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RESUMO

O tabagismo ¢ uma doenca cronica considerada mundialmente como a principal causa de
morte evitavel. A pratica tabagica expde o corpo humano a milhares de compostos nocivos
responsavéis pelo aparecimento de diversas doengas cronicas e neopldsicas. O cancer ¢ uma
doenca multifatorial que estd sempre associada a doenca genética, iniciando com dano ao
DNA. O monitoramento de lesdes celulares tem sido util como forma de identificar e prevenir
o desenvolvimento de processos carcinogénicos. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi
utilizar a técnica de micronticleo e avaliar o seu potencial como biomarcador de
genotoxicidade causada pelo cigarro e outros fatores associados. A metodologia foi realizada
por meio da analise de esfregaco de células da mucosa bucal coradas com azul de metileno e
avaliacdo da presenga de micronucleos, juntamente com aplicagao de questionarios. Os dados
demonstram que houve um aumento no nimero de microntcleos nas células de pessoas
fumantes (p<0,0001), seguida pelos fumantes passivos (p<0,001) e ex-fumantes (p<0,01),
respectivamente, quando comparados com pessoas nao fumantes. Nao foi observada relagao
de aumento de micronucleos com os fatores intrinsecos, como tempo de uso do cigarro, idade,
sexo ou consumo de bebidas alcodlicas. Apds a cessacao do tabaco os danos ao DNA estavam
presentes em menor propor¢do que nos fumantes, mas continuaram aumentados quando
comparados ao grupo ndo fumantes. Assim, pode-se confirmar a eficiéncia do teste de MN
como bioindicador de lesdes em células bucais, reafirmar a relagdo significativa do tabagismo
com a genotoxicidade, além de estar relacionado com o surgimento de diversas enfermidades
cronicas, a toxicidade causada pela fumaga do cigarro em fumantes passivos também foi

comprovada a partir dos resultados.

Palavras-chave: Cancer. Cessagao tabagica. Tabagismo. Genotoxicidade.



ABSTRACT

Smoking is a chronic disease considered worldwide as the leading cause of preventable death.
Tobacco practice exposes the human body to thousands of harmful compounds responsible
for the emergence of several chronic and neoplastic diseases. Cancer is a multifactorial
disease that is always associated with genetic disease, starting with DNA damage. The
monitoring of cellular injuries has been useful as a way to identify and prevent the
development of carcinogenic processes. Thus, the objective of this work was to use the
micronucleus technique and evaluate its potential as a biomarker of genotoxicity caused by
cigarettes and other associated factors. The methodology was carried out through the analysis
of smears of cells from the oral mucosa stained with methylene blue and evaluation of the
presence of micronuclei, together with the application of questionnaires. Our data demonstrate
that there was an increase in the number of micronuclei in the cells of smokers (p<0.0001),
followed by passive smokers (p<0.001) and ex-smokers (p<0.01), respectively, when
compared to non-smoking people. There was no relationship between the increase in
micronuclei and intrinsic factors, such as time of cigarette use, age, sex or consumption of
alcoholic beverages. After smoking cessation, DNA damage was present to a lesser extent
than in smokers, but continued to be increased when compared to the non-smoking group.
Thus, we can confirm the efficiency of the MN test as a bioindicator of lesions in oral cells,
reaffirm the significant relationship between smoking and genotoxicity, in addition to being
related to the emergence of several chronic diseases, the toxicity caused by cigarette smoke in

passive smokers was also proven from the results.

Keywords: Cancer. Tobacco Use Cessation. Tobacco Use Disorder. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os produtos para o fumo sdao produzimos principalmente a partir das folhas da planta
nicotiana tabacum, popularmente conhecida como tabaco, sua comercializagao iniciou-se no
final do século XIX. Durante a década de 60 surgiu os primeiros relatos sobre os efeitos
nocivos do cigarro para a saide humana (DUARTE; OLIVEIRA; SILVA, 2021). Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2022), o tabagismo trata-se de uma condigdo clinica de
carater cronico resultante da dependéncia da nicotina, substancia quimica psicoativa presente
em produtos derivados do tabaco. Atualmente, o habito de fumar ¢ a principal causa de dbitos
evitaveis em escala global (SALES et al., 2019).

Essa pratica expde o corpo humano a mais de sete mil substancias quimicas toxicas
presentes na fumaga. A exposicdo pode ocorrer de modo ativo pelo ato de fumar ou por
pessoas nao fumantes de modo passivo pela inalagdo da fumacga presente no ambiente (AL-
BASHAIREH et al., 2018). Segundo a World Health Organization (WHO, 2021), a epidemia
do tabaco causa mundialmente mais de 8 milhdes de obitos, onde aproximadamente 15% sao
resultados da exposi¢do passiva.

O contato frequente, ativamente ou passivamente, ao tabaco fumado est4 relacionado
com o aparecimento de diversas enfermidades em diferentes sistemas e 6rgdos do corpo
humano (INCA, 2021). “Causa diabetes, debilidade do sistema imunologico, aumento do
risco de tuberculose, problemas de fertilidade, provoca acidentes cerebrovasculares em
pessoas nao fumantes pela exposi¢ao passiva” (HCS, 2014), além de contribuir para o
surgimento de diversos tipos de cancer, como por exemplo, leucemia mieloide aguda, de rim,
de boca, faringe, estobmago, colorretal, bem como cancer de pulmao (INCA, 2021).

O cancer ou neoplasia ¢ caracterizada pela sua rapida criacao de células anormais que
surgem a partir de danos no DNA, elas crescem descontroladamente e invadem tecidos e
orgdos vizinhos, fendmeno conhecido como metastase. Essa enfermidade ¢ a segunda
principal causa de mortalidade no mundo, sendo o tabagismo o principal fator de risco (OMS,
2020).

Os danos a0 DNA das células humanas surgem bem antes dos sinais clinicos das
neoplasias, sendo assim tornando importante a prevengao e o diagnostico precoce (KOKILA
et al., 2021). Os produtos a base de tabaco possuem agentes quimicos que causam efeitos
genotoxicos para o ser humano que entra em contato com a fumaga do mesmo, esses efeitos
podem ser avaliados utilizando células epiteliais esfoliadas da mucosa oral (NEZHAD;

NEDERI; SEMYARI, 2020).



12

As células bucais sao alvos de pesquisa por serem consideradas um local preferencial
para ocorrer os eventos genotdxicos. A contagem de Micronucleo (MN) ¢ bastante utilizada
principalmente no rastreamento do cancer bucal (UPADHYAY et al., 2019). Os MN sao
elementos genéticos resultantes de cromossomos integros ou da quebra cromossomica. Estes
elementos nao sao transmitidos as células filhas durante a divisao celular (DIETZ et al., 2000;
UPADHYAY et al., 2019).

O teste de MN ¢ uma técnica simples avaliativa dos efeitos genotoxicos, ndo invasiva
e confiavel, rastreia alteragdes cromossOmicas bem antes dos sinais clinicos ou histologicos
de cancer ser evidente (SINGAM et al., 2019). Segundo Ferigolo e Sagrillo (2013), a
presenga de MN em células esfoliadas pode determinar o grau de lesdes provocadas por um
agente genotdxico ao genoma, servindo como potencial indicador do desenvolvimento de
neoplasias malignas.

Nesse sentido, o presente estudo julga-se necessaria a busca por métodos eficazes de
deteccdo de possiveis processos carcinogénicos associados ao tabagismo que possam ser
utilizados como meio de rastreamento. Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar o
potencial do teste de MN como biomarcador para identificar a genotoxicidade em células
epiteliais esfoliadas bucais de tabagistas ativos e passivos expostos a produtos fumados,
identificar a relacdo da cessacdo da exposi¢do ao tabaco com a diminuicdo de danos ao
genoma por meio da pontuacdo de MN dos ex-fumantes, bem como verificar se os danos

estdo associados a outros fatores intrinsecos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a eficiéncia do teste de Micronticleo como um indicador de genotoxicidade

em células epiteliais esfoliadas bucais dos tabagistas e ex-fumantes.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a aplicabilidade do teste de microniicleo como biomarcador de danos
genéticos em células epiteliais da mucosa bucal corada com azul de metileno,

e verificar o efeito genotoxico do cigarro em fumantes ativos e passivos usando a
contagem de microntcleos em células epiteliais da mucosa bucal,

e identificar a influéncia do alcool, idade e género entre os fumantes ativos do cigarro, e

e determinar se a pratica de cessacdo tabagica causa redug¢do na contagem de MN no

grupo de ex-fumantes.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Tabagismo ativo e passivo

O tabagismo classifica-se como sendo uma doenca cronica causada pela dependéncia
da nicotina, substancia psicoativa presente nos produtos a base de tabaco, podendo ser
responsavel por transtornos mentais e comportamentais, além de induzir outras enfermidades
e neoplasias. No mundo, o nimero de Obitos por ano decorrente do habito de fumar
ultrapassa 8 milhdes (WHO, 2021). O Brasil registra, por ano, aproximadamente 162 mil
obitos decorrente do uso do tabaco causando mais de R$ 125 bilhdes de gastos aos cofres
publicos (BRASIL, 2021).

Os produtos oriundos das folhas da planta nicotiana tabacum (DUARTE; OLIVEIRA;
SILVA, 2021) s3o vendidos principalmente para adolescentes e grupos vulneraveis. A
acessibilidade, preco baixo e facilidade na compra desses produtos faz com que cada vez mais
jovens consumam o tabaco (DROPE et al, 2018; OLIVEIRA, 2018). A mercadoria varia suas
formas de uso, dentre eles existem: o fumado/inalado, exemplos: cigarro, cachimbo e charuto,
mais comum no Brasil; o aspirado; mascado e absorvido pela mucosa oral. Todas as formas
de producao dessas drogas englobam, além da nicotina, milhares de substancias toxicas

(INCA, 2020).

3.1.1 Tabagismo passivo

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2022a), o tabagismo passivo “¢ a
inalacdao da fumaca de derivados do tabaco por individuos ndo fumantes que convivem com
fumantes em ambientes fechados”. O nimero de mortalidade e morbidade ¢ altissimo dentro
dos paises. No mundo, os grupos socioecondmicos mais baixos ¢ mulheres nao fumantes sao
os mais afetados a exposi¢do passiva. Em 2016 o niimero de mortes estimado foi de 884.000,
onde aproximadamente 64,8% eram do sexo feminino (DROPE et al, 2018).

A fumaca inalada pelo fumante passivo ha em média 3x mais nicotina e 50 vezes mais
substancias cancerigenas em relacao a fumacga que o fumante inala (BRASIL, 2020). Além da
nicotina, a fumaca contém duas substincias toxicas principais: o alcatrdo e o monoxido de
carbono (CO). O alcatrdo presente na fumaca induz insuficiéncia respiratdria e neoplasias. O
CO dificulta 0 bombeamento de sangue com oxigénio para o cérebro e outras partes do corpo.

(SARMENTO et al., 2019).
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3.2 Nicotina

A fumaga do cigarro contém milhares de substancias quimicas. Contudo, a nicotina ¢ a
principal droga responsavel pela dependéncia quimica dos produtos a base de tabaco, além de
varios outros danos a satide do ser humano. A nicotina ¢ um alcaloide organico encontrado
nas folhas das plantas do género Nicotiana numa concentragdo aproximadamente entre 2% e
8% (SARMENTO et al., 2019).

Rosemberg (2003) aponta os principais riscos a saude causadas pela nicotina. Os
riscos diretos incluem a hipertensao, aterosclerose, espessamentos da parede das artérias e sua
obliteracdo, impoténcia, doengas coronarias, angina do peito, infarto do miocardio e acidentes
vasculares cerebrais. Os riscos indiretos estao relacionados com a participagdo em processos
oncogénicos, reducao dos estrogenos e da fertilidade em mulheres, na gestagdo pode afetar

diretamente o feto podendo causar morte subita infantil.

3.2.1 Dependéncias quimica a nicotina

A dependéncia ¢ o efeito mais grave causado pela nicotina, substancia psicoativa
estimulante do sistema nervoso central. Essa dependéncia fisico-quimica e comportamental se
inicia a partir da chegado ao cérebro, ativando o sistema de recompensa dopaminérgico e
aumentando a concentragdo de dopamina, processo semelhante ao que acontece no organismo
com a utilizagdo do etanol, heroina e cocaina (OLIVEIRA, 2018). A dopamina ¢ um
neurotransmissor responsavel pela sensacdo de prazer, satisfagdo, melhora da atengdo,
aprendizado e memoria, fazendo com que o fumante se torne dependente da substidncia em

questdo (SARMENTO et al., 2019).

3.2.2 Alcool e nicotina

O fumo associado com as bebidas alcoolicas reforcam os efeitos nocivos ao fumante.
A nicotina ¢ metabolizada principalmente no figado e excretada pelos rins por filtragao
glomerular e secrecdo tubular. A velocidade da excrecdo depende do pH em que a urina se
encontra. A alcalinada permite altas concentragdes da nicotina por mais tempo na corrente
sanguinea, o contrario acontece em casos de acidificagdo. O alcool diminui o pH da urina,
consequentemente diminui a concentracdo de nicotina no sangue, obrigando o fumante

diminuir os intervalos entre os cigarros fumados (ROSEMBERG, 2003).
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3.3 Cessacio do tabagismo

Uma alternativa para reducdo da mortalidade e adoecimento da populagdo causada
pelo tabaco ¢ prevenir o inicio da pratica tabagista e aumentar a cessagao do tabagismo
(TRAN et al., 2019). A cessagdo ¢ a melhor estratégia para o controle do tabaco. No Brasil, o
sistema Unico de saude (SUS) oferece tratamento desde 2001, métodos seguros e com eficacia
comprovada. No ano de 2018, 163.995 pacientes foram at¢ o SUS em busca de ajuda para
cessar o fumo. No ano seguinte houve um aumento de 46.946 pacientes. Contudo, no ano de
2020 houve um declinio no numero de pessoas atendidas. Esse declinio € justificado pelo
inicio da pandemia decorrente do virus SARS-CoV-2 (Covid-19), consequentemente o
isolamento social (INCA, 2022b).

As intervengdes governamentais participam diretamente no controle do tabaco e na
cessacdo tabagista. O Brasil estd entre os primeiros paises a alcangar os melhores
desempenhos nas estratégias aconselhadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). De
2006 até 2018 houve uma reducao de 40% nos niimeros de fumantes ativos (BRASIL, 2019).
Dentre as acoes estabelecidas estdo a proibicao da publicidade do tabaco; proibi¢ao do ato de
fumar em locais fechados, publicos e abertos; fiscalizacdo da venda desses produtos para
adolescentes menor de idade; aumento nos valores dos produtos derivados do tabaco, além da
obrigatoriedade de rotulos apontando os riscos a saude causado pelo tabagismo
(DOMINGUEZ, 2018).

Os beneficios da interrup¢ao do héabito de fumar sdo praticamente imediatos e
benéficos a satide em todas as idades, contudo, quando a cessacdo acontece antes dos 40 anos,
em média, o risco de mortalidade nos ex-fumantes por doencas relacionadas do tabaco
diminui em 90% (DROPE et al, 2018).

A cessac¢do da nicotina ndo ¢ uma pratica simples, requer forca de vontade por parte do
fumante, tendo em vista que a auséncia da nicotina no organismo do dependente causa a
sindrome de abstinéncia. Essa sindrome ¢ responsavel por diversos sintomas indesejaveis: mal
humor, insonia, irritabilidade, bradicardia, ganho de peso e entre outros (SARMENTO et al.,
2019).

Existem algumas estratégias para auxiliar a cessar o tabagismo. Dentre as alternativas
farmacoldgicas, com comprovagao cientifica, ¢ utilizada a reposi¢do de nicotina e bupropiona
com acompanhamento médico. Meios alternativos funcionaram com alguns pacientes, como
por exemplo acupuntura, exercicio, hipnose e agonista de opioides, porém nao ha

reconhecimento cientifico da sua eficacia (OLIVEIRA, 2018).
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3.4 Riscos a saude

No mundo, o tabagismo ¢ responsavel por uma taxa elevada de mortalidade e
morbidade, além de agravar doencas ja existentes. No Brasil, o nimero de obtidos ultrapassa
160 mil por ano (INCA, 2021). Esses valores estatisticos aumentam proporcionalmente de
acordo com a quantidade de cigarros fumados, contudo os danos surgem com quantidades
bem pequenas (DROPE et al, 2018).

Cerca de 50 doencas que atinge diferentes sistemas do corpo humano estiao associadas
a exposicdo ao tabaco: as doengas respiratdrias obstrutivas, doengas cardiovasculares, e
inimeras neoplasias sdo as mais frequentes. O cancer de pulmdo de destaca, 90% ¢

consequéncia dos fumantes ativos (OLIVEIRA, 2018; INCA, 2021).

3.4.1 Cancer

A etiologia do cancer ¢ multifatorial, os fatores de risco para o cancer sao diversos e
podem estar associados na progressdo de neoplasias malignas. De modo geral, os fatores
externos sdo aqueles relacionados a exposi¢dao aos carcinogénicos e habito de vida, os mais
relevantes sdo: o tabagismo; alcoolismo; ma alimentagdo; obesidade, exposicdo solar
excessiva e exposicao as radiagcdes. Os fatores internos sdao independentes do individuo, como
por exemplo o género, hereditariedade e o envelhecimento (SAO LUIZ, 2022).

O processo de carcinogénese inicia-se quando as células normais sofrem mutacdes
genéticas, ou seja, alteracdo no DNA dos genes. As células defeituosas se multiplicam rapido
e descontroladamente, passando a substituir as células normais por células cancerosas, que
por sua vez, possui a capacidade de invadir tecidos e 6rgdos vizinhos fendmeno conhecido
como metastase. Em geral, a carcinogénese acontece lentamente podendo demorar anos até o
surgimento do tumor visivel (BRASIL, 2012).

A detecgao precoce ¢ fundamental para melhor prognoéstico da doenga, um tratamento
mais eficiente, e minimizar os riscos de metastase. Os dois métodos utilizados com esta
finalidade sdo o diagnostico precoce e o rastreamento (BRASIL, 2012). O diagnostico
precoce identifica a doenga através de pessoas sintomaticas. O rastreamento ¢ realizado por
meio de testes na populagdo saudavel e assintomatica. Esses testes devem ser seguros, com

baixo custo, sensibilidade e especificidade comprovada (INCA, 2021a).
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3.5 Teste de Micronucleo (MN) como biomarcador de lesdoes ao DNA

As substancias toxicas presente no cigarro sao indutores de mutagdes nas células
humanas, resultando em alteragdes no gene do DNA (SINGAM, 2019). As células esfoliadas
da mucosa oral sdo de primeira escolha para investigagdo genotoxica em fumantes por ser o
primeiro local sujeito a exposi¢ao aos carcindogenos do tabaco, seja por inalacdo ou ingestdo
(SOUZA et al., 2014)

Segundo Souza e colaboradores (2014), o teste de MN ¢ um biomarcador bastante
utilizado no rastreamento de enfermidades relacionadas ao tabaco devido sua eficacia, teste
ndo invasivo, com acessibilidade e baixo custo. A presenca de MN ¢ observada em células

epiteliais (Figura 1), principalmente bucais, esofagica e bronquica.

Figura 1- Célula epitelial escamosa com presenca de microniicleo

Legenda: célula epitelial escamosa da mucosa bucal corada com azul de metileno, aumento de 400x.
Fonte: arquivos da pesquisa, 2022.

Os MN sao elementos genéticos resultantes de cromossomos inteiros ou da quebra
cromossomica durante a divisao celular. Sua forma geralmente ¢ oval ou redonda, o tamanho
¢ aproximadamente 1/3 do nucleo principal, sua coloracao ¢ geralmente a mesma intensidade
ou mais intensa em relagdo ao nucleo principal. Geralmente aparece um MN isoladamente,

contudo pode surgir dois ou mais MN por célula (JIMENEZ, 2019).
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacao dos voluntarios

Neste estudo foram recrutados aleatoriamente 80 voluntarios (sexo masculino e
feminino) residentes das cidades Nova palmeira-PB e Cuité-PB. Todos os participantes
apresentaram idade igual ou superior a 18 anos. Para confirmar o consentimento de
participacdo na pesquisa, os voluntdrios assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Incialmente, os voluntarios que aceitaram participar da pesquisa
responderam a um questionario com perguntas para os resultados: idade, sexo, tempo de uso
do cigarro/tempo de cessacdo, consumo de bebidas alcodlicas, bem como as doengas cronicas
existentes entre os participantes para verificar a influéncia de outros fatores com o
aparecimento de MN.

O projeto de pesquisa foi submetido a anélise ética do Comité de Etica em Pesquisa

(CEP) e aprovado sob o numero de parecer 3.854.343 do CEP/HUAC.

4.2 Agrupamento dos voluntarios

Os voluntarios foram divididos e classificados em quatro grupos de acordo com a
relacdo atual com o tabaco: fumantes ativos, ex-fumantes, fumantes passivos e individuos
controle. Alguns critérios foram estabelecidos para selecionar o grupo de cada participante:
Grupo I - fumantes ativos definidos como individuos que fumam pelo menos um cigarro por
dia ha mais de um ano;

Grupo II - ex-fumantes sdo os individuos que estdo a mais de 4 meses sem utilizar nenhum
cigarro;

Grupo III - fumantes passivos sao aqueles que atualmente nao fumam, porém mora com pelo
menos um fumante ativo;

Grupo IV - os participantes controle nunca fumaram produtos a base de tabaco ao longo da

vida.

4.3 Procedimento da técnica de micronucleo (MN)

Realizaram-se duas coletas da mucosa oral para cada voluntario da pesquisa com

auxilio de uma espatula de madeira. A coleta do material foi realizada seguindo as regras de
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biosseguranga, com pesquisador paramentado com EPIs adequados. Posteriormente, realizou-
se o esfregaco em lamina de vidro de microscopia comum. Consecutivamente, as amostras
foram identificadas com o nimero do voluntario ¢ imersas em uma solucdo fixadora de
metanol e acido acético (3:1) por 15 minutos. Apds a fixacao as laminas foram retiradas para
secar em temperatura ambiente e em seguida foram imersas em corante azul de metileno por

10 minutos. Por fim, procederam-se as analises em microscopia Optica comum.

4.4 Analises microscopica e estatistica

As andlises das células foram realizadas em microscopio Optico binocular, em
aumento final de 400x (objetiva de 40x e ocular de 10x). Para analisar a frequéncia do
aparecimento de MN foi realizada uma contagem de 1000 células por ldmina de cada
participante ¢ uma média de duas laminas por voluntario.

Durante as analises, foram consideradas apenas as células ndo fragmentadas e nao
sobrepostas. Os critérios utilizados para a identificacdo dos micronucleos foram os relatados
por Martins; Paz e Brentano (2010, p. 15): 1 — ndo estd conectado ao nucleo principal da
célula; 2 — apresentar a mesma intensidade de coloracao que o nucleo principal; 3 — apresentar
proporc¢ao entre 1/5 e 1/3 do tamanho do ntcleo principal.

Os valores estaticos e graficos foram obtidos a partir do software GraphPad Prism 8§ e

foram considerados significativos quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta pesquisa contou com a participagdo de 80 voluntarios (tabela 1), distribuidos da
seguinte forma: 23 voluntarios no grupo fumantes ativos, 23 pessoas no grupo ex-fumantes,
13 participantes no grupo de fumantes passivos e 21 individuos no grupo controle (individuos
que nunca fumaram). Ap6s analise das respostas contidas nos questionarios, verificou-se que
a idade dos participantes variou entre 18 ¢ 90 anos. Nos quatro grupos da pesquisa, 0 sexo
feminino foi prevalente (57,5%). Dos 23 fumantes ativos, 10 consomem também bebidas
alcoolicas (43,8%).

Em relagdo ao tempo de cessa¢do do cigarro dos ex-fumantes e ao tempo de uso do
tabaco dos fumantes ativos, os resultados variaram entre 4 meses e 35 anos e entre 2 - 81
anos, respectivamente. Cerca de 33% dos participantes apresentam algum tipo de doenca
cronica, sendo a hipertensao e diabetes as mais citadas nos questionarios, desses, mais de 80%
sdo individuos fumantes ativos e ex-fumantes podendo indicar o tabaco como fator de risco

evitavel para doengas cronicas.

Tabela 1 - Avaliacio das caracteristicas gerais dos grupos da pesquisa relacionado a idade, sexo e o
consumo de bebidas alcodlicas

Grupo Quant. Idade Sexo (%) Bebidas alcodlicas
52,2% feminino Sim 43,8%
Fumante ativo 23 20-87anos )
47,8% masculino Nao 56,5%
53,8% feminino Sim 76,9%
Fumante passivo 13 20-44anos )
46,2% masculino Nao 23,1%
60,9% feminino Sim 26,1%
Ex-fumante 23 28-90anos )
39,1% masculino Nao 73,9%
C : . 18270 61,9% feminino Sim 33,3%
ontrole -70anos
38,1% masculino Nao 66,7%
Total 20 e 57,5% feminino Sim 41,25%
ota -90anos
42,5% masculino Nao 58,75%

Fonte: Dados da pesquisa, 2022

Os MN encontrados nas células epiteliais esfoliadas (figura 2) sdo alteragdes
cromossomicas ou anormalidades decorrentes do processo de mitose na divisdo celular. O

aparecimento de MN em pessoas sauddveis acontece devido a exposi¢ao a diversos poluentes
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presentes no ambiente, a radiagdes, habito de vida, alimentagdo e entre outros fatores que sdo
responsaveis pela quebra cromossomica (JIMENEZ, 2019). Normalmente, a média de células
com MN ¢ de 0 a 0,9%, a frequéncia de MN ¢ sugestiva de lesdo celular (NEZHAD;
NEDERI; SEMYARI, 2020).

Figura 2 - Células da mucosa bucal com um MN ou mais de um MN

Legenda: imagens de microscopia Optica comum de esfregaco de células esfoliadas da mucosa oral, coradas com
azul de metileno, em aumento final de 400x. As setas indicam a presenca de micronucleos. A: células contendo
apenas um MN. B: células contendo mais de um MN.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

As alteragdes no DNA foram avaliadas entre os grupos por meio da contagem de MN
nas células dos diferentes grupos. Foi observado o aparecimento de MN em todos os grupos
da pesquisa, sendo em maior quantidade nos fumantes ativos (20,63 + 9,63), P < 0,0001, em
seguida dos fumantes passivos (12,96 + 5,46), P<0,001, e ex-fumantes (8,11 = 5,10), P <0,
01, respectivamente. Todos os grupos apresentaram diferenca significativa (P< 0,05) quando
comparados ao grupo controle (4,17 + 2,08) (Figura 3). Esses resultados indicam que a

exposic¢do ao cigarro, passivamente ou ativamente, promove um aumento dos danos ao DNA.
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Apb6s a cessacdo tabagica, houve uma reducdo significativa da presenca de
microntcleos (p < 0,001) nas células da mucosa bucal quando comparadas aos fumantes
ativos (figura 3), sugerindo que isto pode ter ocorrido provavelmente devido a acdo das

enzimas de reparo e renovacao das células epiteliais.

Figura 3 - Avaliacio da presenca de micronucleos entre os voluntarios fumantes, nio fumantes e ex-

fumantes
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Legenda: Os dados sdo expressos como média + desvio padrao. As pontuagdes de MN foram obtidas a partir da
contagem de 1000 células por lamina e uma média de duas ldminas por voluntario, em um total de 80
participantes. Valores analisados por ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni.

*=p<0,05; ** = p< 0,01; ***=p<0,001; ****= p<0,0001, diferenca significativa em relagdo ao grupo controle.
a=p<0,001 em relagdo ao grupo fumante ativo.

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Locken-Castilla et al., (2019) concluiu que por meio da cessagdo tabagica ¢ possivel o
dano ao DNA ser reversivel e reduzir a mortalidade por todas as causas em até 30%. Outros
estudos obtiveram resultados semelhantes, cujos numeros de microntcleo variaram de acordo
com o grupo de exposi¢cdo ao tabaco, indicando que quanto maior o contato com as
substancias genotoxica, maior os danos celulares. Fato que indica a confiabilidade do teste de
MN para avaliar os danos causados pelo tabagismo na mucosa oral (FARHADI;

MOHAMADI; MEDHI, 2017; UPADHYAY et al., 2019).

No grupo constituido por fumantes ativos, apos avaliacdo do tempo de uso do
cigarro, ndo foi identificada diferenga estatistica no nimero de microntcleos, comparados ao
tempo de exposicao em anos (p > 0,05). Com base nesse achado, pode-se afirmar que o dano
celular acontece mesmo com pouco tempo de uso do tabaco. Em relagdo a cessagdo tabagica,

nao houve diferenga estatisticamente significativa na genotoxicidade de acordo com o tempo



32

de inibi¢do do uso do cigarro (p > 0,05) (figura 4). Em contrapartida, Souza e colaboradores
(2014), obtiveram resultados divergentes dos resultados desta pesquisa, apresentaram um
aumento na contagem de MN nas células dos fumantes com tempo de uso do cigarro superior
a 10 anos, fumantes com tempo de uso inferior a 10 anos nao foram significativamente
diferentes em relagcdo ao grupo controle, os ex-fumantes foi o grupo que mais apresentou MN

em suas células.

Figura 4 - Gréfico de avaliacio da presenca de micronicleos de acordo com o tempo de exposicido ao
cigarro (A) e o tempo de cessacio tabagica (B)
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Legenda: Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da contagem de duas laminas por voluntario. Os
graficos do tempo de uso do cigarro e o tempo de cessagdo tabagica foram realizados com a contagem de MN
dos fumantes ativos e ex-fumantes respectivamente.

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Nesse estudo foram avaliados os aspectos intrinsecos como idade e género para
observar se ha um aumento de lesdo celular a partir do envelhecimento humano e se o sexo do
individuo influencia no aparecimento de MN. Os voluntarios fumantes com menos de 40 anos
quando comparado com os fumantes acima de 40 anos, ndo apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05). Assim como o género também nao influenciou na contagem de MN

(p > 0,05). Outros estudos apresentaram resultados semelhantes em que o género ¢ a idade

ndo foram parametros significativos (UPADHYAY et al., 2019; SANTOS et al., 2021).
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Figura 5 - Gréfico de avaliacio da influéncia da idade (A) e género (B) na quantidade de microntcleos em
células da mucosa bucal dos voluntarios fumantes
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Legenda: Os dados sdo expressos como média + desvio padrao da contagem de 1000 células em duas laminas
por voluntario.
Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

O estilo de vida, como fumar e consumir bebidas alcodlicas, estdo dentre os principais
fatores responsavel para desenvolver lesdes na cavidade oral por meio de danos no DNA
celular, podendo aumentar seu risco quando consumidos ao mesmo tempo (JIMENEZ, 2019).
Nesse estudo, a associagdo do alcool e tabaco apresentaram diferenca no nimero de MN em

relagcdo aos voluntarios que fuma e ndo bebe (figura 6), porém nao foi significativa (P > 0,05).

Figura 6 - Gréfico de avaliacio da presenca de micronicleos relacionado ao habito de fumar ou fumar e
fazer uso de bebida alcoédlica
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Legenda: Os dados sdo expressos como média + desvio padrao da contagem de 1000 células em duas laminas
por voluntario. Os dados foram analisados pelo teste-t de Student.
Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
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Contudo, Maciel e colaboradores (2019), mostraram que o uso associado das duas
substancias potencializou o aumento de MN. Outro estudo também mostra que os individuos
que fumam e bebem, consomem mais cigarros diariamente quando comparados com os

fumantes que ndo consomem alcool (SANTOS et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

A técnica de micronucleo demonstrou ser um eficiente avaliador de genotoxicidade
para células da mucosa bucal. E possivel afirmar, de acordo com os resultados obtidos, que a
exposi¢do ao cigarro, passivamente ou ativamente, causa lesdes no DNA das células, o que
pode favorecer o desenvolvimento de doengas cronicas como o cancer.

O uso prolongado do cigarro pode causa danos irreversiveis a saude do usudrio,
contudo apos a cessagao do tabaco houve uma reducdo significativa dos danos ao DNA.
Contudo, ndo foi identificado relagdo do aparecimento de MN com a idade e o género.

Novos estudos utilizando outras técnicas podem corroborar a presente pesquisa a fim
de reafirmar a necessidade da cessacdo da pratica tabagica, para prevengao de doengas
neoplésicas relacionadas, levando em consideracdo que o tabagismo continua sendo uma das

principais causas de morte evitaveis no mundo.
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