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RESUMO

O constante aperfeicoamento dos testes genéticos, como o Teste de Micronucleos (MN),
os tornaram importantes auxiliares na prevencédo do cancer. Com o objetivo de melhor
compreender a etiologia do desenvolvimento de neoplasias bucais, o presente trabalho
se propds a estudar a influéncia do fumo, alcool, trauma mecanico e de substancia
contidas em colutérios sobre a Frequéncia de Micronucleos (FMN) em células epiteliais
bucais de alunos do curso de Odontologia. Para tanto, 40 alunos foram divididos em 4
grupos assim caracterizados G1 — Abstémios (controle); G2 Alcoolistas; G3 — Usuarios
de aparelho ortodbntico, G4 — Fumantes alcoolistas, e submetidos ao TMN.
Posteriormente estes mesmos alunos receberam de forma aleatéria, 4 diferentes
tratamentos, por 10 dias, a base de colutérios: T1 (6leos essenciais), T2 (alcool 11%), T3
(@lcool, 11% + clorexidina 0,12%), T4 (clorexidina 0,12%), sendo entdo novamente
submetidos ao TMN. Os resultados da FMN demonstraram diferencas significativas entre
0s 4 grupos G (p = 0,043 Kruskal-Wallis), sendo indicado diferenca entre G1 e G3 (Mann-
Whitney p < 0,01) e entre G1 e G4 (Mann-Whitney p < 0,05), contudo, em relacdo aos
tratamentos com colutorios, todos os tratamentos T ndo alcancaram resultados
significativos (Wilcoxon p > 0,05). Os resultados sugerem que 0 trauma mecanico
causado por aparelho ortoddntico assim como a associacdo de fumo com bebidas
alcoolicas favorecem um aumento na prevaléncia de MN quando comparados ao
controle. A utilizacdo de colutérios bucais, em curto prazo, ndo foi capaz de causar
aumento na frequéncia de Micronucleos.

Palavras — chave: Micronucleo. Oleos essenciais. Clorexidina. Fumo. Alcool. Trauma
mecéanico.



ABSTRACT

The constant perfectioning of genetic tests, as the Test of Micronuclei (TMN), had
become important in the cancer prevention. With the objective of better understanding
the etiology of the development of cancer, the present work considered studying the
influence of the tobacco, alcohol, mechanical injury and mouth rinses substances on
Micronuclei Frequency (FMN) of buccal epithelial cells of Dentistry School's students.
Forty (40) students had been divided in 4 groups thus characterized G1 - Abstemious
(control); G2 Alcohol consumers; G3 - Orthodontic device's users; G4 - Smoking
alcoolistas, and submitted to the TMN. These same pupils had later received from random
form, 4 different treatments, per 10 days, based on mouth rinses substances: T1
(essential oils), T2 (alcohol 11%), T3 (alcohol, 11% + clorexidina 0.12%), T4 (clorexidina
0.12%), being submitted again to the TMN. The results of FMN had demonstrated
significant differences between 4 groups G (p = 0,043 Kruskal-Wallis), being indicated
difference between G1 and G3 (Mann-Whitney p < 0,01) and between G1 and G4 (Mann-
Whitney p < 0,05), however, in relation to the treatments with month rinses substances, all
treatments T had not reached significant results (Wilcoxon p > 0,05). We concluded that
the mechanical injury caused by orthodontic device as well as the tobacco association
with alcoholic beverages favors an increase in the prevalence of MN when compared with
control. The use of mouth rinses substances, in short term, was not capable to cause
increase in the FMN.

Key-words: Micronuclei. Essential oils. Chlorhexidine. Tobacco. Alcohol. Mechanical
injury.
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1 INTRODUCAO

Cancer bucal € uma denominacdo genérica para referenciar qualquer
lesdo maligna dessa regidao. Os tumores malignos das regibes anatdmicas que
constituem a cavidade bucal — labios, lingua, assoalho de boca, mucosa bucal, gengivas,
palato duro e mandibula — perfazem cerca de 5% de todas as formas de cancer que
ocorrem no corpo humano (DEL REGATO; SPJUT, 1977).

No Brasil, a estimativa de incidéncia de cancer para 2005 (Gréafico 1)
aponta a manifestacdo bucal como a 8° forma mais frequente entre os homens (com
9.985 casos estimados) e a 9° entre as mulheres (com 3.895 casos estimados); com
distribuicdo da prevaléncia ocorrendo de forma ndo homogénea entre as unidades da
Federacgéao, tanto para o sexo masculino (Figura 1) como para o sexo feminino (Figura 2)
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA, 2005).

Embora as neoplasias malignas possam ter origem em todos os tecidos
gue compde a boca, aquelas oriundas do tecido epitelial de revestimento sdo as mais
comuns, por sua maior exposicdo a acao de agentes potencialmente carcinogénicos. Os
tecidos epiteliais entram em contato direto com substancias genotoxicas inaladas ou
ingeridas, sendo ainda que pulmdes e bexiga podem entrar em contato com substancias
toxicas metabolizadas pelo préprio organismo, esta condi¢cdo caracteriza que a maioria
dos tumores é iniciada especificamente por células epiteliais (FENECH et al., 1999).
Entre todos os tumores malignos da boca, de 90% a 95% sé&o diagnosticados como
epiderméide, também denominado espinocelular ou de células escamosas (INCA, 2005).

Diversos agentes sao relacionados como fatores de risco para o

desenvolvimento de lesdes malignas na cavidade bucal. O potencial genotdxico —
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potencial de causar dano ao DNA celular - existente em varios produtos como o fumo,
alcool, mate, medicac¢fes e alimentos, tém sido bem descrito na literatura (DIETZ et al.,
2000). Ma higienizacao bucal, traumas mecénicos e exposi¢cao ocupacional também séo
relacionados como contribuintes ao cancer (HOMANN et al., 2000).

Fatores ambientais atuam como agentes etioldgicos em cerca de 80% dos
canceres humanos (HEDDLE et al., 1983). A crescente introducdo de compostos toxicos
nas éareas industrializadas torna cada vez mais urgente a utilizacdo de métodos
confidveis capazes de detectar e medir o DNA lesado no homem.

As alteracdes do genoma humano geram uma preocupacdo quanto a
adocdo de mecanismos de protecao as geracdes futuras, tornando os testes genéticos
Uteis no rastreamento de agentes com potencial mutagénico.

Diversas formas de avaliacdo do dano genético tem sido desenvolvidas.
Dentre elas, citamos como método classico, a Andlise de Células Metafésicas. Esta exige
um técnico altamente especializado e requer o exame de um grande numero de
metéfases (a metafase € uma das fases do processo de divisdo celular), fundamental
para a confiabilidade da analise estatistica, 0 que demanda tempo e dificulta seu
emprego em estudos populacionais (BREWEN; PRESTON, 1978).

Como alternativa a Analise de Células Metafésicas, propds-se utilizar o
Teste de Frequéncia de Micronucleos, que é tido com um método sensivel para medir o
dano citogenético (referente ao material genético, DNA, da célula). Os micronucleos séo
formacgdes globulares de DNA, originados a partir de fragmentos cromossdmicos ou de
Ccromossomos inteiros, nao incorporados ao nucleo da célula filha ao final do processo de

divisao celular (FENECH et al., 1999).
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A presenca de micronucleos nas células serve como parametro para a
determinacao da extensdo do dano que um agente do ambiente pode estar causando no
processo de divisdo celular do tecido acometido, afetando o DNA tecidual e,
consequentemente, predispondo ao desenvolvimento de céancer bucal (VINE, 1990).
Desta forma, podemos utilizar o Teste de Micronucleos para identificarmos e avaliarmos
diversos fatores que podem trazer algum dano ao DNA de diferentes tecidos.

Em odontologia, a aplicacdo deste teste consiste em uma ferramenta
extremamente valiosa para avaliarmos, de modo sensivel, a acdo genotoxicas de
substancias que entram em contato com o epitélio bucal.

Agentes quimicos (fumo, alcool, habitos alimentares), fisicos (trauma
mecanico por proteses, aparelhos ortoddnticos, ma oclusdo, radiacdo) ou bioldgicos
(biofilme dental), sdo exemplos de fatores de presengca comum ao ambiente bucal, e que
podem representar um potencial de formacdo de micronucleos as células epiteliais
(FENECH et al., 1999).

A compreensdo dessa interacdo de agentes quimicos, fisicos e bioldgicos,
com potencial mutagénico, torna-se importante para que possamos melhor compreender
e controlar os fatores que predispdem nossos pacientes a ocorréncia do cancer bucal.

Neste sentido, a elaboragéo de estudos controlados e de caso controle,
por meio de testes de micronucleo, possibilita estudar a ampla interacao de fatores que
concebem a um paciente uma maior pré-disponibilidade para o desenvolvimento do

cancer bucal.
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Gréfico 1 - Tipos de cancer mais incidentes, estimados para 2005, na populacao brasileira
Fonte: INCA (2005)
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Taxas brutas de mortalidade
por 100.000 homeans

M 244 a 554
M 1,30 a 2,44
Mo.81a 1,30
o,27 a 0,81

Figura 1 - Representagdo espacial das taxas brutas de mortalidade por cancer de boca, por 100.000
homens, nas Unidades da Federacéo, entre 1995 e 1999
Fonte: INCA (2005)
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Figura 2 - Representacdo espacial das taxas brutas de mortalidade por cancer de boca, por 100.000
mulheres, nas Unidades da Federacéo, entre 1995 e 1999
Fonte: INCA (2005)



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 TESTE DE MICRONUCLEOS
2.1.1 Defini¢des

De acordo com Ramirez e Saldanha (2002, p. 140).

O Microndcleo é um nucleo adicional e separado do nulcleo principal de uma
célula durante a divisao celular por cromossomos ou fragmentos de cromossomos
gue se atrasam em relacdo aos demais [Figura 4]. Resulta de alteractes
estruturais cromossdmicas espontdneas ou experimentais induzidas ou ainda, de
falhas no fuso celular, sendo portanto, excluido do novo nucleo formado na
teléfase.

;1}. M\\y @

Figura 3- Formacé&o de microndcleo

Nota: No processo de divisédo da célula durante a anafase, na qual pode ocorrer a falha na incorporacéo
de fragmentos de cromossomos ou de cromossomos inteiros ao nacleo da célula filha.

Fonte: Fenech et al. (1999)

O Food and Drug Administration (FDA), nos EUA, em uma cartilha para
aspectos regulatorios de testes de genotoxicidade para a industria farmacéutica (Specific
Aspects of Regulatory Genotoxicity Tests for Pharmaceuticals) define Microntcleo como
particula microscopicamente detectavel contendo DNA nuclear, podendo conter parte ou
todo um cromossomo. (FDA, 2005)

O micronucleo (MN) apresenta entre 1/5 a 1/20 do tamanho do nucleo e

geralmente ha um micronucleo por célula (SCHMID, 1975). Devem ser analisados em
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grupos celulares que estiveram em processo de divisdo no momento da exposi¢cao ao
agente agressor, ficando sua andlise comprometida em populages de células que néo
estdo em processo de divisdo celular (HEDDLE et al., 1983).

Historicamente os microndcleos foram descritos hd mais de um século,
sendo chamados de “fragmentos de material nuclear” por Howell ou “corpusculos
intraglobulares” na terminologia utilizada por Jolly no inicio do século passado. O termo
“Corpusculos de Howell-Jolly” ficou conhecido entre os hematologistas para designar o
aparecimento de eventos de micronucleos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

A primeira tentativa de utilizar os microntcleos como indicadores de dano
citogenético foi feita por Evans et al. (1959 apud EVANS, 1997) que usaram a frequiéncia
de micronucleos para medir a dano induzido em raiz de cebola por neutros e raios-gama.
Relatos prévios relacionados aos micronucleos foram realizados por Thoday (1951 apud
EVANS, 1997), referindo-se ao aparecimento de um “nicleo fragmentado” em seus
estudos com raizes de Vicea faba.

O marco decisivo na utilizacdo do teste de microndcleo com um meio de
monitorar a acdo de agentes com potencial genotoxico veio dos trabalhos realizados por
Boller e Schmid, (1970) que sugeriram o termo “teste de micronucleo” pela primeira vez,
e por Heddle (1977 apud EVANS, 1997) com seus trabalhos utilizando eritrécitos de
ratos, nos quais quantificaram o DNA de microndcleos e verificaram que esta quantidade
correspondia a de cromossomos ou fragmentos de cromossomos acéntricos. (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2003).

Ainda em eritrocitos de camundongos, 0s pesquisadores aplicaram tanto o
teste de micronucleo como o de analise classica de aberragbes cromossémicas, com

finalidade de comparar a sensibilidade do teste do micronucleo (KLIESCH; ADLER,
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1980). Trabalhos subsequentes tentaram postular a relagdo entre o tamanho do
micronucleo e o tipo de alteracdo cromossémica. Os microndcleos menores seriam
formados por fragmentos cromossOmicos, enquanto OS maiores por cromossOmos
inteiros. Tal associacdo contribuiu para a classificacdo de agentes mutagénicos em
clastogénicos ou aneugénicos (VANDERKERKEN et al., 1989).

Entretanto devemos entender; também, a terminologia “microndcleo” na
concepcao zoologista, que se refere a ocorréncia de pequenos nucleos presente no
citoplasma dos ciliados. Caracterizados como pequenos corpos arredondados numa
frequiéncia variada de um a vinte microndcleos, dependendo da espécie de ciliado, sendo

responsaveis pela recombinacdo genética, reorganizacdo nuclear e pela origem do

macronucleo nestas espécies (BARNES; RUPERT, 1994).

2.1.2 Utiligagég .da andlise de microndcleos para monitoramento de processos
carcinogénicos

Aparentemente a acdo de qualquer agente quimico genotdxico pode
induzir ao aumento na freqiéncia de micronucleos. Diferentes tecidos, desde que
realizem multiplicacdo celular podem ser acometidos pela ocorréncia de aberragbes
cromossémicas. Em vista disso, o teste de micronucleos tornou-se uma ferramenta
amplamente utilizada nos mais diversos campos da pesquisa para aferir a seguranca de
inUmeras substéancias, classificando-as ou ndo como carcinogénicos.

Ha um esforco crescente em avaliar os impactos ambientais, genéticos e
de mudancga no estilo de vida sobre a estabilidade genémica na populagdo humana. A

importancia do teste de micronucleo vem de sua vantagem sobre os demais testes
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existentes, pois é relativamente facil de se realizar, fornecendo resultados com forte
suporte estatistico. (FENECH et al., 1999)

A simplicidade de seu emprego leva a uma ampla ado¢cdo mundial como
teste de genotoxicidade in vitro assim como no monitoramento da populagdo humana.
Como é de se esperar a ado¢do de uma nova técnica em varias partes do mundo acaba
gerando pequenas divergéncias na padronizacdo da técnica assim como nos resultados
obtidos. Todavia, 0 estabelecimento de um protocolo consagrado para o emprego do
teste de microndcleo se encontra incompleto. Havendo inclusive um programa de
colaboragdo mundial HUman MicroNucelus Project (HUMN) para se delinear e obter
dados de diferentes centros e populacdes com o objetivo de se identificar as variaveis de
confusdo (viés) na metodologia empregada (FENECH et al., 1999).

As duas principais técnicas desenvolvidas para o teste de micronucleo

séo realizadas em linfécitos sanguineos ou em células epiteliais descamadas.

2.1.3 Anélise de Micronucleos em Linfécitos

Krepinsky e Heddle (1983 apud EVANS, 1997) demonstraram que o
teste de micronucleo poderia ser efetivamente usado para detectar danos em linfécitos
de seres humanos expostos a radiacdo ionizante. Entretanto, em virtude da fragilidade
dessas células durante a manipulacdo, e as respostas variadas dos linfécitos aos
estimulos mitogénicos, novas alterac6es foram realizadas nos protocolos desses testes.
A mais importante foi o uso da Citocalacina B para marcar a divisado celular, uma vez que
essa droga € inibidora da cariocinese, ficando as células com o nimero de nucleos

correspondentes ao numero de divisées celulares a que foram submetidas.
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Desde a descoberta da Citocalacina B, o teste de microndcleo em
linfécitos vem auxiliando os estudos da genética toxicolégica no biomonitoramento de
populacdes humanas expostas a agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos de atuacao
sistétmicas (ANWAR, 1992; SAVOLDI-BARBOSA; SAKAMOTO-HOJO; TAKAHASHI,
1999). Paralelamente aos primeiros estudos da freqiéncia de micronucleos em linfocitos
humanos, alguns pesquisadores se interessaram pelo estudo da frequéncia de
microndcleos em outros tecidos, para que houvesse uma avaliacdo conjunta tanto do
efeito sistémico, como do efeito local das substancias genotoxicas (AGOSTINI; OTTO;

WAJNTAL, 1986) ampliando a relevancia no monitoramento de populacdes expostas.

2.1.4 Utilizacdo da analise de micronucleos para monitoramento de células epiteliais

A pesquisa descrevendo danos citogenéticos em células epiteliais
humanas teve um grande crescimento a partir da década de 80, com numeros cada vez
maiores de laboratérios e pesquisadores utilizando o teste de micronucleos (FENECH et
al., 1999). As células esfoliadas possuem um grande potencial como ferramenta de
biomonitoramento de populagdes humanas expostas a agentes genotoxicos pela
facilidade com que se pode proceder a coletas de células. Mucosa epitelial da boca, nariz
e bexiga sdo exemplos de regibes que podem fornecer material por meio de técnicas
simples e néo invasivas.

Para andlise de MN em cavidade bucal, podemos utilizar a coleta de
células da mucosa ou da borda lateral da lingua, pois estes tecidos epiteliais estdo em
constante processo de divisao celular com renovacao do tecido pela descamacgédo das

células superficiais. As células epiteliais esfoliadas ndo se dividem mais, mas refletem
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anormalidades citogenéticas que ocorreram na populacdo de células na camada basal.
Na andlise de micronucleo a coleta das células deve ocorrer entre 5 a 24 dias apls a
exposicdo do tecido ao agente genotoxico (exposicdo aguda), uma vez que as células da
camada basal tém um tempo de migracdo de aproximadamente 5-7 dias e as células
expostas descamam totalmente em cerca de trés semanas (VINE, 1990). A coleta é um
procedimento rapido e ndo invasivo, realizada com o auxilio de uma pequena escova de
cerdas macias (cytobrush) que é levemente friccionada de forma indolor contra a regido
de coleta.

Reis et al. (2002) realizaram um estudo por meio do teste de micronucleo
em células esfoliadas da mucosa jugal e da lingua de 40 individuos alcodlatras néo
fumantes e de 20 abstémios de alcool e fumo e observaram um aumento
estatisticamente significante da freqiéncia de micronucleos em células esfoliadas da
lingua no grupo exposto ao etanol em relagdo ao grupo controle. A freqiiéncia de
microndcleos em células esfoliadas da mucosa jugal apresentou-se maior no grupo de
individuos alcodlatras quando comparado ao grupo controle, porém sem diferenca
significante.

Em estudos de radiacdo ionizante, o teste de micronucleo tem sido
utilizado para avaliar danos genéticos ap6s exposi¢cdo ocupacional a radiacao X, medir a
radio-sensibilidade celular, para estudar aberra¢cdes cromossomais e células em diviséao,
para detectar efeitos genotoxicos em células de diferentes tecidos, assim como mediante
a exposicdo a diferentes técnicas de radiologia (CERQUEIRA et al., 2004). Nao houve
diferenca significante na formacdo de micronudcleo, projecdes nucleares ou alteracdes

nucleares degenerativas nas medi¢des realizadas antes e dez dias apds a exposicao.
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Fatores ocupacionais, como a exposi¢cao ao etanol em frentistas de postos
de gasolina foi pesquisada (GATTAS et al., 2001) comparando a incidéncia de formac&o
de micronucleo, na mucosa bucal, em periodo de trés anos, no qual ocorreu a introducéo
do etanol nas misturas de combustivel (33% metanol, 60% etanol and 7% gasolina).
Houve um amento significativo na formacao de micronucleos nos funcionérios expostos a
formacao de vapor do combustivel.

A acdo do fumo sobre as células da mucosa bucal foi estudada (SUHAS
et al., 2004) que comparando a formacdo de micronlcleo na mucosa bucal, palato e
lingua, entre fumante e ndo fumantes. Tanto o grupo controle como 0 grupo teste
possuiam 25 individuos. A diferenca na media de micronucleos foi significativa na
mucosa bucal e palato do grupo de fumantes.

Outro estudo (BAGWE; BHISEY, 1993) com foco no efeito do fumo como
agente carcinogénico foi realizado em trabalhadores da industria do tabaco na india. A
exposi¢cdo ocupacional, com o contato direto ao fumo, foi estudada tanto em operarios
ndo fumantes das lavouras de fumo como nos operarios que enrolavam fumo nas
fabricas. Juntamente com a andlise da freqUéncia de micronucleos das células epiteliais
bucais, foi quantificado o percentual de nicotina existente na saliva. Os resultados
demonstraram uma diferenca do efeito e da exposicdo ocupacional, sendo que o0s
individuos que trabalhavam no processamento do plantio do fumo obtiveram aumento
significante tanto nos niveis de nicotina salivares como na freqiiéncia de micronucleo.

Aumento na frequéncia de micronucleos também foi verificada em
pacientes alcoolistas portadores de carcinomas orofaringeos, sendo inclusive sugerido

sua utilizacdo como método para monitorar a evolucdo clinica da lesdo, comparando
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freqUiéncia intra e inter individuos, tanto no processo pré-tratamento como pés-tratamento
(RAMIREZ; SALDANHA, 2002).

Deficiéncia de folato usualmente encontrado em mulheres no periodo pés-
menopausa, mesmo sem sintomas clinicos de anemia, resulta em altos niveis de dano
citogenético. Neste estudo (TITENKO-HOLLAND et al., 1998) foram acompanhados a
frequéncia de micronucleos, em células da mucosa e em linfécitos, em nove mulheres
durante trés periodos distintos: antes da reposicdo com folato, durante e ao final da
reposi¢cdo. Durante os estudos houve melhora significativa nos niveis plasmaticos de

folato e vitamina B-12, acompanhado pela queda na freqiiéncia de microndcleos.

2.2 AGENTES GENOTOXICOS

Frequentemente depara-se com populacbes expostos a varios fatores
tidos como genotoxicos. Pacientes fumantes e alcoolistas acabam por constituir uma
populacdo com uma incidéncia maior ao cancer bucal (BOFFETTA et al. 1992). Em
estudos epidemiolégicos demonstrou-se que individuos alcodlatras apresentavam risco
de cancer 6,4 vezes maior que individuos abstémios de alcool, fato este decorrente do
efeito sinérgico do alcool aos componentes do cigarro, como o Benzopireno e 0 4-
(methillnitrosamina)1(3-pyridyl), sabidamente agentes carcinogénicos (WELLS et al.,
1997).

A acdo toxica local do alcool leva a uma injuria da membrana e da célula,
com um subseqlUente aumento na proliferacdo celular. A hiperproliferacdo por si s6

aumenta a exposicao a outros agentes carcinogénicos e, em se tornando permanente, €



23
0 primeiro passo para um processo de transformacdo maligna (SEITZ; POSCHL;
SIMANOWSKI, 1998).

Com relagédo ao desenvolvimento de lesdes malignas, o fumo tem sido
relatado como um dos principais fatores de risco (ADHVARYU; DAVE; TRIVEDI, 1991).
O consumo de alcool, por outro lado, € citado como forte agente potencializador no
desencadeamento de lesGes cancerosas, agindo de forma sinergistica com varios outros
produtos com potencial citotoxico, devidamente por aumentar a permeabilidade dos
tecidos a estas substancias (BARAONA; GUERRA; LIEBER, 1981). Em individuos que
fumam, o consumo de alcool apresenta comprovadamente um efeito sinérgico na
inducdo do cancer bucal (FRANCESCHI et al.,, 1990). Porém, o efeito do alcool
isoladamente parece ser mal esclarecido, ainda que sua atividade mutagénica tenha sido
descrita na literatura (FEINMAN; LIEBER, 1988).

Os danos causados pelo alcool a mucosa bucal e ao trato digestivo
superior sdo principalmente decorrentes da acéo local e ndo sistémica do consumo de
alcool. (SEITZ; POSCHL; SIMANOWSKI, 1998). Tornado preocupantes habitos que
venham a expor o paciente ao contato com o alcool e que, propriamente, ndo seja o de
consumo de bebidas alcodlicas.

O acetaldeido, subproduto metabdlico do alcool, comprovadamente com
acdo carcinogénica, seria o responsavel pela maior incidéncia de cancer em pacientes
alcoolistas. Parte da producéo de acetaldeido é realizada por bactérias bucais, ocorrendo
concordancia com pesquisas que encontraram maior incidéncia de céncer entre o0s
alcoolistas com deficiéncia de higiene bucal (VISAPAA; TILLONEN; SALASPURO, 2002).

O aumento da disponibilidade de diferentes marcas de colutérios e a

popularizagdo de habito do bochecho como forma complementar de higieniza¢do bucal,
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chamam a atencdo, tanto pela utilizacdo de éalcool na composicdo da maioria destes
produtos, como pela utilizacdo de agentes quimicos suspeitos de serem genotoxicos,
como a clorexidina (MASHBERG; BARSA; GROSSMAN, 1985).

Os produtos odontolégicos possuem valores varidveis de &lcool em sua
composicdo, alguns deles, tendo com base o principio ativo clorexidina, atingem
concentracbes variando de 3,5% (Noplak®) a 11,6%(Peridex®; Periogard®). Outros
produtos podem alcancar concentracdes de alcool de até 26,9% (Listerine®).

Os colutérios tém sido alvos de diversos estudos epidemiologicos de
cancer bucal. Em amplo estudo populacional de caso-controle realizado nos Estados
Unidos (WINN et al., 1991), os resultados demonstraram que o habito de utilizacdo de
colutdrios esta associado com um aumento de 40% no risco de desenvolvimento de
lesbes malignas na cavidade bucal em homens, e de 60% entre as mulheres, isto apds
0s ajustes de exposicdo a fatores como o0 habito de fumar e de ingestdo de bebidas
alcodlicas, sendo que os riscos aumentam quanto maior ha freqtiéncia de bochecho e o
tempo de uso; pessoas utilizando o produto 60 ou mais vezes por més tém seu risco
aumentado 1.7 a 2.0, enquanto que os usuarios a mais de 40 anos tem 1.4 a 1.9
aumento no risco de desenvolver um cancer bucal.

Em outros estudos de céncer bucal associado com colutérios, o0s
resultados tem sido inconsistentes, com a variacdo na correla¢do ao risco indo de 0.8 a
2.5 (MASHBERG; BARSA; GROSSMAN, 1985; WEAVER; FLEMING; SMITH, 1979).
Obviamente a grande variedade de fatores que podem interferir como carcinogénicos
podem evidentemente nao ser quantificados da forma adequada, atuando, entdo, como

Viés nesses estudos.



3 PROPOSICAO

1.

Este trabalho teve por objetivo verificar a prevaléncia de microndcleos
em ceélulas epiteliais da mucosa bucal de alunos de odontologia
comparando grupos de alunos abstémios, usuarios de aparelho
ortoddntico, fumantes assim como em fumantes alcoolistas;

Este trabalho também se propbés comparar a incidéncia de
microndcleos em células epiteliais da mucosa bucal de alunos de
odontologia, causada por alcool, por clorexidina e por 6leos essenciais;
em concentracfes correlatas as empregadas nas formulacdes de

colutorios.



4 MATERIAL E METODOS

Todos o0s procedimentos dessa pesquisa foram realizados nas
dependéncias da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Antes da selecdo da amostra, este presente projeto (processo
n°00463/2005) foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Todos os individuos participantes deste estudo foram selecionados no
universo de estudantes do curso de Odontologia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa — PR, aderindo, voluntariamente, apds o esclarecimento de suas incumbéncias,
responsabilidades e direito, de maneira formalizada por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice).

De acordo com as diferentes proposicoes deste trabalho, dividiremos o
Material e Métodos em Fase 1 — Prevaléncia de Microndcleos; e Fase 2 — Incidéncia de

Micronucleos.

4.1 FASE 1 — PREVALENCIA DE MICRONUCLEOS

Na fase um, o objetivo do estudo foi avaliar a prevaléncia de
micronucleos, no universo dos académicos do curso de odontologia, avaliando a
influéncia das seguintes variaveis independentes: consumo de bebidas alcodlicas,

fumantes, usuérios de aparelhos ortodénticos fixos.
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4.1.1 Caracterizagdo da amostra

Para que pudéssemos avaliar a influéncia das varidveis citadas
anteriormente, o estudo selecionou 40 individuos que se enquadrassem nos requisitos de
quatro diferentes grupos: 10 Abstémios (Controle, G1), 10 Alcoolistas (G2), 10 Abstémios
usuarios de aparelho ortodéntico (G3), 10 Fumantes alcoolistas (G4).

Esta composigéo serviu para realizarmos o levantamento da prevaléncia
de micronucleos, relacionado-o as caracteristicas da amostragem de cada grupo descrito
acima. Infere-se assim, a influéncia do trauma mecéanico do uso do aparelho, do
consumo de alcool e da associacao do consumo de alcool e tabaco sobre a frequéncia
de MN, quando comparados ao grupo controle.

A separacdo dos voluntarios em cada grupo ocorreu por meio do
preenchimento de dois diferentes questionarios: Caracterizacdo de Habitos (Anexo B) e
Diario de Consumo de Bebidas Alcodlicas (Anexo A); assim como pela realizagdo de um
exame clinico e anamnese.

Os critérios de inclusao e exclusdo utilizados na sele¢do dos voluntarios
foram os seguintes:

1. Os individuos que fossem elegiveis deveriam se enquadrar em apenas

uma das variaveis independentes, com excecao das variaveis alcool e
fumo, pela dificuldade de se encontrar individuos apenas fumantes
abstémios ao consumo de élcool,

2. Consumo de bebidas alcodlicas: os individuos foram divididos em

abstémios (auséncia total de consumo) ou consumidores (média de

consumo maior que 14 doses nas duas Ultimas semanas). Os
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individuos que ndo se enquadraram em nenhum dos perfis descritos,
ou seja, aqueles que consumiam bebidas alcodlicas, mas abaixo da
média de 14 doses, foram excluidos da pesquisa;

3. Fumo: foram considerados fumantes aqueles com hébito de consumo
de mais de cinco cigarros ao dia. A ado¢do desse critério visou evitar
os fumantes de baixo consumo pela caracteristica de uso esporadicos
que estes apresentaram durante a anamnese. Os voluntarios de
menor consumo foram excluidos do trabalho. Observacao: todos os
fumantes selecionados se enquadravam no perfil de consumidor (mais
de 14 doses) de bebidas alcodlicas;

4. Uso de aparelho ortoddntico: foram considerados portadores as
pessoas com aparelho ortodéntico fixo de uso continuo. Os voluntarios
que retiraram a aparelhagem ortoddntica a menos de seis meses ou 0s
que faziam uso casual do aparelho removivel foram excluidos da

pesquisa.

Apo6s a ordenacdo dos voluntarios nos quatro grupos realizou-se o Teste

de Micronucleos.

4.1.2 Técnica de coleta das células: teste do micronucleo

A técnica de coleta e analise das células da mucosa bucal sera descrita

conforme a técnica relatada por Titenko-Holland et al.(1998).
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Utilizando uma escova tipo cytobrush, Um dnico operador coletou as
células da mucosa da regido interna da bochecha de cada individuo, transferiram-se,
entdo, as células para um tubo de ensaio imergindo e agitando o cytobrush em uma
solucao fisiolégica (3 ml de solucdo salina 0,9%). As células entdo sao separadas, por
um processo de centrifugacao por 10 minutos a 1500 r.p.m., do sobrenadante, que é
desprezado. O material restante, com uma alta concentracdo de células, é entdo
espalhado sobre laminas aquecidas em agua destiladas a 55°C. A fixacdo do material é
realizada com a imersdo da lamina em alcool PA por 20 minutos a 0°C.

Apos a fixagdo, as laminas recebem um tratamento com &cido cloridrico
(HCL 1N) na seguinte sequéncia de variagcao de tempo e temperatura: 1 minuto a 22°C,
10 minutos a 65°, esfriamento a temperatura ambiente por 10 minutos, 5 minutos a 22°C.
Lavam-se com agua destilada por 10 minutos.

Procederam-se a coloracdo das laminas com a coloracdo de Schiff e
contra-coloragdo com Fast-Green. Para cada coleta foram realizadas duas laminas de
modo a alcangar uma contagem de trés mil células por voluntério.

A analise das laminas foi feita com a utilizacdo de um microscépio 6ptico
em aumento de 400x, sendo que mediante alguma ddvida quanto a existéncia de
micronucleo analisava-se sob aumento de 1000x.

A classificacdo e contagem de micronucleos seguiram um protocolo
sugerido por Tolber et al (1992) e ocorreram da seguinte maneira:

a) Contagem de células: foram incluidas as células que tenham os

ndcleos normais e intactos, com perimetro nuclear liso e distinto, e que

apresentem o citoplasma também intacto, com exce¢do das que
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tenham pequenas dobras e pouca ou nenhuma sobreposicdo com as
células adjacentes;

b) Contagem dos micronucleos: foram considerados micronucleos as
estruturas que apresentarem um halo circundante sugestivo de uma
membrana, menos de 1/3 do diametro do ndcleo associado,
intensidade da coloracdo com Feulgen semelhante ao nucleo e mesmo
plano focal a microscopia e auséncia de sobreposi¢cées ou pontes com
0 nucleo. Considerou-se 0 numero total de micronucleos assim como o
de células acometidas pelo aparecimento de micronucleos em seu

citoplasma.

Toda a andlise das laminas foi realizada por um Unico operador de modo
gue este ndo soubesse a qual grupo esta amostra era proveniente. Para cada amostra foi

realizada a contagem de 3000 células epiteliais.

4.2 FASE 2 — INCIDENCIA DE MICRONUCLEOS

ApOs a realizagdo da primeira fase do estudo, caracterizada como um
estudo transversal em que se classificou a populagéo estudada em 4 grupos distintos de
habitos caracteristicos, procedeu-se a segunda fase deste trabalho caracterizado como
um estudo experimental com a mesma amostragem populacional sub-divididas de
maneira randdomica em quatro grupos de tratamentos. O objetivo desta fase foi avaliar a

incidéncia de micronucleos provocados por produtos existentes nos colutérios bucais
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(alcool, clorexidina, 6leos essenciais). Para tanto, participaram 40 alunos divididos em
quatro grupos distintos.

Cada grupo se caracterizou por tratamentos distintos com bochechos
diarios (10ml, duas vezes ao dia, por um minuto, pelo periodo oito dias) de uma
substancia especifica, sendo elas:

Tratamento T1 - Oleos essenciais: Listerine®, 200ml.

Tratamento T2 - Alcool: esséncia de menta, solu¢do em alcool a 11,6%,

agua g.s.p 200m|

Tratamento T3— Alcool e Clorexidina: chlorexidina 0,12%, esséncia de

menta, alcool 12%, agua q.s.p 200ml.

Tratamento T4 — Clorexidina: clorexidina 0,12%, esséncia de menta, agua

g.s.p. 200ml.

Os individuos foram orientados a realizarem o bochecho trinta minutos
apos a escovacao normal, de modo que nao houvesse interferéncia dos produtos
contidos em dentifricios, especialmente as substancias detergentes desta, com o agente
de cada grupo.

O periodo experimental seguiu o0 seguinte calendario:

Dia 01 - Coleta de Células e Teste do micronucleo.

Dia 02 a dia 09 - Periodo de bochechos com a substancia especifica de

cada grupo durante 08 dias.

Dia 12 - Coleta de Células e Teste do micronucleo.

Todos os procedimentos para realizagéo deste teste foram realizados de

forma idéntica a primeira fase.
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4.3 PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Para aferir a reprodutibilidade da contagem de MN, verificando a
concordancia intra-avaliador, adotou-se o teste K (Kappa) sobre os dados da andlise de
10 amostras.

A formacdo de micronicleo é uma ocorréncia rara que segue uma
distribuicdo aleatéria conhecida por Poisson, sendo que a significancia estatistica dos
dados deve ser aferida por meio de testes ndo paramétricos (GATTAS et al., 2001) para
comparacao entre grupos (Kruskal-Wallis), entre pares de grupos (Mann-Whitney) —
dados referentes a primeira fase do estudo — e entre amostras (final/inicial) de grupos

relacionados (Wilcoxon) — dados referentes a segunda fase do estudo.



5 RESULTADOS

Para a conformacdo dos resultados analisaram-se, em cada fase do
estudo, 3000 células epiteliais para cada individuo participante do estudo. A principio,
cada célula epitelial integra foi avaliada quanto a presenca de micronucleos em seu
citoplasma, sendo que os resultados foram computados tanto para o numero total de
microndcleo, quanto para o numero de células portadoras de micronucleo. Devido a
ocorréncia de apenas uma célula contendo dois microndcleos em seu interior, todos os
resultados aqui descritos sdo relacionados tdo somente a ocorréncia de células com

micronucleo em seu interior.

Figura 4a — Célula contendo Microntcleo
Nota: A célula contendo o MN esté disposta no centro do campo fotogréafico. A fotografia aparece com a
formagé&o do micronudcleo na mesma linha horizontal e a esquerda do nacleo principal.
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Figura 4b — Célula contendo Micronucleo
Nota: A fotografia mostra uma formacédo de um pequeno e discreto MN a esquerda e abaixo de nucleo da
célula.

5.1 TESTE DE REPRODUTIBILIDADE (KAPPA) PARA AVALIACAO DA CONTAGEM
DE MN

O exame microscopico das células coletadas foi realizado por um Unico

pesquisador “mascarado” a fim de evitar a variacdo inter-examinadores. Todavia, para

avaliar a concordancia da andlise, foi realizado um teste de concordancia K (Kappa) em

que foram examinadas, em periodos distintos separados por 30 dias, 10 amostras

aleatdrias pertencentes a este estudo. Os resultados e os dados utilizados neste teste
estdo descritos na tabela 1.

As 10 amostras que receberam uma dupla avaliagdo pelo pesquisador

foram retiradas do universo total de 40 amostras da primeira fase do estudo de maneira
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aleatdria. Este fato somado ao tempo de 30 dias separando as duas avalia¢cdes permitiu

o descarte de qualquer identificacdo da amostragem pelo pesquisador.

A diagonal descendente da direita para a esquerda, demarcada com

grifo, representa as avaliagdes que concordaram quanto ao nimero de MN existentes na

amostra, salvo as ocorréncias devido ao acaso da avaliacdo que também é levada em

conta no resultado do teste. O coeficiente do teste K com valor 0.411 representa,

segundo a prépria escala arbitraria apresentada pelo idealizador do teste para interpretar

o grau de concordancia entre os exames, uma concordancia moderada do examinador.

Tabela 1 — Tabela de contingéncia para o teste de concordancia do operador para contagem de MN.

1© exame
2° exame

1

2

3

4

6

Soma

o o0~ W N B O
O O O O O O N O

O O O O O »® o

O O O O O O

O O O o N O O

o O »p O O O

O O O r O O O wu

O »r O O O O O

O B P N W P DN

Soma 2

1

Nota: Valor calculado de K (Kappa) 0.411.

5.2 PREVALENCIA DE MN — FASE UM DO ESTUDO

A frequéncia absoluta das células micronucleadas foi disposta na Tabela-

2, apresentando o numero de células micronucleadas encontrada no exame de cada

individuo.
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Tabela 2— Distribuicdo dos grupos, nUmero da amostra pertencente ao grupo, idade e contagem do
namero de células micronucleadas por amostra de 3000 células.

Grupos Amostra Idade Contagem de Micronucleos

1- Abstémios 21
20
19
22
23
22
24
20
20
19

Boo~vourwnpk
WOROOOO W

19
18
25
22
23
21
22
23
20
21

2- Alcoolistas

Boo~vouorwnpk
WORO~NNO WO R

18
18
22
23
20
21
19
20
20
20

3- Aparelho

Boo~vourwnpk
REroNrwoowN

20
20
21
22
22
21
20
24
19
21

4- Fumantes alcoolistas

Boo~vourwnpk
Roowr~orow

Devido a homogeneidade da idade dos voluntarios (20,4), a média de
idade dos grupos (Tabela 3) apresentou uma variagdo pequena, de 2,3 anos, entre 0s
grupos com menor e maior média. Os dados postados na tabela 3 apresentam ainda

bY

dados referentes a mediana e a média das contagens de MN, sendo que ambas,
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apresentam uma discrepancia grande entre os grupos, tendo valores variando de 0,5 a
4,5 para mediana e de 1,6 a 4,8 para média.

A disposicdo dos valores de freqtiéncia de MN por 1000 células (Tabela 3)
apresentou a seguinte ordem: 0,53 (Grupo 1) < 0,83 (Grupo 2) < 1,43 (Grupo 4) < 1,6
(Grupo 3). Embora estes valores ndo sirvam como dados estatisticos, acabam tendo
sua importancia na comparacao descritiva entre dados obtidos na literatura assim como
para comparacdo da média esperada na populacao.

A comparacdo dos valores dos postos médios por meio do teste de
variancia ndo paramétrico de Kruskal-Wallis verificou a existéncia de diferenca
estatisticamente significante (p = 0,043) entre os quatro grupos. Para que fosse identificado
entre quais grupos existe diferenca foi realizado a comparacao entre pares de grupo pelo
teste de Mann-Whitney. Os resultados apontam diferencas estatistica entre os grupos 1 e
3 (p<0,01) e entre os grupos 1 e 4 (p <0,05).

Tabela 3 — Andlise descritiva dos grupos com idade média, nUmero de amostragem, mediana, média,
desvio padrdo e posto médio. Andlise de variancia ndo paramétrica entre 0s quatro grupos
(Kruskal-Wallis) e grupo a grupo (Mann-Whitney).

Grupo Idade n Mediana Média+DP Freqiéncia Posto
de MN por Médio
1000 células
1 19,1 10 0,5 1,6+£1,96 0,53 26,65
2 21,4 10 2,5 2,5+2,37 0,83 13,50 ]* °
3 20 10 4,5 4,829 1,6 17,65
4 21,1 10 4,5 4,3+£3,47 1,43 24,20

Diferenca entre os grupos H (y?) = 8,153
p = 0,043 (Kruskal-Wallis)
Notas: * diferencas significante entre os grupos 1 e 3 (Mann-Whitney p < 0,01)
° diferencas significante entre os grupos 1 e 4 (Mann-Whitney p < 0,05)
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5.3 INCIDENCIA DE MN — FASE DOIS DO ESTUDO

A tabela 4 demonstra as frequéncias absolutas da contagem de MN para
os 40 individuos, ao inicio do experimento e apds o periodo de tratamento de 10 dias,

agrupados de acordo com a modalidade de tratamento realizada.

Tabela 4 — Disposi¢cdo das contagens absolutas de MN nos momentos inicial e final do experimento,
organizadas em grupos distintos conforme o tratamento recebido.

Tratamento Contagem inicial de MN Contagem ap0s tratamento

1 — Oleos essenciais

2 — Alcool

3 - Alcool + Clorexidina

4 -Clorexidina
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A andlise estatistica dos diferentes grupos foi realizada com o teste néo
paramétrico de Wilcoxon comparando os dados pareados de cada modalidade de
tratamento em momentos distintos, inicial e final. Os diferentes tratamentos n&o
produziram nenhuma mudancga significativa da freqiéncia de células micronucleadas
sendo, inclusive, que para os grupos T 1 (Oleos esséncias) os valores de média
permaneceram exatamente oS mesmos nos momentos inicial e final. A maior diferenca

encontrada, porem nao significante (p = 0,079) foi para o grupo T 2 (&lcool).

Tabela 5 — Comparagéo inicial e final para cada modalidade de tratamento para Média e Desvio Padrao,
Posto Médio, Soma dos Postos e valor de Z e p para o teste de Wilcoxon.

Grupo MédiatDP Mediana Posto Soma Z Significancia (p)
dos meédio dos
postos postos
T1 Inicial 3,8+2,7 4 5,75 20,50
Final 3,8+2,8 3,5 5,13 34,50 -0,732 0,464
T2 Inicial 3,9+3,5 35 4,00 24,00
Final 4,9+2,6 5 4,00 04,00 -1,754 0,079
T3 Inicial 2,0£1,4 2 3,80 19,00
Final 2,4+1,1 3 4,50 09,00 -0,877 0,380
T4 Inicial 3,5+3,5 3,5 3,50 10,50

Final 3,1+2,72 3 3,00 10,50 0,000 0.84




6 DISCUSSAO

Ao longo da vida de um individuo, inUmeros sdo os fatores a que se
encontra exposto. A atuacdo de substancias quimicas, agentes fisicos e biolégicos
associada a fatores genéticos herdados ou ndo, pode agir sobre células normais e
aumentar a frequéncia de aparecimento de mutacdes celulares que estdo
correlacionadas ao desenvolvimento dos tumores. Portanto, um estimulo patolégico pode
ocasionar a divisdo caotica e desenfreada das células de um local gerando assim um
crescimento tecidual autbnomo que foge dos padrdes genéticos e fisioldgicos (BORAKS,
1999).

Os resultados obtidos com a andlise de células micronucleadas
permitem relacionar os fatores agressores existentes no ambiente bucal com as
alteracdes cromossdmicas condizentes com a pré-disponibilidade ao desenvolvimento de
neoplasias bucais.

A organizacado deste trabalho em duas fases permitiu o estudo de varios
agentes quimicos e fisicos atuantes na cavidade bucal. A primeira fase, consistida de um
estudo transversal, permitiu a avaliagdo de agentes quimicos, provenientes dos habitos
dos voluntarios estudados, como o fumo e o &lcool de bebidas, e fisicos provenientes da
intervengdo profissional, como é o caso da utilizacdo de aparelhos ortodonticos. A
segunda fase, consistida de um estudo clinico paralelo duplo cego, permitiu a

investigacdo da acdo dos agentes quimicos existentes na composicdo dos colutorios
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bucais, como os 06leos esséncias, 0 alcool e a clorexidina, sobre a formacdo de MN na

mucosa bucal.

Estatisticamente os resultados apontaram uma prevaléncia maior de
células micronucleadas para o grupo dos usuérios de aparelho ortoddntico e para o grupo
de fumantes alcoolistas, ambos quando comparados ao grupo controle (abstémios).

Dentre 0s objetivos da pesquisa a incorporacdo de um grupo
exclusivamente de voluntérios que utilizavam aparelhagem ortoddntica visou representar
um universo de situacdes em que o trauma mecéanico perfaz uma acao fisica constante
sobre as células epiteliais. Em uma primeira analise, a verificacdo de uma maior
prevaléncia de MN em usuarios de aparelhos ortodénticos, nos chama atencédo pela
correlacdo positiva que temos entre presenca de MN e alteracdes cromossémicas
predisponentes a neoplasias. Dentro desse aspecto, a acao fisica de trauma
representada pelo aparelho ortodontico deve ser similarizada a situagbes bucais em que
também temos a presenca constante de trauma e que apresentam um vasto histoérico de
predisposicao ao desenvolvimento de neoplasias. O exemplo classico dessa correlacdo é
acdo de préteses mal adaptadas, cameras de succdo, préteses quebradas, no
desenvolvimento do cancer bucal (TOMMASI; GARRAFA, 1980). Obviamente, estas
condicdes clinicas ndo podem ser apontadas como causa Unica direta do
desenvolvimento de les6es cancerosas. A diversidade do ambiente bucal nos faz avalia-
las como co-fatores predisponentes, assim como dentro da presente pesquisa nao
podemos isolar os resultados dos grupos como causa Unica do aumento da frequiéncia de

células micronucleadas. Portanto, para comparacdo da hiperqueratose desenvolvida pelo
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aparelho ortodéntico ao trauma de algumas situacfes clinicas deve ser feita alguma

observagoes.

A hiperqueratose irritativa como o préprio nome indica, € uma
hiperplasia da camada superficial de queratina provocada por trauma mecanico de baixa
intensidade (BORAKS, 1999). A hiperqueratose por atrito desenvolvesse na mucosa
bucal em resposta a irritagdo de baixa intensidade, cronica (CAWSON et al., 1997). A
atricdo ou friccdo contra uma area da mucosa bucal pode resultar em uma lesdo branca
hiperceratética, analoga a um calo cutaneo. A resposta tecidual representa uma protecéo
contra um traumatismo continuo de baixa intensidade (REGEZI; SCIUBBA, 1991). E
reversivel, uma vez removido o agente causal a hiperqueratose desaparece (BORAKS,
1999). Assim, de acordo com Tommasi e Garrafa (2002), a hiperqueratose pode ser
resumida como sendo uma lesdo branca da mucosa bucal, caracterizada
histologicamente por aumento da camada de ceratina, com tendéncia a regressao e cura
espontanea, uma vez removido o agente causador, quase sempre irritativo (fumo, alcool,
arestas dentérias cortantes, aparelhos ortodonticos, préteses).

Nas lesBes hiperceratéticas friccionais simples ndo se observam
alteracOes epiteliais displasicas (REGEZI; SCIUBBA, 1991). Ha& uma espessa camada de
ortoqueratina, seguidas vezes com aumento da camada de células granulares e grau
varidvel de acantose. Freqlentemente o0 co6rio mostra-se infiltrado por células
inflamatorias créonicas (CAWSON et al., 1997). A hiperproliferacdo por si s6 aumenta a
exposicdo a outros agentes carcinogénicos e, em se tornando permanente, € o0 primeiro
passo para um processo de transformacdo maligna (SEITZ; POSCHL; SIMANOWSKI,

1998).
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Em um estudo retrospectivo sobre o risco do cancer de vias
aerodigestivas superiores, 0 uso de préteses dentarias ndo foi associado a um risco
aumentado, todavia histéria de Ulceras orais secundarias a ma adaptacdo e ma higiene
oral devido a baixa freqiiéncia de escovagfes dentarias foram tidos como fatores de risco
(VELLY; FRANCO; SCHLECHT, 1998).

A composicdo de uma amostra experimental exclusivamente por alunos
de odontologia com a divisdo dos voluntarios de acordo com variaveis independentes
exclusivas para alguns grupos, como o fumo e o uso de aparelho, procurou criar
homogeneidade das amostras diminuindo a possivel acdo de vieses. Embora fatores
como a predisposi¢cdo genética intrinseca do individuo, microbiota bucal, habitos de
alimentagao acabam sendo fatores sabidamente influentes na manifestagéo de MN.

A falta ou deficiéncia de qualquer nutriente pode ser prejudicial ao
organismo humano, tornando-o mais susceptivel a acdo de substancias carcinogénicas.
(PETRIDOU, 2002).

Em um estudo sobre o consumo freqiente de uma dieta rica em gordura
animal saturada e risco de desenvolvimento de cancer oral os autores verificaram a
presenca de uma relagcdo positiva entre essas duas variaveis. Sugeriram que programas
de promocdo de saude poderiam abordar a adocdo de habitos alimentares para
proporcionar uma mudanga no risco de desenvolvimento de cancer oral e objetivar
consequentemente efeitos benéficos para o controle de diabetes, doencas
cardiovasculares e outros canceres (TOPORKOV; ANTUNES; TAVARES, 2004). Existe
reducdo de 20 a 60% no risco para o cancer oral na ado¢cdo de uma dieta rica em
vegetais verde-amarelos e frutas frescas assinalando o efeito protetor proporcionado

pelos micro-nutrientes presentes nesses alimentos (STEWART; KEYHUES, 2003).
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A agressao direta ao DNA celular tem sido atribuida a alguns tipos de
virus no processo da carcinogénese do carcinoma de células escamosas. O Papiloma
virus humano (HPV) tem sido estudado quanto ao possivel envolvimento nesse processo
(SUGIYAMA et al., 2003), assim como a Candida Albicans (FIELD; FIELD; MARTIN,
1989; KIGNEL; BIRMAN, 2000)

Harris et al. (2003) estudaram a associacao entre alcool e lesdes orais e
ndo encontraram relagcdo de risco do alcool isoladamente. Quando analisado o
sinergismo alcool/tabaco, observaram um incremento no risco de desenvolvimento de
lesbes orais.

No presente estudo o grupo constituido por fumantes alcoolistas
apresentou diferenca significativa (p < 0,05) na frequéncia de micronucleos quando
comparado ao grupo de abstémios. Historicamente a literatura apresenta uma vasta
revisdo associando alcool e fumo como o cancer.

O tabaco libera quantidades consideraveis de nitrosaminas, que dao
forma a um grupo de carcinGbgenos quimicos principais entre os mais de 4000 produtos
guimicos identificados no fumo do tabaco (STICH; ROSIN, 1983). Os nitrosaminas
especificas do tabaco sdo soliveis na saliva, sendo potentes carcinogénicos,
responsaveis pela inducdo de aberracdes cromossémicas, 0 que resulta no aumento
freqiéncias de MN (SUHAS, 2004). O efeito sinergistico entre alcool e fumo decorre do
possivel aumento da permeabilidade tecidual dos compostos da combustdo do fumo
guando associado ao alcool (BARAONA; GUERRA,; LIEBER, 1981).

Pacientes fumantes e alcoolistas acabam por constituir uma populagao
com uma incidéncia maior ao cancer bucal (BOFFETTA et al.,, 1992). Em estudos

epidemiolégicos demonstrou-se que individuos alcoodlatras apresentavam risco de cancer



45

6,4 vezes maior que individuos abstémios de élcool, fato este decorrente do efeito
sinérgico do &lcool aos componentes do cigarro, como o Benzopireno e 0 4-
(methillnitrosamina)1(3-pyridyl), sabidamente agentes carcinogénicos (WELLS et al.,

1997).

A presenca de MN ocorre de forma concomitante com outras anomalias
metanucleares. Alteracdes degenerativas, apoptéticas e carcinogénicas tem sua
freqUiéncia correlacionada ndo s6 a presenca do agente agressor, mas também a sua
intensidade. A acdo clastogénica causada pelo alcool e pelo fumo pode configurar
guadros de agresséo fraca, moderada e forte conforme descrito por Ramires e Saldanha
em 2002;

Na agressao fraca ocorre o Favorecimento o aparecimento de células em
processo de caridlise (CL) - que é uma dissolucdo do nucleo em trés ou quatro
fragmentos menores em decomposicdo (SNEL, 1985), sendo similar ou processo
fisiologico de renovacdo do epitélio. A Agressédo de baixa intensidade permite o correto
reparo tecidual na qual as células agredidas podem, no decorrer da migracdo para a
superficie do epitélio, sofrerem lise completa desaparecendo da camada de coleta celular
(STICH; ROSIN, 1983). JA na agressdao moderada a acdo pode ocorrer nas células
epiteliais da camada basal, afetando diretamente o ndcleo celular. No entanto, estas
células sdo mantidas no tecido enquanto viaveis, apresentando alteracdes do tipo
broken-egg (BE) e ou de MN (BHATTATHIRI et al., 1998). A agresséo forte seria induzida
pela acao sinérgica de dois ou mais agentes clastogénicos, a alteracdo nuclear poderia
ser tdo intensa a ponto de provocar 0 a perda do controle apoptotico, podendo ainda

levar a formacao de mais de um MN por célula (STICH; ROSIN, 1983).
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A contagem de MN subestima metodologicamente a sua ocorréncia real.
Isto acontece porque, durante o processo de divisdo celular, o fragmento cromossémico
ou cromossomo inteiro perdido do nucleo pode: a) ser reincorporado a um dos dois
nacleos filhos, b) ir para fora do citoplasma de ambas células filhas, ou c) ficar no
citoplasma de uma das células filha na forma de microndcleo. Nos dois primeiros casos,
nao se observa perda do material cromossomico. (RAMIREZ; SALDANHA, 2002)

A frequéncia de MN esté correlacionada diretamente com a probabilidade
da ocorréncia de alteragbes do DNA celular, sendo a alteragdo nuclear mais
correlacionada com o processo de carcinigénese (ROBERTS, 1997). Embora n&o indique
necessariamente a existéncia de uma pré-neoplasica (RAMIRES; SALDANHA, 2002).

A aplicacbes de comparacbes de frequéncia de MN entre diferentes
populacées encontram discrepancia na literatura (TABELA 6). J& que se torna dificil
compatibilizar as diferencas metodolégicas entre os inUmeros laboratérios (ADHVARYU;
DAVE; TRIVEDO, 1991), sugere-se que produzam controles citogeneticamente mais
padronizados nas investigacdes a fim de ndo somente diminuir os erros aleatérios, isto é,
a variabilidade entre os observadores, como também eliminar os erros sistematicos

decorrentes da andlise microscopica (GAREWAL et al, 1993).
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Tabela 6 - Frequéncia de MN utilizadas como referéncias controles em diferentes investigacbes de

mutagenicidade descritas na literatura

Populagéo idade Nede N°células Frequéncia de
controle de (média ou sexo individuos anallngas MN por 1000 Autor
intervalo) por individuo células
fumantes e 20->50 15 minimo de 500 3.20 Stich e Rosin, 1983
alcodlicos
mascadores de 34 minimo de 500 4,00 Stich; Stich e Rosin., 1985
fumo com betel
Mascadores de 32,70 M/F 15 Minimo de 1000 1,93 Adhvaryu; Dave e Trivedi, 1991
noz de areca
pacientes com 37,68 MIF 25 ;03000 3,80 Sarto et al., 1987
carcinomas
orais
trabalhadores de 33,00 M 19 3000 0,47 Diaz; Fonseca e Fernandez, 1990
industria de
tintas
usuarios de rapé 61,40 F 15 conversao para 1,58 Tolbert; Shy e Allen, 1991
1000
mascadores de 14 minimo de 500 5,00 Stich; Stich e Rosin, 1985
noz de betel
mascadores de 17-42 b MIF 29 1000 1,75 Kayal et al., 1993
qualquer fumo e
alcodlicos
mascadores de 15-45° MIF 10 1000 1,83 Kayal et al., 1993
qualquer fumo e
alcodlicos
mascadores de 20-254 F 13 1000 1,00 Kayal et al., 1993
qualquer fumo e
alcodlicos
mascadores de 20-25¢ MIF 15 1000 1,90 Kayal et al., 1993
qualquer fumo e
alcodlicos
enfermeiros 34,60 MIF 25 1000 0,17 Machado-Santelli
expostos & et al., 1994
drogas
neoplasicas
individuos 30-42 F 5 de 2500 a 5600 1,62 Titenko-Holland
saudaveis' et al., 1994
trabalhadores 47 ;27 M 15 1500 2,18 Surrallés et al., 1997
expostos ao
benzeno
usuarios de rapé 19 1,348 1,80 Roberts, 1997

Nota: ‘ grupo controle néo utilizado em comparagdo com populagéo exposta; b.c.d regides da india; « testes ndo paramétricos.

O teste do micronucleo pode ser instrumento de triagem diagnostica

para prevengdo e conduta clinicas em individuos sob risco carcinogénico tais como 0s

expostos a agentes biotoxicos ambientais. Por ser uma técnica simples, préatica, ndo

invasiva e de baixo custo permite, com facilidade, o monitoramento individual de
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pacientes com carcinomas orais, sua evolucao clinica, recidivas, surgimento de novas
neoplasias, lesGes leucoplasicas bem como alteracbes tdpicas causadas por
biopoluentes mutagénicos, através do controle intra-individual de diferentes tecidos e

inter-individual de populagdes. (RAMIREZ et al., 1999).



7 CONCLUSOES

Por meio dos resultados provenientes da metodologia empregada neste
estudo, podemos concluir que:
1- A comparacédo da frequéncia de micronucleos nas regides de mucosa
jugal indica que o trauma mecanico, assim como a acgao conjunta do
fumo e A&lcool, podem contribuir estatisticamente para o0
desenvolvimento de Micronucleos;
2 - A utilizacdo de colutérios bucais, em curto prazo, ndo foi capaz de

causar aumento na freqiéncia de Micronucleos.
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Eu, ,RG , abaixo qualificado,

DECLARO para fins de participacdo em pesquisa, na condi¢do de que fui devidamente esclarecido

da minha participacdo no do Projeto de Pesquisa intitulado Avaliacdo de Micronucleos em

Células Epiteliais Bucais desenvolvido pelo Cirurgido Dentista especialista em periodontia

Ricardo Kern do Curso de Mestrado em Odontologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa

quanto aos seguintes aspectos:

a)

b)

d)

Esta pesquisa se trata de uma pesquisa clinica na qual farei parte como paciente, ciente dos
meus compromissos de seguir as orientacGes e cuidados a mim passados.

Seré realizado um breve exame clinico para que se possa efetuar a marcacgdes sobre o indice
de placa bacteriana e a coleta de células da mucosa bucal. O procedimento de coleta das
células epiteliais da mucosa da bochecha é procedimento indolor, ndo invasivo e rapido
realizado com uma leve friccdo com uma escova de cerdas macias apropriada.

O Pesquisador ird me fornecer os produtos de bochecho necessarios gratuitamente.
Disponibilizando seus telefones para que eu possa entrar em contato para relatar qualquer
davida ou desconforto.

Serd realizada documentacdo sobre o consumo do total de alcool ingerido durante cada
periodo da pesquisa, sendo ainda, que o0 pesquisador se compromete sobre o sigilo absoluto
sobre os dados referentes a cada participante.

Possuo a liberdade de me recusar a participar ou retirar meu consentimento, em qualquer

fase do estudo, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.
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DECLARO, outrossim, que ap0s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o

que me foi explicado, consinto voluntariamente em participar desta pesquisa.

Assinatura do Declarante



ANEXO A - Questionario de consumo de bebidas alcodlicas
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Qual é 0 seu consumo?

E importante saber o que seria uma unidade de &lcool em cada dose que vocé consome,
porque o que pode ser uma dose para vocé pode ndo ser uma dose efetivamente. Abaixo encontra-

se uma tabela sobre o que seria considerada uma unidade de alcool em diferentes tipos de drinks:

e 1 copo de cerveja ou chopp

e 1/2 dose de pinga, whisky ou qualquer tipo de destilados (pinga, vodka, gin, cognhac, etc)
e 1 copo tipico de vinho

o 1 taca de champagnhe

e 1 célice de licor ou vinho do porto

=1 UNIDADE /1 DOSE

Levando em conta o que seria uma unidade de alcool, preencha diariamente a tabela abaixo
durante uma semana, escrevendo o nimero de doses ou unidades de alcool consumidas durante

todo o dia. N&o pense s na noite.

PERIGO: As doses em casa costumam serem mais generosas do que as doses do bar. Mesmo em
alguns bares, o famoso “chorinho” pode significar uma segunda dose. Perceba realmente quantas

doses estdo sendo consumidas em um Unico copo.



Dias da semana

Tipo de bebida

Unidades

Segunda-feira

Terca-feira

Quarta-feira

Quinta-feira

Sexta-feira

Séabado

Domingo

TOTAL SEMANAL




ANEXO B — Questionario de habitos
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Nome:
Email:

Tipo de Habitos
Faz uso de bebidas alcodlicas? ( ) sim () ndo Jafez? ( )sim () ndo
Inicio do consumo: anos Término do consumo __ anos  Abstinéncia: anos
Tipo de bebido:

Intensidade do consumo: 1 ( ), 2 (), 3 (), 4 ()

Intensidade — 1 para cada dose de destilado ou para cada cerveja ou para cada %2 garrafa de vinho por dia,
mas nao todos os dias. Considera-se ainda, (1) para quem bebe somente nos finais de semana, (2) para quem
bebe moderadamente durante a semana e fins de semana, (3) para quem bebe moderadamente intercalado

com aumento de consumo, como por exemplo em fins de semana, (4) Para quem tem alto consumo todos os

dias.
Fuma? () sim ( ) néo Ja fumou? () sim ( ) ndo
Inicio do tabagismo: anos  Termino do tabagismo: anos Abstinéncia: anos

Tipo de cigarro/fumo

Intensidade do consumo: 1 ( ), 2 (), 3 (), 4 ()
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Intensidade - (1) pouquissima de 1-2 cigarros por dia; (2) menos que 10 cigarros; (3) entre 10-20 cigarros

dia; (4) mais que 20 cigarros — 1 maco por dia.

Toma café: () Sim () Nao
Frequéncia: ( ) s6 pelamanha ( ) 3x ao dia ( ) varias

Medicacdo: ( ) sim ( ) ndo Tipo: Tempo:

Antibidtico nos ultimos 3 meses? ( ) Sim  Qual?

Bochecha com algum colutério especifico? ( ) Sim Qual?

Raios X: ( ) Sim  Quantidade:

Héabito de consumo de chd ou mate? ( ) Sim Freqiéncia:




