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~ AVAIACAO DE MICRONUCLEOS EM CELULAS DA MUCOSA DE

FUMANTES E NAO=FUMANTES

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a mutagenicidade por meio da técnica
de micronicleos em células epiteliais da mucosa bucal de individuos fumantes e
ndo fumantes. Para tanto, participaram do estudo 15 individuos que responderem
un questiondrio e foram submetidos a coleta de material para analise de
micronicleo, seguindo a metodologia recomendada. Os resultados demonstraram um
maior percermtual de participantes do sexo masculino. Ainda, 33% relataram
possuir o hébito de fumar, 26% consomem medicamentos con frequéncia, 6,66% de
epde a algum tipo de radiacdo além da emitida pelos raiocs solares, e 8
consomem bebidas alcodlicas. Quanto as analises de microniicleos observou-se que,
as maiores médias estavam entre agqueles que fumavam, sugerindo assim uma possivel
relacdo desses fatores, no entanto, destaca-se a necessidade de continuidade
desse estudo.

Palavras-Chave: Mutagenicidade, Micronicleo, Mucosa Oral.

EVALUATION OF MICRONUCCULATIONS IN SMOKY AND NON-SMOKING
MUCOSA CELLS

ABSTRACT

© " Revista WILLS Ensino e Pesuisa, v. 14, n. 36, JMM (eletronico)-s-p=-

The objective of the present study was to evaluate the mutagenicity by
micronucleus technique in buccal mucosa epithelial cells of smokers and
nonsnokers. For this, 15 individuals who anssered a questionnaire and were
submitted to the collection of material for micronucleus analysis, following
the recamended methodology, participated in the study. The results showed a
higher percentage of male participants. Still, 33% reported having a habit of
smoking, 26% consume drugs frequently, 6.66% of them expose to some type of
radiation besides the emitted by the solar rays, and 86% consume alcoholic
drinks. Regarding the micronuclei amalyzes, it was observed that the highest
averages were among those who smoked, thus suggesting a possible relation of
these factors, honever, it is necessary to continue this study.

Keywords: Mutagenicity, Micronucleus, Oral Mucosa.
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 IRODUCAO T

O cancer bucal trata-se de uma doenca cronica, multifatorial, ocasionada pela
influéncia mitua de diversos fatores etioldgicos, que interferem na proliferacéo e
crescimento celular. O alcool, radiacéo solar, fumo, dieta, microrganismos e deficiéncia
imunoldgica, estéo entre os principails fatores de riscos para essa patologia (OGDEM e
MACLUSKEY, 2000; SILVERVAN,2001; WUNSCH-FILHO, 2002).

As células da mucosa oral sdo consideradas sistemas importantes para a
avaliacdo de danos no DNA, por se tratar da primeira barreira contra substancias toxicas
e mutagénicas. Além de ser alvo primario de exposicio, a obtencdo minimamente invasiva
destas células possibilita o monitoramento de populacbes expostas a agentes genotdxicos
e permite fazer associacdes entre o estilo de vida e os danos encontrados nesse epitélio.
Esses danos sdo causados pela instabilidade gendmica que € caracterizada pelo aumento
nas alteracgdes do material genético da célula (SETUBAL et al., 2005; DIETZ et al., 2000;
MARTINS; FILHO, 2003).

Uma forma de avaliar os danos citados anteriormente € atraves do Teste de
Frequéncia de Micronicleos, o qual é muito utilizado na area da pesquisa por ser um
teste pratico, de baixo custo, sensivel mensurando de forma apurada e objetiva a
frequéncia de defeitos no DNA. Além disso, o micronicleo aparece apdés o dano, antes
mesmo de qualquer alteracdo pré-maligna clinica ou até mesmo histolégica (SETUBAL et
al., 2005; DIETZ et al., 2000; MARTINS; FILHO, 2003).

Os micronicleos sdo formagbes globulares de DNA, originados a partir de
fragmentos cromossdmicos ou cromossomos inteiros, ndo incorporados ao nucleo da célula
filha ao final do processo de divisédo celular podendo variar de 1/5 a 1/20 do tamanho
do nicleo da célula analisada. A avaliacdo de micronicleo é eficiente na avaliacéo do
dano celular, ocasionado por algum agente, no momento da diviséo da célula, afetando
assim o DNA tecidual, consequentemente predispondo a formagdo de neoplasias. (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2003; KERN, 2006)

Devido isto, o teste de micronicleo se tornou amplamente utilizado na
avaliacdo de inUmeras substancias, determinando se, podem ser ou ndo, carcinogénicas.
A simplicidade de seu emprego leva a uma utilizacdo mundial e consequentemente a uma
gana de pequenas divergéncias na padronizacdo da técnica dos resultados obtidos. O
estabelecimento de um protocolo de padronizacdo de teste de micronicleo € necessario,
contudo, o mesmo ainda esti incompleto. (KERN, 2006).

Diante do exposto o presente estudo tem como objetivo avaliar a mutagenicidade
utilizando a técnica de micronicleos em células epiteliais da mucosa bucal de individuos
fumantes e ndo fumantes.

METODOLOGIA

0 presente estudo foi submetido e aprovalo pelo Comité de Etica e Pesquisa
do Centro Universitario Luterano de Ji - Parana sob parecer de numero 790.708/2014.

Participaram do estudo 15 individuos, que foram abordados de maneira aleatoria
e aceitaram participar da pesquisa, onde que, estes responderam um questionario e foram
submetidos a coleta da amostra.

Para a coleta das amostras foi realizada a lavagem da boca dos participantes
com agua destilada (trés repeticfes) para remocdo de tracos de saliva e de superficie
mucosa. Em seguida, foi realizada a esfoliacdo nas duas faces para maximizar a amostra
celular.

A esfoliacdo foi realizada com uma escova descartavel Cytobrush, sendo feitas
10 rotaches da escova contra a parede interior das bochechas comegando no centro e
aumentando gradualmente a circunferéncia, produzindo uma espiral com intuito de aumentar
a amostragem de uma -area malor e prevenir erosao continua de uma Unica regido. Apés a
esfoliacdo, a cabeca da escova foiecolocada em um tubo de ensaio com 4ml deﬂpaﬁ
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,/s,,endtﬁe 0,01 M de Tris cloridrato (Tris-ACPs-0,1 M de acido etilenodiaminotetracético
- (EDTA) e 0,02 M de cloreto de sédio (NaCl), com pH 6,8, para—que—as células fossem
libertadas e deslocadas na borda interna do tubo, o qual foi bem fechado para evitar a
fuga de células (durante o transporte para o laboratério). (THOMAS et al, 2009).
No laboratério, os tubos foram homogeneizados por vortex, e removida a escova
a partir do tubo de ensaio, sendo o mesmo centrifugado a 1000 rpm durante 10 minutos,
e, em seguida descartado o sobrenadante e acrescentado 4 ml de solucéo tampédo para
lavagem das células, promovendo a remocéo das bactérias. Este procedimento foi repetido
por mais duas vezes, completando trés lavagens.
Em seguida, foi adicionado 2 ml de Triarilmetano 0,1% e 2 ml de xantinas 0,1%
(solucéo fixadora), a solugdo foi novamente homogeneizada no vortex e centrifugada a
1000 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi eliminado, deixando apenas a pellet
branco com trés vezes a quantidade de pellet de solucéo 50% Triarilmetano a 0,1% e 50%
xantinas 0,1%, que foi novamente homogeneizada. Em sequéncia a homogeneizacdo do produto
foram gotejadas 3 gotas em laminas pré-aquecidas a 37 © C com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur e colocados a secar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
ApGs a secagem, as laminas foram marcadas com triarilmetano 0,1%, e xantinas
tiazina 0,1%, e as laminas imersas 10 vezes em cada contentor, com a duracdo de 1
segundo por imersdo, usando a sequéncia descrita acima. Posteriormente, as laminas foram
lavadas em agua destilada para remocdo do excesso de corante e secas a temperatura
ambiente durante 30 minutos, para contagem de células posteriormente. (MENEGUETTI et
al, 2012)
Foram analisados por microscépio oOptico 1000 células por laminas, sendo
contadas apenas as células aparentemente saudaveis e integras, avalisando assim, a
incidéncia de micronicleo. Os resultados foram submetidos a analise estatistica.

-

RESULTADOS

Do total de participantes, 60% eram do sexo masculino e 40% do sexo feminino,
sendo que a idade média dos mesmos foi de 28,4+8,56.

Com relacdo ao hébito de fumar, 33,33% afirmaram praticar tal ato, onde que,
60% relataram fumar esporadicamente, 20% menos que um maco por dia e 20% ndo responderam.
Quanto ao motivo que comecou a fumar, 60% narraram que foi por influéncia de pessoas
proximas e 40% por curiosidade. Destaca-se que ambos comecaram a fumar antes dos 18
anos.

Quando perguntados se faziam o uso frequente de medicamentos, observou-se que
26,66% responderam que sim, sendo a ritalina, torsilax e nimesulida os medicamentos
citados.

Os participantes foram questionados se ficavam expostos a algum tipo de
radiacdo que ndo fosse a emitida pelos raios solares e/ou algum produto toxico, onde
constatou que um individuo (6,66%) respondeu sim para a questdo sobre radiagéo. Ja para
a exposicao a agentes toxicos 100% responderam negativamente.

Sobre o habito de beber, 86,66% dos participantes responderam ter esse
costume, sendo que a maioria (77%) consome bebida alcdolica 1 vez por semana. As bebidas
citadas pelos participantes foram cerveja (100%), whisky (30,77%), vinho (23%) e vodka
(3,84%).

Maioria dos entrevistados (53,33%) afirmou ter tido na familia casos de
cancer, sendo que, os tipos mais citados foram o de intestino, figado, mama, pele, colo
do utero, cabeca e boca.

A Tabela 1 expde os resultados de micronicleos obtidos por meio das analises,
onde se observa que as maiores médias de micronlcleos foram encontradas em pacientes
gque estavam expostos seja apenas ao tabaco, ou tabaco e alcool.

—
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/ Tabela 1. Micronicleos observados em=pacientes fumantes e nao fumantes.

— Participante Microndcleo Média E:j;’ég
Lamina 1 Lamina 2 Lamina 3
1 6 3 5 4,66 1,52
2 1 2 2 1,66 0,57
3 4 7 6 5,6 1,52
4 7 5 9 7 2
5 4 6 8 6 2
611 6 3 2 3,66 2,08
712 13 16 12 13,66 2,08
813 12 11 14 12,33 1,52
914 14 11 16 13,66 2,51
1015 0 2 0 0,66 1,15
11*6 20 15 18 17,66 2,51
12 *7 1 0 1 0,66 0,57
13*8 16 27 24 22,33 5,68
14 *9 10 27 15 17,33 8,73
15*10 14 18 10 14 4

Legenda - *Individuos fumantes.

DISCUSSAD

No presente estudo 33,33% dos participantes relataram fumar, J4 o consumo de
bebidas alcolicas foi constatado na maioria dos participantes, relevando que tal ato
é frequente entre a populacéo estudada.

A utilizacdo de tabaco pela populacdo tem se tomado uma pratica preocupante
para a saiude publica ja que esse consumo esta diretamente relacionado a cerca de 5
milhdes de mortes anuais em todo o mundo, sendo que maior parte destas, estao
concentradas em paises pobres e em desenvolvimento. Destaca-se que mesmo diante da
grande quantidade de morte causadas pelo tabaco a tendéncia de consumo é aumentar ainda
mais, que consequentemente ira aumentar a quantidade de Obitos, estimativas demonstram
que até na década de 2030, o ndmero de mortes anuais em decorréncia do tabaco ultrapasse
os 8 milhdes (WHO, 2009).

Além do mais, o0 tabaco tem sido citado como o principal fator de risco no
desenvolvimento de lesdes malignas e pré-malignas, ja o alcool apesar de ndo agir
diretamente no DNA é visto como um agente potencializador no desencadeamento de lesfes
cancerosas, ja que o mesmo age de forma sinergética aumentando a permeabilidade da
membrana celular, facilitando desta forma o acesso dos genotédxicos ao nucleo celular.
Além de que, seu subproduto acetaldeido, resultado do alcool metabolizado, € responsavel
pela maior incidéncia de cancer em alcodlatras. O mecanismo que associa esses agentes
a um aumento do risco fundamenta-se na composicdo quimica e na interacdo com outros
fatores. (SETUBAL et al., 2005; VISAPAA; TILLONEN; SALASPURO, 2002).

Apenas um participante relatou ficar exposto a algum tipo de radiacdo além
da ultravioleta, sendo este um resultado satisfatorio visto que a minoria demonstrou
ter esse habito, ja que exposices frequentes a radiacdes podem provocar sérios danos
a salude da populacéo.

Toda populacdo esti exposta a radiacéo ultravioleta, entretanto salienta-se
que se deve ter um controle contra essa exposicao ja que, a exposicéo solar cumulativa
€ a maior responsavel por neoplasias cutaneas (GALLAGHER E LEE, 2006).

No presente estudo as maiores médias de micronicleos foram observadas entre
aqueles que fumavam sugerindo assim uma possivel relagdo entre essas variaveis, poreém, .
vale destacar que existe uma série_de Tatores relacionados ao aparecimento dos <
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mierontcleos, o que justifica o resultado de-participante 12, que declarou fumar, mas
- foi o que apresentou menor média de micronlcleo.

Outro participante que chama atengdo € o numero 13, pois este apresentou a
maior média. Sugere-se que esse alto indice pode ser resultado de uma combinacdo de
varios fatores, pois o mesmo, afirmou fumar, utilizar medicamento com frequéncia, ficar
exposto a uma radiacdo além da ultravioleta e ingerir bebidas alcoolicas, além disso,
o0 mesmo relatou ja ter tido caso de cancer bucal na familia, porém ndo podemos afirmar
que também exista alguma relacdo genética, pois para isSsO necessita-se de estudos
aprofundados.

Batista e Junior (2014) constataram em seu estudo uma maior frequéncia de
micronicleo no grupo de participantes expostos (tabaco e tabaco e alcool) quando
comparado ao grupo controle (abstémios de tabaco e &lcool). Souza et al. (2014),
estudando, ndo fumantes, fumantes e ex-fumantes verificaram que os participantes que
declararam ser ndo fumantes apresentaramn média inferior de micronicleos. Resultado
semelhante também foi observado por Martins e Filho (2003), pois observaram maior
frequéncia de micronicleos em fumantes.

-

CONCLUSAO

Através dos dados obtidos, conclui- se que minoria da amostra possui o habito
de fumar, usar medicamentos de modo frequente e ficar exposta a radiacdo, enquanto que,
mailoria relatou consumir bebidas alcodlicas. Quanto ao valor de micronicleos observado,
verifica-se que as maiores médias encontradas foram entre os que possuiam o habito de
fumar, porém, a menor média também foi encontrada nesse grupo populacional,
demonstrando, portanto, a necessidade de continuidade deste estudo, visto que existe
uma diversidade de fatores além dos agui relatados que iInterferem no aparecimento ou
nao, de micronicleos, podendo assim explicar a discrepancia constatada.
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