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Diniz PA. Andlise da frequéncia de micronucleos frente a utilizagdo de
colutérios bucais [dissertagcdo]. Sdo José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2011.

RESUMO

O estudo avaliou a frequiéncia de micronucleos em amostras citoldgicas apoés
a utilizacdo diaria de colutérios bucais. Os MN se originam a partir de
fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros que se atrasam na
anafase durante a divisdo celular podendo ocorrer devido a exposigcao
excessiva a agentes nocivos, defeitos na mitose e/ou processo de reparagao
do DNA. 45 individuos, com idades variando entre 17 a 42 anos e instituidos
como critério de exclusao: ingestdo de bebida alcodlica, fumantes; doenca
periodontal; doengas sistémicas que possam interferir na integridade da
mucosa jugal; individuos com histérico médico ou farmacologico que afetem
o desempenho do estudo, histérico familiar de neoplasias malignas. A
amostra foi dividida em 02 grupos experimentais e 01 grupo controle; estes
realizardo enxague bucal com: agua destilada (controle), Colgate Plax® sem
alcool e Listerine® (por 03 semanas foi realizada a coleta citolégica na
mucosa jugal e porcdo mediana da borda de lingua. O material coletado foi
corado por coloragao especifica de Feulgen/Fast Green. A analise de 3000
células/individuo foi realizada por microscopia 6ptica e a estatistica utilizou
os testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para freqiéncia de MN e células
micronucleadas. A frequéncia média de micronucleos na mucosa jugal foi
para o grupo Listerine de 1,31+1,25 e de 1,02+0,96, para o grupo Plax,
demonstrando ligeira elevagdo em comparagdo com o grupo Controle (0,95 +
0,76); seguindo a mesma elevagao em relagdo as células micronucleadas,
para o grupo Listerine (1,26%1,21), grupo Plax (0,91 + 0,79) e (0,82 £ 0,61) o
grupo Controle. No sitio lingua, o grupo Plax 1,28 +1,42, apresentou sensivel
diferenga em comparagao aos outros grupos Listerine 1,11 + 1,25 e Controle
0,95 £ 0,73; o mesmo também foi observado na analise de células
micronucleadas: Plax foi de 1,17 £ 1,28, 1,00 + 1,12 para o grupo Listerine e
0,88 + 0,64 para o grupo Controle. Os resultados demonstram ligeira
elevagao da freqiéncia de MN, em relagdo aos grupos experimentais quando
comparados ao grupo controle, porém esta diferenca foi estatisticamente nao
significativa. Os resultados sugerem que os enxaguatérios bucais testados



ndo séo indutores de alteragbes genotoxicas, ndo alterando dessa maneira a
frequéncia MN.

Palavras-chave: Antissépticos bucais. Testes para micronucleos. Alcool.
Mucosa Oral. Cancer Oral.



Diniz, PA. Mouthwash: Evaluation of the frequency of micronuclei
[dissertation]. School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

This study evaluated the frequency of micronuclei in cytological samples after
daily use of oral mouthwash. The MN originates from chromosome fragments
or whole chromosomes that lag behind at anaphase during cell division. This
damage can occur due to excessive exposure to harmful agents, defects in
mitosis and / or DNA repair process. A sample of 45 individuals ranging from
17 to 42 years and established as a criterion for exclusion of alcohol intake
greater than 01 alcoholic drinks weekly dose smoking, presence of
periodontal disease, systemic diseases that may interfere with the integrity of
oral mucosa, individuals with medical or pharmacological history that affects
the performance of the study and individuals with a family history of
malignancies. These individuals were divided into two experimental groups
and one control group: distilled water (control), Colgate Plax Alcohol Free®
and Listerine ® (for a period of 03 weeks). Once a week we performed the
cytologic collection from left side of the buccal mucosal, and the middle
portion of the edge of the tongue on the left. The collected material was
stained with specific staining Feulgen/Fast Green. An analysis of 3000 cells /
individuals was performed by optical microscopy and statistical tests used the
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney test for frequency of MN and
micronucleated cells. The average frequency of total micronuclei in the
mucosa was, to the Listerine (1,31+£1,25) and for the Colgate it was 1,02 +
0,96, showing a slight increase compared with the control group which had
indices of 0,95 + 0,76. Following the same elevation, a small increase was
observed on the micronucleated cells for the Listerine group the mean was
1,26 £ 1,21, it was 0,91 + 0.79 to the Colgate and 0,82 + 0,61 to the control
group. When we performed the assessment of the tongue site, the Colgate
(1,28+1,42) showed significant difference compared to the other groups:
Listerine (1,11 £1,28) and Control (0,95+0,73). The same result was also
observed in the analysis of micronucleated cells than for Colgate (1,17+1,28)
for the Listerine (1,00+1,11) and for control (0,8810,64). The results showed
that there was a slight increase in the frequency of MN, for the two
experimental groups when compared to the control group, but this difference



was not statistically significant. The results suggest that tested mouthwashes
do not induce genotoxic alterations, consequently they do not have influence
in the MN frequency.

Keywords: Mouthwash. Micronucleus Test. Alcohol. Oral Mucosa, Oral
Cancer.



1 INTRODUCAO

A Odontologia esta voltada para a prevencédo das doengas
bucais e, sendo assim, o cirurgido dentista deve estar capacitado para atuar
junto ao paciente dentro de um contexto amplo, proporcionando-lhes
condi¢oes odontoldgicas favoraveis e de saude para um bom relacionamento
familiar e social (Albuquerque et al., 2004). Inserido neste contexto a placa
bacteriana torna-se um facilitador das caries e das doengas periodontais e
tem sido amplamente considerada o principal fator etioléogico dessas
doencas.

O controle da placa é basico para a pratica odontoldgica,
sem ele, a higiene bucal ndo pode ser alcangada nem preservada, e nem 0s
resultados da terapéutica odontolégica assegurados (Gebran, Gebert, 2002).

A qualidade da higiene bucal realizada pelo individuo
assume caracteristica fundamental. A remogao mecanica da placa, mediante
escovagao adequada associada ao fio dental ainda é considerada o principal,
mais efetivo, acessivel e difundido meio de prevencado das doengas bucais
(Chiapinotto et al., 1998).Concomitantemente o controle quimico da placa
bacteriana, por meio dos enxaguatorios bucais, constitui um método eficaz
no auxilio do controle mecanico, porém sem substitui-lo (Marinho, Araujo,
2007).

Muitos dos colutérios com propriedades antiplaca contém
graus farmacéuticos de alcool, com os propositos de solubilidade,
preservacao e atividade germicida. Os enxaguatoérios que contem alcool

incluem compostos de 6leos essenciais e clorexidina (Ferreira et al., 2008).
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O uso de colutérios orais aumenta o tempo de exposigao da
mucosa oral ao alcool, tem sido demonstrando que enxaguatoérios bucais
com alto teor de alcool produzem lesbes hiperqueratinizadas tanto em
humanos quanto em animais de laboratério (Pelaez et al., 2004), evidéncias
afirmam que o tabagismo e consumo de alcool em excesso aumentam o
risco de desenvolvimento de neoplasias malignas de boca e orofaringe em
humanos (Figueiro-Ruiz et al., 2004., 2003; Marshall et al., 1992; Moreno-
Lépez et al., 2000). Diante dessas afirmagdes, a ocorréncia destes
carcinomas em individuos ndo fumantes e que nao consomem bebidas
alcodlicas, influenciaram muitos pesquisadores a considerarem outros
possiveis fatores de risco em potencial.

Mais recentemente, o uso regular de bochechos contendo
alcool especialmente entre os ndo usuarios de tabaco e alcool, também tem
sido discutido como fator de risco para o cancer bucal.

O teste do micronucleo € considerado um procedimento
rapido, barato, nao-invasivo, que pode ser repetido varias vezes, para a
prevencao e monitoramento de individuos sob risco carcinogénico, como
consumo crénico e abusivo de alcool, tabaco e/ou outras substancias
mutagénicas (Gattas, 2001; Ramirez et al., 1999). Os micronucleos se
originam a partir de fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros
que se atrasam na anafase durante a divisao celular. Este dano pode ocorrer
devido a exposi¢cado excessiva a agentes nocivos, defeitos na mitose e/ou
processo de reparagao do DNA (Holland et al., 2008).

Desta maneira, a deteccdo de micronucleos na citologia
esfoliativa deve ser interpretada como exposigao recente a carcindgenos ou
como erros espontaneos durante a replicagcdo de DNA (Bloching, 2000). Sua

frequéncia elevada na mucosa oral € considerada um indicativo de efeitos
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genotoxicos e esta relacionado ao provavel desenvolvimento de carcinomas
da mucosa oral (Stich, Résin, 1983).

Portanto, a utilizacdo do teste do micronucleo para analisar
as possiveis alteragcdes genotoxicas decorrentes do uso frequente de
enxaguatoérios bucais. Avaliando entdo quantitativamente micronucleos de
individuos usuarios de enxaguatorios bucais, através de citologia esfoliativa,

com a finalidade de verificar tais efeitos genotéxicos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enxaguatorios Bucais

Os primeiros relatos a respeito do uso de enxaguatoérios
bucais surgiram em meados de 1800, consolidando-se através dos tempos,
devido as dificuldades de remocgédo de detritos orais (Asadoorian, 2006).
Ainda que o foco fosse sobre a carie e a sua prevengdo, nos meados de
1960, estudos relacionaram os enxaguatorios antimicrobianos a prevencao
da gengivite e periodontite (Mandel, 1988).

Atualmente reconheceu-se que as praticas mecanicas de
higiene oral podiam ser insuficientes, proporcionando um impulso
determinante para o uso de enxaguatorios. Embasado neste aspecto e
acerca dos conhecimentos sobre os fatores etiologicos das doencas
periodontais a placa dentaria torna-se entdo o fator etioldgico primario de
duas das mais prevalentes doencas bucais: carie dentaria e doenca
periodontal (Page et al., 1998).

Conseguir um controle aceitavel da placa na maioria dos
pacientes ndo € tarefa facil. Nem sempre sdo suficientes os habituais
métodos mecanicos de remocdo, 0s quais requerem tempo, motivacdo e
destreza manual. Neste caso, existem evidéncias cientificas de que os
enxaguatorios bucais podem desempenhar um papel chave e de valor
significativo como coadjuvantes dos métodos mecanicos para prevengao e

tratamento das doencas periodontais. Entretanto, em nenhum caso devem
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substituir os métodos mecéanicos de remog¢ao da placa, e sim, atuar como
auxiliares dos mesmos (Rojas, Santos-Alemany, 2005).

Os enxaguatérios bucais atuam como adjuvante no controle
da placa e das doencas periodontais, agindo de modo a inibir a atividade
bacteriana, sendo benéficos no tratamento e prevencao de diversas doengas
orais ou orofaringeas (Haq et al., 2009).

Além da acdo aguda dos enxaguatérios, Otten et al., 2011
afirmaram que tanto os cremes dentais como o0s enxaguatdrios bucais
antimicrobianos sdo capazes de atuar nos microorganismos do biofilme
dental, permanecendo biodisponivel, quando aderido ao biofilme antigo,
resultando na liberagdo prolongada de sua agao antimicrobiana,
demandando excelente importancia clinica, ja que geralmente os pacientes
nao sao capazes de remover completamente o biofilme bucal com a limpeza
mecanica.

A utilizagdo frequente de enxaguatérios bucais vem
tornando-se essencialmente popular nos ultimos anos. Esta solugéo é eficaz
no controle e redugao da placa e das gengivites, seu uso aumentado tendeu-
se devido a razdes sociais e cosméticas (Gurdal et al., 2002).

A utilizagdo de enxaguatorios bucais no Brasil encontra-se
em franca ascensado na higiene oral, complementando o trio: escova, creme
e fio dental. Entre 2002 a 2007 houve um aumento de 190% nas vendas,
representando uma parcela significativa da populagdo, segundo a
Associacao Brasileira de Higiene Pessoal e Cosméticos (ABIHPEC, 2009).

Monfrin e Ribeiro (2000) citaram como principais substancias
antimicrobianas utilizadas nas formulagdes dos enxaguatoérios bucais o0s
fluoretos de soédio, cloreto de cetilperidinio, triclosan, 6leos essenciais,
tirotricina entre outros.

O cloreto de cetilpiridinio, base das formulagées das marcas

comerciais de enxaguatorios Cepacol, Oral B e Colgate Plax € um composto
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monovalente, catidnico, tensoativo pertencente ao grupo dos compostos
quaternarios de amoénia (Mendes et al., 1995). Apresenta maior efetividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, provocando aumento da
permeabilidade celular e rompimento da parede celular bacteriana (Gebran,
Gebert, 2002), clinicamente fornece um beneficio mesmo que pequeno, mas
significativo na reducdo do acumulo de placa e da inflamac&o gengival
(Herrera, 2009). Akande, (2004), em uma analise de caso controle, afirma, da
mesma maneira que os enxaguatoérios derivados de cloreto de cetilpiridineo,
fornecem um aumento significativo na redugdo da microbiota oral, em
comparagado aos enxaguatoérios contendo compostos fendlicos, triclosan ou
Oleos essenciais.

O uso prolongado dessa substancia, porém pode causar
sensacgao de queimacao, descoloragdo dos dentes, ulceragdes recorrentes e
aumento da formagao do calculo (Granjeiro et al., 1993).

A clorexidina por sua vez, € uma bisguanida catibnica,
encontrada principalmente em forma de sais de digluconato de clorexidina.
Possui amplo espectro sobre bactérias gram-positivas, negativas, fungos e
leveduras. Clinicamente apresenta reducéo significativa de placa bacteriana,
pois age afetando a aderéncia microbiana aumentando a permeabilidade
celular por meio do rompimento da bactéria. Apresenta concentragdes
variando de 0,12%, 0,2% e 2%, sendo a clorexidina a 0,12% a mais indicada,
devido a associagao da eficacia contra os microorganismos com a diminuigao
dos efeitos adversos, quando comparadas as solugbes mais concentradas.
(Mendes et al., 1995; Gebran, Gebert, 2002; Souza, Abreu, 2003).

O triclosan por sua vez, € um fenol sintético, ndo ibnico que
apresenta baixa toxicidade ndo provocando desequilibrio na cavidade oral
(Saba-Chujfi, 1998; Gebran, Gebert, 2002). Possui amplo espectro
bacteriano, eficaz contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,

demonstra excelente efetividade contra Mycobacterium, tendo principal
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afinidade com bactérias anaerdbias, assim como esporos e fungos da
espécie Céandida. Sua acgéo ocorre pela lise da membrana citoplasmatica do
microorganismo (Saba-Chuijfi, 1998; Monfrin, Ribeiro, 2000).

A tirotricina (gramicidina 20 a 25% e tirocidina cerca de 60%),
presente no enxaguatorio Malvatricin® (Daudt), € oriunda do Bacillus brevis,
que dependendo de sua concentracdo, pode ter acdo bacteriostatica ou
bactericida, atuando sobre bactérias gram-negativas e possuindo acgao tépica
duradoura (Monfrin, Ribeiro, 2000). O enxaguatério também apresenta
extrato de malva além de outros componentes em sua composicao, existindo
formulagdes sem tirotricina.

O enxaguatério que apresenta o maior histérico de uso é
composto por solugdo hidro-alcodlica dos 6leos essenciais timol, mentol e
eucaliptol. Embora sejam normalmente utilizados como flavorizantes, os
Oleos essenciais podem contribuir com a propriedade antimicrobiana do
produto devido a presenca de compostos fendlicos como seus principais
constituintes, os quais agem principalmente sobre bactérias gram-positivas e
leveduras (Bugno et al., 2006).

Os oleos essenciais sao compostos principalmente por timol,
eucaliptol, mentol e salicilato de metila. Agem lesando a parede celular
bacteriana, inibindo o0s sistemas enzimaticos e diminuindo os
lipopolissacarideos e o conteudo protéico da placa bacteriana (Mendes et al,
1995); possuem um amplo espectro antimicrobiano, afetando bactérias gram-
positivas e gram-negativas e leveduras. A eficacia dos anti-sépticos bucais
advindos dos Oleos essenciais é geralmente atribuida a sua atividade
bactericida, porém, também por interferir na colonizagdo bacteriana da
superficie do dente, além de inibir a agregacao bacteriana de gram-positivos,
retardando a multiplicagdo bacteriana (Fine, 2010). Isto pode levar a uma
reducdo da carga bacteriana, maturacédo lenta da placa e diminuigdo da

massa e patogenicidade da placa bacteriana. Os Oleos essenciais estdo
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envolvidos também na ruptura da parede celular e inibicdo enzimatica (Fine,
2010).

Segundo Sharma et al. (2002) os 6leos essenciais, possuem
efeito antiplaca menor que a clorexidina, porém ao longo de um periodo de 6
meses em igualdade de condigbes, apresentam resultados equiparados em
termos de seus efeitos antigengivite, devido a sua ag&o antiinflamatoria.

No Brasil, segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), 2004, os enxaguatorios bucais séo classificados como produtos
de higiene pessoal e cosmético. As formulagdes que apresentam indicagdes
especificas como antissépticos, antiplaca e de uso infantil sdo classificadas
como produtos de grau 2 e demandam a comprovagao da sua seguranga e

eficacia antimicrobiana.

2.2 Alcool e Carcinogénese

O consumo de alcool € um dos fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer bucal; entretanto, os mecanismos envolvidos no
dano gerado pelo alcool sdo parcialmente compreendidos. Determinadas
concentragdes de alcool causam aumento da permeabilidade da mucosa
bucal, potencializando a penetracdo de carcindgenos. Além disso, é
responsavel por um aumento na proliferagdo epitelial, bem como pela
modificagdo do seu processo de maturagao (Carrard et al., 2008).

O céncer é o resultado de mutagdes no DNA; mutagdes
surgidas espontaneamente e por acdo de varios agentes mutagénicos,

especialmente o tabaco e o alcool. Uma sequéncia de mudangas genéticas
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iniciam eventualmente a perda de controle do crescimento e autonomia das
células (Scully, 2011).

Os mecanismos pelos quais as bebidas alcodlicas exercem
seu efeito cancerigeno ndo sao bem compreendidos e provavelmente
diferem de acordo com os sitios de atuagao. (Boffetta, Hashibe, 2006)

Um aumento da proliferagao celular decorrente do consumo
cronico de alcool (Maier et al., 1994, Homman et al., 1997, Maito et al., 2003;
Carrard et al., 2004), e um aumento da autdlise ou morte celular (Mascres,
Joly,1981; Martinez et al. 2000; Martinez et al.1998; Slomiany et al.1998)
parecem ser processos relacionados a influéncia do consumo de alcool no
processo de renovacado celular. Embora esses resultados paregcam
inicialmente contraditérios, nada impede que o aumento da proliferacéo
celular nas camadas mais profundas do tecido epitelial seja uma resposta
adaptativa ao aumento da morte celular nas camadas mais externas, a fim
de que seja mantida a homeostase (Carrard, 2004). Conclui-se dessa forma
que o aumento da proliferagdo celular estaria atuando de maneira
compensatoria para manter a integridade do tecido epitelial, e poderia
favorecer uma maior ocorréncia de mutagdes e danos cumulativos, levando
ao desenvolvimento do cancer (Carrard, 2008).

E notadamente reconhecido que o alcool é um fator de risco
de grande impacto associado ao cancer oral. O etanol em si ndo é
cancerigeno (Boyle et al, 2003; WHO, 1999), porém o primeiro produto
metabolico, o acetaldeido, tem sido reconhecido como uma substéncia
cancerigena local (Salaspuro, 2003), atuando genotoxicamente sobre as
células (Boffetta, Hashibe, 2006). O acetaldeido (AA) ¢é formado
endogenamente como produto principal da oxidagdo metabdlica do etanol
dependente da enzima alcool desidrogenase (WHO, 1999).

O dlcool pode ser cancerigeno através de varios

mecanismos, a principal via e a mais importante é pela sua oxidagdo em
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acetaldeido pelas enzimas alcool desidrogenase (ADH). O acetaldeido é
entdo degradado em acetato pelo aldeido desidrogenase (ALDH). Variagbes
genéticas nas atividades dessas enzimas (ADH e ALDH) podem influenciar o
resultado da exposi¢ao ao alcool, e sua carcinogenicidade (Scully, 2011).

A mucosa bucal ndo é o local preferencial para degradacéo
do alcool, porém alguma quantidade é absorvida e metabolizada em nivel
tecidual durante a degluticdo (Dong et al., 1996; Maher, 1997); entdo o
acetaldeido é convertido imediatamente em acetato, mas em algumas
situacdes pode haver seu acumulo: consumo continuo de altas doses, bem
como degradacao parcial da ALDH. Segundo Dellarco, 1988, o acetaldeido é
um metabdlito tdéxico capaz de provocar a quebra da dupla fita de DNA e de
formar complexos adutos com diferentes moléculas, principalmente com
proteinas, o que compromete o metabolismo celular.

De acordo com International Agency for Research on Céancer,
(IARC), 1999; em estudos com animais, relataram que a inalagdo de
acetaldeido promoveu o surgimento de tumores no trato respiratério,
particularmente adenocarcinomas e carcinomas de células escamosas na
mucosa nasal de ratos e carcinomas de laringe em hamsters.

Lachenmeier, 2009, através de estudo caso-controle,
investigou os niveis de acetaldeido presentes na saliva apés o uso de
enxaguatoérios bucais, dessa maneira afirmou que os niveis estavam
proximos das concentracbes normalmente encontradas em bebidas
alcodlicas, ressaltando ainda, que esses mesmos niveis sdo compativeis

com a formagao a adutos de DNA e troca das cromatides irmas.



27

2.3 Enxaguatérios Contendo Alcool X Cancer

Os enxaguatoérios bucais nas ultimas décadas, tém sido
utilizados para uma variedade de finalidades, entre as quais a prescricao
terapéutica para tratamentos das doengas gengivais, manutencao da higiene
bucal e no controle da placa bacteriana (Gagari, Kabani, 1995).

A utilizagdo de alcool nos enxaguatorios bucais, além de
suas propriedades anti-sépticas, possui a funcdo de solvente dos principios
ativos, além da funcdo de preservar a composi¢cao e a férmula. (Lorca-
Sarafier et al., 2005; Ciancio et al., 1995).

As concentragdes alcoodlicas dos enxaguatorios podem variar
de acordo com as necessidades de dissolugdo dos principios ativos e dos
agentes aromatizantes. Quando utilizado nos enxaguatérios, o etanol livre é
reduzido, devido ao complexo processo dos componentes fendlicos ativos,
de modo que o verdadeiro nivel de etanol disponivel é inferior ao indicado na
rotulagem dos produtos; esta concentragéo alcodlica varia de 7 a 12% nos
compostos de clorexidina e de 22 a 27% nos com Oleos essenciais;
comparando com as bebidas alcodlicas temos a cerveja variando em seu
teor alcodlico de 5 a 7%, os vinhos 12 a 14% e os vinhos licorosos e
destilados a 25% (Walsh, 2008).

Sabe-se, porém, que o alcool é reconhecido como potencial
agente carcinogénico, através de varios mecanismos, sendo a mais
importante pela oxidagdo do acetaldeido (cancerigeno) por enzimas
(desidrogenases do alcool). O acetaldeido é entdo degradado a acetato pela
aldeido desidrogenase (ALDH). Variagdes genéticas nas atividades dessas
enzimas (ADH e ALDH) podem influenciar o resultado da exposi¢do ao

alcool, e sua carcinogenicidade (Scully, 2011).
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A suposicdo de que a solugdo alcoodlica presente nos
enxaguatérios bucais pudesse ser considerada um fator de risco para o
cancer bucal foi relatado primeiramente por Weaver et al. em 1979.

Weaver et al. (1979), realizaram um estudo de caso controle,
relatando que em 11 individuos ndo fumantes e n&o consumidores de
bebidas alcodlicas, 10 utilizavam enxaguatérios bucais, em doses duplas e
diarias, ha mais de 20 anos, enxaguatdrios estes com teor alcodlico em torno
de 25%. Nessa amostra os enxaguatorios bucais foram considerados fator
de risco para o cancer bucal, porém a afirmacédo nao pdde ser sustentada
quando fumantes e consumidores de bebidas alcodlicas foram incluidos na
amostra, resultando em uma amostra limitada e com dificuldades de
comparabilidade entre os grupos comparados, segundo os proprios autores.

Blot et al. (1983) realizaram um estudo de caso controle; a
amostra era constituida por 206 mulheres diagnosticadas com carcinomas
em boca e orofaringe e 352 controles; estes eram indagados sobre o uso de
enxaguatérios. Concluiram que ndo existia um aumento significativo entre o
risco daqueles que utilizavam colutérios contendo alcool.

Wynder et al. (1983), através de uma investigagédo em nivel
hospitalar, com 571 individuos com carcinomas em boca e orofaringe
(CBOF) e 568 controles, dentre esses 157 mulheres foram ouvidas,
demonstrando uma moderada associacédo (2,8%) entre CBOF e
enxaguatérios bucais, porém ndo houve relagdo dose-resposta quando
relacionado ao tempo de uso em mulheres ndo fumantes e nao
consumidoras de bebidas alcodlicas. Os autores concluiram que devido a
uma possivel confusdo causada por tabagismo e uso de alcool nido foi
possivel estabelecer uma relagdo causal entre enxaguatoérios e cancer de
boca e orofaringe.

Em 1985, Mashberg et al., estudaram o uso de colutérios

com alcool e sua associagcdo com o cancer de boca e orofaringe em uma
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amostra composta por homens etilistas e tabagista. Questionarios foram
aplicados nos quais foram relatados histérica médica, dados demograficos e
utilizagdo de enxaguatérios bucais, avaliando as porcentagens alcodlicas dos
produtos. Os resultados ndo demonstraram diferengas significativas na
frequéncia de uso entre o grupo experimental e grupo controle, relatando
uma propor¢cao de 43% de casos nesta amostra contra 48% no grupo
controle. Afirmando entdo que as diferengas entre estas porcentagens eram
estatisticamente insignificativas, ndo comprovando desta maneira associagao
em CBOF e colutérios com alcool.

Em 1989, Kabat et al., avaliaram através de investigacao
multihospitalar, por meio de entrevistas com 125 mulheres portadoras de
carcinomas orais e orofaringeos e 107 controles, A associagao nao pode ser
encontrada, pois as participantes relataram utilizar colutérios para disfargar o
halito provocado pelo uso de tabaco e bebidas alcodlicas.

Winn et al. (1991) consideraram a possibilidade que a
exposicao prolongada a certos compostos dos colutérios poderiam aumentar
o risco de cancer oral. Realizaram entdo, uma analise através de entrevista
em portadores de carcinomas orais e faringeos e um grupo controle e a
amostra foi pareada por sexo e idade. Os resultados relataram que o uso
regular de enxaguatoérios aumentou em 40% o risco de CBOF entre homens
e 60% entre as mulheres, ap6s um ajuste para tabagismo e bebidas
alcodlicas. O risco foi aumentado em ambos 0s sexos quando se comparou
duragcdo X frequéncia e aumentado de acordo com as concentragdes
alcodlicas dos enxaguatérios, consistente com aumento de risco associado
com consumo de bebidas alcodlicas.

Em 2001 os mesmos autores, conduziram uma analise
semelhante em Porto Rico. Os dados demonstraram que aproximadamente
25% dos casos de neoplasias malignas de boca e orofaringe em homens e

50% dos casos em mulheres ndo foram associados ao uso de cigarro e
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bebidas alcoodlicas. Foi observado um risco aumentado, embora n&o
significativo, em individuos ndo fumantes e que n&o consumiam bebidas
alcodlicas, entre os quais foi observado um efeito da utilizacdo de colutdrios
contendo alcool. Porém, afirmaram que nao foram capazes de avaliar com
precisdo o relato de uso de tabaco, bebidas alcodlicas e colutérios contendo
alcool. Os autores concluiram que nao houve evidéncia de risco aumentado
de neoplasias malignas de boca e orofaringe associadas ao uso de colutérios
com alcool.

Em 2007, Guha et al. num estudo de caso controle,
mostraram uma ligacdo significativa entre o uso diario de enxaguatdrios
bucais contendo alcool e o desenvolvimento de cancer bucal em pacientes
que relataram este uso. Concluiram nesta metodologia que o uso de
enxaguatérios contendo alcool pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento de neoplasias malignas de cabeca e pescocgo independente
do uso de tabaco e consumo de alcool. Quando somente consideram-se as
neoplasias malignas da cavidade oral, faringe e laringe, o uso de colutdrios
alcodlicos duas vezes ao dia, aumentou a incidéncia deste cancer em nove
vezes para os fumantes, mais de cinco vezes para aqueles que também
fazem o consumo de bebidas alcodlicas, e quase cinco vezes para aqueles
que nunca ingeriram tais bebidas. Os autores, porém afirmaram n&o saber o
tipo de enxaguatérios utilizado nem os teores alcodlicos dos mesmos.

Marques et al. em 2008, em um estudo de caso-controle de
base hospitalar, incluiram na amostra 309 pacientes com carcinoma
epidermoide de boca e orofaringe e 468 controles, pareados por sexo e
idade. Por entrevista foram questionados sobre tabagismo, consumo de
alcool, escolaridade, saude bucal e praticas de higiene bucal, resultando em
uma associagao mais intensa com tumores de faringe aqueles que utilizavam
enxaguatérios bucais contendo alcool, afirmando desta maneira que o uso

diario de enxaguatérios bucais apresentou associagdo mais intensa de
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tumores de faringe do que tumores de boca, e afirmando ainda que o uso
habitual de enxaguatoérios bucais foi fator associado com as neoplasias
malignas orais, independentes do tabagismo e consumo de bebidas
alcodlicas.

Cullough e Faraht em 2008, afirmaram baseados em
revisdes literarias que ja havia provas suficientes para aceitar a proposigéo
de que a probabilidade para o desenvolvimento do cancer é maior ou entédo
agravada pelo uso de colutérios contendo alcool, citando ainda que
desaconselham os profissionais em recomendar o uso em longo prazo
desses tipos de bochechos.

Em 2009 Vecchia, utilizando-se de uma analise critica dos
dados publicados nas ultimas trés décadas, revelou que nao ha estabelecido
uma possivel relagao entre colutérios bucais contendo alcool e as neoplasias
malignas orais, ja que estes estudos ndo sao apoiados por evidéncias
epidemiologicas, tornando-os inconsistentes. Pesando ainda contra essa
associagao, esta o baixo risco de desenvolvimento de neoplasias malignas
no aparelho digestivo devido a concentracbes minimas de alcool.

Teles e Teles, em 2009, através de metanalise, nao
encontraram evidéncia na literatura que o uso de enxaguatérios com alcool
pudesse aumentar o risco de cancer bucal e orofaringeano, chamando a
atencdo para que a maioria dos trabalhos sobre o assunto apresentava
sérias deficiéncias, prejudicando os resultados.

Recentemente em 2010, Lachenmeier; discutiu baseado em
uma revisao literaria, sobre os efeitos cancerigenos de bochechos contendo
alcool e concordou plenamente em desaconselhar o uso regular de
enxaguatoérios orais contendo alcool por razées de prudéncia, especialmente
por estes estarem disponiveis comercialmente; em contraposicdo Divaris et
al., 2010, afirmaram que qualquer associagdo entre a utilizagédo de

enxaguatoérios e a possibilidade de cancer oral, deve ser tratada com cautela,
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pois nas pesquisas anteriores ha pouca informacédo especifica sobre os
produtos utilizados e seu teor de alcool, bem como os dados de frequéncia

deste uso.

2.4 Teste de Micronucleos e Biomonitoramento Genético

A molécula de DNA é responsavel pelo controle de todo o
metabolismo que a célula desempenha durante o ciclo celular. Alteragdes na
estrutura da molécula de DNA podem resultar em descontrole das fungdes
celulares. Eventos que desregulem o ciclo celular podem ser umas das
causas que antecedem a iniciagdo ou promoc¢ao tumoral. Cromossomos
aberrantes, frequéncia aumentada de micronucleos e a troca entre
cromatides irmas frequentes, sejam espontaneos ou induzidos por agentes
genotoxicos sao bons indicadores de danos biolégicos ao material genético
(Da Cruz, 1994)

O micronucleo € pode ser definido como fragmentos ou
cromossomos inteiros acéntricos que nao foram incluidos no nucleo principal
nas células filhas. A formagcdo de micronucleos pode ser induzida por
substancias  clastogénicas  (substancias que  causam quebras
cromossémicas) ou aneugénicas (agentes que afetam o reparo do fuso
mitético) (Belien et al., 1995).

Ou ainda, como Holland et al., 2008: “Os micronucleos se
originam a partir de fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros
que se atrasam na anafase durante a divisdo celular. O dano pode ocorrer
devido a exposi¢cao excessiva a agentes nocivos, defeitos na mitose e/ou

processo de reparagao do DNA.”
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Sua frequéncia elevada na mucosa oral € considerada um
indicativo de elevacdo das taxas de mutacdo e esta relacionado ao
desenvolvimento de carcinomas da mucosa oral (Stich et al. 1983).

A mucosa bucal é constituida por epitélio escamoso
estratificado que permite uma abordagem minimamente invasiva para as
coletas celulares, sendo que 90% das lesdes de cancer bucal sao
de origem epitelial (Cairns, 2006). A utilizacao de células bucais tem grande
potencial epidemiolégico, tanto como um meio n&o-invasivo para
avaliagdo genotdxica quanto na identificagdo de potenciais biomarcadores
para avaliacao de doengas futuras (Thomas et al., 2011).

O biomonitoramento genético revela-se de grande valia como
medida de estimativa de exposicdo ambiental a agentes genotdxicos.
Particularmente, a biomonitorizagdo de populagdes humanas expostas a
agentes potencialmente mutagénicos, citotoxicos, ou mesmo cancerigenos
podem fornecer uma detecgao precoce do sistema de desregulamentagao
celular no desenvolvimento do cancer. (Valverde, Rojas, 2009)

A analise de danos de DNA, através do teste de
micronucleos em células esfoliadas da cavidade bucal promete ser um
método amplamente utilizado, sendo minimamente invasivo e utilizado para
monitorizagdo das populagdes expostas a agentes genotdxicos. Outra
grande vantagem do teste MN ¢é a relacao custo/eficiéncia, uma vez que com
um investimento limitado de tempo e dinheiro, o torna uma medida confiavel
de instabilidade genética podendo ser aplicada em grandes populagdes
humanas. (Ceppi et al., 2010)

O teste de micronucleos em células da mucosa bucal € um
dos métodos menos invasivos para avaliagdo de danos genéticos em
humanos. Foi inicialmente proposto por Stich e Rdsin em 1983, e continua

ganhando popularidade como biomarcador de dano genético, suas
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informagcbes podem ser usadas como um alerta precoce de risco em
potencial em desenvolver problemas de saude a longo prazo (Au,1991).

O teste do micronucleo € considerado um procedimento
rapido, barato, nao-invasivo, que pode ser repetido varias vezes, para a
prevencao e monitoramento de individuos sob risco carcinogénico, como
consumo cronico e abusivo de alcool, tabaco e/ou outras substancias
mutagénicas (Gattas, 2001; Ramirez et al., 1999) ou ainda considerado por
Ladeira et al., 2011; como um procedimento simples, pratico, de baixo custo
podendo ser utiizado para a prevencdo e gestdo clinica
de trabalhadores sujeitos a riscos ocupacionais cancerigenos, ou seja,
através da exposi¢cao a um agente genotoxico, tais como formaldeido.

Desta maneira a detecgdo de micronucleos na citologia
esfoliativa deve ser interpretada como exposi¢ao recente a carcinégenos, ou
reparo frente a erros espontaneos durante a replicagdo de DNA. (Bloching,
2000).

2.4.1- Critérios para pontuagao dos micronucleos

Um aspecto importante da técnica de micronucleos em
células da mucosa bucal é o critério para a identificagdo e contagem das
células.

Tolbert et al. (1992), propde critérios mais aceitos e

utilizados que seréo apresentados na descricdo dos materiais e métodos.



3 PROPOSICAO

Tivemos como proposicdo a analise da freqlUéncia de
micronucleos nas células esfoliadas da mucosa bucal em seres humanos
apos o uso diario de enxaguatérios, a fim de contribuir para elucidar a
respeito da participacdo do alcool dos enxaguatérios bucais na

carcinogénese oral.



4 MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos sob o protocolo
numero 094/2009-PH/CEP. (Anexo A)

Os individuos foram orientados quanto a utilizacdo de seus
dados, material citolégico e quanto a importancia da pesquisa e sigilo das
informacdes. Aqueles que concordaram em participar assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), (Apéndice A) permitindo a

utilizagao das informagdes e material coletado na pesquisa.

4.1 Amostra

A amostra foi composta 45 alunos (graduacdo, pos-
graduacao e preé-vestibular) da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos — UNESP com idade entre 17 e 42 anos, sendo selecionados

aleatoriamente.
A amostra foi distribuida da seguinte maneira:
Grupo 1 - Controle - 15 individuos utilizaram na forma

de bochecho, 20ml de agua destilada, por 30 segundos, duas vezes ao dia

(manha e noite), apos higiene oral, por 03 semanas subseqientes.
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Grupo 2 - Colgate Plax Sem Alcool ® (Fluoreto de sédio
(225 ppm de fltor), cloreto de cetilpiridino (0,05%), agua, glicerina, propileno glicol, benzoato
de sédio, aroma, acido fosférico e sacarina sédica) - 15 individuos utilizaram na forma
de bochecho, 20ml do colutério Colgate Plax sem alcool® (Colgate-
Palmolive), por 20 segundos, duas vezes ao dia (manha e noite), apds
higiene oral, de acordo com indicagdo do fabricante, por 03 semanas
subsequentes.

Grupo 3 - Listerine® Johnson & Johnson (Timol

0,064%, eucaliptol 0,092%, salicilato de metila 0,06% e mentol 0,042%, Fluoreto de sdédio
0,022% (100ppm de Fltor), excipiente: agua purificada, solugdo de sorbitol, alcool 21,6%,
poloxamer 407, acido benzdico, aroma de menta, sacarina sédica, benzoato de sodio N-

propanol, corante amarelo #10 e corante verde # 3) - 15 individuos utilizaram na
forma de bochecho, 20ml do colutdrio Listerine Menta Defesa® (Johnson &
Johnson), por 30 segundos, duas vezes ao dia (manha e noite), apds higiene

oral, de acordo com indicagao do fabricante, por 03 semanas subsequentes.

Quadro 1- Distribuicdo dos grupos experimentais segundo tratamento

testado:
Grupos Enxaguatérios Dose Tempo de bochecho Freqiiéncia Duragao do
Testados tratamento
Grupo 1 - Agua destilada 20ml 30 seg 2x ao dia 03 semanas
Controle (manha e
noite)
20ml 60 seg 2x ao dia 03 semanas
Grupo 2 - Plax Plax® - Colgate sem (manhéd e
alcool noite)
Grupo 3 - Listerine® 20ml 30 seg 2x ao dia 03 semanas
Listerine Johnson&Johnson (manha e
noite)

Os voluntarios foram submetidos a anamnese, na qual foram

obtidos dados de saude geral, bem como de seus habitos (Apéndice B).
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4.2 Critérios de Exclusao

A amostra foi caracterizada pela aplicacdo de questionario
contendo indagagdes a respeito de idade, sexo, habitos de consumo de
tabaco, ingestdo de bebidas alcodlicas, uso de enxaguatérios bucais e
exposicao a outros agentes genotoxicos.

Serao instituidos como critérios para exclusdo da amostra:
(Riep et al., 1999):

- Consumo de bebida alcodlica durante o periodo de
avaliacdo. (Quantidade maxima permitida semanal: 1 lata de cerveja (330 ml)
a 5% alcool= 13 gramas de etanol ou 1 copo de vinho (140 ml) a 12% alcool=
13,3 gramas de etanol, segundo critérios AUDIT, 2001; para bebedores de
baixo grau).

- Consumo de tabaco;

-Utilizagdo de enxaguatorios bucais no més anterior ao inicio
das coletas citologicas;

- Presenca de doenca periodontal;

- Presenga de doencas sistémicas que possam interferir na
integridade da mucosa jugal. (Diabetes, pénfigo e lupus)

- Individuos com histérico familiar de neoplasias maligna:

4.3 Metodologia da Citologia Esfoliativa

Foram realizadas 04 coletas, sendo 01 para controle inicial, e

as restantes semanalmente por um periodo de 03 semanas subsequentes.
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As coletas foram realizadas em dias e horarios pré-estabelecidos,
preferencialmente pela manha no minimo duas horas apoés a ultima refeigao.

A coleta procedeu-se pela esfoliacdo gentil do tecido epitelial
mucoso, obtida com o auxilio de escova cytobrush. Duas areas distintas da
cavidade oral desses individuos foram submetidas a coleta de células para
analise de frequéncia de micronucleos:

(A) mucosa jugal do lado esquerdo, aproximadamente 1 cm
abaixo do ducto da parétida, paralelamente a linha Alba e

(B) porcao mediana da borda de lingua do lado esquerdo.

Todos os voluntarios foram submetidos a este procedimento
no primeiro dia antes do inicio dos testes. Anteriormente a cada coleta
citoldgica, foi realizado bochecho de dez segundos com agua destilada.

Os materiais citolégicos foram fixados e processados de
acordo com o método Feulgen contra corados com Fast Green.

Ap6s a coleta, os materiais foram dispostos suavemente
sobre as laminas de vidro e fixados em solugdo spray fixadora Vagispec®
solugao de propilenoglicol e alcool absoluto, (Vagispec® Adlin Plasticos Ltda,
Brasil) (Souza et al. 2009); as amostras foram entdo, encaminhadas ao
Laboratério do CEBAPE - Centro de Biociéncias Aplicado a Pacientes
Especiais, procedendo a coloragdo (Método Feulgen contra coradas com
Fast Green).

As laminas previamente identificadas foram armazenadas em
caixas porta laminas.

A figuras 1, ilustra as coletas citolégicas, fixagdo e

armazenamento:
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Figura 1- a) Coleta de citologia esfoliativa em borda lateral de lingua do lado esquerdo; b)

coleta de citologia esfoliativa em mucosa jugal do lado esquerdo; c) aplicagdao do material
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coletado sobre a lamina pré-identificada; d) fixagdo do material coletado com fixador
Vagispec® Adlin Brasil; €) armazenamento das laminas em containers porta laminas, para

posterior coloragao.

4.4- Técnica de Coloragao

O método de Feulgen é especifico para DNA consiste em
uma reacao de natureza estequiométrica em que cada molécula fixada pelo
reativo de Schiff corresponde a uma por¢do constante e equivalente da
molécula de DNA. A técnica foi desenvolvida por Robert Feulgen e
Rossenbeck, em 1924, para identificacdo de material nuclear (Hardie et al.,
2002), e fornece preparagdes limpas e de excelente contraste. As cromatides
aparecem claramente, delimitados com as constricbes primarias e
secundarias mais evidentes. Sua desvantagem é a instabilidade do corante.

(Laboratério de Biodiversidade e Restauragéo de Ecossistemas - UEL).

Quadro 2 - Técnica sequencial de coloragdo para o método Feulgen

(continua)

Seqiiéncia Acéao Procedimento

01 Remogao da Solugéo Fixadora Enxagtie em alcool 95%

02 Hidratagao HCI 4N por 5 minutos em
temperatura ambiente,

03 Coloragao Nuclear Reagente Schiff- Merck®®,
por 90 min a 4°C, sem
presenca de luz

04 Lavagem 3 mergulhos seguidos em
agua destilada
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Quadro 2 - Técnica sequencial de coloragdo para o método Feulgen

(concluséo)

05

Contra Coloragao de Fast Green

Coloracao Citoplasmatica

1 mergulho em solugéo de
Fast Green Vetec®,

l&mina e laminula; protege o material
da dessecagao e age como selador
contra o oxigénio, prevenindo o

desbotamento do corante.

06 Desidratagao 3 mergulhos seguidos em
alcool absoluto.

07 Clareamento Xilol 6 a 8 mergulhos cada

08 Montagem - Permite a ligagao entre a

Entelan e laminula

Adaptado de Ramirez e Saldanha, 2002.

4.5- Analise das Laminas

As laminas foram examinadas sob microscopia de luz

utilizando o microscopio 6ptico modelo AXIOSKOP2/Zeiss® com sistema de

foto integrado Canon, inicialmente com aumento 40x e para confirmagao dos

micronucleos aumento 100x.

Para a analise de micronucleos, observou-se no minimo

3000 células, seguindo os padrdes indicados por Holland et al, 2008.

Os critérios adotados foram os estabelecidos por Tolbert et

al, 1992, para selecdo, inclusdo, numero de células e identificacdo de

micronucleos:
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a)Selecdo e numero de células que foram
avaliadas;

Segundo Holland et al., 2008, recomenda-se 1000
células com um aumento para 2000 a 3000 células se menos de cinco MN
forem observados apds a contagem de 1000 células; embora tenha sido
sugerido 10.000 células para se observar um aumento estatistico
significativo.

b) Inclusado de células:
b.1) citoplasma de células intactos e posicao
relativamente plana sobre a lamina;

b.2) pouca ou nenhuma sobreposicdo com as células

adjacentes;

b.3) poucos debris;

b.4) perimetro nuclear distinto, normal e intacto .

c) Critérios para identificagdo dos micronucleos:

c.1) perimetro arredondado sugestivo de uma
membrana;

c.2) diametro inferior a um tergco do nucleo, mas grande
o suficiente para discernir a forma e a cor;

c.3) Feulgen positivo, ou seja, rosa quando iluminada
em campo claro;

c.4) a intensidade de coloragdo semelhante a do
nucleo;

c.5) textura semelhante a do nucleo;

c.6) mesmo plano focal do nucleo;

c.7) inexisténcia de sobreposi¢cdo ou ligagdo com o

nucleo.
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4.6 Analise Estatistica

Os dados coletados foram tabulados e submetidos a analise
estatistica utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, Mann

Whitney e correlagdo de Spearman.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao das amostras

Foram avaliados 45 individuos, distribuidos em 3 grupos
experimentais:

= Grupo Controle, constituido por 13 mulheres e 02
homens, a média de idade foi de 26 anos (variando entre
17-35 anos),

» Grupo Plax, constituido por 08 mulheres e 07
homens, a média de idade de 29 anos (variando de 17-42
anos),

» Grupo Listerine, constituido por 09 mulheres e 06
homens, a média de idade foi 28 anos (variando de 18-38
anos)

Quanto a etnia no grupo Controle 80% se declararam
brancos e 20% pardos, no grupo Plax 66,67% brancos, 26,67% pardos e
6,67% negros; no grupo Listerine 86,67% brancos e 13,33 pardos%.

Quando se indagou a respeito dos individuos que estavam
sob tratamento médico 60% dos individuos responderam negativamente no
grupo Controle, 80% no grupo Plax e 93,33% no grupo Listerine. Quanto do
uso de medicamentos; os anticoncepcionais foram mais citados em 42,86%
da amostra no grupo Controle, seguido por antidepressivos 14,29% e
horménios tireoidianos 7,14%. No grupo Plax 86,6% responderam néao fazer
uso de qualquer medicamento, 6,67% relatam utilizar anticoncepcionais e

6,67 antidepressivos. No grupo Listerine 86,67% responderam
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negativamente para o wuso de medicamentos, 13,33% usavam
anticoncepcionais e 6,67% antidepressivos.

Quando questionados sobre o uso de tabaco, 100% dos
individuos afirmaram que nao faziam uso de tabaco, quanto ao consumo de
bebidas alcodlicas 100% do grupo controle afirmaram n&o ter consumido
bebidas alcodlicas durante a pesquisa, 20% do grupo Plax e 13,34% do
grupo Listerine, consumiram durante a pesquisa a dose maxima permitida de
bebidas alcodlicas.

As atividades profissionais principais foram assim citadas:
Grupo Controle: 86,67% estudantes, 6,67% dentistas e 6,67% bidlogos.
Grupo Plax: 46,67% estudantes, 26,67% dentistas, 13,33% militares, 6,67
bidlogos e 6,67% professores. Grupo Listerine: 46,67% estudantes, 20%
dentistas, 6,67% assistentes administrativos, 6,67% bidlogos, 6,67%

publicitarios e 6,67% relagdes publicas.

5.2 Frequéncia Geral de Micronucleos

A tabela 01 compara os resultados para os trés grupos
(Controle, Plax e Listerine) através do teste de Kruskal-Wallis para frequéncia
geral de MN e células micronucleadas em mucosa e lingua.

Tabela 01 - Frequéncia Total de MN e Células Micronucleadas em mucosa
jugal

Total de Geral de MN Total Geral de Células
Micronucleadas
Controle Plax Listerine Controle Plax Listerine

Média 0,95 1,02 1,31 0,82 0,91 1,26
Mediana 1 1 1 1 1 1
Desvio 0,76 0,96 1,25 0,61 0,79 1,21
Padrao

p-valor 0,3760 0,1416

Kruskal Wallis: nivel de significancia 5%
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Tabela 02 - Freqiéncia Total de MN e Células Micronucleadas em lingua

Total de Geral de MN Total Geral de Células
Micronucleadas

Controle Plax Listerine Controle Plax Listerine
Média 0,95 1,28 1,11 0,88 1,17 1,00
Mediana 1 1 1 1 1 1
Desvio 0,73 1,42 1,25 0,64 1,28 1,12
Padrao
p-valor 0,8741 0,7917

Kruskal Wallis: nivel de significancia 5%

Diante dos numeros analisados, pode-se constatar um ligeiro
aumento no numero de MN quando comparado o grupo Controle em relagao
aos grupos Plax e Listerine e também quando esses sdo comparados entre
si; porém nao ocorreu diferenga estatistica significativa.

Quando analisado o sitio mucosa jugal, o grupo Controle
teve como média um total de MN entre 0,95 + 0,76, o grupo Plax a variagao
de MN foi de 1,02 £ 0,96 e para o grupo Listerine foi de 1,31 + 1,25. Em
relagdo a frequéncia de células micronucleadas os valores variaram para o
grupo Controle 0,82 + 0,61, 0,91 + 0,79 para o grupo Plax e 1,26 + 1,21 para
0 grupo Listerine.

Para o sitio lingua, a média de MN para o grupo Controle
variou entre 0,95+ 0,73, para o grupo Plax 1,28 + 1,42 e para o grupo
Listerine 1,11 + 1,25. Quanto a frequéncia de células micronucleadas o grupo
Controle apresentou média de 0,88 + 0,64, o grupo Plax 1,17 + 1,28 e o
grupo Listerine 1,00 + 1,12.

As tabelas 03 e 04 comparam os resultados das frequéncias
médias de células com 01 MN, células com mais de 1 MN, total de células
micronucleadas e total de MN, para os trés grupos (Controle, Plax e
Listerine), através do teste de Kruskal-Wallis, para os sitios mucosa jugal e

lingua.
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Tabela 03 - Frequéncia Média: Células com 1 MN, Células com + de 1 MN,
Total de Células Micronucleadas e Total de MN, por grupo no sitio mucosa

jugal
Mucosa Jugal
Células com 1 Células com + Total de Células Total de MN
MN de 1MN Micronucleadas
Controle 0,73 0,15 0,82 0,95
Plax 0,79 0,11 0,90 1,02
Listerine 1,22 0,06 1,26 1,31

Kruskal Wallis: nivel de significancia 5% p=0,8541

Tabela 04 - Frequéncia Média: Células com 1 MN, Células com + de 1 MN,
Total de Células Micronucleadas e Total de MN, por grupo no sitio Lingua

Lingua
Células com 1 Células com + Total de Células Total de MN
MN de 1MN Micronucleadas
Controle 0,86 0,04 0,88 0,95
Plax 1,02 0,31 1,28 1,28
Listerine 0,91 0,08 1,00 1,11
Kruskal Wallis: nivel de significancia 5% p=0,7241
Frequéncia de Micronucleos por Semana
Mucosa
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Kruskal Wallis:nivel de significancia 5% p valor=0,5316

Figura 06- Distribuicdo da frequéncia de micronucleos do sitio mucosa jugal,

de acordo com as semanas subdivididas em grupos.
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Frequéncia de Micronudcleos por Semana
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Kruskal Wallis:nivel de significancia 5% p valor= 0,9883

Figura 7- Distribuicdo da freqliéncia de micronucleos do sitio lingua, de

acordo com as semanas subdivididas em grupos
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Kruskal Wallis:nivel de significancia 5% p valor= 0,1416

Figura 08- Distribuicdo da frequéncia total de células micronucleadas do sitio

mucosa jugal.
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A figura 09 demonstra a frequéncia total de células
micronucleadas expressas em lingua, evidenciando discreta elevacdo da
frequéncia de células micronucleadas no grupo Plax em comparagao com o

grupo Controle.

Frequéncia Geral de Células Micronucleadas
Lingua

1.5-I 1,17
© 1,00
©
S 0,88
S 1.0 -
f =
o
S
=
& 0.57
>
S
o

0.0 T

o N &
d‘& 4 &
14 N

Kruskal Wallis:nivel de significancia 5% P valor=0,7917
Figura 9- Distribuigdo da frequéncia total de células micronucleadas do sitio

lingua

Nas figuras 10 e 11, comparam os resultados para os trés
grupos (Controle, Plax e Listerine) através do teste de Kruskal-Wallis para

frequéncia geral de MN e células micronucleadas em mucosa jugal e lingua.
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Frequéncia Média Geral de MN X Individuo
Mucosa
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Controle: p valor=0.5604, Plax: p valor=0.9694, Listerine: p valor=0, 1325 > 0.05 ns
Kruskal Wallis: nivel de significAncia 5%.
Figura 10 - Distribuicdo da freqliéncia média geral de micronucleos por

individuo em mucosa jugal:

Frequéncia Média Geral de MN X Individuo
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4
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Controle: p valor=0.7473, Plax: p valor=0.4829, Listerine: p valor=0,5440 > 0.05 ns
Kruskal Wallis: nivel de significAncia 5%
Figura 11 - Distribuicdo da freqliéncia média geral de micronucleos por

individuo em lingua:
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A quantificagdo de associagdo entre duas variaveis foi

avaliada por meio da analise de correlacdo de Spearman. A correlagao de

Spearman é uma prova nao parameétrica com a finalidade de determinar o

grau de associagao entre duas variaveis. Dessa maneira, quando a

correlacao é positiva indica que as variaveis sao diretamente proporcionais.

Para auxiliar nessa correlagdo, foi utilizado o teste de coeficiente de

variagdo, onde o resultado do p-valor (¢ uma estatistica utilizada para

sintetizar o resultado de um testes de hipéteses), onde, se o p-valor € menor

que o nivel de significancia (5% ou 0,05), a hip6tese avaliada é considerada

verdadeira.

5.2.1 Frequéncia Geral de MN x Idade

A tabela 5 demonstra através da correlagéo de Spearman a

associagao entre a freqiéncia geral de MN e Idade

Tabela 5 — Correlagéo de Spearman para Frequéncia de MN X Idade

Resultado

Mucosa | Correlagao | -0,2120 Correlagédo negativa

Controle Jugal p-valor 0,4481 Nao significante
Lingua Correlagao | 0,2480* Correlagao positiva

p-valor 0,3728 N&o significante
Mucosa | Correlagao | 0,2978* Correlagao positiva

Plax jugal p-valor _ 0,2810 Nao significante
Lingua Correlagao | -0,1824 Correlagédo negativa

p-valor 0,5153 Nao significante
Mucosa | Correlagado | 0,0135* Correlagao positiva

Listerine jugal p-valor _ 0,9680 N&o significante
Lingua Correlagao | -0,0313 Correlacéo negativa

p-valor 0,9116 N&o significante

* Hipétese Significativa
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A figura 12 mostra a freqiéncia geral de MN por individuo e idade, por meio

do modelo estatistico de Mann Whitney

A Lingua
€ Mucosa

Controle: Frequéncia de MN X Idade
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A Lingua
Mucosa

Colgate: Frequéncia de MN X Idade

Frequéncia de MN
IS

A
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4 Lingua
Mucosa

Listerine: Frequéncia de MN X Idade

Frequéncia de MN
IS

A

° 8
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idade

Figura 12- Frequéncia Geral de MN por individuo x Idade, por sitio e grupo

Experimental.
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5.2.2 Frequéncia Geral de MN x Sexo

Embora haja diferengas na frequéncia de MN entre os sexos
masculino e feminino, os mesmos nao foram considerados estatisticamente

significativos pelo teste de Mann Whitney, como descrito nas tabelas abaixo:

As tabelas 06, 07 e 08 demonstram a frequéncia geral de
micronucleos por sexo e sitio do grupos Controle, Plax e Listerine,

respectivamente..

Tabela 6 — Frequiéncia Média de MN por sexo e por sitio, grupo Controle

CONTROLE Sexo N Média MN Desvio Padrao
Lingua F 13 0,962 0,366
M 2 1,000 0,707
Mucosa Jugal F 13 0,904 0,526
M 2 1,125 0,530
P valor= 0,8663 > 0.05 ns Mann Whitney: nivel de significancia 5%

Tabela 7 — Frequéncia Média de MN por sexo e por sitio, grupo Plax

PLAX Sexo N Média MN Desvio Padrdo
Lingua F 8 0,969 0,411

M 7 1,536 0,770
Mucosa Jugal F 8 1,188 0,513

M 7 1,036 0,529

P valor=0.3601 > 0.05 ns Mann Whitney: nivel de significancia 5%
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Tabela 8 — Frequéncia Média de MN por sexo e por sitio, grupo Listerine

LISTERINE Sexo N Média MN Desvio Padrdo
Lingua F 9 0,917 0,661
M 6 1,500 0,922
Mucosa Jugal F 9 1,222 0,441
M 6 1,583 0,585
P valor=> 0.1672 > 0.05 ns Mann Whitney: nivel de significancia 5%

5.2.3 Frequéncia Geral de MN x Demais Variaveis Qualitativas

As variaveis qualitativas: etnia, medicamentos, tratamento
médico, suplementos vitaminicos e uso de bebidas alcodlicas ndo puderam

ser avaliadas devido a minima variagao na amostra.

5.3 Resultados Citolégicos

As figuras abaixo ilustram a analise citologica.

A figura 13 representa o esfregago corado pelo Método de
Feulgen-Fast Green.

As figuras 14 e 15 representam células micronucleadas
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Figura 13 - Esfregago corado pelo método Feulgen-Fast Green,
apresentando citoplasma verde e nucleo magenta.(400x) Grupo Controle.

Figura 14 - Célula micronucleada com 02 MN em A, célula com 01 MN
em B. Grupo Listerine.(400x).
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Figura 15 - Células micronucleadas: A) Grupo Controle; B) Grupo Plax; C) Grupo
Listerine (1000x).
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6 DISCUSSAO

Ao longo da vida um individuo é exposto a diversos fatores
ambientais, substancias quimicas, agentes fisicos e biolégicos que
associados a fatores genéticos herdados ou ndo, podem agir sobre células
normais e aumentar a frequéncia de aparecimento de mutacdes celulares,
podendo ser correlacionadas ao desenvolvimento de neoplasias. (Boraks,
1999).

Em ambito mundial, tem se encontrada forte relacédo entre a
exposicdo a agentes genotdxicos e a producao de efeitos nocivos a saude
humana, de maneira peculiar a incidéncia de cancer em populagdes
ocupacionalmente expostas (Marquez - Fernandéz et al., 2005).

Multiplos agentes genotdéxicos atuam nas células, sendo
relacionados a varios estagios da carcinogénese; na cavidade oral, o tabaco
tem sido descrito como o principal fator de risco no desenvolvimento de
lesbes malignas e pré-malignas (Roberts,1997). A ingestdo de alcool, por
sua vez, é citado como forte agente potencializador no desencadeamento de
lesbes cancerosas (Stich, Rdsin, 1983).

A relacido entre o consumo de alcool e o cancer oral
demonstra-se claramente complexo, pois, € uma doenga em que multiplas
etiologias interagem, resultando em dificuldades para determinar o papel
preciso de cada agente de forma independente. Apesar disso, € indiscutivel a
acao do alcool na etiologia do cancer oral (Petti, 2009), mesmo diante da
dificuldade de isola-lo como um unico fator na patogénese das neoplasias

malignas da cavidade oral. (Reidy et al., 2011).
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O alcool atua na solubilidade dos agentes ativos de diversos
enxaguatoérios disponiveis comercialmente, e apresentam concentragcdo com
variagdes entre 6% a 26,9% (Gagari, 1995). Diante da acdo do alcool na
mucosa oral e, por conseguinte, sua agao na etiologia do céncer, diversos
autores tém questionado a possivel relagdo entre o uso de enxaguatoérios
bucais contendo alcool e sua influéncia no desencadeamento de lesdes
orais.

O possivel efeito nocivo de enxaguatorios contendo alcool
tem sido sugerido devido ao fato de que muitos desses bochechos contém
altas concentragdes alcodlicas e os bochechos sdao mantidos na cavidade
oral em contado direto com a mucosa oral por periodos mais longos do que o
alcool de bebidas alcodlicas (Carretero-Pelaez et al., 2004).

Lima et al.,, 2010, em um estudo comparativo de pacientes
dependentes quimicos e abstémicos, relataram influéncia na frequéncia de
MN em individuos usuarios de bebidas alcodlicas, assim como Ramirez e
Saldanha, 2002, em um estudo prospectivo de individuos alcodlatras com
carcinoma de boca e orofaringe em comparagao com individuos saudaveis
que nao consumiram nenhum tipo de bebida alcodlica, encontrando uma
associagao significativa entre a freqliéncia de micronucleos e a duragao do
consumo de alcool.

As células orais sdo a primeira barreira para a inalagdo ou
ingestdo e sao capazes de metabolizar carcinbgenos bem como produtos
reativos (Autrup et al., 1985, Liu et al., 1993, Vondracek et al., 2001, Spivack
et al.,, 2004). Cerca de 90% das lesbes de cancer em humanos sao
originarios de células epiteliais (Rosin,1992). Dessa maneira pode-se afirmar
que as células epiteliais orais representam um alvo preferencial para os
primeiros eventos genotoxicos induzidos por agentes cancerigenos que

entram no organismo por inalagao e ingestao (Holland et al.,2008).



60

As interacbes do DNA com substancias quimicas sao
reconhecidamente os primeiros passos na iniciagdo do cancer, desta
maneira maior énfase deve ser dispensada aos metodos que detectam
atividade genotoxica em humanos (Reis, 2008).

Os micronucleos se originam de regides cromossémicas
atrasadas ou que migraram irregularmente na anafase. Eles podem derivar
de cromossomos acéntricos ou fragmentos cromatidicos produzidos por
quebra cromossOmica ou por atraso de cromatides ou cromossomos inteiros,
causado por disturbios do fuso mitético (Sarto,1987).

De acordo com Hsu 1987, células expostas a agentes
genotoxicos e que apresentem alteracoes de DNA, além de aumento na
frequéncia de micronucleos e resisténcia ao processo apoptético podem dar
origem a neoplasias malignas.

A formacgao de micronucleos € um indicativo de genotoxidade
de um determinado agente capaz de causar mutagbes na fita de DNA,
principalmente grandes dele¢des. Consequentemente, ocorre um aumento
da instabilidade genética que é a causa subjacente ao desenvolvimento de
neoplasias (Chaves,1999). Adicionalmente, os eventos de carater citotdxico
e genotdxico podem resultar em material genético extranuclear, com a
formacao de estrutura semelhante ao micronucleo classico, além de serem
eventos correlacionados com os processos de iniciacdo e/ou promogao
tumoral (Tolbert et al., 1991).

Dentre as inumeras técnicas, o teste de micronucleos
destaca-se por apresentar vantagens em relacdo aos demais. Sua
simplicidade o torna atrativo, uma vez que grande numero de células pode
ser analisado. (Flores, Yamaguchi, 2008) além de praticidade e baixo custo
(Carvalho et al., 2002).

Neste estudo foram avaliados trés grupos: dois grupos

experimentais e um grupo controle. O grupo experimental Plax foi constituido
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por individuos que utilizaram enxaguatorios bucais que ndo continham em
sua formulagcdo alcool, o grupo experimental Listerine foi constituido por
individuos que utilizavam enxaguatoérios bucais contendo alcool em sua
formulagao, por fim o grupo controle utilizou-se de enxaguie bucal com agua
destilada.

Com a finalidade de garantir resultados fidedignos o presente
estudo foi pautado de acordo com o projeto HUMN (Human Micronucleus),
que tem como finalidade resolver as principais questdes técnicas, tais como
o método de coloragao de células bucais, critérios ideais para a classificacao
de células, contabilizacido de micronucleos e outras anormalidades, além da
harmonizacdo e padronizacdo do teste de micronucleo, permitindo uma
comparagao mais confidvel de dados entre as populagdes humanas e de
laboratérios permitindo uma avaliagdo de desempenho do teste, e
consolidacao de sua utilizacdo a nivel mundial para o biomonitoramento de
danos ao DNA (Holland et al., 2008).

Os sitios bucais escolhidos para analise da frequéncia de
micronucleos foram a borda lingual lateral esquerda e mucosa jugal
esquerda, proxima a linha Alba. A borda lingual € considerada o local de
maior incidéncia de carcinomas orais, por isso este sitio foi escolhido,
segundo Ramirez e Saldanha, 2002; sendo acompanhados na aplicagao do
teste de micronucleos nessa regido por Reis et al., 2004, Flores, 2009, Lima
et al., 2010, Frées, Costa, 2010. O sitio seguinte foi a mucosa jugal do lado
esquerdo préximo a linha Alba, sendo que este sitio possui contado direto
com o enxaguatorio bucal, assim como indicou Carretero Pelaez et al., 2004.
Suhas et al., 2004, aplicaram o teste de micronucleos em lingua e mucosa
jugal a fim de investigar alteragbes em individuos usuarios de tabaco “beedi”
na india, acompanhados por Reis et al., 2006, para avaliacdo de MN em
etilistas e Jadhav et al. (2011) que o aplicaram com a finalidade de investigar

MN em portadores de carcinoma oral de células escamosas.
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Para a coleta de células elegemos a utilizagao de esfoliacéo
gentil da mucosa jugal com “cytobrush”, que ja se mostrou mais adequada
para a coleta intra-oral, proporcionando maior conforto aos individuos, além
de permitir que o cabo longo tenha facil acesso as areas mais dificeis, como
utilizado por Gattas, 2001; Lima et al., 2010, Sanchez-Siles, 2011. N&o
optamos pela utilizacao da coleta de células com espatula de madeira, pois
segundo Almeida e Cabral (1992), a utilizagdo desta pode favorecer
alteracdes celulares por desidratagao.

Apés a aplicagao das células em Iaminas previamente limpas
e identificadas, o material coletado foi fixado por solugcédo fixadora spray,
inicialmente utilizada para esfregagos vaginais como indicado por Martins,
2009 devido a facilidade de manuseio, ndo encontramos na literatura dados
para comparagao em relacéo as células da mucosa bucal.

Diversos métodos de coloracdo sio citados na literatura,
porém preferéncia deve ser dada a coloragbes DNA-especificos para
coloragédo de nucleos, micronucleos e outras anomalias nucleares presentas
em ceélulas bucais esfoliadas. A coloragdao Feulgen-Fast Green (FFG) é
utilizada por muitos pesquisadores (Gattas 1992; Reis 2002; Carvalho et al.
2002, Martins 2006; Lima et al.; 2010; Joshi 2011) devido a sua
especificidade de DNA fornecendo uma aparéncia clara e transparente do
citoplasma que permite a facil identificagdo de micronucleos (Holland et al.,
2008).

Alguns estudos utilizam coloragdes fluorescentes, tais como
DAPI (Pastor, 2003), laranja de acridina (Dey, 2010), Hoechst (Imle, 2009), e
May-Grunwald Giemsa (Giemsa), Nersesyan et al., 2006 correlacionaram as
freqliéncias de micronucleos em amostras coradas por Giemsa comparando-
as com cariorrexe, caridlise, cromatina condensada, e celulas binucleadas,

sendo que tais correlacbes nao foram encontradas com coloragdes DNA
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especifica. Estes resultados indicam que as anomalias nucleares (e,
eventualmente, granulos de queratina) podem ser interpretados como
micronucleos em coloracbes DNA inespecificas e resultando em falso-

positivos.
Foram analisadas no minimo 3000 células, seguindo os

padrdes indicados por Tolbert et al., 1992. Os primeiros estudos da década
de 1980 (Stich, 1983,1982) avaliaram um numero relativamente pequeno de
células (500). Mais tarde, Tolbert et al., 1992 recomendaram o numero
minimo de 1000 células, com um aumento para 2000 a 3000, se menos de
cinco micronucleos forem observados apds a contagem de 1.000 células. A
maioria dos estudos publicados tem analisado em torno de 1000 a 3000
células, embora tenha sido sugerido a contagem de 10.000 células pode ser
necessario observar para se um aumento estatisticamente significativo de
50% na frequéncia de micronucleos (Belien, 1995).

Muitos fenbmenos degenerativos foram encontrados durante
a analise das laminas, podemos citar os broken eggs, nuclear buds e
cariolise, que podem ser facilmente confundidos com MN, e foram excluidos
da contagem.

Neste estudo realizado, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os usuarios continuos de enxaguatérios
bucais Plax e Listerine em comparagéo com o grupo Controle, para 0 numero
total de micronucleos e células micronucleadas, bem como para a frequéncia
de surgimento de tais estruturas em comparagéo ao tempo de utilizagdo de
enxaguatorios bucais, tanto nos sitios mucosa jugal como no sitio lingua.

A correlagdo dos dados qualitativos (etnia, medicamentos,
tratamento médico, suplementos vitaminicos e uso de bebidas alcodlicas)
ndao foram considerados estatisticamente significativos, em decorréncia da

minima variacido da amostra.
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Carlin et al. 2011, avaliaram comparativamente os danos de
DNA e morte celular em células expostas a varios bochechos disponiveis
comercialmente: Listerine ® Cepacol ®, Colgate Plax sem alcool ®,
Periogard ®, e Colgate Whitening ®, utilizando o teste de MN para avaliar
mutagenicidade e citotoxidade in vivo. O sitio analisado foi a mucosa jugal
direita, cerca de 2000 células foram analisadas a frequéncia em % de MN
encontrados para o enxaguatorio Listerine foi de 0.07% para antes da
exposicado e 0.04% apds exposigdo, para o enxaguatorio Colgate Plax sem
alcool 0.04% para antes da exposicao e 0.16%, apds a exposicao resultando
em variagdes estatisticamente nao significativas. Nao induzindo qualquer
sinal de mutagenicidade. Quando avaliado enxaguatorio bucal a base de
gluconato de clorexidina, Dantas et al. (2010), em uma analise da presenca
de MN em individuos expostos comparados a individuos nao expostos,
apresentaram um aumento estatisticamente significativo, indicando que
algum componente do colutdrio analisado possui efeito mutagénico.

Em nosso estudo a frequéncia média de micronucleos para a
mucosa jugal foi para o grupo Listerine de 1,31+ 1,25 e de 1,02+0,96, para o
grupo Plax, e de 0,95 £ 0,76 para o grupo Controle, variagédo estatisticamente
nao significante como citado por Carli et al., 2011 e oposta aos achados de
Freita et al (2005), aonde ha afirmagdes que pequenas concentragdes de
alcool nos enxaguatodrios possibilitam o aumento da frequéncia de
micronucleos, entretanto, ao autores ressaltaram que dado o pequeno
numero de individuos que referiram uso de antissépticos, os resultados
obtidos deveriam ser vistos com reserva e indicariam necessidade de
estudos para o estabelecimento da associagao sugerida. Nesse estudo nao
foi citado o enxaguatério utilizado e a quantidade de uso diario. Sousa et al,
em estudo realizado com enxaguatério contendo solugédo hidroetandlico e
Oleos essenciais de alecrim do campo, relatou a auséncia de atividade

mutagénica in vitro, através do teste de micronucleo. Pithon et al. (2010) num
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estudo in vitro, utilizaram o enxaguatério Colgate Plax com e sem alcool para
afericdo de toxicidade, afirmaram que a citotoxicidade foi diretamente
proporcional ao tempo de exposi¢cado as culturas de células, concluindo que
haja visto que os enxaguatérios sem alcool apresentaram menor
citotoxicidade que os com alcool, mas ainda apresentaram citotoxicidade
quando comparado aos grupos controle de célula e negativo.

Os enxaguatorios bucais provavelmente nao induzem
alteracbes genotoxicas e por sua vez a formagao de micronucleos, o que nao
exclui a possibilidade de citotoxicidade, sendo necessario que grupos
maiores sejam avaliados para confirmagao de tal hipotese.

Ja é estabelecida que a agao do alcool produz aumento na
quantidade de micronucleos, essa alteragdo € atribuida principalmente a
quantidade alcodlica, Reis et al., 2002; consideraram que seja necessario
niveis alcodlicos acima de 45ml de etanol/dia para agao carcinogénica do
alcool, dessa maneira a quantidade alcodlica presente nos enxaguatérios é
notoriamente inferior a este valor, se considerarmos os critérios AUDIT para
mensurar a quantidade alcodlica, utilizando o fator de conversdo de etanol
(0,79 de etanol puro), que permite converter qualquer volume de alcool em
gramas para mililitro de etanol, onde por exemplo:

= 1 lata de cerveja (330 ml) de 5% x (valor alcodlico)
0,79 (fator de conversado) = 13 gramas de etanol ou 1
copo de vinho (140 ml) em x 12% x 0,79 = 13,3
gramas de etanol (AUDIT, 2001)

Com base nessa premissa a quantidade alcodlica dos
enxaguatorios seria proxima a 6,8 gramas de alcool/dia:

= 2 bochechos/dia= 40ml x 21,6% x 0,79= 6,8 gramas,
abaixo do valor em que se promove a acao

carcinogénica,
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Justificativa esta para a baixa variagao na frequéncia de MN
do grupo Listerine (enxaguatoério contendo alcool) para com os grupos Plax
(cloreto de cetilperidinio) e Controle, porém Freita et al. (2005), afirmaram
que contato do alcool com mucosa oral através de bochechos podem ser
suficientes para a expressdao dos efeitos genotoxicos desta substancia,
diferentemente do contato estabelecido na ingestdo de bebidas alcodlicas
que se da, habitualmente de modo fugaz, obviamente que utilizando essa
quantificagédo do teor alcodlico, ndo foi considerado o contato do alcool com a
mucosa oral como citado por Freita et al. (2005).

Apesar do tempo de exposi¢cao dos tecidos orais ao alcool do
enxaguatorio, a quantidade alcodlica diaria € menor do que aquela citada na
literatura como promotora de altera¢des citogenéticas.

O grupo Listerine apresentou-se numericamente mais
expressivo na mucosa jugal, e o grupo Plax mais expressivo na borda
lingual, apesar desta variagdo na frequéncia numérica de células
micronucleadas estatisticamente foi considerada nao significativa.

O resultado estatisticamente nao significativo para a
freqUéncia de células micronucleadas para todos os sitios estudados, de
acordo com o encontrado por Reis et al. (2002), onde avaliaram a frequéncia
de células micronucleadas em mucosa em individuos expostos a etanol,
resultando em dados pouco significativos.

Analisando a frequéncia média de células com 1 micronucleo
na mucosa jugal, constatamos que o grupo Listerine (1,22+1,20) demonstrou
maior ocorréncia quando comparado com os grupos Plax (1,02+0,97) e
Controle (0,95+0,76). Quando avaliadas células que apresentavam mais de 1
MN os valores foram: Controle (0,15+0,36), Plax (0,11+0,32) e Listerine
(0,06+0,25), demonstrando minimas diferencas numéricas, porém

estatisticamente significantes.
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Na lingua, a freqiéncia média de células com 1 micronucleo,
foi estatisticamente significativa para o grupo Plax (1,02+1,19) comparado ao
Listerine (0,91+1,10) e Controle (0,86+0,66). Para células que apresentavam
mais de 1 micronucleo: Controle (0,04+0,20), Plax (0,11+£0,31) e Listerine
(0,08+0,28), evidenciando minimas diferencas numéricas, corroborando com
nossos resultados Sarto et al. (1987), em uma avaliacédo da presenca de
micronucleos na mucosa oral de fumantes e nao fumantes, constataram que
as frequéncias de micronucleos resultantes da quebra cromossémica (células
com 1 micronucleo), apresentaram cerca do dobro em fumantes, em
comparagdo com os nao-fumantes, e as frequéncias de células com
disturbios do fuso (células com mais de 1 micronucleo) foram quase os
mesmos nos dois grupos.

As células com um unico MN, sdo advindas de rupturas
cromossémicas, resultante da acio clastogénica direta e intensa, ja as
células com mais de 1 MN, tem o seu aparecimento devido a disturbios do
fuso, e a agdo do agente genotdxico ocorre de maneira indireta e de mais
suave.

Ramirez e Saldanha (2002), em seu estudo, afirmaram que o
sinergismo entre os agentes genotoxicos (alcool e tabaco) atingem o nucleo
das células da camada basal; estas células perdem imediatamente o controle
apoptético e desencadeiam um possivel processo de carcinogénese, levando
a formacdo de MN, sendo a ocorréncia de mais de um micronucleo por
célula, indicativo que os agentes mutagénicos tornaram-se persistentes ou
constantes. Lima et al., (2010), em seu estudo, observaram que o numero de
células com apenas 1 MN foi mais significante no grupo exposto a
carcindgenos, indicando que a agdo do agente mutagénico foi interrompido
ou atenuado.

Muitos autores relacionam além do tempo de exposicao da

mucosa aos enxaguatorios, a frequéncia de utilizacdo, Guha et al. (2007),
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diante das informagbes relacionadas ao auto-relato de sua amostra,
afirmaram que o uso de enxaguatorios 2x ao dia indicou aumento na chance
de desenvolvimento de carcinomas em quase seis vezes quando
comparados aos pacientes que relataram nunca terem utilizados
enxaguatoérios bucais, porém sua metodologia é altamente questionavel pois
a metodologia aplicada ndo forneceu dados essenciais (enxaguatorio
utilizado, tempo de utilizagdo e uso de bebidas alcodlicas), Werner e
Seymour (2009), afirmaram que na melhor das hipoteses, o estudo
conduzido por Guha et al., explora a associagcao entre alcool e cancer como
facilitador ao invés de um fator causal ou de risco, alegaram também que a
metodologia carecia de profundidade na analise de questdes chave, o que
coloca em questado a validade de suas conclusdes. Stich e Rosin (1983) nao
observaram diferengas estatisticamente significantes na frequéncia de
micronucleos de individuos que consumiam frequentemente bebidas
alcodlicas, esses resultados foram contrarios aos achados por Reis et al.
(2002), onde a presengca de micronucleos revelou-se significativamente
elevada na presenca isolada do alcool em individuos que faziam uso
freqliente de bebidas alcodlicas.

Sitch e Rosin (1983), afirmaram que a presenca de MN em
células esfoliadas da mucosa bucal reflete os eventos genotéxicos que
ocorreram em células que estavam na camada basal do epitélio entre 1-3
semanas antes da obtencdo dos esfregacgos, partindo dessa premissa, em
nosso estudo pudemos constatar variacbes na freqiéncia de micronucleos
durante o tempo de utilizagdo dos enxaguatérios, a maior freqiéncia
numérica de micronucleos na mucosa jugal foi no grupo Listerine apds a
primeira semana (cerca de 07 dias de exposi¢do), apdés o0 uso de
enxaguatérios (1,5+1,76), quando comparado ao grupo Plax (0,87+0,91) e
Controle (1,0610,96).
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No mesmo periodo, na borda lingual o Grupo Listerine
(1,4£1,72) e o grupo Plax (1,60 +2,03), apresentaram maior frequéncia
numérica em relagdo ao Controle (0,87+0,83). Nossos resultados apesar de
estatisticamente nao significativos apresentou maior frequéncia numérica de
micronucleos em desacordo com os achados de Wiltgen (2007), este
analisou dados obtidos pelo uso terapéutico dos enxaguatérios Cepacol
(cloreto de cetilperidinio, 16,8% de concentracdo alcodlica), Periogard
(digluconato de clorexidina a 0,12%, 11,6% de concentragao alcodlica) e
Plax (Triclosan, 6% de concentracdo alcodlica), afirmando que os trés
colutérios nao foram indutores de mutagdes cromossdémicas ou relacionados
a perda de fragmentos em células esfoliadas da mucosa bucal, pois a
freqiéncia de micronucleos observado apds o tratamento foi no maximo,
semelhante a taxa basal encontrada em diversas populagdes, ressalta porém
que apesar da auséncia de significancia, os pacientes tratados com
enxaguatério a base de cloreto de cetilperidinio apresentaram maior
frequéncia de micronucleos (0,06).

Utilizando entdo, os relatos de Stich e Rosin (1983),
podemos justificar que a frequéncia numérica relatada nao foi devida a
exposicao aos enxaguatorios, pois seria plausivel que com a continuidade do
uso 0 numero de micronucleos, no minimo, se mantivesse constante e néo
houvesse um decréscimo como foi o ocorrido.

As correlagdes entre freqiéncia de MN e idade também
foram avaliadas, no Grupo Plax e Listerine houve uma correlacdo positiva
infima entre a idade e micronucleos na mucosa jugal, e no grupo Controle
essa correlagao foi encontrada na lingua, porém todas as correlagdes foram
estatisticamente nao significativas, demonstrando que as variaveis sao
linearmente independentes ou ndo relacionadas. A correlagéo das idades e a
frequéncia de micronucleos ainda parecem ser confusas, porém os achados

de Freita et al. (2005) corroboram com nossos resultados, apresentando
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resultados nao significativos entre os grupos de estudos em relagéo a idade
e aumentos na frequéncia de micronucleos em individuos alcodlatras e/ou
fumantes, da mesma maneira Haveric et al. (2010), avaliaram a
genotoxicidade de consumo de cigarro em fumantes jovens e correlacionou
com a analise citogenética em linfocitos do sangue periférico e células bucais
esfoliadas, ndo encontrando correlagdes significativas para a idade, duragao
e intensidade do habito de fumar, e frequéncia de micronucleos em linfocitos.
Ladeira et al. (2011), através de seu estudo comparando a freqiéncia de MN
em linfocitos periféricos e em células bucais em individuos ocupacionalmente
expostos e ndo expostos ao formaldeido e outros agentes como o tabaco e o
alcool, afirmaram que apenas a frequéncia de micronucleos em linfécitos foi
estatisticamente maior em idosos do grupo exposto, apresentando evidéncia
também da interagdo entre idade e sexo, em desacordo com os autores
citados anteriormente, Bonassi et al. (2001), sugeriram que a grande maioria
de dados relacionando MN e agentes genotoxicos demonstram um aumento
uniforme de MN com a idade, especialmente acentuada apés os 40 anos;
podendo ser justificado pelo processo fisiolégico de envelhecimento celular .

Bonassi et al. (2001) afirmaram também um aumento da
frequéncia de MN em mulheres, sendo incompativel com nossos resultados,
que apesar de estatisticamente n&o significantes apresentaram um discreto
aumento numérico de micronucleos em individuos do sexo masculino, maior
aumento foi constatado na mucosa jugal e lingua do grupo Listerine (1,58 +
0,58) e (1,50+0,92), respectivamente. Erdermir et al. (2007), afirmaram
também nao ter encontrado diferengas significativas entre os géneros, assim
como Lima et al. (2010), onde afirmaram n&o ter encontrado diferencas entre
0s sexos, ndo sendo observado efeito protetor hormonal para o sexo
feminino.

Alguns fatores considerados como intervenientes (etnia,

medicamentos, tratamento médico, suplementos vitaminicos, uso de bebidas
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alcodlicas e atividade ocupacional), na contagem de micronucleos, nao foram
passiveis de avaliagado, pela minima variagcdo da amostra.

As minimas variagdes da frequéncia de MN encontradas
nesse estudo, ndo devem ser consideradas indicativo de auséncia de
probabilidade de alteragdes citogenéticas advindas do uso de enxaguatorios,
principalmente aqueles que contém alcool em sua formulagéo, para que tal
hipétese seja confirmada mais estudos devem ser realizados.
Concomitantemente a esses estudos outros possiveis fatores de influéncia
na frequéncia de MN, devem ser observados como os outros componentes
da férmula, para isso novos estudos devem ser desenvolvidos considerando

o possivel potencial genotoxico dessas substancias.



7 CONCLUSAO

que:

Apés a analise dos dados, os resultados obtidos sugerem

a)

Ligeiras elevagbes numéricas de MN foram
encontradas nos dois sitios avaliados quando
comparados o0s enxaguatorios Plax e Listerine ao
Controle, porém ndo foram observadas diferencas
estatisticas significantes entre eles;

Considerando-se a frequéncia de MN dos grupos
experimentais, em comparagdo com a progressao do
uso semanal dos enxaguatérios, o aparecimento de
MN manteve-se em decréscimo ou inalterado
estatisticamente, sugerindo que os enxaguatorios néo
sdo indutores de alteragbes genotoxicas;

Nao foi verificada correlagdo positiva entre a
frequéncia de MN e variaveis como idade e sexo,

diante o uso de enxaguatérios bucais.
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APENDICE A - Termo de Consetimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como
voluntario, em uma pesquisa. Apos ser esclarecido(a) sobre as informacgdes
a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a)
de forma alguma. Lembrando que este projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” Campus de Sao José dos Campos — Faculdade de Odontologia.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto:

Pesquisador Responsavel:

Pesquisadores participantes:

Telefones para contato :
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¢ Esta pesquisa tera como objetivo o seguimento de
marcadores genéticos denominados micronucleos. Temos como objetivo
principal verificar a possivel atuagdo de enxaguatérios bucais na mucosa
bucal.

¢ Nenhum risco podera ser agregado com a participagao na
pesquisa.

Os métodos para realizagao serao da seguinte maneira:

1. Resposta ao questionario (perguntas sobre a saude e
habitos gerais e habitos de uso de enxaguatdrios bucais).

2. Abstencdo de alcool, cigarro e enxaguatorios por 1 més
anterior ao inicio das pesquisas.

3. No més subsequente: recebimento do material para
enxagule bucal diario para 3 semanas, formulario especifico para anotagao
de possiveis modificagbes na mucosa bucal. (Queimacgao, ardéncia, entre
outros)

4. Acompanhamento e coleta de material semanalmente

(em dias pré estabelecidos), durante as 3 semanas.(4 coletas)
Lembramos que todos os dados serdao mantidos em mais

absoluto sigilo, e o participante desta pesquisa tera direito assegurado de

retirar este consentimento a qualquer tempo.

. Nome e Assinatura do pesquisador
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ CPF/
n.° de matricula , abaixo assinado,
concordo em participar do estudo

, como sujeito. Fui

devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa, os procedimentos

nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgao
de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitagio de consentimento,

esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em participar:

Testemunhas (n&o ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:

Observagoes complementares



APENDICE B- Ficha de Anamnese

Ficha de Anamnese:

Identificacdo do Paciente:
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Nome:

Idade:

Data de Nascimento:

Telefone:

Documento:

Endereco:

Sexo:

()M

()F




Questionario:
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Responda as questdes abaixo, marcando a resposta com um X:

No momento esta em

tratamento médico ? SIM () NAO () NAO SEI ( )
Qual?
Esta tomando alguma
medicagdo no momento? SIM( ) NAO () NAO SEI ( )
Qual?
Tem ou teve alguma doenca | SIM( ) NAO ()
como hepatite, sifilis,... NAO SEI ( )
Qual?
Vocé é diabético?
SIM( ) NAO ( NAO SEI ( )
Faz uso de enxaguatorios
bucais?
SIM( ) NAO () NAO SEI ( )
Qual?
Regularmente?
SIM( ) NAO () NAO SEI ( )
Tem algum tipo de alergia?
SIM( ) NAO () NAO SEI ( )
Qual?
Faz uso rotineiramente de
cigarro? SIM( ) NAO () NAO SEI ( )

Quantos cigarros/dia?
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Faz uso de drogas?
7 SIM( ) NAO ( ) NAO SEI ( )

Faz uso rotineiramente de
8 alcool? SIM( ) NAO ( ) NAO SEI( )

Quantidade:

Outras informagdes que julgar importante

referir:

DECLARO que o respondido acima é verdadeiro.

Sao José dos Campos, de de 2011.

Assinatura do paciente ou responsavel




ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

95



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	1 INTRODUÇÃO
	2 REVISÃO DE LITERATURA
	3 PROPOSIÇÃO
	4 MATERIAIS E MÉTODOS
	5 RESULTADOS
	6 DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICE
	ANEXO



