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RESUMO 

O consumo de drogas ilícitas tem aumentado nos últimos anos. Este fato tem sido 

considerado um problema de saúde pública. O crack, forma fumável e  

economicamente viável da cocaína, tornou-se uma droga popular e consumida em 

todos os meios sociais. Esta droga é capaz de aumentar o risco ao desenvolvimento do 

câncer na mucosa brônquica e também provocar lesões ulceradas e queimaduras na 

mucosa bucal. O objetivo deste trabalho foi analisar as regiões organizadoras 

nucleolares (NORs) por meio da técnica de impregnação por prata (AgNORs) em 

células epiteliais da mucosa bucal em função do uso crônico de crack. A amostra foi 

composta por 60 indivíduos do sexo masculino divididos em dois grupos; grupo crack - 

30 indivíduos usuários de crack; e grupo controle - 30 indivíduos saudáveis e que não 

faziam uso de qualquer droga ilícita. Amostras de células epiteliais da mucosa bucal 

foram obtidas de cada participante por meio da citologia exfoliativa em base líquida. Os 

esfregaços foram processados em laboratório e corados pela técnica do AgNOR. As 

NORs foram aleatoriamente contadas em 100 núcleos celulares por esfregaço usando 

a microscopia de luz. O teste t de Student foi aplicado e a média de NORs para os 

grupos crack e controle foram 7,1 ± 2,7 e 3,8 ± 1,7, respectivamente. A diferença entre 

os grupos foi estatisticamente diferente (p < 0,001). Como as NORs estão diretamente 

relacionadas com a síntese protéica, este número elevado nas células do grupo crack 

reforça a hipótese de que a mucosa bucal dos indivíduos usuários de crack apresenta 

uma maior atividade proliferativa quando comparada a dos indivíduos não usuários. 

Palavras–chave: Regiões organizadoras nucleolares, citologia, mucosa bucal, cocaína, 

crack. 
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INTRODUÇÃO 

A cocaína é conhecida desde as mais antigas civilizações e muitas tribos 

indígenas a usavam como um agente estimulante. Esta droga foi introduzida na 

Medicina e Odontologia no final do século XIX por Köller devido as suas propriedades 

anestesiológicas1-5. Farmacologicamente, a cocaína é classificada como um 

estimulante do sistema nervoso central. Os seus efeitos produzem euforia, júbilo, 

energia e aumento na sensação de confiança, seguidos de sensações de ansiedade, 

depressão e fadiga. Quando utilizada em doses elevadas, a cocaína é capaz de 

provocar estados psicóticos e alucinações2,6. 

Esta droga pode ser usada por via endovenosa, inalada ou fumada. A cocaína 

na forma fumável é denominada de crack2. O seu uso tornou-se mais frequente 

principalmente a partir da década de 80 por ser economicamente mais viável. Várias 

alterações histopatológicas já foram identificadas no epitélio da mucosa 

traqueobronquial dos usuários , entre elas: hiperplasia de células basais, metaplasia 

escamosa, figuras de mitose, variação na morfologia nuclear, aumento da relação 

núcleo/citoplasma, espessamento da membrana basal e inflamação submucosa5. 

Antes de atingir os pulmões, a fumaça do crack entra em contato com a mucosa 

bucal, no entanto, os estudos a respeito dos efeitos dessa droga sobre a boca ainda 

são escassos. Há registro de lesões da boca, orofaringe e laringofaringe associadas 

com as diferentes formas da cocaína, entre eles: erosões no esmalte dentário 

causadas pelo hidrocloreto de cocaína aplicada intraoralmente; as lesões necróticas da 

língua e epiglote relacionadas ao fumo da cocaína pura e as queimaduras da mucosa 

da laringe ocasionadas pelo uso do crack7. 

A toxicidade e a dependência são maiores nos usuários de crack que fazem uso 

também do álcool e outras drogas, e por usar o calor para o aquecimento das pedras 

de crack tem o seu potencial carcinogênico aumentado8 -12. 

Por meio da utilização da técnica de pigmentação pela prata AgNOR, um grupo 

de proteínas nucleolares argirofílicas, conhecidas como as Regiões Organizadoras 

Nucleolares (NORs) são marcadas seletivamente. As NORs são constituídas de 
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segmentos de DNA que contêm os genes para a produção de RNAr e podem ser 

visualizadas por meio da microscopia de luz como pontos pretos localizados no interior 

do núcleo celular. A histomarcação pela prata das NORs segundo vários 

pesquisadores, constitui-se num método de mensuração da proliferação celular, e de 

diagnóstico precoce para o câncer bucal13-18. 

LIMA et al. (2007)8 demonstraram que ocorrem alterações de natureza 

inflamatória na mucosa bucal de usuários de crack. Estruturalmente, as células 

epiteliais sofrem uma redução na área nuclear e na relação núcleo/citoplasma 

associadas a um aumento na área do citoplasma. Estes achados levantam a hipótese 

de que o crack seja capaz de aumentar a proliferação celular da mucosa bucal8,12. 

Portanto, o presente trabalho visa analisar se há diferença entre o número de NORs 

em função do uso crônico de crack por meio da citologia exfoliativa em base líquida e 

pela quantificação de AgNORs nas células da mucosa bucal. 

MATERIAL E MÉTODO 

Este estudo teve o seu projeto aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 

Seres Humanos (CEP) da Pontifícia Universidade Católica do Paraná – PUCPR 

(Processo No. 1422/08, Anexo I ). Todos os participantes desta pesquisa assinaram um 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de participação na pesquisa (Anexo II ). 

AMOSTRA 

A amostra empregada neste trabalho foi composta de 60 indivíduos adultos, do 

sexo masculino, pareados em idade e divididos em dois grupos: a) grupo crack 

composto por 30 indivíduos usuários de crack do Instituto Paranaense de Tratamento 

de Alcoólatras (IPTA) e b) grupo controle - 30 indivíduos saudáveis da Clínica 
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Odontológica da PUCPR e que não faziam uso de droga ilícita, álcool e tabaco. O 

critério de inclusão foi  ausência de lesões na mucosa bucal para ambos os grupos e 

em relação ao  grupo experimental, de que fossem somente usuários de crack . 

Coleta das amostras 

Inicialmente, os participantes foram orientados a realizar um enxágüe bucal com 

água para remover possíveis restos alimentares. Em seguida, foram realizados 

esfregaços na região posterior e superior da mucosa bucal próxima ao fundo de 

vestíbulo por meio da técnica da citologia exfoliativa em base líquida. A coleta de 

células epiteliais foi realizada com um kit do sistema DNA-CITOLIQ (Digene, Brasil), 

denominado Universal Collection Medium (UCM). Esta técnica executa a aplicação da 

escova de cerdas de nylon de forma suave e com  movimentos giratórios no sentido 

horário (cinco voltas). Em seguida, a parte da escova que apresenta as cerdas foi 

mergulhada no interior do frasco contendo o UCM. O frasco tampado foi agitado por um 

período mínimo de 30 segundos para permitir que as células colhidas ficassem imersas 

no meio líquido. Ao término da coleta, as amostras foram levadas ao laboratório de 

Estomatologia da PUCPR para processamento. 

PROCESSAMENTO LABORATORIAL 

Lâminas histológicas Lamigene (Digene, Brasil) foram adaptadas numa prensa 

metálica Prepgene (Digene, Brasil) juntamente com um filtro especial contendo uma 

membrana de policarbonato Filtrogene (Digene, Brasil). Em seguida, uma alíquota de 

200µL foi transferida do interior do frasco para a superfície dos discos de filtro com o 

auxílio de uma micropipeta monocanal. O Prepgene foi fechado para realizar a 

filtragem do esfregaço e promover a adesão das células sobre a lâmina. 
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Coloração 

Para a realização da coloração das NORs, as lâminas foram fixadas em etanol a 

95% durante doze horas. Em seguida, procedeu-se a técnica histoquímica de 

impregnação pela prata por 30min a 45ºC em câmara escura, de acordo com a técnica 

preconizada por PLOTON et al. (1986)13. 

Avaliação Histológica 

A análise quantitativa das AgNORs foi executada por meio da microscopia de luz 

utilizando um microscópio binocular, modelo Olympus BX50 (Olympus, Japão) 

adaptado com ocular WH 10X-H/22 (Olympus, Japão) e objetivas PLAN 100X/0,25 

(Olympus, Japão), reguladas com objetiva de imersão (1000X). Previamente a leitura, 

as lâminas tiveram seus números de identificação cobertos para se evitar viés. O 

parâmetro utilizado para contagem foi definido como pontos enegrecidos bem definidos 

no interior dos nucléolos, conforme os critérios estabelecidos por CROCKER (1989)14. 

O processo de contagem das AgNORs foi realizado duas vezes pelo mesmo 

observador. O número de pontos escuros corados pela prata foi avaliado em 100 

núcleos celulares para cada esfregaço. Núcleos com ausência de AgNORs não foram 

incluídos na contagem. Os nucléolos corados por prata semelhantes a um anel foram 

contados como se fosse um. Quando a agregação de pontos corados não podia ser 

visualizada como NORs individuais, também eram considerados como se fosse um só, 

conforme recomendado por Crocker (1989)14 e Trerè (2000)15. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Visando comparar se havia diferença estatisticamente significante nos valores 

médios de AgNORs por núcleo entre os dois grupos de estudo, os dados foram 

submetidos ao teste t de Student para amostras independentes, com n = 30 em cada 
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grupo. A homogeneidade foi testada usando-se o teste de variância de Lévene e o 

nível de significância foi de 5%. 

RESULTADOS 

A média de idade dos participantes foi de 28,4 anos e o tempo médio de uso de 

crack pelos indivíduos do grupo experimental foi de 7 (+ 1,9) anos. A figura 1 apresenta 

a distribuição da idade dos indivíduos do grupo crack. 

As AgNORs estavam localizadas no interior do núcleo e eram visualizadas como 

pequenas estruturas com morfologia predominantemente arredondada, de coloração 

variando de castanho claro ao negro, em número e tamanhos variáveis (Figuras 2 e 3). 

Conforme ilustra a figura 4, o número de AgNORs foi significativamente mais elevado 

nas células da mucosa bucal dos indivíduos usuários de crack quando comparados ao 

grupo controle (p < 0,01). Os valores da média e os respectivos desvios-padrão são 

apresentados na tabela 1. 

Tabela 1 - Estatística descritiva do número médio de AgNORs por núcleo segundo os grupos 

Grupos n Média Mediana Desvio padrão Valor de p 

Grupo crack 30 7,1667 7,6500 2,7510  

     < 0,001* 

Grupo controle 30 3,8867 3,4500 1,7055  

Fonte: Dados da pesquisa   * Teste t de Student p=0,0000012 
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Figura 1 - Distribuição de idade dos indivíduos 

Fonte: Autor 

 
Figura 2 - Numerosos AgNORs (setas) em esfregaço de células da 

mucosa bucal de usuários de crack (AgNORs 1000X)   

Fonte: O autor 
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Figura 3 – Núcleos contendo reduzido número de AgNORs (setas) em 

células da mucosa bucal de indivíduos do grupo controle 

(AgNOR, 1000X).  

Fonte: o autor 

 
Figura 4- Intervalo de confiança (95%) para a média de AgNORs 

segundo grupo 

Fonte: o autor 
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DISCUSSÃO 

O presente estudo quantificou as regiões organizadoras nucleolares (NORs) no 

núcleo de células epiteliais da mucosa bucal de indivíduos usuários e não usuários de 

crack. Um total de 6000 núcleos foi avaliado. As NORs representam segmentos de 

DNA que fazem a transcrição do RNAr, já que é no nucléolo que se realizam as 

primeiras etapas da síntese ribossômica. As NORs estão localizadas nas constrições 

dos cromossomos acrocêntricos 13, 14, 15, 21 e 22 e são visíveis no interior do 

nucléolo durante a intérfase. Estas estruturas possuem argirofilia, pois estão 

associadas com proteínas acídicas, não histônicas, sendo coradas seletivamente por 

meio da técnica por impregnação pela prata (AgNOR). Desta maneira, as AgNORs são 

visualizadas como pontos escuros intranucleares, que são quantificados por meio do 

uso da microscopia por luz. 

O número de AgNORs por núcleo tem demonstrado uma associação com a  

proliferação celular e com o grau de diferenciação de vários tumores, por isso este 

marcador tem grande relevância no estudo do curso clínico e agressividade dos 

mesmos13,16-22,34. Os resultados deste estudo revelaram que o número médio de 

AgNORs nos núcleos da mucosa bucal de usuários de crack praticamente duplica 

quando comparado com o das células de não usuários. Até a presente data, não há 

registros na literatura de estudos que tenham quantificado as AgNORs em células 

epiteliais da mucosa bucal de indivíduos usuários de crack. Os resultados deste 

trabalho corroboram os achados do estudo desenvolvido por WOYCEICHOSKI et al. 

(2007)12 que utilizaram técnicas citomorfométricas para avaliar as células epiteliais da 

mucosa bucal de usuários de crack. Os resultados demonstraram que o uso crônico do 

crack foi capaz de induzir uma diminuição da área nuclear das células do epitélio da 

mucosa bucal e, consequentemente, alterar a relação núcleo/citoplasma. Estas 

modificações na área nuclear das células epiteliais podem ser o reflexo de uma 

resposta adaptativa da mucosa frente à agressão induzida pela droga. Vários estudos 

utilizando a técnica do AgNOR vêm demonstrando que a mucosa bucal aumenta a sua 

atividade proliferativa quando é exposta a diversos agentes agressores, tais como, 
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álcool, tabaco e cocaína. Todos estes agentes foram capazes de aumentar 

significativamente o número de AgNORs quando comparados com células de mucosa 

bucal de indivíduos não usuário de drogas 9,10,23-26  , corroborando os resultados 

encontrados no presente trabalho que indicam o aumento de AgNORs nos núcleos 

celulares da mucosa bucal de usuários de crack.   

Acredita-se que os efeitos da cocaína na boca dependam da rota de 

administração da droga27. Segundo MITCHELL-LEWIS et al. (1994)4, as lesões que 

ocorrem na mucosa bucal provocadas pela cocaína fumada em forma de crack 

acontecem muito mais provavelmente devido ao calor gerado sobre a mucosa durante 

o seu uso do que pela ação química da droga. Estudos realizados em esfregaços de 

mucosa traqueobrônquica e bucal demonstraram que a fumaça do crack pode ser 

capaz de produzir alterações celulares significativas5,8,12. Na boca, o uso crônico do 

crack também é capaz de induzir alterações inflamatórias sobre a mucosa bucal 8. 

BARSKY et al. (1998)5 avaliaram se ocorriam alterações histopatológicas e 

moleculares no epitélio bronquial em fumantes de maconha, cocaína, crack e cigarro. 

Estes autores utilizaram vários marcadores celulares e, entre eles, o Ki-67, que é um 

marcador de proliferação celular que reflete a porcentagem de células envolvidas na 

divisão celular28. Os resultados deste estudo demonstraram que ocorre uma expressão 

anormal de Ki-67 em amostras de usuários de drogas quando comparados com as de 

não usuários e levantam a hipótese de que usar maconha, tal qual fumar tabaco, 

exerce os efeitos de cancerização sobre o epitélio bronquial. Desta forma, estes 

autores sugerem a necessidade de se realizarem estudos adicionais com a cocaína e o 

crack, pois pouco se sabe do seu potencial carcinogênico e do seu papel no 

desenvolvimento do tumoral. 

Os marcadores de proliferação celular que avaliam as modificações em nível 

celular têm sido muito utilizados proporcionando um melhor entendimento do 

comportamento biológico de várias alterações patológicas, em especial, quando não há 

nenhum sinal clínico. A análise quantitativa das regiões organizadoras nucleolares 

(NORs) permite avaliar o nível de proliferação celular, e consequentemente o 

monitoramento de lesões com propensão a malignidade9,10,33. 
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O número, o tamanho e arranjo de AgNORs têm mostrado correlação com os 

indicadores de atividade proliferativa celular e é consenso entre os pesquisadores que 

o número de sítios de AgNORs aumenta com a diminuição da diferenciação celular14-

18,21,23. Desta forma, os estudos de análise quantitativa de AgNORs por núcleo em 

células de carcinoma escamoso, tumores de glândulas salivares, epitélio displásicos, 

hiperplásicos e normal têm demonstrado uma forte correlação com o aumento de 

AgNORs, proliferação celular e malignidade 21,22,29. 

Além disso, sabe-se que a cocaína é um potente modulador imunológico. A 

exposição dos pulmões à droga é capaz de inibir a função e produção de citocinas 

pelos macrófagos limitando a capacidade destes em eliminar tanto as bactérias quanto 

as células tumorais. Estes efeitos aumentam a susceptibilidade dos usuários em 

desenvolverem câncer e também a síndrome da imunodeficiência adquirida5,30,31. 

Manifestações bucais podem ser observadas entre os usuários de crack. Na 

literatura, há relatos da ocorrência de bruxismo, erosão dentária causada pelo uso da 

droga e sintomatologia dolorosa da articulação temporo-mandibular1-4,6-8,1127,32. Além 

disso, acontecem lesões em tecido mole, tais como: lesões necróticas na língua, 

gengiva e mucosa bucal e também sialometaplasia necrosante do palato, associadas 

ao calor intenso pelo uso do cachimbo e provavelmente pelos próprios componentes 

químicos da droga 11,27,32. 

Os achados do presente estudo nos permitem concluir que usuários de crack 

apresentam uma maior expressão de AgNORs. Desta forma, como o aumento de 

consumo desta droga é uma realidade social e muitas vezes estes pacientes buscam a 

assistência odontológica, torna-se necessário que o cirurgião-dentista tenha 

conhecimento deste risco, monitorando da melhor maneira possível a saúde oral 

destes indivíduos. 
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SUMMARY 

The consumption of illicit drugs has been increasing in the last years. This fact has been 

considered a public health issue. Crack, the smokable and more affordable form of 

cocaine, has become a popular drug and has been consumed in all social strata. This 

drug is able to increase the risk of the development of bronchial mucosa cancer and 

also cause ulcerative lesions and burns in the oral mucosa. The purpose of this study is 

to analyze the nucleolar organizer regions (NORs) by using the silver impregnation 

technique (AgNORs) in epithelial cells of the oral mucosa due to the chronic use of 

crack. The sample was composed of 60 male individuals divided into two groups; group 

I - 30 crack users; and group II (control) - 30 healthy individuals who do not make use of 

any illicit drug. Samples of epithelial cells of the buccal mucosa were obtained from 

each participant through the use of exfoliative cytology in a liquid basis. The smears 

were processed in the laboratory and colored by AgNOR technique. The NORs were 

randomly counted in 100 cellular nuclei per smear using light microscopy. Student’s t 

test was applied and the average amounts of NORS for the crack users and the control 

groups were 7.1 ± 2.7 e 3.8 ± 1.7, respectively. The difference between the groups was 

statistically different (p < 0.001). As the NORs are directly related to protein synthesis, 

this large amount in the crack group cells reinforces the hypothesis that the oral mucosa 

of crack users presents an increased cell activity if compared to non-users. 

 

Key words: Nucleolar organizer regions, cytology, oral mucosa, crack-cocaine. 
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INTRODUCTION 

Cocaine has been known since the most ancient civilizations and many 

indigenous tribes used it as a stimulating agent. This drug was introduced to medicine 

and dentistry in the late 19th century by Köller due to its anesthesiological properties1-

5.Pharmacologically, cocaine is classified as a central nervous system stimulant. Its 

effects are joy, energy and an increased self-confidence sensation, followed by anxiety, 

depression and fatigue. When utilized in high doses, cocaine is able to trigger 

hallucinations and psychotic cases2,6.  

This drug can be inhaled, smoked or used intravenously. Cocaine, when 

smoked, is named crack2. Its use has become more frequent, especially after the 

nineteen-eighties, for being more affordable. Many histopathological alterations have 

already been identified in the epithelium of the tracheobronchial mucosa: basal cell 

hyperplasia, squamous metaplasia, mitosis figures, variation in nuclear morphology, 

increased nucleus/cytoplasm ratio, thickening of the basal membrane and submucous 

inflammation amongst others 5. 

Before reaching the lungs, crack smoke comes into contact with the oral mucosa. 

However, there are few studies on the effects in the mouth caused by this drug. There 

are records of mouth, oropharynx and laryngopharynx lesions related to the different 

forms of cocaine: dental enamel erosion caused by the cocaine hydrochloride applied 

intraorally; necrotic lesions in the tongue and epiglottis related to smoking base-free 

cocaine and larynx mucosa burns caused by crack use, amongst others7. The degree of 

toxicity and dependence is higher in crack users who also make use of alcohol and 

other drugs, and the high temperatures used to for heating the crack rocks magnify its 

carcinogenic potential8-12.  

By utilizing the AgNOR silver impregnation technique, a group of argyrophilic 

nucleolar proteins, known as Nucleolar Organizer Regions (NORs) are selectively 

distinguished. The NORs consist of DNA segments containing the genes for the 

production of RNAr and can be visualized by light microscopy as black dots located 

inside the cellular nucleus. The histologic distinction performed by the silver in the 
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AgNORs according to several researchers, is a method for measuring the cellular 

proliferation, and for an early diagnosis of oral cancer13-18.  

LIMA et al. (2007)8 have demonstrated that there are alterations of an 

inflammatory nature in the oral mucosa of crack users. Structurally, the epithelial cells 

suffer a decrease in the nuclear area and in the nucleus/cytoplasm ratio, associated to 

an increase in the cytoplasmic area. These findings raise the hypothesis that crack may 

be able to increase cellular proliferation of the oral mucosa8,12.  

The aim of this study is to analyze if there is a difference between the number of 

NORs due to the chronic use of crack through the use of liquid-base exfoliative cytology 

and through the quantification of AgNORs in the oral mucosa epithelial cells. 

MATERIAL AND METHOD 

This study was approved by the Research Ethics Committee at Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná – PUCPR (Process number 1422/08). All participants 

in this research signed a Term of Consentment for participating in this research . 

Sample 

The sample employed in this study was composed by 60 male adults, paired in 

age and divided in two groups: a) crack group - composed by 30 crack cocaine users 

from Institute for Treatment of Alcoholics of the State of Paraná (IPTA) and b) Control 

group - 30 health individuals from the Dental Clinic of PUCPR and who did not make 

use of any illicit drug, alcohol and tobbaco. The inclusion criteria was the absence of 

oral lesions and for experimental group being only crack users. 
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Cells collection 

Initially, the participants were directed to rinse their mouths with water in order to 

remove possible rests of food. Afterwards, smears were taken from the upper part of the 

buccal mucosa through the exfoliative cytology technique in liquid basis. Epithelial cell 

collection was performed using a kit from the DNA-CITOLIQ system (Digene, Brazil), 

named Universal Collection Medium (UCM). This technique carries out the application 

of the nylon brush with soft clockwise circular movements (five times). Afterwards, the 

bristles were dipped inside the recipient which holds the UCM. The closed recipient was 

shaken for a period of at least 30 seconds in order to allow the collected cells to be 

immersed in liquid. Upon termination of the collection, the samples were taken to the 

Stomatology laboratory at PUCPR for processing. 

Laboratory Processing 

Histological slides were adapted in a Prepgene (Digene, Brazil) metal press 

along with a special filter containing a Filtrogene (Digene, Brazil) polycarbonate 

membrane. Afterwards, a 200 µL aliquot was transferred from the interior of the 

recipient to the surface of the filter disks with the assistance of a monocanal 

micropipette. The Prepgene was closed in order to filter the swab and promote the 

adherence of the cells to the blade. 

Staining method 

For the staining of the NORs, the smears were fixed in ethanol at 95% during 12 

hours. Afterwards, the impregnation by silver histochemical technique was carried out 
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for 30min at 45ºC in a dark room, in accordance with the technique preconized by 

PLOTON et al. (1986)13. 

Histological assessment 

The quantitative analysis of the AgNORs was carried out through light 

microscopy utilizing an Olympus BX50 (Olympus, Japan) binocular microscope adapted 

with a WH 10X-H/22 ocular (Olympus, Japan) and PLAN 100X/0.25 (Olympus, Japan), 

lenses regulated water immersion lenses (1000X). Prior to the analysis, the slides had 

their identification numbers covered in order to avoid bias. The parameter utilized for 

counting was defined as well defined blackened points in the interior of the nucleoli, in 

accordance with the criteria established by CROCKER (1989)14. The process of 

counting the AgNORs was carried out by the same observer. The number of dark points 

colored by silver was evaluated in 100 cell nuclei for each smear. Nuclei with an 

absence of AgNORs were not included in the count. The nucleoli colored by silver 

similar to a ring were counted as if they were one. When the assemblage of colored 

points could not be viewed as individual NORs, they were also considered as only one, 

in accordance with the recommendations by Crocker (1989)14 and Trerè (2000)15. 

Statistical Analysis 

 With the intent of comparing if there were statistically relevant differences in the 

average AgNOR  per nuclei values between the two study groups, the results were 

submitted to the t test of student for independent samples, once n=30 in each group. 

The homogeneity was tested employing Levene’s Variance Test and the level of 

significance was 5%. 



29 

 

RESULTS 

The age average of the participants was of 28.4 years of age, and the average 

time of drug consumption was of seven years (+1.9 years). Figure 1 shows the age 

distribution of the individuals in crack Group. 

The AgNORs were located in the nucleus interior and were visualized as small 

structures with a predominantly rounded morphology, with its coloring varying from light 

brown to black, in various forms and numbers (Figures 2 and 3 )  

As figure 4 shows, NORs number was significantly higher in the oral cell mucosa 

of crack cocaine users as compared to the control group (p < 0.001). The average 

values and its respective standard deviations are shown on Table 1. 

Table 1 – Descriptive statistics of the nuclear organizing regions according to the groups. 

Group n Average Median Std. Dev.. p Value 

crack 30 7.1667 7.6500 2.7510  

     < 0.001* 

control 30 3.8867 3.4500 1.7055  

Source: Research data   * t Student’s test p=0.0000012 
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Figure 1 – Age distribution of individuals 

Source: Author 

 
Figure 2 - Numerous AgNORs in epithelial cell of crack cocaine user 

(AgNORs 1000X) 

Source: Author 
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Figure 3 – Nuclei containing reduced number of AgNORs in oral 

smear of crack cocaine non-user (AgNOR, 1000X) 

Source: Author 

 
Figure 4- Confidence interval (95%) for the NOR average according 

to the group 

Source: Author 
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DISCUSSION 

This study quantified the nucleolar organizer regions (NORs) in the nucleus of 

oral mucosa epithelial cells of crack users and non-users. A total of 6000 nuclei was 

evaluated. The NORs represent DNA segments responsible for the transcription of the 

RNAr, since the first steps of the ribosome synthesis. The NORs are located in the 

constrictions of the acrocentric chromosomes 13, 14, 15, 21 e 22 and are visible in the 

interior of the nucleolus during interphase. These structures are argyrophilic, since they 

are associated with acidic proteins, not histonic, and are selectively colored through the 

silver impregnation technique (AgNOR). In this way, the AgNORs are visualized as dark 

intranuclear points, which are quantified through the use of light microscopy.  

The AgNOR number per nucleus has demonstrated a correlation with the cell 

proliferation and with the differentiation degree of various tumors; thus, this marker is of 

great relevance in the study of their clinical course and aggressiveness13,16-22,34. The 

results of these studies have revealed that the average AgNOR number in the oral 

mucosa nuclei of crack users is practically doubles when compared with the cells of 

non-users. So far, there have not been records in studies that have evaluated the 

proliferation degree of the oral mucosa regarding the aggression imposed by the crack 

smoke. The results of our work corroborate the findings of the study developed by 

WOYCEICHOSKI et al.(2007)12, where cytomorphometric techniques were utilized to 

evaluate the oral mucosa epithelial cells of crack users. The results demonstrated that 

the chronic use of crack was capable of causing a decrease in the nuclear area of the 

oral mucosa epithelial cells and consequently altering the nucleus/cytoplasm ratio. 

These modifications in the nuclear area of the epithelial cell may be the reflex of an 

adaptive response of the mucosa to an aggression caused by the drug. Various studies 

which utilize the AgNOR technique have demonstrated that the mucosa increases its 

proliferative activities when insulted by several attacking agents, such as alcohol, 

tobacco and cocaine. All these agents have been capable of increasing significantly the 

AgNOR number when compared with oral mucosa cells of individuals who do not make 

use of drugs 9,10,23-26. 
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It is believed that the effects of cocaine in the mouth depend on the 

administration route of the drug27. According to Mitchell-Lewis et al. (1994)4, the lesions 

which occur in the oral mucosa caused by cocaine smoked as crack take place more 

probably due to the heat generated on the mucosa during its use than to the chemical 

action of the drug. 

Studies performed on oral and tracheobronchial mucosa smears demonstrated 

that the crack smoke may be capable of producing significant cellular alterations5,8,12. In 

the mouth, the chronic use of crack is also capable of causing inflammatory alteration 

on the oral mucosa8. 

BARSKY et al. (1998)5 evaluated if molecular and histopathological alterations in 

the bronchial epithelium took place in marijuana, cocaine and cigarette smokers, and in 

non-smokers. These authors utilized many cellular markers and, among them, the Ki-

67. The results of this study demonstrated that there is an abnormal expression of Ki-67 

in samples of drug users when compared to non-users. Ki-67 is a cellular proliferation 

marker which reflects the percentage of cells involved in cell division27. The results of 

this study raised the hypothesis that using crack, in the same way as tabacco, exerts 

cancerization effects on the bronchial epithelium. In this way, these authors suggest the 

necessity of carrying out studies with cocaine and crack, since little is known about its 

carcinogenic potential and its role in tumor development. 

The cellular proliferation markers which evaluate the modifications on a cellular 

level have been widely utilized lately, providing a better understanding of the biological 

behavior of various pathological alterations, especially in the absence of clinical signs. 

The quantitative analysis of the nucleolar organizing regions (NORs) allows the 

evaluation of the cellular proliferation level, and consequently the monitoring of the 

lesions with a propensity to malignity 9,10,33.  

The number, size and arrangement of AgNORs have shown a correlation with 

the indicators of cellular proliferative indicators and it is a consensus among 

researchers that the number of AgNOR sites augments with the decrease in cellular 

differentiation14-18,21,23. Thus, the studies on quantitative analysis of AgNORs per cell 

nucleus in squamous cells carcinoma, salivary gland cancer, dysplastic, hyperplastic 
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and normal epithelium, have demonstrated a strong correlation with the increase in 

AgNORs, cellular proliferation and malignity 21,22,29. 

In addition, it is known that cocaine is a powerful immune modulator. Exposing 

the lungs to the drugs may inhibit its functioning and the production of cytokines by the 

macrophages limiting their capacity of eliminating bacteria as well as tumor cells. These 

effects increase the users’ susceptibility in developing cancer and also the acquired 

immunodeficiency syndrome5,30,31 . 

Oral manifestations may be observed amongst crack users. There are printed 

records of bruxism, dental erosion caused by drug use, painful symptomathology of the 

temporomandibular and miofascial joints1-4,6-8,11,27,32. Moreover, there are also lesions in 

the soft tissue, such as: necrotic lesions on the tongue, gums and oral mucosa 

associated with the intense heat caused by the use of the pipe as well as the chemical 

components of the drug and necrotizing sialometaplasia on the palate 11,27,32. 

The findings of this study allow us to conclude that this high AgNOR expression 

suggests that smoking cocaine in the form of crack influences the proliferative activity of 

the oral mucosa cells. Thus, as an increased consumption of this drug is a current 

social reality, and many times patients seek dental assistance, it becomes necessary 

that the dental Professional becomes aware of this risk, monitoring these individuals 

oral health in the best possible manner. 
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public clinical trials registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-dev.ifpma.org/, 
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2002 www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if any, of the 
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consent of each subject and according to the above mentioned principles. A statement 

regarding the fact that the study has been independently reviewed and approved by an 

ethical board should also be included. Editors reserve the right to reject papers if there 

are doubts as to whether appropriate procedures have been used. 

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate 

that adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should 

be carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of 

Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental 
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procedures or with the European Communities Council Directive of 24 November 1986 

(86/609/EEC) and in accordance with local laws and regulations. 

(iii) Suppliers: Suppliers of materials should be named and their location (town, 

state/county, country) included. 

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and 

illustrations. Do not repeat in the text all the data in the tables, illustrations, or both: 

emphasize or summarize only important observations. 
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their endorsement of the data and conclusions. See also above under Ethical 

Guidelines. 

Conflict of Interest Statement: All sources of institutional, private and corporate 
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any potential grant holders should be listed. Please see Conflicts of Interest for 
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generally accepted definitions on conflict of interest? See also above under Ethical 

Guidelines. 

3.4. References 

References should be kept to the pertinent minimum and numbered 

consecutively in the order in which they appear in the text. Identify references in text, 

tables, and legends by Arabic numerals (in parentheses). References cited only in the 

tables or figure legends should be numbered in accordance with a sequence 

established by the first identification of that figure or table in the text. Use the style of the 

examples below, which are based on the formats used in Index Medicus. Try to avoid 

using abstracts as references. Include manuscripts accepted, but not published; 

designate the abbreviated title of the journal followed by (in press). Information from 

manuscripts not yet accepted, should be cited in the text as personal communication. 

The references must be verified by the author(s) against the original documents. Titles 

should be abbreviated in accordance with the style used in Index Medicus and the 

Vancouver System. 

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for 

reference management and formatting. EndNote reference styles can be searched for 

here: www.endnote.com/support/enstyles.asp . Reference Manager reference styles 

can be searched for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp 

3.5. Tables, Figures and Figure Legends 

Tables: should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each 

table on a separate sheet, with titles making them self-explanatory. Due regard should 

be given to the proportions of the printed page. 
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Figures: All figures should clarify the text and their number be kept to a 

minimum. Text on figures should be in CAPITALS. Line drawings should be 

professionally drawn; half-tones should exhibit high contrast. 

All figures and artwork must be provided in electronic format. Please save vector 

graphics (e.g. line artwork) in Encapsulated Postscript Format (EPS) and bitmap files 

(e.g. half-tones) or clinical or in vitro pictures in Tagged Image Format (TIFF). Detailed 

information on our digital illustration standards can be found at 

www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp 

Unnecessary figures and parts (panels) of figures should be avoided: data 

presented in small tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in 

the text instead. Figures should not contain more than one panel unless the parts are 

logically connected 

Figures divided into parts should be labeled with a lower-case, boldface, roman 

letter, a, b, and so on, in the same type size as used elsewhere in the figure. Lettering in 

figures should be in lower-case type, with the first letter capitalized. Units should have a 

single space between the number and unit, and follow SI nomenclature common to a 

particular field. Unusual units and abbreviations should be spelled out in full or defined 

in the legend. Scale bars should be used rather than magnification factors, with the 

length of the bar defined in the legend rather than on the bar itself. In general visual 

cues (on the figures themselves) are preferred to verbal explanations in the legend (e.g. 

broken line, open red triangles etc). 

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality 

images are adequate for review purposes, print publication requires high quality images 

to prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF 

(halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for 

printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have 

a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the 

reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and 

with a TIFF preview if possible). 
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For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as 

follows to ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel 

photographs): >300 dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi. 

Further information can be obtained at Blackwell Publishing's guidelines for 

figures: www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp. 

Check your electronic artwork before submitting it: 

www.blackwellpublishing.com/bauthor/eachecklist.asp 

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, 

permission must be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's 

responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publishers. 

Figure Legends: should be a separate section of the manuscript, and should 

begin with a brief title for the whole figure and continue with a short description of each 

panel and the symbols used: they should not contain any details of methods. 
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ANEXO I 

PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS 
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ANEXO II 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO   

 

Eu, __________________________________,RG________________,abaixo 

qualificado, DECLARO para fins de participação em pesquisa, na condição de sujeito 

objeto da pesquisa que fui devidamente esclarecido do Projeto de Pesquisa intitulado: 

Estudo das regiões organizadoras nucleolares em citologia esfoliativa da mucosa bucal 

de pacientes fumantes e alcoólatras, desenvolvido pelo(a) 

__________________________________________________do Curso de Odontologia 

da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, quanto aos seguintes aspectos: 

a) Diversas doenças bucais desenvolvem-se a partir do tecido que reveste a boca 

dentre elas, o câncer bucal. Esta doença está associada ao uso abusivo de 

álcool e cigarros. Este trabalho tem por objetivo avaliar, por meio da citologia 

esfoliativa, o grau de crescimento celular da sua boca através da contagem de 

estruturas presentes no núcleo das células. Para tal finalidade, será necessário 

realizar um enxágüe bucal com água e, em seguida, será feita uma coleta de 

células usando uma escova com cerdas de nylon. Este processo é feito 

suavemente em movimentos giratórios no sentido horário (cinco voltas) na 

mucosa interna da sua bochecha, não oferecendo risco, dor ou desconforto. Em 

seguida, o material colhido será estudado em laboratório por meio de 

microscópios. 

b) Pelo fato desta pesquisa ter única e exclusivamente interesse científico, a 

mesma foi aceita espontaneamente pelo senhor, que, no entanto, poderá 

desistir a qualquer momento da mesma, inclusive sem nenhum motivo, 

bastando para isso informar, da maneira que achar mais conveniente, a sua 

desistência. Por ser voluntária e sem interesse financeiro, o senhor não terá 

direito a nenhuma remuneração e não terá nenhum gasto referente à pesquisa. 

Os dados referentes ao senhor serão sigilosos e privados, e a divulgação do 



56 

 

resultado visará apenas mostrar os possíveis benefícios obtidos pela pesquisa 

em questão, sendo que o senhor poderá solicitar informações durante todas as 

fases desta pesquisa, inclusive após a publicação da mesma. Todos os 

participantes da pesquisa e a sociedade serão beneficiados, uma vez que, 

possibilita medidas preventivas em casos em que sejam encontradas quaisquer 

alteração clínica ou microscópica; 

DECLARO, outrossim, que após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter 

entendido o que me foi explicado, consinto voluntariamente em participar desta 

pesquisa. 

Curitiba,      de                          de  2006. 

 

QUALIFICAÇÃO DO DECLARANTE 

Objeto da Pesquisa 

Nome):............................................................................................RG:......................Data 

de nascimento:........ / ........  / ......   Sexo:  M (   )   F (   

Endereço:..............................................................................nº.............Apto..............Bairr

o:.....................................Cidade:...........................Cep:................Tel.:.............. 

______________________________ 

Assinatura do Declarante 
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ANEXO III 
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ANEXO IV 

 

ANÁLISE ESTATÍTICA 

ESTATÍSTICAS DESCRITIVAS DAS REGIÕES RGANIZADORAS NUCLEARES SEGUNDO GRUPO 

 

      
INTERVALO DE CONFIANÇA 

(95%) 

GRUPO n MÉDIA MEDIANA 
DESVIO 
PADRÃO 

ERRO 
PADRÃO L.I. L.S. 

Controle 30 3,8867  3,4500  1,7055  0,3114  3,2498  4,5235  
Usuários 
de Crack 30 7,1667  7,6500  2,7510  0,5023  6,1394  8,1939  

Teste t de Student para amostras independentes 

Independent Samples Test 

Levene's Test for Equality of Variances 

F Sig. t df Valor p 
Observe
d Power 

Mean 
Difference 

Std. 
Error 
Differen
ce 

95% CI 

Equal variances not assumed     
Lower Upper 

 10,6176 0,001875 -5,55040070 48,4234875  0,000012  0,99976437 -3,28 0,59094 

Intervalo de Confiança (95%) para a Média de NORS segundo Grupo 
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TITLE: STUDY OF THE NUCLEOLAR ORGANIZING REGIONS 
(AGNORS) IN EXFOLIATIVE CYTOLOGY IN THE ORAL 
MUCOSA OF CRACK COCAINE USERS 
Journal: Journal of Oral Pathology and Medicine 
Manuscript ID: JOPM-08-09-OA-0940 
Manuscript Type: Original Article 
Date Submitted by the 
Author: 
07-Aug-2009 
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Methods: Immunohistochemistry 
Keywords: AgNor, Oral mucosa, crack cocaine, cytology 
Abstract: 
Crack cocaine is the smokable and more affordable form of cocaine. 
This drug is able to increase the risk of the development of 
bronchial mucosa cancer and also cause ulcerative lesions and 
burns in the oral mucosa. The objective of this study was to analyze 
the nucleolar organizing regions (NORs) by using the silver 
impregnation technique (AgNORs) in epithelial cells of the oral 
mucosa due to the chronic use of crack, and so indicating if cell 
proliferation of such cells is taking place. The sample was composed 
of 60 male individuals divided into two groups: group I - 30 crack 
cocaine users; and group II (control) - 30 healthy individuals who 
do not make use of any illicit drug. Samples of epithelial cells of the 
cheek mucosa were obtained from each participant through the use 
of liquid-based exfoliative cytology. The smears were processed in 
the laboratory and colored with AgNOR technique preconized by 
PLOTON et al. (1986). The NORs were randomly counted in 100 
cellular nuclei per smear using light microscopy and following the 
criteria preconized by CROCKER (1989). The average number of 
NORs for groups I and II were 7.1 ± 2.7 and 3.8 ± 1.7, 
respectively. This difference appeared statistically different (t test 
by student, p= 0.0000012). Since the NORS are directly related to 

protein synthesis, this large amount in the group I cells reinforces 

 


