 and 58 (average of 40.5 years old).
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The ratio male/female was 12/18 and of 11/19, respectively.
Following informed consent, lingual smearswere obtained: one
with a wooden spatula and two with Endobrush, and fixed
immediately in Citofix R spray.

All smears aobtained with the wooden spatula and one of the
smears obtained with Endobrush received Papanicolaou’s
method to determine the number of enucleated superficial cells,
nucleated superficial cells and intermediate cells (14) using an
400x magnification. The second smears obtained with
Endobrush were stained with the silver soaking technique
adapted by Ploton et al. (28). The staining procedurewasafresh
solution of Part A (2 g. gelatin in 100 ml. of water containing
2% formic acid) and of Part B (50% silver nitrate). They were
mixed (1:2 v/v) in adark room (28). The smears were soaked
in this solution and incubated 25 min. at 45° C. The nucleuses
from the first 100 cells were included in the counting. Cells
without nucleus and the nucleated cells with keratohialine
granules that might produce errors were not included. The
number of AgNORs per cell was counted according to the
Howat's method (29).

The smears were observed at x1000 magnification under an oil
immersion in a Nikon Microphot-FXA microscope by an
examiner who did not know the origin of the samples. Thefirst
10 dideswere counted non-consecutively threetimesto calibrate
the examiner. The average number of AQNORs obtained per
slidewere compared in both groups; smokersand non-smokers.
Thecytological differences between smokersand non-smokers
were evaluated by a chi-square (X?) test and a Student t - test
with PRIMER statistical software. Statistical significance was
defined as P <0.05.

RESULTS

In smokers, the total distribution of observed cellswas: 16.8%
enucleated superficial cells, 29.6% nucleated superficial and
53.6% intermediate cells. In non-smokers, thetotal distribution
of observed cellswas. 9.3% enucleated superficial cells, 38.5%
nucleated superficial and 52.2% intermediate cells. We observed
a greater percentage of enucleated superficia cells with the
wooden spatula (P = 0.016). Whereas with the Endobrush we
obtained a greater percentage of deeper layer cells (type
intermediate) (P = 0.035) (Table 1).

When comparing smokers and non-smokers, we observed a
greater percentage of enucleated superficial cellsin smokers, a
difference that was significantly different with the Endobrush
(P = 0.005) (Table 2). The smokers had an average of 3.83
AgNORSs per nucleus (Standard deviation of 0.68) and the non-
smokers had an average of 2.79 AgNORs per nucleus (Stan-
dard deviation 0.62) (Figure 1, A and B). Thisdifferencein the
number of AgNORS per nucleus between smokers and non-
smokerswas statistically significant (t = 3.488, P=0.003). The
difference between both averageswas-1.04 with an Interval of
Confidence of 95% which is between -1.67 and -0.41.

DISCUSSION
Because one limitation of exfoliation cytology isthe obtaining
of superficial cells, the use of brushesfor the smears of the oral
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Tipo celular Espédula Madera
---------- Endobrush
calntr ppe Woooky; soainé
Promedio DES_Y_‘__ESL Promedio Des_xlFSI'
e | T | | s || F
v LDeviznor v LDeviztor
Superficial
anucleada
s 16.67 +17.59 9.43 +14.60 245 0.016
SYere cels
Superficial
nucleada
Nucleated 35.50 +23.20 32.58 +22.34 0.70 0.484
superficial cells
Intermedia
————— 47.83 +28.87 57.98 +23.08 -2.12 0.035
Intermediate cells

Table 1. Distribution of the three cellular types obtained with wooden spatula

and Endobrush.
Tabla 1. Distribucion de los tres tipos celulares obtenidos con espétula de
maderay endobrush.
Fumadores No Fumadores
SIokers Moy Srrokers
Tipo celular Promedio De?/—.“Est. Promedio De?:/_.“Est.
--------------- t P
cal Tipe Average ‘ZZZZZ:;Z; Average ‘;ﬁ;ﬁg
Superficial
anucleada 14.63 +18.46 4.23 6.1 293 | 0005
Syperei/ cels
Superficial
nucleada
Nucleated 29.83 +17.35 35.33 +26.43 -0.95 0.345
superficial cells
Intermedia
Intermediate 55.53 +19.22 60.43 +26.50 -0.82 0.416
cells

Table 2. Distribution of the type of cells obtained with Endobrush in smokers

and non smokers.

Tabla 2. Distribucion del tipo de células obtenidas con endobrush en indivi-
duos fumadores y no fumadores.
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T
Fig. 1A.
Fig. 1B.
e, | —
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Fig. 1. Oral cytology of lateral tongue obtained with Endrobrush and staining
with AGNORSs (1000x). 1A, non-smoker patient, 1B smoker patient .

Frotisde bordelingual tomados con endrobrush, con tincion AgNORS (1000x).
1A, extendido de un paciente no fumador, 1B extendido de un paciente fuma-
dor.
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mucosa is being promoted (23-26). We observed that indeed
Endobrush allows one to obtain a greater percentage of deeper
layers cell, in this case intermediate cells, whereas with the
wooden spatula a greater percentage of enucleated superficia
cells are obtained. Ogden (23) described that they received a
greater rate of dispersion and a greater amount of cells using
brushes for smears.

In the lateral tongue mucosa, the intermediate cells were the
most frequently observed, as much in smokers as in non-
smokers, 55.5% and 60.4 %, respectively, which concurs with
Varvaky et a (14). These authors found that the greater
percentage of intermediate cellsin lateral tongue and cheek (60%
and 62% respectively), whereas the greater percentage of cells
obtained from smears of lips corresponded to enucleated su-
perficial cells.

In non-smokers the percentage of enucleated superficial cells
of the lateral tongue was 9.3%, similar to 10% observed by
Varvaky et a (14) who in their study excluded smokers.
However, in the smokers of our study, the percentage of
enucleated superficial cells of the lateral tongue was higher,
17%. This increase in the number of enucleated or
orthokeratinizated superficial cellsin ora mucosa of smokers
has been observed by numerous authors (2,6,30-32).
Nevertheless, this behaviour of the oral mucosa does not seem
to happen in all anatomical sites of the oral cavity, Drouilly
(30) did not observe significant differences in the types of
epithelial cellsobtained in smears of themouth floor of smokers
or non-smokers. It is postulated that this increase in the
production of keratinizated cellswould be caused by the direct
stimulation of the heat of the cigarette and the chemical action
of volatile productsof thetobacco, with the purpose of protecting
itself from these injurious agents (2,6). The importance of
evaluating the cellular changes in the lateral tongue relates
directly to the high frequency of the cancer in this part of the
mouth in our country (33).

The technique of AQNORswas devel oped in the years 80" sand
was quickly used in the study of biopsiesof different neoplasm,
and only recently has it been applied to cytology (15,16). In
our study, thevalue average of AGQNORSs per nucleus, in smoker
wasof 3.83 and in the group of non-smokerswas of 2.79, results
that are similar to those described by De Castro Sampaio et al.
(15) who observed an average per 3.4 AQNORSs per nucleusin
smokers, and of 2.6 in non-smokers. Recently, Cancado (16)
also determined a greater count of AQNORs in smokers, but
their values were smaller than those observed by De Castro
Sampaio et a. (15) and by our study, 1.94 in smears of lateral
tongue and 2.07 in smears of mouth floor.

Technically, the application times of silver solution were 30
minutesin the De Castro Sampaio et a. study (15), 25 minutes
in our study and 20 minutes in the Cancado’ study (16).
Nevertheless like Cangado we do not think that this variation
in the technique influences the count of the AGQNORSs.

These differences in the count of AgQNORs could be due to
different ages of the participants. For example, the Cangado
study included participants between 50 and 70, and in our study
between 29 and 57. It has been described that oral mucosaduring
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the aging has a smaller proliferation activity and epithelial
atrophy (34). Another possibly explanation of this higher count
of AgQNORs is the difference of the implements used to obtain
smears because the cells that we obtained were deeper due to
use of Endobrushes.

The count of AQNORs has been described as a good method to
determine ploidy, proliferation activity (19,20), and metabolic
cell activity not associated with proliferation capacity (35). In
our study, the most common type of cells obtained in normal
oral mucosa were intermediate layer cells, but not basal or
parabasal layers cells. Therefore this increase of the count of
AgNORs was associated with a promotion of the metabolic
activity or protein synthesisin these cells.

The observation of smears can sometimes be difficult by what
is believed to be a silver affinity to mucous, food residues and
other debris (16). Therefore, we performed mouth rinsing with
distilled water before collecting smears, since we previously
observed (data not shown) that a great amount of background
stains without rinsing make counting difficult.

Theresults obtained in this study suggest that tobacco smoking
produces cellular alterationsin clinically normal mucosaof the
lateral tongue shown in exfoliation cytology. Because this
method of using abrush to obtain deeper cellsisanon-invasive
technique and an easy procedure, the AQNORSs count can be an
auxiliary method to control risk groups for the prevention of
oral cancer.
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