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RESUMO

Os micronlcleos ocorrentes na mucosa oral sdo bioindicadores de alteracdes mutagénicas provocadas por agentes
agressores como o tabaco, sendo eficazes na detec¢do dessas alteracdes. O presente estudo objetivou analisar os efeitos
mutagénicos em células esfoliadas da mucosa jugal de fumantes e ex-fumantes. Foram avaliadas quarenta pessoas de
ambos os sexos com idade variavel, sendo divididos em quatro grupos (ndo fumantes, fumantes >10 anos, fumantes <10 anos
e ex-fumantes), a coleta das células foi realizada na parte jugal da mucosa. A contagem das células se deu por um Unico
observador, em teste cego, utilizando microscopia de luz, sendo avaliadas 1000 células por Iamina analisando a presenca de
micronlcleos. Constatou-se que fumantes >10 anos tem um aumento significativo da frequéncia de micronucleos em relacao
aos grupos de fumantes <10 anos e ndo fumantes, sendo que esses danos permanecem no grupo de ex-fumantes nédo
havendo uma reducéo dos danos provocados pelo tabagismo. Os grupos de fumantes >10 anos e ex-fumantes sédo formandos
por pessoas com média de idade superior aos grupos de fumantes <10 anos e ndo fumantes, o que pode ter ocorrido como
cofator dos resultados obtidos.

Palavras-chave: tabaco; microndcleo; mutagenicidade; mucosa oral.

ANALYSIS OF MUTAGENIC EFFECT IN EXFOLIATED EPITHELI AL CELLS OF THE ORAL MUCOSA OF SMOKERS,
FORMER SMOKERS AND NON-SMOKERS

ABSTRACT

Micronuclei in oral mucosa are biomarkers of mutagenic changes caused by aggressive agents such as tobacco and they are
effective in the detection of these alterations. The present study aimed to analyze the mutagenic effects in cells of jugal
mucosa of smokers and former smokers. Forty individuals of both sexes and variable ages were separated into four groups
(nonsmokers, >10 years smokers, <10 years smokers and former smokers) and evaluated. Cells were collected from jugal
mucosa. The cell count was made by a single observer in a blind test, using a light microscopy.1000 cells per slide were
analyzed looking for the presence of micronuclei. It was found that the group of >10 years smokers has a significant increase in
the frequency of micronuclei when compared to groups of <10 years smokers and nonsmokers. This damage remains in the
group of former smokers with no reduction of the injury caused by smoking. Groups of >10 years smokers and former smokers
are composed by people with a mean age higher than <10 years smokers and non-smokers, what may have occurred as a
cofactor of the results.

Keywords: tobacco; micronucleus; mutagenicity; oral mucosa.

INTRODU(}AO Inicialmente o tabaco era muito
difundindo entre os indigenas, sendo empregado

em rituais religiosos por meio de cachimbos,
aspiracdo, ingestdo e preparagdo de chas,
sendo considerado pelas populacdes
tradicionais como relevante planta medicinal,
utilizada para lavagens intestinais, no combate
ao piolho, como colirio e adicionados em

O tabaco é derivado de duas plantas, a
Nicotiana tabacum e a Nicotiana rustica (1), que
receberam o nome “nicotina” em 1559, em
homenagem ao descritor de suas propriedades
medicinais e “prazerosas”, Jean Nicot (2).
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preparagbes de unguentos,
antissépticos (1).

analgésicos e

Nos dias atuais as inUmeras alteracoes
que o tabaco provoca por todo o organismo sao
amplamente conhecidas e divulgadas, sendo o
tabagismo considerado uma das mais severas
pandemias mundiais (3), responsavel pela morte
de aproximadamente cinco milhdes de pessoas
por ano em todo o mundo (4,5), e de acordo
com a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) é
um fator a ser ponderado, uma vez que €
considerado a segunda causa de mortalidade
mundial (6).

O habito de fumar da origem a
aproximadamente cinquenta tipos de doencas,
onde se destacam as doencas cardiovasculares,
respiratérias obstrutivas cronicas e os canceres
(7), em especial de pulmédo e esbdfago, sendo
que cerca de 10% das neoplasias que
acometem o corpo humano se desenvolvem na
cavidade oral (8).

Véarios agentes tém sido relatados na
literatura como causas de risco para a
progressdo de lesdes neoplasicas, tendo estes,
grande capacidade de alterar alguns processos
vitais celulares como expressdo génica e
alteracdes cromossOmicas, e o conhecimento
desses agentes é fundamental para a profilaxia
de problemas ocasionados pelos mesmos (9).

Embora os sistemas de defesa celular
sejam eficazes, a estrutura cromossémica tem
alta sensibilidade e, por isso estdo mais
suscetiveis a acdes dos agentes clastogénicos
que sdo aqueles que rompem a estrutura dos
cromossomos e/ou dos agentes aneugénicos
que sdo os que interferem no fuso durante a
mitose, gerando aberracdes cromossdmicas que
podem contribuir para o desenvolvimento de
neoplasia (20). Destas aberracdes
cromossdmicas, originam-se 0s micronlcleos
(MN), que séo estruturas esféricas resultantes
de fragmentos cromossdmicos ou cromossomos
inteiros que nao sao incorporados ao nucleo da
célula-filha durante o processo de divisao celular
(11,12).

O MN é considerado um marcador
biologico, e varios estudos demonstraram que o
teste do MN é eficaz na deteccao de alteracdes
mutagénicas, tanto em células epiteliais da
mucosa oral como esofagica e brénquica (13).

A utilizacdo de células esfoliadas da
mucosa oral como bioindicador de alteraces

mutagénicas se da pelo fato de ser a primeira
barreira fisica quando expostas a agentes
genotdxicos, seja por inalagdo ou ingestao,
devido a capacidade de metabolizar esses
agentes (14), a andlise dessas células é de
fundamental importdncia para a deteccdo e
prevencdo de futuros problemas, principalmente
neoplasicos, e quais agentes podem ocasionar
0s mesmos, e devido a isso o0 presente estudo
objetivou analisar a mutagenicidade, por meio da
técnica de microndcleo em células epiteliais
esfoliadas da mucosa oral de fumantes, ex-
fumantes e ndo fumantes.

MATERIAL E METODOS

ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi submetido e
aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Luterana do Brasil -
ULBRA — Manaus, sob o nimero de protocolo
(021/2011).

GRUPO DE ESTUDO

O presente estudo contou com a
participacdo de 40 pessoas (20 homens e 20
mulheres) com idade variavel. As pessoas foram
organizadas em quatro grupos: ndo fumantes
(controle negativo), com idade média de 26,2
anos; fumantes >10 anos, com idade média de
23,4 anos; fumantes <10 anos com idade média
de 41,3 anos e ex-fumantes com idade média de
49 anos, cada grupo foi composto por 10
individuos, sendo 50% de cada sexo.

Os critérios de inclusdo foram: nao
apresentarem lesfes visiveis na cavidade oral;
fumantes e ex-fumantes com héabito de fumar
uma carteira de cigarros industrializados por dia
(20 unidades), sendo estes ndo associados ao
consumo de bebidas alcodlicas, e outros
entorpecentes. Essa limitacdo se deu devido ao
estudo realizado por Stick e Rosin, onde
relataram que a frequéncia de MN s6 é possivel
de ser detectada em individuos que fumam no
minimo 20 cigarros/dia, ja a exclusdao de
usuérios de bebidas alcodlicas se deve ao fato
do mesmo em combinagcdo com tabaco servir
como cofator de mutagenicidade (15). A
exclusdo de usudrios de outros entorpecentes
se deve ao fato de estar comprovado as
multiplas alteragBes genéticas provocadas pelos
mesmos, entre eles podemos citar a maconha
(Cannabis sativa), pois observou-se que
tabagistas que a fumam tem 240% a mais de

SaBios: Rev. Satide e Biol v.9, n.3, p.43-52, out./dez., 2014

http:/ /www.revista.grupointegrado.br/sabios/



Andlise do efeito mutagénico

chance de adquirirem cancer do que 0s Usuarios
de apenas tabaco (16).

N&o foram excluidos os usuarios de
café, chas, chimarrdo e refrigerantes, pois
estudos relatam que o consumo de cafeina nao
se associa a nenhum tipo de genotoxicidade da
cavidade oral e outras partes do tubo digestivo
(17).

COLETA DAS AMOSTRAS

Realizou-se enxague bucal com agua
destilada (em trés repeticbes) para remover
restos de saliva e mucosas de superficie. Em
seguida realizou-se a esfoliagdo na mucosa
jugal de ambos os lados para maximizar a
amostra celular e eliminar qualquer viés
desconhecidos que pudessem ser causados por
amostragem em apenas uma face.

A esfoliacdo foi realizada com a
utiizacdo de uma escova de amostragem
descartavel, (utiizada para o exame de
Papanicolau). Foram efetuadas dez rota¢cBes da
escova contra a parede interior das bochechas,
iniciando no centro e aumentando
gradativamente a circunferéncia, produzindo um
efeito de espiral para aumentar a amostragem
de uma &rea maior e evitar a erosdo continua
em uma Unica regidao (14,18).

ARMAZENAMENTO DE TRANSPORTE DAS
AMOSTRAS

Apés a esfoliagdo, a cabeca da escova
foi introduzida em um recipiente (tubo de ensaio)
com 04 ml de solugao tampao contendo: 0,01 M
Tris Hidrocloreto (tris-HCL), 0,1 M Acido
etilonodiaminotetracético (EDTA) e 0,02 M
Cloreto de sodio (NaCL) com pH 6,8, girando de
modo que as células ficassem desalojadas e
liberadas na borda interna do recipiente. Em
seguida os recipientes foram vedados
firmemente a fim de evitar o extravasamento de
células durante o transporte para o laborat6rio
(18).

PREPARO DAS LAMINAS

O preparo das laminas seguiu protocolo
descrito por Meneguetti e colaboradores (14).
Os tubos de ensaio foram homogeneizados em
vortex. Posteriormente as escovas foram
retiradas dos tubos de ensaio e centrifugados a
1.000 rpm por 10 minutos. Em seguida retirou-se
0 sobrenadante descartando-o e deixando
apenas o pellet branco e adicionou-se 4 ml da
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solugdo tampdao para nova lavagem das células,
0 que favoreceu a remocao de bactérias. Esse
procedimento foi repetido por mais duas vezes,
totalizando trés lavagens.

Em seguida, acrescentou-se 2 ml de
Triarilmetano a 0,1% e 2 ml de xantenos a 0,1%
(solucdo fixadora), sendo a solu¢cdo novamente
homogeneizadas em vortex e centrifugadas a
1.000 rpm por 10 minutos, novamente
descartou-se o sobrenadante, deixando apenas
o pellet branco, acrescentando-se o triplo da
guantidade do pellet de solucdo, 50%
Triariimetano a 0,1% e 50% xantenos a 0,1%,
sendo novamente homogeneizados.

Na sequéncia o produto resultante dessa
homogeneizacéao foi retirado com auxilio de uma
pipeta de Pasteur e gotejado trés vezes sobre a
lamina de forma que as gotas ficaram
separadas. Sem esfregagco a lamina foi apenas
escorrida com movimentos giratorios e colocou-
se para secar a temperatura ambiente durante
30 minutos. Todas as amostras foram
preparadas em duplicata.

ApO0s a secagem as laminas foram
coradas com Triarilmetano a 0,1%, xantenos a
0,1% e tiazinas a 0,1%; mergulhou-se as
laminas 10 vezes em cada recipiente com
submersdo de 1 segundo de duracdo na
sequéncia acima descrita. Posteriormente, as
laminas foram lavadas com agua destilada para
retirar 0 excesso de corantes e secas
novamente a temperatura ambiente por 30
minutos para futura contagem das células.

ANALISE DAS LAMINAS

A analise das laminas e contagem das
células foram realizadas por um (nico
observador, em teste cego, utilizando
microscopia de luz. Em cada lamina foi contadas
um total de 1000 células bem distintas ente si,
sendo as mesmas observadas com aumento de
400X.

A confirmacéo desses MNs se deu com
base nos seguintes requisitos (19): tamanho do
MN em média 1/5 do tamanho do ndcleo
principal e estar inserido no mesmo citoplasma,
tendo uma coloracdo de intensidade igual ou
mais fraca que o nudcleo e forma redonda,
podendo conter um MN por célula (Figura 1A),
ou mais (Figura 1B).
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Figura 1. A: Células contendo um micronucleo; B: Células contendo mais de um micronucleo.

ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica utilizou-se o
software Graphad Prism 5.0, onde realizou-se o
teste de variancia (Anova), e Teste Tukey, com
intervalo de confianca de 95%, sendo
significativo para  *(p<0,05), **(p<0,01),
***(p<0,001), para a comparag¢do dos quatro
grupos de estudo. Também foram calculados a
média e o desvio padrao do nimero de MN.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia de microndcleos ocorrentes
a cada 1000 células da mucosa jugal dos
voluntarios podem ser observadas na Tabela 1.
A frequéncia de microndcleos ocorrentes a cada
1000 células da mucosa jugal dos voluntarios
podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de micronucleos na mucosa jugal da cavidade oral

N&o Fumantes <10 Fumantes >10 Ex Fumantes
Fumantes anos anos
" ! : x s
vz ] : 2 2
“ s 2 2
va . 15 14 3
vs i i a E
“ : : L
V8 9 11 5 9
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(~

8 9 11 11
8 4 11 13
Ve 6 6 14 9
1 8 27 18
V10 1 7 30 12
Total 103 195 298 407
Média 51 9,7 14,9 20,3

Observando os dados da tabela acima
nota-se que o0 maior numero e média de
micronicleo foi no grupo de ex-fumantes
(407/20,3), seguido dos fumantes >10 anos
(298/14,9), fumantes <10 anos (195/9,7) e o
grupo controle negativo formado por néo
fumantes (103/5,1).

Quando comparados 0s grupos em
estudo, pode-se observar que os resultados do
grupo de fumantes <10 anos ndo apresenta
significancia estatistica em relacdo ao grupo
controle p>0,05, diferentemente dos grupos
fumantes >10 anos e ex-fumantes, que
apresentaram respectivamente a significAncia
de p<0,01 e p<0,001, conforme pode ser
observado na Figura 2.
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Figura 2. Média de microndcleos encontrados em 1000 células de mucosa jugal, em diferentes grupos. Significativo para **

(p<0,01), ***(p<0,001)

Acredita-se que danos mutagénicos
podem ser potencializados com o aumento da
idade, e devido a isso o presente estudo
correlacionou a média de idade dos

participantes por grupo com o aumento na
frequéncia de MN, e os resultados podem ser
observados na Figura 3.
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Figura 3. Andlise da média de micron(cleos e da idade dos participantes. Significativo para ** (p<0,01), ***(p<0,001).

Os resultados obtidos estdo em
conformidade com estudo de Naderi e
colaboradores (20) onde o nimero médio de
MN encontrado em células da mucosa oral foi
maior no grupo de fumantes >10 anos em
comparacdo com o grupo de estudo de
fumantes <10 anos e ndo fumantes (20).

No grupo de fumantes >10 anos a
média de dependéncia dos individuos foi de 14
anos e no grupo de ex-fumantes foi de 23.
Estes dois grupos apresentaram significancia
entre a frequéncia de MN em relacéo ao grupo
controle, estando em concordancia com
estudo onde encontrou significancia sobre a
inducdo de MN em relacdo ao tempo de uso e
exposicdo ao cigarro (21).

O cigarro é constituido por mais de
4.700 tipos de substancias toxicas, dentre elas
o formaldeido, cetonas, monoxido de carbono
e amobnia (22, 23), sendo a nicotina
responsavel pela dependéncia quimica ao
fumo (24), pois atua nas vias dopaminérgicas
centrais, que conferem sensacdes de prazer e
recompensa, e como incitante do sistema
nervoso central, intensificando o estado de
alerta e diminuindo o apetite (22). Também
sdo encontradas as substancias consideradas
cancerigenas como niquel, chumbo, polénio e
0 alcatrdo que é uma das substancias com
maior poder carcinogénico responsavel por
uma elevada ocorréncia de cénceres de
pulméo, boca, laringe, es6fago entre outros
(25).

Na cavidade oral o tipo de cancer mais
comum em 90% dos casos é o Carcinoma de
Células Escamosas Oral (CCEO),
popularmente conhecido como Carcinoma
Epidermoide ou Espinocelular (26). A
ocorréncia de CCEO acontece com maior
frequéncia porque o tecido que constitui a
cavidade oral apresenta maior abertura a acdo
dos agentes genotdxicos, pois 0 epitélio da
cavidade oral é um tecido pavimentoso
estratificado ndo queratinizado, e essa
auséncia de queratinizagdo, implica em uma
maior  permeabilidade, aumentando a
capacidade de absorcao destas células (27,
28).

A andlise da média de micronuicleos e
da idade dos participantes revelou um
resultado significativo em relacdo ao aumento
frequéncia de MN e o aumento da idade dos
participantes, estando este em concordancia
com estudo que obteve resultados com
significancia em relacdo ao aumento da idade
dos participantes e a inducdo na frequéncia de
MN (29).

Outro estudo realizado sobre a
frequéncia de MN na mucosa oral de
operadores de postos de gasolina também
mostrou significancia na ocorréncia de MN em
relacdo a variavel idade, sendo este resultado
esperado, uma vez que a mutagenicidade
pode aumentar com a idade (29), existindo
duas hipéteses para isso a primeira diz que a
maior ocorréncia em pessoas idosas se da por
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causa do acumulo de mutacdes oncogénicas,
ja a segunda sugerem que ndo é o ataque do
cancer que aumenta com o passar dos anos,
mas a capacidade de defesa do organismo
que diminui (30). Independente dos fatores
que ocasionam a ocorréncia de canceres
principalmente de cabeca e pescoco tem
tendéncia a aumentar com idade, pois na
Europa em 98% dos casos 0s pacientes
apresentam idade superior a 40 anos (31),
estando em concordancia com a idade do
grupo em estudo que apresentou significancia
estatistica.

Acredita-se que o fator idade foi o
motivo por ndo haver significAncia no nimero
de MN do grupo de fumantes <10 anos, em
relacdo aos nao fumantes, pois 0 mesmo
apresenta a menor média de idade entre todos
0s grupos em estudo 23,4 anos, além dos
efeitos deletérios do tabaco ser considerados
lentos na maioria dos casos (32), porém isso
ndo € um padrdo devido a existéncia das
herancas multifatoriais de pessoas que tem
pré-disposicao genética (33).

Outro dado relevante é o grupo de ex-
fumantes apresentarem o resultado com maior
significancia, somados ao fator da idade ser
superior ao grupo controle, esse grupo teve
uma meédia de dependéncia do tabaco de 23
anos, mostrando que os danos causados
nesse periodo ndo foram revertidos apoés
interrupcdo da utlizacdo do mesmo, que
ocorreu em média ha oito anos. Danos
irreversiveis ocasionados pelo tabaco também
sdo observados em outros estudos, como a
Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC),
gue é uma doenga ocasionada pela exposigéo
ao tabagismo e gases toxicos, sua
caracteristica € a obstrucdo progressiva ao
fluxo aéreo sendo irreversivel depois de
ocorrerem as lesdes no parénquima (34).

Os problemas ocasionados pelo
tabaco também afetam outras geracées, tanto
de mées fumantes ativas como passivas,

€C»

podendo provocar obstrucdo dos vasos,
abortos espontaneos, nascimentos
prematuros, problemas cardiovasculares,
mortes fetais e de recém-nascidos,
complicagcbes com a placenta, episédios de
hemorragia e até mesmo dependéncia do
recém-nascido a nicotina (35).

Todos os problemas acima mencionados
podem ser potencializados se trabalharmos
com a variavel tabagismo em combinagédo com
alcoolismo, devido a maior ocorrencia de
micronucleos no grupo fumantes alcélicos em
relacdo a fumantes ndo alcélicos e néao
fumantes, demonstrando que o tabaco e alcool
em conjunto provocam alteracdes na
frequéncia de microndcleos e anomalias
metanucleadas (15, 36).

CONSIDERACOES FINAIS

Conforme o objetivo da presente pesquisa
em analisar a mutagenicidade em células
epiteliais da mucosa oral de fumantes, ex-
fumantes e ndo fumantes, os resultados
revelaram que fumantes >10 anos tem um
aumento significativo da frequéncia de MN, em
relacdo aos grupos <10 anos e nao fumantes,
sendo que esses danos permanecem no grupo
de ex-fumantes, ndo havendo uma reducao
dos danos provocados pelo tabagismo e sim
uma permanéncia. Vale ressaltar que os
grupos de fumantes >10 anos e ex-fumantes
sdo formandos por pessoas com média de
idade superior aos grupos de fumantes <10
anos e nao fumantes, o que pode ter ocorrido
como cofator dos resultados obtidos, sendo
necessarios estudos adicionais utilizando as
variaveis, tabagismo e idade de uma maneira
isolada para uma melhor compreensao dos
resultados.
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