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RESUMO:

Os tecidos epiteliais de revestimento sdo afetados diretamente por agentes quimico-fisicos,
0s quais podem expressar uma condicdo de genotoxicidade. Diversos testes citogenéticos
sdo utilizados para avaliar os efeitos genotdxicos, dentre eles, o teste do micronuicleo, o
qual constitui uma ferramenta eficiente para o biomonitoramento. Dentre os fatores de
risco para o desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas na cavidade oral, o fumo
apresenta uma grande relevancia. A ingestdo de bebidas alcoolicas quando associada ao
habito de fumar é citada como potencializadora do efeito carcinogénico do tabaco. O
estudo foi realizado com 45 alunos de uma Faculdade da cidade de Monte Carmelo, com
30 individuos compondo o grupo exposto e 15, pertencentes ao grupo controle. Todos os
participantes da pesquisa responderam a um questionario e forneceram amostras celulares
do epitélio bucal. As laminas foram tratadas e coradas com o corante azul de metileno. Foi
utilizado o teste de Kruscal Wallis para comparacdo das variaveis entre 0s grupos de
fumantes e ndo fumantes. O nimero de micronucleos encontrados foi significativamente
mais frequente no grupo exposto (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. Ficou evidenciado
que o consumo de tabaco e alcool induz a efeitos genotdxicos, 0 que aponta para riscos a
satde dos individuos.

ABSTRACT

The intake of alcoholic beverages when associated the smoking habit is cited as an
aggravator effect of the genotoxicity of the tobacco. The study was performed with 45
students from a faculty of the city of Monte Carmelo, with 30 individuals compounding the
exposed group and 15 belonging to control group. All research participants answered a
questionnaire and have provided buccal epithelial cell samples. Slides were treated and
stained with methylene blue dye. Was used the test Kruscal Wallis for comparison of
variables among groups of smokers and nonsmokers. The number of micronuclei found
was significantly more frequent in the exposed group (p <0.05) compared to control group.
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Avaliacéo da genotoxicidade

Stayed evidenced that the consumption of tobacco and alcohol induces the genotoxic
effects, which points to risks the health of individuals.

1 INTRODUCAO

Mais de 5 milhGes de pessoas morrem por ano devido ao consumo de tabaco, tal
fator é mais acentuado em paises pobres e em desenvolvimento. A estimativa é que o
nimero de mortes ultrapasse os 8 milhdes por ano, até a década de 2030 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION — WHO, 2009). No Brasil, segundo levantamento realizado
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2008), em parceria com 0
Ministério da Saude e o Instituto Nacional do Cancer — INCA, tendo como foco individuos
acima de 15 anos de idade, 17,2% da populacdo fazia uso de tabaco com frequéncia,
aproximadamente 25 milhdes de brasileiros, sendo que a porcentagem de homens fumantes
foi maior do que a de mulheres.

Os tecidos epiteliais de revestimento sdo mais afeados diretamente por agentes
quimico-fisicos, que podem expressar uma condi¢cdo de genotoxicidade (FENECH et al.,
1999). Especificamente o epitélio oral (tecido pavimentoso estratificado ndo queratinizado)
apresenta maior capacidade de absorcao, devido as estruturas de suas células.

Diversos testes citogenéticos sao utilizados para avaliar os efeitos genotoxicos em
populacdes expostas a determinados agentes capazes de causar danos cromossOmicos
(MAJER et al., 2001). O teste do micronucleo constitui uma ferramenta eficiente para
biomonitoramento, por ser indicativo de danos ao DNA (KIRSCH-VOLDERS et al.,
2003). Os micronucleos s@o corpusculos constituidos por fragmentos de cromossomos ou
cromossomos inteiros e permanecem separados do nucleo principal nas células filhas ao
final do processo de mitose (SCHMID, 1975; RAMIREZ; SALDANHA, 2002). Segundo
Tolbert, Shy e Allen (1992), uma célula pode apresentar um ou mais micronucleos com
didmetro de até 1/5 do nucleo principal.

A acdo de agentes genotoxicos como o tabaco e outros, a que as mucosas ficam
expostas, pode ser observada em células esfoliadas através do ensaio do micronucleo,
diretamente no tecido alvo (FENECH et al., 1999). A deteccdo de microntcleos em células
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esfoliativas da mucosa oral, obtidas pelo método do esfregaco é indicativa de efeitos
genotdxicos em células epiteliais da camada basal (STICH; ROSIN, 1983), estas células
devem ser coletadas entre 5 a 24 dias apds serem expostas aos agentes genotoxicos, uma
vez que a sua migracdo ocorre de 5 a 7 dias e ficando assim expostas, se descamam em 3
semanas (VINE, 1990).

Segundo Williams (2000), muitos eventos podem induzir processos de
carcinogénese, causando modificacdes genéticas nas células, alterando o controle da
diferenciacdo, mitose e apoptose celular. Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento
de lesdes pré-malignas e malignas na cavidade oral, o fumo tem tido uma grande
relevancia (ROBERTS, 1997; STICH; PARIDA; BRUNNEMANN, 1992). A ingestdo de
bebidas alcoodlicas quando associada ao habito de fumar €é citada como potencializadora do
efeito carcinogénico do tabaco, pois facilita a absor¢do de seus compostos pelas células
(STICH; ROSIN, 1983). A inducdo a morte celular por agentes genotoxicos reflete na
iniciacdo de eventos que podem levar as transformacGes malignas (TOLBERT; SHY;
ALLEN, 1991). As les6es malignas normalmente acarretam em morbidade e letalidade e
dos indices referentes as lesdes malignas de cabeca e pescoco, 40% deles ocorrem na
cavidade oral (DEDIVITIS et al., 2004; COSTA; MIGLIORATI, 2001).

O trabalho objetiva analisar células de tecido epitelial da mucosa oral de pacientes
fumantes regulares e ndo fumantes do sexo masculino para verificacdo da frequéncia de

micronucleos.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local do Estudo
O estudo foi realizado com individuos voluntarios, estudantes de uma Faculdade
da cidade de Monte Carmelo. As analises laboratoriais foram realizadas no laboratorio de

Citologia da Fundacdo Carmelitana Mario Palmério.

2.2 Amostragem
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Foram enquadrados na amostragem apenas individuos do género masculino com
idade entre 18 e 30 anos. Participaram da pesquisa 45 estudantes, os quais foram divididos
em dois grupos: 30 fumantes ou grupo exposto e 15 ndo fumantes ou grupo controle.

Todos responderam a um questionario (Apéndice I).

2.3 Extragdo do Material Biologico

Para a coleta de células esfoliadas da mucosa oral, o procedimento foi realizado
segundo Thomas et al. (2008), iniciando por um bochecho com &gua dos individuos
envolvidos, objetivando remover qualquer residuo que pudesse comprometer as analises
microscopicas. Foi recomendado aos pacientes que engolissem a saliva, em seguida, foi
feito um esfregaco na parte interior da bochecha, com a utilizacdo de um swab (haste com
algodao estéril). O material coletado foi imediatamente transferido para uma lamina
previamente limpa, logo depois foi adicionado &lcool a 70% para fixacdo do material e
apos o alcool evaporar totalmente, as laminas foram coradas com o corante azul de

metileno.

2.4 Teste do Micronucleo

A andlise das laminas para deteccdo dos micronucleos foi feita em um
microscopio éptico em aumento de 100x e iluminacdo simples. Segundo os critérios de
Coutryman e Heddle (1976), foram observados: Presenca de material nuclear; Ter
intensidade de luz maior ou igual a do nucleo; Ter forma circular ou oval; Possuir area
menor do que 1/5 do ndcleo; Estar completamente separado do ndcleo. Foram analisadas
1000 células por lamina para cada fluido coletado. A analise foi realizada por um dnico
observador antes mesmo de se ter algum conhecimento prévio dos dados informados no
questionario. Foram computadas somente as celulas visivelmente normais e distintas entre

si, observando a presenca ou ndo de microndcleos em seu citoplasma.

2.5 Analise Estatistica
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Foi utilizado o teste de Kruscal Wallis para comparagdo das variaveis entre o0s

grupos de fumantes e ndo fumantes com nivel de significancia de 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das informacdes obtidas, no grupo controle, os 15 individuos
participantes eram abstémios de tabaco e alcool, enquanto no grupo exposto, 4 individuos
foram classificados como fumantes e 26 como fumantes e etilistas. O numero de
micronucleos encontrados foi significativamente mais frequente no grupo exposto (p<0,05)
comparado ao grupo controle (Tabela 1), tanto para a frequéncia de micronucleos, quanto

para as células micronucleadas.

Tabela 1 — Frequéncia de Micronucleos (MN) e de células Micronucleadas (CMN) de grupos

tabagistas e ndo tabagistas.

Numero de C¢élulas MN CMN X(%) = SD
Amostragem ] _ ] ]
Pacientes Totais Totais Totais MN
Grupo controle 15 15000 110 92 0,073£2.895 0,061+7.708
Grupo Exposto 30 30000 583 419 0,194+2.615*  0,139+5.726*

*Diferenga significativa comparado ao Grupo controle de acordo com o teste de Kruscal Wallis, o= 0,05

O hébito de fumar € um costume crescente dentre 0s jovens. Os produtos
originados pela queima do tabaco s&o as substancias quimicas volateis, cerca de 92% e o
material particulado, cerca de 8%, os quais compdem a fumaca do cigarro e, dentre 0s
componentes ativos do tabaco, o mais relevante é a nicotina, que é uma amina terciaria
volatil (BALBANI; MANTOVANI, 2005). Segundo Goodman, Limbird e Hardman
(2005), a fumaca resultante da combustdo do cigarro libera elementos da fase gasosa, como
0 monoxido de carbono e substancias das particulas da fumacga, como a nicotina e 0

alcatrédo, todos eles aumentam os riscos a saude, sendo que a liberagdo das particulas ira
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depender da composi¢do do tabaco, do tipo de filtro e papel, da densidade em que foi
embalado, e ainda, da temperatura a qual é queimado.

No grupo exposto, composto por 30 individuos, em relacdo ao habito de fumar, os
tipos de tabaco utilizados eram: somente cigarro com filtro — 19 individuos
(aproximadamente 63%), somente cigarro sem filtro — 1 individuo (aproximadamente 3%),
somente cigarro de palha — 6 individuos (aproximadamente 20%), cigarros com filtro e de
palha — 2 individuos (aproximadamente 7%), cigarros com filtro, sem filtro e de palha — 2
individuos (aproximadamente 7%). Com relacdo a quantidade de tabaco consumida
diariamente: menos de 10 cigarros — 12 individuos (aproximadamente 40%), de 11 a 20
cigarros — 13 individuos (aproximadamente 43,5%), de 21 a 30 cigarros — 4 individuos
(aproximadamente 13,5%), mais de 31 cigarros — 1 individuo (aproximadamente 3%). O
tempo de consumo de tabaco foi: de 01 a 02 anos — 2 individuos (aproximadamente 7%),
de 03 a 04 anos — 8 individuos (aproximadamente 26,5%), de 05 a 07 anos — 12 individuos
(aproximadamente 40%), 08 ou mais anos — 8 individuos (aproximadamente 26,5%). Os
dados estatisticos analisados ndo determinaram significancia quanto as variaveis: taxa de
micronucleo e tipo de cigarro, taxa de micronucleo e frequéncia de tabagismo, nem mesmo
entre taxa de micronucleo e tempo de tabagismo, diferentemente dos estudos de Franco et
al. (1989) e Kaugars et al. (1992), que determinaram haver uma correlacdo entre a
quantidade e o tempo de consumo de tabaco, aumentando o risco para o surgimento de
lesbes na cavidade oral.

Ainda no grupo exposto, excetuando 4 individuos, os quais declararam ndo ingerir
bebidas alcodlicas, dos 26 individuos com este habito, os tipos de bebidas consumidas
foram: bebidas fermentadas — 6 individuos (aproximadamente 23%), bebidas destiladas — 3
individuos (aproximadamente 12%), ambas — 17 individuos (aproximadamente 65%). A
frequéncia de bebidas ingeridas semanalmente foi: de 01 a 02 vezes — 18 individuos
(aproximadamente 69%), de 03 a 05 vezes — 7 individuos (aproximadamente 27%), todos
os dias — 1 individuo (aproximadamente 4%). O tempo de consumo de alcool foi: de 01 a
02 anos — 1 individuo (aproximadamente 4%), de 03 a 04 anos — 4 individuos
(aproximadamente 15,5%), de 05 a 07 anos — 10 individuos (aproximadamente 38,5%), 08

ou mais anos — 11 individuos (aproximadamente 42%).
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Os resultados também evidenciaram que os individuos amostrados do grupo
exposto que fazem uso de &lcool (aproximadamente 87%), potencializam o incremento de
micronucleo, visto que tal acréscimo se mostrou dependente do tempo (em anos) de
ingestdo de bebidas alcodlicas (Grafico 1). O consumo de alcool associado ao uso de
tabaco, ja foi descrito na literatura como sendo potencializador dos efeitos do tabaco. Este
sinergismo foi evidenciado nos estudos de Stich (1987) e Ghose e Parida (1995), onde
avaliaram uma frequéncia aumentada dos microndcleos em pacientes que faziam uso de
tabaco e &lcool simultaneamente.

Gréfico 1 — Diagrama de distribuicdo de individuos quanto a relagdo Tempo (em anos) de ingestdo

de bebidas alcodlicas e frequéncia de Micronucleos.
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Durante toda a sua vida, os individuos estdo constantemente expostos a diversos
fatores quimicos, como por exemplo, o tabaco e o alcool, fatores fisicos, como a radiacéo
solar, e fatores biolégicos, como a predisposicdo a fatores de sensibilidade. Neste estudo,
foram levados em consideragdo somente dois fatores de risco: o tabaco e o alcool. Muitos
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testes tém sido desenvolvidos para monitorar individuos expostos a diversos fatores, neste
caso, foi utilizado o teste do micronucleo, por ser um método ndo invasivo, ser de facil
realizacéo e ainda ter um baixo custo. Este teste com a utilizacdo dos microndcleos, tem se
mostrado um eficiente biomarcador, podendo ser empregado para avaliar injdrias
genotdxicas e detectar danos precocemente em pacientes mais expostos a fatores de risco
(WUNSCH-FILHO; GATTAS, 2001).

4 CONCLUSAO

O grupo exposto, ndo apresentou uma correlacdo dose dependente em relagcdo ao
tabaco, visto que as anormalidades celulares sdo varidveis para cada individuo, de acordo
com fatores de sensibilidade. Independentemente desse fator, ficou evidenciado que o
consumo de tabaco e alcool induz a efeitos genotdxicos, o que aponta para riscos a salde
dos individuos.
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