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Schwarzmeier LAT. Avaliacdo de danos citotoxicos e citogenéticos em fumantes de
cigarros industrializados e vaporizadores de cigarros eletrbnicos [dissertacdo]. Séo
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi investigar a frequéncia de micronucleos e anomalias
metanucleares na mucosa bucal de vaporizadores de cigarro eletrbnico e de
fumantes de cigarro industrializado, e comparar com ex-fumantes e ndo fumantes
para determinar se existe diferenca no dano citogenético e citotoxico, bem como se
o dano diminui apds a cessacdo tabagica. Os pacientes foram divididos em 4
grupos: Controle; E-cig; Fumante e Ex-fumante. Os critérios de inclusdo adotados
foram: auséncia de historico de neoplasia maligna bucal e auséncia de quaisquer
sinais clinicos visiveis de alteracao no local avaliado. Foi realizada avaliacdo quanto
ao grau de dependéncia nicotinica, por meio do Teste de Fagerstrom para
Dependénca a Cigarro e Escore de Consumo Situacional Issa, e quanto ao perfil
tabagico dos pacientes. A mensuracdo de CO expirado foi utilizada como critério
objetivo de avaliagdo de consumo de tabaco, bem como a concentracdo de cotinina
no sangue capilar dos pacientes avaliados. As amostras foram coletadas por meio
de citologia esfoliativa da regido de bordo lateral de lingua e soalho bucal. Os
esfregacos obtidos foram fixados com spray alcodlico e as laminas coradas pelo
método de Feulgen. Posteriormente, foi realizada a investigacdo dos micronucleos e
das anomalias metanucleares. Para a comparacdo dos dados ndo paramétricos
foram utilizados os testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Ja para as correlacbes e
associacfes entre os dados, foram utilizados o teste da correlacdo de Spearman e 0
Teste Exato de Fisher, respectivamente. Foi adotado um nivel de significancia de
5% para todos os testes. A partir dos resultados, observou-se diferenca significante
entre os grupos E-cig e Controle (p=0,0072), e também entre os grupos Fumante e
Controle (p=0,0004), no total de MN. Em contrapartida os grupos E-cig e Ex-fumante
foram semelhantes, enquanto que o grupo Fumante foi significativamente maior que
o grupo Ex-fumante (p=0,0370) também no total de MN. Também foi possivel
observar diferenca significante entre os grupos E-cig e Ex-fumante, bem como entre
0s grupos E-cig e Controle em todas as anomalias metanucleares, exceto cariorrexe.
Os grupos Fumante e Ex-fumante foram diferentes em cariorrexe (p=0,0517), e
nuclear bud (p=0,0470) apenas, e 0 grupo Fumante foi significativamente maior que
o grupo Controle em todas as anomalias metanucleares. A comparagcao entre os
grupos E-cig e Fumante ndo foi realizada, devido a ingestdo de altas doses de
bebidas alcoodlicas no grupo E-cig. O tabagismo promove danos citotoxicos e
citogenéticos e o0 uso de E-cig associado ao alcool parece causar genotoxicidade e
citotoxicidade. A cessacao tabagica promove reversibilidade dos danos causados
anteriormente.

Palavras-chave: Habito de fumar. Abandono do habito de fumar. Mucosa bucal.
Testes para micronucleos. Tabagismo. Cigarros eletrénicos.



Schwarzmeier LAT. Evaluation of cytotoxic and cytogenetic damages in smokers of
industrialized cigarettes and vaporizers of electronic cigarettes [dissertation]. Sao
José dos Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

The objective of this research was to investigate the frequency of micronuclei and
metanuclear anomalies in the oral mucosa of electronic cigarette vaporizers and
smokers of industrialized cigarettes and to compare with former smokers and
nonsmokers to determine if there is a difference in cytogenetic and cytotoxic
damage, as well as if it decreases after smoking cessation. The patients were divided
into 4 groups: Control; E-cig; Smoker; and Former smoker. The inclusion criteria
adopted were: absence of a history of oral malignancy and absence of any visible
clinical signs of alteration at the evaluated site. An assessment was made of the
degree of nicotinic dependence, using the Fagerstrom Test for Cigarette
Dependence and the Issa Situational Consumption Score, and of the smoking profile
of the patients. Measurement of expired CO was used as the objective criterion for
the evaluation of tobacco consumption as well as the concentration of cotinine in the
capillary blood of the evaluated patients. The samples were collected from the
tongue lateral region and floor of the mouth by means of exfoliative cytology. The
smears obtained were fixed with alcoholic spray and the slides were stained by the
Feulgen method. Subsequently, the investigation of the micronuclei (MN) and
metanuclear anomalies was carried out. For the non-parametric data, the Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney tests were performed. For the correlations and
associations between the data, the Spearman correlation test and the Fisher Exact
Test were respectively used. A significance level of 5% was adopted for all tests.
From the results, we observed a significant difference between groups E-cig and
Control (p = 0.0072), and also between groups Smoker and Control (p = 0.0004), in
the total of MN. In contrast, groups E-cig and Former smoker were similar, whereas
the group of Smoker was significantly higher than Former smoker (p = 0.0370) also in
the total of MN. It was also possible to observe a significant difference between E-cig
and Former smoker, as well as between E-cig and Control in all metanuclear
anomalies, except for karyorrhexis. Already Smoker and Former smoker, they were
different in karyorrhexis (p = 0.0517), and nuclear bud (p = 0.0470) only, and Smoker
was significantly higher than Control in all metanuclear abnormalities. The
comparison between groups E-cig and Smoker could not be performed due to the
ingestion of high doses of alcoholic beverages in E-cig group. Smoking promotes
cytotoxic and cytogenetic damage and the use of alcohol-associated electronic
cigarettes appears to cause genotoxicity and cytotoxicity. Smoking cessation
promotes reversibility of previously caused harm.

Keywords: Smoking. Smoking Cessation. Mouth mucosa. Micronucleus tests.
Tobacco. Electronic cigarettes.



1 INTRODUCAO

O tabagismo representa a epidemia que mais ameaga a saude publica
mundial e é responsavel por mais de 7 milhdes de mortes por ano, sendo que cerca
de 890 mil dessas mortes sdo causadas pela exposicao involuntaria ao fumo (World
Health Organization, 2017). Além disso, € considerado um fator de risco evitavel de
cancer, doencas cardiovasculares e respiratérias (Instituto Nacional de Cancer,
2016). Estima-se que um paciente tabagista vive 10 anos a menos, que um paciente
nao tabagista (Instituto Nacional de Cancer, 2016).

A farmacologia e processos comportamentais que causam a dependéncia do
tabaco pela nicotina ocorrem de maneira similar a dependéncia de drogas como
cocaina e heroina (U.S. Department of Health & Human Services, 1988; Hatsukami
et al., 2008). A dependéncia nicotinica acontece devido a varios fatores como a
velocidade e quantidade de entrega de nicotina, por sua depuracéo e efeito sobre o
cérebro, pela dependéncia fisica que causa, e além disso o tabagista ira desenvolver
uma associacdo entre o ato de fumar com os estimulos provenientes do uso de
tabaco (Zevin et al., 1998; Benowitz, 1999; Stratton et al., 2001; Hatsukami et al.,
2008).

A nicotina possui meia-vida plasmatica relativamente curta, de 1 a 2 horas.
O processo de metabolizacdo da nicotina gera cotinina e outros subprotudos
(Benowitz et al., 2009; Kaisar et al., 2017). A cotinina representa cerca de 75% dos
subprodutos provenientes da nicotina, possui uma meia-vida plasmatica mais longa,
de 16 a 18 horas, e aparece em maiores concentragdes no sangue do que a nicotina
(Benowitz et al., 2009). Devido a isso, a cotinina é considerada um biomarcador da
ingestéo de nicotina (Benowitz et al., 2009; Kaisar et al., 2017). A mensuragéao tanto
da nicotina, quanto da cotinina podem ser realizadas a partir de amostras de
sangue, urina, saliva e cabelo (Benowitz et al., 2009).

O consumo de tabaco é a causa de diversas desordens no organismo
(Instituto Nacional de Cancer, 2008; Daijo et al., 2016). E também um importante
fator de risco para o desenvolvimento de neoplasias malignas em boca, e também
estd associado as desordens com potencial de transformagdo maligna

(Warnakulasuriya et al., 2016; Narayan, Shilpashree, 2016). Entre as neoplasias
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malignas que acometem a mucosa de revestimento da cavidade bucal, o carcinoma
de células escamosas (CCE) é o mais frequente e corresponde a mais de 90% dos
casos (Mao et al., 2004; Scully, Felix, 2006; Siebers et al., 2013; Santos-Silva et al.,
2014).

O consumo de tabaco pode ser feito de diferentes formas como tabaco
mascado, fumo de rolo ou palha, cigarro industrializado e, nos ultimos anos surgiu 0
uso do cigarro eletrénico (E-cig) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2014). O
E-cig foi desenvolvido pelo farmacéutico Hon Lik em 2003, cujo objetivo era
favorecer a cessacgao do tabagismo (Cahn, Siegel, 2011; Knorst et al., 2014; Famele
et al., 2015). O E-cig €é constituido por: uma bateria, um cartucho que disponibiliza o
liquido a ser vaporizado e um atomizador. Este sistema eletrénico simula o cigarro
industrializado, uma vez que pode promover a vaporizacao da nicotina (Knorst et al.,
2014). E importante ressaltar que a concentracdo de nicotina presente nos liquidos
destes dispositivos € variada e o consumidor escolhe a concentracdo desejada,
podendo optar por cartuchos sem nicotina. Também estdo presentes na maioria dos
liquidos de E-cig o propileno glicol e a glicerina vegetal, que servem como
umectantes e auxiliam na producdo de fumaca (Famele et al., 2015; Chun et al.,
2017). Além dessas principais substancias, existem as esséncias aromatizantes,
utilizadas para promover sabores mais agradaveis, existindo no mercado mais de
7700 tipos de sabores, todavia a pureza dos ingredientes utilizados € questionada
na literatura quanto a seguranca e também a veracidade dos ingredientes
informados pelos fabricantes (Zhu et al., 2014; Javed et al., 2017).

O suposto atrativo estaria na tecnologia que permite ao usuario fumar “sem
riscos” pela auséncia da queima do tabaco, impedindo assim a liberagédo de muitas
substancias quimicas produzidas pela combustdo normal com o uso do tabaco
convencional (Famele et al., 2015). Desta forma, os fumantes poderiam conviver de
maneira “segura” com 0s nao fumantes em um mesmo ambiente que estaria livre da
poluicdo produzida pelo tabaco (Grana et al., 2014; Famele et al., 2015). Além disso,
por haver menor numero de componentes nestes liquidos, comparado com o0s
cigarros industrializados, estudos mostram que o E-cig produz menos substancias
toxicas (Goniewicz et al.,, 2014; Shahab et al., 2017). Devido a isso, alguns
acreditam que os E-cig possam ser menos nocivos que o cigarro industrializado, o

gue seria interessante para agueles pacientes que ndo desejam parar com o0 habito
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de fumar, mas que desejam diminuir os riscos (Goniewicz et al., 2014). Entretanto,
ndo existem estudos suficientes que comprovem a seguranca e eficacia deste
dispositivo (Grana et al., 2014; Famele et al., 2015). As altas concentracdes de
nicotina bem como as elevadas temperaturas atingidas por estes dispositivos pode
ser motivo de preocupacéo. Isto porque embora existam menos compostos nos E-
cig, o aguecimento do liquido para transformacdo em aerossol gera reacdes
guimicas que podem promover a formacao de outras substancias prejudiciais, como
formaldeido, acetaldeido e acroleina (Goniewicz et al., 2014; Famele et al. 2015;
Javed et al., 2017; Chun et al., 2017).

Outrossim, acredita-se que o E-cig pode favorecer a dependéncia a nicotina,
por ter alguns componentes atrativos, como sabores acrescentados e a
apresentacdo com formato de objetos (semelhante a uma caneta, por exemplo),
tornando-o mais discreto e aceitavel (Knorst et al., 2014). Entretanto, alguns estudos
evidenciaram que alguns aditivos de sabor podem conter compostos que causam
danos a saude, como por exemplo, o diacetil que € utilizado para dar sabor
amanteigado, em alimentos, e que foi encontrado em alguns liquidos de E-cig, o
qual esté associado na literatura como causador de distUrbios respiratérios (Kreiss et
al., 2002; Gerloff et al., 2017; Chun et al., 2017).

A importacdo, comercializacdo e propaganda do E-cig ndo € permitida no
Brasil, porém, isto ndo impede a aquisi¢do destes através de compras pela internet
ou no exterior onde a venda e consumo sao permitidos (Knorst et al., 2014).

Os efeitos do E-cig na mucosa bucal ainda ndo estdo bem descritos na
literatura disponivel. Quanto aos cigarros industrializados, ja foi demonstrado que
sdo agentes genotoxicos para mucosa bucal associados ou nao a outros
carcindgenos (Lima et al., 2010; Oliveira et al., 2012). No entanto, ainda ndo esta
estabelecida a reversibilidade destes danos. Quando as células sdo expostas a
agentes genotoxicos, podem ocorrer aberracdes cromossémicas. Estas podem ser
consideradas biomarcadores, que por definicho s&o estruturas que podem ser
mensuradas no organismo, capazes de influenciar ou até mesmo prever a incidéncia
de uma doencga (World Health Organization, 2001).

Um dos biomarcadores para avaliagdo de alteracdes cromossémicas
causadas por agentes genotoxicos € a presenca de micronucleos (MN). Durante a
divisdo celular, na transicdo das fases de metafase e anafase, pode haver a
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separacdo de um pequeno fragmento de nucleo, que se apresenta como uma
estrutura arredondada ao lado do nucleo principal, e a isto denomina-se MN.
Acredita-se que agentes carcin0genos causem esse tipo de alteracédo precoce, antes
gue ocorram alteracfes histopatologicas e clinicas, principalmente em mucosa bucal
(Carvalho et al., 2002; Freitas et al., 2003; Celik et al., 2003; Holland et al., 2008;
Lima et al., 2010; Oliveira et al., 2012; Dosi et al., 2016). Estudos tém evidenciado a
relacdo entre o tabagismo e a presenca de MN, que por sua vez parece estar
associado ao processo de carcinogénese (Stich et al., 1982; Roberts, 1997; Bloching
et al., 2000; Dietz et al., 2000; Oliveira et al., 2012; Kumar et al., 2016).

Além da formacédo de MN, outras alteracdes nucleares podem ser formadas
e avaliadas em decorréncia de aberragcdes cromossémicas, sendo denominadas
anomalias metanucleares. Estas anomalias também podem ser indicativas de
citotoxicidade e genotoxicidade. S&o consideradas anomalias metanucleares:
cariblise, cariorrexe, binucleacdo, broken eggs e nuclear bud. Elas podem ocorrer
devido a leséo e morte celular, além de defeitos durante a divisdo das células
(Roberts, 1997; Oliveira et al., 2012; Kumar et al., 2016).

A cariolise caracteriza-se pela dissolu¢cdo nuclear sendo observada pela falta
de coloracao do nucleo celular, como uma resposta a lesées celulares que ocorrem
frequentemente em células do epitélio ndo queratinizado. J4 a cariorrexe é a
desintegracdo do nucleo que causa a formacdo de pequenos fragmentos deste
material nuclear durante o processo de necrose e apoptose. A binucleacédo celular é
a formacédo de dois nucleos em uma mesma célula, que ocorre durante o0 processo
de diferenciacdo. O termo broken egg é designado para caracterizar um nucleo
dividido, cujas partes sdo ligadas por uma banda de material Feulgen-negativo
(Tolbert et al., 1992). E por fim, o termo nuclear bud é utlizado para definir
estruturas que causam a expulsdo do conteudo de DNA indesejado, durante a
divisao celular, e alguns autores acreditam que podem ser precursores de MN (Dutra
et al., 2010).

Para Tolbert et al. (1992), a carcinogénese esta relacionada a citotoxicidade
por meio da proliferacdo celular, sendo os agentes citotoxicos promotores da
carcinogénese. Enquanto que a genotoxicidade esta mais relacionada a inducao da
apoptose, promovendo a iniciagdo da carcinogénese. Em relacdo aos MN e as

anomalias metanucleares, Tolbert et al. (1992) consideram MN, binucleacao, broken

17



egg e cariorrexe indicadores de genotoxicidade; caridlise e cariorrexe de
citotoxicidade.

A binucleacao trata-se de uma alteracéo provocada por interferéncias durante
a divisdo celular. Os nuclear buds quando descritos pelos autores, tinham origem
incerta e eram denominados de Broken eggs, porém atualmente, parecem ser
formados devido a expulsdo do DNA amplificado do nucleo principal (Dutra et al.,
2010). A caridlise esta associada a resposta adaptativa frente a lesdes celulares e
pode ser reflexo de danos grosseiros a célula levando a morte celular por necrose. O
mesmo € observado na cariorrexe, porém, neste tipo de anomalia pode ser
observada morte celular em estagios mais iniciais caracterizada por apoptose. A
radiacdo ionizante e substancias quimicas se relacionam com o DNA das células,
podendo estimular apoptose. A apoptose em niveis normais pode exercer protecao
por eliminar células com alteracfes genéticas, porém em excesso € um importante

indicador de agressao genotoxica.

Figura 1 - Esquema ilustrativo dos danos celulares provenientes da exposicdo a
agentes genotoxicos e citotoxicos

Quebra de
Cromossomos

‘ INICIACAO ‘
e Interferéncia

mitética

1T /7
—— Genotoxicidade - T " ") '.‘) ")

Binucleag¢do Broken eggs Nuclear bud
EXPOSICAO

“—— Citotoxicidade &4 )
@ Cariorrexe

‘ PROMOCAO ‘ =
{ , Necrose . (\) ) ) )

Caridlise Cariorrexe

Fonte: Adaptado de Tolbert et al. (1992).
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Diante do exposto, torna-se oportuno realizar a investigagdo de MN e
anomalias metanucleares na mucosa bucal de vaporizadores de E-cig e fumantes de
cigarro industrializado e comparar com ex-fumantes e ndo fumantes para tentar
estabelecer assim os danos citogenéticos e citotoxicos causados por diferentes
formas de consumo de tabaco e ainda investigar se estas alteragdes sao reversiveis

apos a cessacao tabagica.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia de MN e de anomalias metanucleares encontrados em
células esfoliadas da mucosa bucal de vaporizadores de E-cig e de fumantes de
cigarro industrializado, e comparar com ex-fumantes e ndo fumantes para
determinar se existe diferenca no dano citogenético e citotéxico, bem como se este

dano diminui ap0s a cessacdao tabagica.

2.2 Objetivo especifico

Correlacionar a frequéncia de MN e de anomalias metanucleares com dados
relacionados ao consumo de tabaco, sendo considerados e avaliados: avaliacao da
dependéncia nicotinica (Teste de Fagerstrom para Dependéncia a Cigarro e Escore
de Consumo Situacional Issa), a quantificacdo da carga tabagica e analise do perfil
tabagico (perguntas referentes ao consumo de tabaco, mensuracdo de monoxido de

carbono expirado e concentragdo de cotinina no sangue).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecdo das amostras

Os critérios de inclusdo adotados foram: auséncia de historico de neoplasia
maligna bucal e auséncia de quaisquer sinais clinicos visiveis de alteracdo no local
avaliado. Os critérios de nédo inclusdo sdo: consumo de outras formas de tabaco
(fumo de rolo, cigarro de palha, charuto e cachimbo), tratamento oncolégico prévio
quer seja cirargico, radio e/ou quimioterapia em qualquer O6rgdo ou sistema,
alteracdo de mucosa de revestimento bucal.

Os grupos foram formados da seguinte forma:

a) Grupo Controle: composto por 30 pacientes consecutivos, ndo fumantes
e ndo vaporizadores, em atendimento no ambulatério da Disciplina de
Propedéutica Estomatolégica do Departamento de Biociéncias e
Diagnéstico Bucal do Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT), UNESP,
Sao José dos Campos, Sao Paulo;

b) Grupo E-cig: 22 vaporizadores de cigarro eletrbnico, had pelo menos 6
meses, provenientes de convites em redes sociais;

c) Grupo Fumante: 30 pacientes fumantes de cigarro industrializado em
atendimento no Programa Ambulatorial de Tratamento do Tabagismo do
Instituto do Coracao (Incor), da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (FMUSP), coordenado pela Dra Jaqueline Scholz;

d) Grupo Ex-fumante: 30 pacientes em tratamento para tabagismo com
abstinéncia ha no minimo 01 ano e maximo 02 anos, em atendimento no
Programa Ambulatorial de Tratamento do Tabagismo do Instituto do
Coracao (Incor), da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo (FMUSP), coordenado pela Dra Jaqueline Scholz.

Apbs serem esclarecidos sobre a proposicdo e condi¢cdes deste trabalho,
aqueles que aceitaram participar da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento



Livre e Esclarecido (TCLE) em duas vias. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do ICT-UNESP sob o protocolo n° 1.033.312/2015 PH/CEP
(ANEXO A).

Todos os participantes foram submetidos a exame clinico intra e extra-bucal
e responderam a um questiondrio sob forma de entrevista, onde foram indagados
sobre frequéncia e quantidade consumida de cigarros. Os dados obtidos foram
anotados em uma ficha de coleta (APENDICE A).

3.2 Avaliacdo do grau de dependéncia de nicotina e perfil tab4agico

A avaliagdo da dependéncia nicotinica foi realizada através do Teste de
Fagerstrom para Dependéncia a Cigarro (TFDC) (Heatherton et al., 1991;
Fagerstrom, 2012) que € composto por seis questdes que sdo pontuadas de acordo
com a resposta. De acordo com a pontuacao obtida, os participantes foram alocados
em cinco categorias em relacdo a dependéncia nicotinica: muito baixa (0 a 2
pontos), baixa (3 a 4 pontos), moderada (5 pontos), elevada (6 a 7 pontos) e muito
elevada (8 a 10 pontos) (ANEXO B). Esta andlise foi realizada somente para os
grupos Fumante e Ex-fumante. Este teste foi aplicado para o grupo E-cig, porém, foi
inviabilizado, visto que uma das perguntas do TFDC visa a quantificacao de cigarros
consumidos por dia e tal quantificacdo nao pode ser feita para E-cig. O teste nao foi
realizado para o grupo Controle, uma vez que estes individuos nunca fizeram uso de
cigarro.

Ainda para a avaliacdo da dependéncia nicotinica foi aplicado o Escore de
Consumo Situacional Issa (ECSI) (Issa, 2012) aos participantes dos grupos E-cig e
Ex-fumante, que é constituido por quatro questdes cujas respostas geram uma
pontuacdo entre 0 a 4. A cada resposta assinalada como “sim” acrescenta-se 1
ponto, e o grau de dependéncia nicotinica foi determinado da seguinte forma: baixa
(até 1 ponto), moderada (2-3 pontos) e alta (4 pontos) (ANEXO C). A avaliacdo ECSI
pode ser utilizada para o grupo E-cig, pois contém perguntas relacionadas ao habito
e ndo quantifica 0 numero de cigarros/dia.

A quantificacdo da carga tabdagica foi feita com o céalculo de macgos-ano
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(pack-years) que é o numero de cigarros fumados por dia, dividido por vinte e
multiplicado pelo nimero de anos que o individuo fumou (Reichert et al., 2008).

Na analise do perfil tabagico foram incluidas perguntas referentes ao
consumo atual do cigarro, idade de inicio, tipo, quantidade e tempo de uso, carga
tabagica, numero de tentativas anteriores e auxilio medicamentoso para a cessacgao.

A avaliagcdo do consumo de cigarros, para os grupos E-cig, Fumante e Ex-
fumante, foi complementada com a concentracdo do monoxido de carbono (CO) do
ar expirado, por meio do equipamento piCO + Smokerlyzer® (Bedfont Scientific Ltd,
UK). Os individuos considerados em abstinéncia apresentaram concentracao de CO
< 6 partes por milhdo (ppm), conforme os parametros fornecidos pelo fabricante
(Smokerlyzer, 2017).

O aparelho PTS Detect™ Cotinine System® (PTS Diagnostics, Indianapolis,
USA) foi utilizado para avaliagdo da concentracéo de cotinina no sangue capilar dos
individuos do grupo E-cig, para teste objetivo do consumo de nicotina. Considerando
gue a comercializacdo do E-cig ndo é legalizada, a real concentracdo nicotinica
indicada pelo fabricante do produto pode nédo ser fidedigna por ndo haver a
fiscalizacdo devida. A avaliacdo sera feita por meio de sangue obtido por puncédo
capilar (ponta de dedo), semelhante ao que é feito em avaliacao de glicemia capilar
(Dextro). O sangue sera coletado e inserido no aparelho que mensura a
concentracdo de cotinina, a qual é classificada pelo fabricante da seguinte forma:
nao tabagistas (<25 ng/mL), possivel exposicdo passiva (25-40 ng/mL), consumo
leve de tabaco (41-199 ng/mL, de 1 a 9 cigarros/dia), consumo pesado de tabaco
(>200 ng/mL, mais de 10 cigarros/dia). A avaliacdo pelo aparelho PTS Detect™
Cotinine System® foi realizada apenas para os individuos do grupo E-cig, pois a
guantidade concedida pela empresa era suficiente apenas para mensuragdo neste
grupo. Tal mensuracéo € de suma importancia, considerando ser um critério objetivo
para quantificar a cotinina decorrente do consumo de nicotina pelos vaporizadores.
Outrossim, foi importante para estabelecer uma equivaléncia entre a concentracao

de nicotina presente nos E-cigs em relagdo aos cigarros industrializados.
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3.3 Realizacao da citologia esfoliativa e fixacao das amostras

A citologia esfoliativa foi realizada utilizando o cytobrush na coleta de
material da borda lateral da lingua e soalho bucal, sem utilizacdo prévia de
enxaguatorios bucais (Fontes et al., 2008). Os esfregacos obtidos foram fixados com
spray alcodlico. As amostras citoloégicas devidamente identificadas foram
encaminhadas para processamento no laboratorio de Histotécnica do Departamento

de Biociéncias e Diagndstico Bucal do ICT - UNESP.

3.4 Processamento laboratorial

As amostras citologicas foram coradas por meio da técnica da coloracao de
Feulgen, da seguinte forma: apos fixacao inicial as laminas foram lavadas em alcool
95% e entdo transferidas diretamente para o acido cloridrico (HCL) 5N a
temperatura ambiente, durante 5 min. O material foi transferido e incubado no
reagente de Schiff por 90 min a temperatura de 4°C.

Em seguida, foram realizadas trés lavagens consecutivas em agua destilada.
Apoés imersao, foram lavadas trés vezes com alcool absoluto. As laminas foram
clarificadas com xilol e sua montagem realizada com Entellan® (Merck, Germany) e

laminula.

3.5 Investigagdo de MN e anomalias metanucleares

As laminas foram examinadas, sob microscopia de luz, utilizando o
microscopio optico, inicialmente com aumento 400x e para confirmacdo dos MN
aumento 1000x, para garantir que ndo ha ligacdo entre o nucleo principal e o0 MN.
Foram analisadas aproximadamente 1500 células de cada individuo que

apresentavam o ndcleo cor magenta.
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A contagem de MN incluiu somente as células com os ndcleos intactos, com
perimetro nuclear liso e distinto, e que apresentem citoplasma definido. Para
contagem de MN, o critério utiizado é a presenca de um halo homogéneo
circundante, representativo de uma membrana, menos de 1/3 do didametro do nucleo
associado, intensidade da coloracdo com Feulgen semelhante ao nucleo e mesmo
plano focal a microscopia (Tolbert et al., 1992; Bolognesi et al., 2013) e que nao
tenham nenhuma ligacdo com o nucleo. Foi verificada a presenca de 1 MN, mais de
1 MN em uma mesma célula (> 1 MN), total de células micronucleadas e total de MN
em todos 0s casos.

Adicionalmente é realizada avaliacdo de anomalias metanucleares por meio
da quantificacdo de: caridlise, em que apresenta-se como uma dissolucédo do nucleo;
cariorrexe, representado pela fragmentacdo do nucleo; binucleacdo, onde a célula
aparece com dois nucleos, no mesmo plano focal; nuclear bud, como um nucleo
principal e a presenca de um I6bulo que representa entre 1/3 e ¥4 do nucleo
principal, unidos por um filamento nucleoplasmaético; e broken eggs, sendo a mesma
categoria de nuclear bud, porém com o I6bulo em tamanhos maiores, semelhante ao

tamanho do nudcleo principal (Oliveira et al., 2012; Dutra et al., 2010).

3.6 Andlise estatistica

Para a comparacdo dos dados referentes a frequéncia de MN e anomalias
metanucleares entre os grupos, foi efetuada analise exploratéria dos dados pelo
teste de Kruskal-Wallis e inferencial ndo paramétrico. E para comparacéo dos dados
sobre dependéncia do consumo de cigarros, foi utilizado o teste de Mann-Whitney,
também nao paramétrico. Para correlacdo entre o consumo de tabaco e a frequéncia
de MN e anomalias metanucleares, a analise exploratoria dos dados foi realizada
por meio do teste de Correlacdo de Spearman. E por fim, para a andlise das
associacdes do uso de alcool, sexo e localizagdo das amostras com a frequéncia de
MN e anomalias metanucleares, foi aplicado o Teste Exato de Fisher. Foi utilizado o
software Graph Pad Prism 7 e adotado um nivel de significancia de 5% para todos

Os testes.
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4 RESULTADO

Os resultados serdo exibidos segundo: 4.1 Perfil das amostras; 4.2
Comparacdes e Correlacdes entreos grupos E-cig, Ex-fumante e Controle; 4.3 e

Correlacdes entre Fumante, Ex-fumante e Controle.

4.1 Perfil das amostras

Foram coletadas amostras citologicas de 22 individuos para o grupo E-cig e
30 pacientes para os demais grupos. As informacdes referentes a sexo e idade dos
participantes podem ser observadas na Tabela 1 e as informagbes do grau de

escolaridade estao indicados na Tabela 2.

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos por sexo e média de idade dos individuos que
compdem os grupos Controle, E-cig, Fumante e Ex-fumante

Controle E-cig Fumante Ex-fumante
Homens 14 15 14 17
Mulheres 16 7 16 13
dad *55,80 + 12,55 *41,5+ 11,46 *51,96 + 9,72 *58,36 + 9,15
ade
[30 - 80] [23 - 60] [29 - 70] [43 - 73]

Legenda: *Média + desvio padréo [idade minima - idade méaxima].
Fonte: Elaborada pela autora.



Tabela 2 — Distribuicdo dos grupos Controle, E-cig, Fumante e Ex-fumante quanto
ao grau de escolaridade em porcentagem

Controle E-cig Fumante Ex-fumante
Escolaridade

N° % N° % N° % N° %

Nenhum 0 0% 0 0% 1 3% 1 3%

1° grau 4 13% 1 5% 5 17% 17 57%

2° grau 15 50% 4 18% 10 33% 6 20%
Ensino superior 4 13% 15 68% 7 23% 6 20%
Sem informacé&o 7 23% 2 9% 7 23% 0 0%

Legenda: N° é p numero de individuos que que possuem o determinado grau de escolaridade e % é
referente porcentagem.
Fonte: Elaborada pela autora.

No grupo Controle a maioria dos individuos tinham 2° grau (completo ou
nao), ja no grupo E-cig a maioria dos individuos possuiam ensino superior (completo
ou nédo), com a maior quantidade de pessoas com ensino superior dentre todos os
grupos. No grupo Fumante a maioria dos individuos tinha 2° grau (completo ou n&o),
seguido por ensino superior (completo ou ndo), enquanto que o grupo Ex-fumante a
maioria dos individuos tinham 1° grau (completo ou nao).

Inicialmente, um dos critérios de inclusédo foi de ingestdo maxima de 3 doses
de bebidas alcodlicas por semana (equivalendo a 12 doses semanais), de acordo
com o estabelecido por Lima et al. (2010). Uma vez que o uso de alcool mesmo que
com pouco frequéncia € bastante comum na populacdo, essa quantidade foi
estabelecida para diferenciar os individuos em relacdo ao consumo de alcool para
incorporar no trabalho apenas individuos que nao fizessem uso de alcool ou pelo
menos que fizessem um uso minimo. Entretanto, ndo foi possivel excluir do grupo E-
cig os pacientes que excediam a referida dose de bebida alcodlica, visto que a
maioria dos individuos participantes da pesquisa, faz uso de altas quantidades de
alcool. Sendo assim, a andlise comparativa do grupo E-cig foi realizada
separadamente a analise do grupo Fumante, pois entendemos que seria uma

comparacao desproporcional, devido aos diferentes estimulos de bebida alcodlica
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entre os grupos E-cig e Fumante.
As comparacOes serdo realizadas da seguinte forma: grupos E-cig, Ex-
fumante e Controle, e posteriormente grupos Fumante, Ex-fumante e Controle, como

demonstrado na Figura 2.

Figura 2 — Comparacdes realizadas entre os grupos, levando em consideracdo a

excluséo de individuos que fazem uso de mais de 3 doses semanais

Sem a exclusdo dos individuos com dose excessiva de dlcool:

_ » "
E-cig 30 Ex-fumante | 3{  Conirole

Com a exclusdo dos individuos com dose excessiva de dlcool:

Fumante )vﬁ Ex-fumante 3& Controle

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Comparacdes e Correlagdes entre E-cig, Ex-fumante e Controle

A organizagao dos grupos que serdo comparados inicialmente nos itens de

4.2.1 a 4.2.6 esta demonstrada na Figura 3.



Figura 3 — Divisdo dos grupos E-cig, Ex-fumante e Controle, individuos excluidos e
N para andlise estatistica

E-cig Ex-fumante Controle
v v v
22 individuos 30 individuos 30 individuos
v v v
1 Exclusédo 3 Exclusoes 0 Excluséo
Leucemia Material
v insuficiente v
~ v N=30
2 Exclusdes N=27

Uso de cigarro
industrializado

h 4
N=19

Fonte: Elaborada pela autora.

No grupo E-cig de 19 participantes, 18 haviam sido fumantes do cigarro
industrializado antes do uso de E-cig. As informacdes relacionadas ao consumo de
tabaco dos grupos E-cig (antes do uso de E-cig) e Ex-fumante (antes da cessacéao
do tabagismo), como numero de cigarros consumidos por dia, tempo de tabagismo
anterior, concentracdo de CO (ppm) expirado, ECSI e concentracdo de cotinina
capilar, podem ser observadas na Tabela 3. A comparacdo entre os dados de
consumo de tabaco nos grupos E-cig e Ex-fumante foi realizada pelo teste de Mann
Whitney (a=5%).



Tabela 3 — Dados da média de consumo de tabaco e nivel de dependéncia nos

grupos E-cig e Ex-fumante

E-cig Ex-fumante p-valor
_ _ 24,56 + 14,89 18,81 + 10,62
N° Cigarros/dia 0,1065
[21] [20]
Tempo de tabagismo 22,78 £ 13,55 39,96 £ 12,32 0.0002
anterior (anos) [20] [40] ’
_ 31,13 +£ 25,78 38,37 + 26,28
Carga tabagica 0,3079
[28,5] [30,6]
4,78 + 3,59 1,63+0,74
CO (ppm) <0,0001
[4] [1]
2,05+1,18 3+0,83
ECSI 0,0050

[2] [3]

Legenda: Teste de Mann Whitney (0=5%). Média + desvio padrdo [mediana]. SignificAncia em
negrito (P < 0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se diferenca estatistica entre os grupos E-cig e Ex-fumante no
tempo de tabagismo anterior ao consumo de E-cig para o grupo E-cig e a cessacéao
tabagica para o grupo Ex-fumante. Na analise do tempo de tabagismo anterior, 0s
individuos do grupo Ex-fumante fumaram por mais tempo que os individuos do
grupo E-cig. Também houve diferenca estatistica entre os grupos E-cig e Ex-
fumante no ECSI, demonstrando que o grupo Ex-fumante foi mais dependente a
nicotina, em comparagao ao grupo E-cig.

A avaliacdo do CO expirado foi realizada no momento da coleta. Ja na
analise do CO expirado, os individuos do grupo Ex-fumante apresentaram menores
concentracbes expiradas em comparagcdo ao grupo E-cig. A avaliagcdo da
concentracdo de cotinina pelo aparelho PTS Detect™ Cotinine System® esta
representada na Tabela 4. Em 8 casos, nao foi possivel quantificar a concentracao

de cotinina no sangue.
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Tabela 4 — Distribuicdo dos individuos do grupo E-cig quanto a utilizacdo de E-cig

com ou sem nicotina e a quantificacao indicada pelo aparelho PTS Detect™ Cotinine

System®
Escala PTS N° individuos [ 1 Nicotina no E-cig Frequéncia (mL/dia)
< 25 ng/ml 2 0el8 mg 5 ml/dia
25 — 40 ng/mi 1 6 mg ?
41 — 99 ng/ml 1 1,2mg 12 mi/dia
> 200 ng/ml 7 2e4mg 5, 10 e 30 ml/dia

Legenda: A Escala PTS estd de acordo com o indicado pelo fabricante; [ ] Nicotina no E-cig €
referente a concentrac@o de nicotina contida no cartucho do E-cig; Frequéncia (mL/dia) corresponde
ao quanto os individuos consomem em mL dos liquidos contidos no carthucho por dia; ? representa o
individuo que nao soube quantificar a frequéncia diaria em ml/dia.

Fonte: Elaborada pela autora.

Foi aplicado o teste de correlacdo de Spearman, com significancia de 5%,
para avaliar a correlacédo entre a concentracéo de cotinina no sangue mensurada por
meio do aparelho PTS Detect™ Cotinine System®, e a frequéncia diaria em mi/dia
de E-cig (Corr = 0,218; p = 0,5189), bem como a concentracdo de nicotina
adicionada no cartucho dos E-cig (Corr = - 0,016; p = 0,9626). Nao foi encontrada
diferenca em nenhuma das correlacoes.

Em relacédo ao tempo de uso de E-cig, variou entre 5 meses e 96 meses (8
anos), representando uma meédia de 33,1 + 28,7 [24] (média + desvio padrao
[mediana]).

No grupo E-cig, 2 individuos relataram fazer uso esporadico de substancias
ilicitas (uma ou menos de uma vez por més) e 2 relataram ja ter feito uso
anteriormente.

Em relacdo ao consumo de alcool no grupo E-cig 15 individuos faziam uso
de bebidas alcodlicas, sendo que 9 excediam o consumo minimo de alcool
considerado neste trabalho (3 doses semanais ou 12 mensais). Em relag&o aos tipos
de bebida consumida pelos vaporizadores a bebida que os individuos mais
relataram consumir foi a cerveja, seguida por vinho, whisky, vodka, caipirinha,

batida, tequila e champagne.
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Em relagdo ao consumo de alcool no grupo Ex-fumante 8 individuos faziam
uso de alcool, sendo que 6 excediam o consumo minimo de alcool considerado
neste trabalho. A maioria dos participantes faziam uso de cerveja, seguido de vinho
e vodka.

Enquanto que no grupo Controle 8 individuos faziam uso de bebidas
alcodlicas, sendo que 2 excediam o consumo minimo de &lcool considerado neste
trabalho. A bebida bebida mais consumida peos individuos foi o vinho, seguido por

cerveja.

4.2.1 Avaliacdo de MN e anomalias metanucleares

Para contagem de MN e avaliagdo das anomalias metanucleares (caridlise,
cariorrexe, binucleacédo, broken egg e nuclear bud) foram considerados 19 casos do
grupo E-cig, 27 casos do grupo Ex-fumante e 30 casos do grupo Controle. Sendo
que em relacdo a localizacdo intra-bucal, foram escolhidos os dois locais de maior
incidéncia de cancer bucal (lingua e soalho) e as laminas avaliadas foram escolhidas
de acordo com a celularidade e distribuicéo celular (Queiroz et al., 2010). Portanto,
foram avaliados no grupo E-cig 9 laminas com amostras provenientes de lingua e 10
de soalho bucal, em Ex-fumante 12 de lingua e 15 de soalho bucal, e no Controle 15
de lingua e 15 de soalho bucal.

Os resultados da comparagao da frequéncia de MN entre os grupos E-cig,
Ex-fumante e Controle, através do teste de Kruskal-Wallis (0=5%), podem ser

observados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Comparacao entre a frequéncia de MN nos grupos Controle, E-cig e Ex-

fumante
Controle E-cig Ex-fumante p-valor
1,33+241 2,74+2,71 2,19 £ 2,56
01 MN 0,0144
[0] [2] [2]
0+0 0,11 £ 0,32 0,04 £ 0,19
> 01 MN 0,1863
[0] [0] [0]
Total de células 1,33+241 2,84 +£2,87 2,22 £ 2,65
, 0,0112
micronucleadas [0] [2] [2]
1,33+241 2,95 + 3,06 2,26 £ 2,75
Total de MN 0,0091

[0]

[3]

[2]

Legenda: Teste de Kruskal-Wallis (a=5%). Média + desvio padrao [mediana]. Significancia de p-valor
em negrito (P < 0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Houve diferenca entre os grupos em 1MN, total de células micronucleadas e
total de MN.

Ainda para avaliar a diferenca entre 0os grupos, em relacdo a frequéncia de
MN foi utilizado o teste de comparacdes multiplas de Dunn, para os grupos E-cig,
Ex-fumante e Controle. A partir deste teste, diferenca estatistica nas andlises de
frequéncia de MN, apenas entre os grupos E-cig e Controle, em 1MN (p = 0,0124),
total de células micronucleadas (p = 0,0093) e total de MN (p = 0,0072).

Os resultados da comparacao das anomalias metanucleares entre 0s grupos
E-cig, Ex-fumante e Controle pelo teste de Kruskal-Wallis (0=5%), pode ser
observado na Tabela 6, da mesma forma como foi realizado para frequéncia de MN.



Tabela 6 — Distribuicdo da frequéncia de anomalias metanucleares entre 0s grupos

Controle, E-cig e Ex-fumante

Controle E-cig Ex-fumante p-valor
o 14,5+ 31,13 51,79 + 63,85 21,63 + 32,23
Caridlise 0,0007
[6] (28] [7]
_ 0,8+1,38 1,632+ 1,74 1,519 + 2,23
Cariorrexe 0,1056
[0] [1] [0]
_ 2,27 + 2,39 9,95+ 7,05 3,963 + 3,75
Binucleacao <0,0001
[1,5] (9] [4]
0,47 +0,73 3,74+ 2,85 0,89 + 1,55
Broken egg <0,0001
[0] [3] [0]
0,67 + 0,99 3,63+1,80 0,81+ 1,27
Nuclear bud <0,0001

[0] [4] [0]

Legenda: Teste de Kruskal-Wallis (a=5%). Média + desvio padréo [mediana]. Significancia de p valor
em negrito (P < 0.05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observou-se diferenca estatistica entre os grupos 3, apenas na avaliacdo de
carilise, binucleagéo, broken egg e nuclear bud, sendo que no grupo E-cig houve
maior quantidade, seguido pelos grupos Ex-fumante e Controle.

Ainda para avaliar a diferenca entre os grupos, em relacdo a frequéncia de
MN foi utilizado o teste de compara¢Bes multiplas de Dunn, para os grupos E-cig,
Ex-fumante e Controle. De acordo com este teste, observou-se diferenca significante
entre os grupos E-cig e Ex-fumante em caridlise (p = 0,0094), binucleagéo (p =
0,0044), broken egg (p = <0,0001) e nuclear bud (p = <0,0001). E entre os grupos E-
cig e Controle também observou-se diferenca na avaliacdo de cariolise (p = 0,0007),
binucleacdo (p = <0,0001), broken egg (p = <0,0001) e nuclear bud (p = <0,0001),

exceto na avaliacdo de cariorrexe, cuja diferenca entre os grupos nao foi observada.
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Figura 4 — Células da mucosa bucal exibindo anomalias metanucleares e MN

50 pm . : 50 pm
. . . /
A B
50 pm : : 50 ym
' 1 i d
c D
50 pm 50 pm
I i f—
E F

Legenda: Coloragdo de Feulgen. a) Caridlise; b) Cariorrexe; c) Binucleacdo; d) Broken egg; e)
Nuclear bud; f) Micron(cleo.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Frequéncia de MN e anomalias metanucleares x variaveis quantitativas

O grau de correlacdo entre duas varidveis foi observado por meio da
correlacdo de Spearman.

Através deste teste, a frequéncia de MN no grupo E-cig, foi correlacionada
com as variaveis quantitativas: niamero de cigarros por dia, tempo de uso do cigarro

industrializado e carga tabagica, tempo de uso do E-cig, frequéncia de uso do E-cig
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(ml/dia), concentracdo de nicotina no liquido do E-cig, concentracdo de CO expirado
(piCO + Smokerlyzer®), ECSI e concentracdo de cotinina no sangue. Os dados
qguantificados de numero de cigarros por dia, tempo de uso do cigarro industrializado
e de carga tabagica foram avaliados somente para aqueles participantes que antes
de vaporizar, faziam uso do cigarro industrializado. O TFDC, foi aplicado para os
vaporizadores de E-cig, porém néo foi possivel calcular a dependéncia por meio
deste teste, uma vez que uma das perguntas faz relacdo com a quantidade de
cigarros fumados por dia, e para esses dispositivos ndo € possivel quantificar dessa
forma. Sendo assim, foi utilizado o ECSI.

Um individuo foi excluido dessas andlises de correlacdes, devido a falta de
informacBes necessarias sobre a carga tabagica anterior. Ndo foi possivel a
mensuracao da concentracdo de cotinina capilar de todos os participantes, uma vez
que em alguns casos o aparelho indicou quantidade insuficiente de sangue, e em
um caso 0 paciente ndo aceitou realizar o teste. Portanto, apenas para a analise
estatistica da concentracdo de cotinina no sangue, 0s 7 casos em que nao foram
quantificados, foram excluidos, considerando apenas os 11 casos em que foi
possivel quantificar. Nos casos em que foi possivel a mensuracdo, adotou-se 24
ng/ml para quando o aparelho PTS Detect™ Cotinine System® exibiu < 25ng/ml e
201 ng/ml para quando o aparelho exibiu > 200ng/ml, as demais concentragdes
(entre o intervalo de 25 a 200 ng/ml) foram utilizadas com o niumero exato exibido
pelo aparelho. Na analise da frequéncia de uso do E-cig, 3 individuos ndo sabiam
quantificar o uso em ml/dia, por isso, foi considerado uma dose minima, de 1 ml/dia
para estes participantes.

Os resultados destas analises configuram a matriz de correlacdo, que pode

ser observada na Tabela 7, para o grupo E-cig.
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Tabela 7 — Matriz de correlacdo entre a frequéncia de MN e demais variaveis
referentes ao grupo E-cig

Total de células
1 MN >1 MN ] Total de MN
micronucleadas

r 0,194 0,310 0,194 0,194
N° cigarros/dia

p-valor 0,440 0,209 0,440 0,440
Tempo de r 0,060 0,210 0,060 0,060

Tabagismo
(anos) p-valor 0,811 0,401 0,811 0,811
Carga tabagica r 0,198 0,350 0,198 0,198
anterior p-valor 0,429 0,153 0,429 0,429
Tempo de uso r 0,363 0,352 0,363 0,363
E-cig (meses)  yyajor 0,138 0,151 0,138 0,138
Uso de E-cig r -0,539  -0,306 -0,539 -0,539
(ml/dia) p-valor  *0,020 0,215 * 0,020 * 0,020
[ ] de cotinina r 0,351 0,217 0,351 0,351
(mg) p-valor 0,152 0,385 0,152 0,152
r -0,373 -0,284 -0,373 -0,373

CO (ppm)
p-valor 0,126 0,252 0,126 0,126
r 0,295 0,024 0,295 0,295

ECSI

p-valor 0,234 0,924 0,234 0,234
Concentracao r 0,0481 0,232 0,0481 0,0481

de cotinina
(ng/ml) p-valor 0,885 1 0,885 0,885

Legenda: Correlacdo de Spearman (r). Correlagfes significantes em negrito. *Significancia de p valor
(P < 0.05).

Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados obtidos no grupo E-cig, demonstram que houve significancia
nas correlacées da frequéncia do uso de E-cig por dia com 1 MN, total de células



micronucleadas e total de MN, sendo todas negativas, ou seja, inversamente
proporcionais.

A frequéncia de MN do grupo Ex-fumante foi correlacionada com as
seguintes variaveis quantitativas: namero de cigarros por dia, tempo de uso do
cigarro industrializado e carga tabagica, concentracdo de CO expirado (piCO +
Smokerlyzer®) e TFDC. As informacgfes dessas analises sdo referentes a época em
que os individuos consumiam cigarro industrializado, ou seja abstinéncia de no
minimo 01 ano e maximo 02 anos. Apenas a avaliacdo de concentracdo de CO
expirado foi realizada no momento da coleta, como critério objetivo de cessacao. Os
resultados dessa analise estédo contidos na Tabela 8.

Tabela 8 — Matriz de correlacdo entre a frequéncia de MN e varidveis de consumo
de tabaco do grupo Ex-fumante

Total de células
1 MN >1MN ) Total de MN
micronucleadas

r -0,133 0,229 -0,131 -0,131
N° cigarros/dia
p-valor 0,507 0,250 0,513 0,513
Tempo de r -0,064 0,025 -0,064 -0,064
Tabagismo
(anos) p-valor 0,750 0,900 0,748 0,748
Carga tabagica r -0,091 0,226 -0,089 -0,089
anterior p-valor 0,651 0,255 0,656 0,656
r -0,057 0,138 -0,053 -0,053
CO (ppm)
p-valor 0,777 0,489 0,792 0,792
r -0,414 -0,165 -0,418 -0,418
TFDC
p-valor * 0,031 0,409 *0,029 * 0,029
r -0,072 0,240 -0,072 -0,072
ECSI
p-valor 0,719 0,228 0,719 0,719

Legenda: Correlacdo de Spearman (r). Correlag@es significantes em negrito. *SignificAncia de p
(P <0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.



Para o grupo Ex-fumante, evidenciou-se correlagdo significativa apenas na
variavel do TFDC correlacionada a frequéncia de 1MN, total de células
micronucleadas e total de MN, sendo todas negativas, ou seja, inversamente
proporcionais.

N&o foi realizado esta correlagdo para o grupo Controle, uma vez que por
ser o grupo Controle, os individuos nunca fizeram uso de nenhum tipo de cigarro,
nao obtendo assim informacgdes de carga tabagica, e dependéncia nicotinica.

Para as correlacdes das anomalias metanucleares, foram realizados os
mesmos testes utilizados para correlagdo da frequéncia de MN. Foi utilizado o teste
de correlacdo de Spearman, adotando significancia de 5% para p-valor. Os
resultados dessas correlacdes estdo demonstrados na Tabela 9 e 10 para 0s grupos

E-cig e Ex-fumante, respectivamente.

Tabela 9 — Matriz de correlacdo entre a anomalias metanucleares e variaveis de

consumo de tabaco do grupo E-cig

(continua)
o ) ) Broken Nuclear
Caridlise | Cariorrexe | Binucleacgéo
egg bud
r 0,343 -0,109 -0,100 0,194 0,108
N° cigarros/dia
p-valor 0,163 0,666 0,691 0,440 0,667
Tempo de r 0,308 0,196 0,137 0,053 0,543
Tabagismo
(anos) p-valor 0,213 0,434 0,586 0,831 * 0,019
Carga r 0,392 0,046 0,122 0,226 0,415
tabagica
anterior p-valor 0,107 0,855 0,629 0,365 0,086
Tempo de uso r 0,131 -0,049 0,365 0,256 0,066
E-cig (meses)  , yalor 0,602 0,844 0,136 0,303 0,793
r 0,372 -0,274 -0,052 -0,364 -0,033

Uso de E-cig
(ml/dia) p-valor 0,128 0,270 0,835 0,136 0,893
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Tabela 9 — Matriz de correlacdo entre a anomalias metanucleares e variaveis de

consumo de tabaco do grupo E-cig
(concluséo)

o ) . Broken Nuclear
Cariélise | Cariorrexe | Binucleacao
egg bud
[] de nicotina r -0,019 -0,185 0,026 -0,319 0,044
(mg) p-valor 0,939 0,461 0,915 0,196 0,861
r 0,422 0,508 0,552 -0,196 -0,129
CO (ppm)
p-valor 0,080 * 0,031 *0,017 0,433 0,609
r 0,186 -0,092 0,005 -0,142 -0,217
ECSI
p-valor 0,459 0,715 0,981 -0,217 0,385
Concentracao r 0,639 0,258 0,0397 -0,002 0,530
de cotinina
(ng/mi) p-valor  *0,039 0,442 0,905 1 0,100

Legenda: Correlagdo de Spearman (r). CorrelagBes significantes em negrito. *SignificAncia de p valor
(P <0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

A correlagéo foi significativa, no grupo E-cig, entre a concentracdo de CO
expirado correlacionado a cariorrexe e binucleacdo; entre tempo de tabagismo
(antes do uso de E-cig) e nuclear bud; e entre a concentragdo de cotitina capilar e

caridlise; sendo todas correlacdes positivas, ou seja, diretamente proporcionais.

Tabela 10 — Matriz de correlagdo entre as anomalias metanucleares e demais

variaveis referentes ao grupo Ex-fumante

(continua)
o ) ) Broken Nuclear
Carioliolise | Cariorrexe | Binucleacéo
egg bud
N° r 0,468 0,023 0,123 0,293 0,129

cigarros/dia ygor * 0,013 0,905 0,539 0,137 0,520



Tabela 10 — Matriz de correlagdo entre as anomalias metanucleares e demais
variaveis referentes ao grupo Ex-fumante
(concluséo)

o ) ) Broken Nuclear
Cari6lidlise | Cariorrexe | Binucleacéo
egg bud
Tempo de r 0,361 0,051 0,145 -0,015 0,102
Tabagismo
(anos) p-valor 0,063 0,799 0,467 0,939 0,611
Carga r 0,565 0,081 0,217 0,284 0,199
tabagica 0,318
anterior p-valor * 0,002 0,687 0,276 0,150
r 0,245 -0,209 -0,050 -0,056 -0,078
CO (ppm)
p-valor 0,216 0,294 0,801 0,779 0,698
r 0,021 -0,220 -0,117 -0,421 -0,392
TFDC
p-valor 0,915 0,269 0,560 * 0,028 * 0,043
r -0,389 -0,224 -0,032 -0,121 -0,312
ECSI
p-valor *0,045 0,261 0,872 0,545 0,112

Legenda: Correlacdo de Spearman (r). Correlag8es significantes em negrito. *Significancia de p valor
(P < 0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

No grupo Ex-fumante, a correlacdo foi significante e inversamente
proporcional no TFDC com broken egg e nuclear bud, bem como entre ECSI e
caridlise; e diretamente proporcional no numero de cigarros fumados por dia (antes
da cessacao do tabagismo, ou seja, no minimo 01 ano e maximo 02 anos) e carga
tabagica anterior com a presenca de caridlise.

A correlacdo para o grupo Controle ndo foi realizada para avaliagdo de
anomalias metanucleares, pelo mesmo motivo que nao foi feita para a frequéncia de
MN.



4.2.3 Frequéncia de MN e anomalias metanucleares x variaveis qualitativas

Para esta analise foi realizada a avaliacdo de associacado entre as variaveis
de sexo, localizagcdo intra-bucal das amostras, uso de alcool e consumo de mais de
3 doses semanais de bebidas alcodlicas, com os dados de frequéncia de MN pelo
teste Teste Exato de Fisher (a=5%). Os resultados obtidos, podem ser observados
na Tabela 11.

Tabela 11 — Avaliacdo da associacdo da frequéncia de MN dos grupos E-cig, Ex-
fumante e Controle, e as variaveis sexo, localizacdo e consumo de alcool com a

frequéncia de 1 MN, Total de células micronucleadas e Total de MN

(continua)
Total de
L p- . p- p-
Grupo Variaveis 1 MN Células Total MN
valor ) valor valor
Micron.
F M F M F M
< 2 2 7 2 7
Sexo 0,619 0,619 0,619
> 4 5 4 5 4 5
L So L So L So
< 3 6 3 6 3 6
Local 0,346 0,346 0,346
) > 6 3 6 3 6 3
E-cig
N S N S N S
Uso de < 2 7 > 2 7 > 2 7 >
alcool > 2 7 0,999 2 7 0,999 2 7 0,999
N S N S N S
> 3 doses < 4 5 4 5 4 5
) 0,637 0,637 0,637
semanais > 6 3 6 3 6 3
F M F M F M
< 8 10 8 9 8 9
Sexo 0,692 0,447 0,447
> 3 6 3 7 3 7
Ex-
L So L So L So
fumante
< 9 9 9 8 9 8
Local 0,682 0,424 0,424
> 3 6 3 7 3 7
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Tabela 11 — Avaliagdo da associagdo da frequéncia de MN dos grupos E-cig, Ex-
fumante e Controle, e as variaveis sexo, localizacdo e consumo de alcool com a
frequéncia de 1 MN, Total de células micronucleadas e Total de MN

(concluséo)

Total de
. p- . p- p-
Grupo Variaveis 1 MN Células Total MN
valor ) valor valor
Micron.
N S N S N
> 14 3
Uso de < 14 4 14 3 0,638 0,638
0,999
Ex- alcool
> 7 2 7 3 7 3
fumante
N S N S N S
>3 doses < 16 2 0,581 16 1 0,128 16 1 0,128
semanais > 2 3 3
F M F M F M
< 10 11 10 11 10 11
Sexo 0,439 0,439 0,439
> 6 3 6 3 6 3
L So L So L So
< 9 12 9 12 9 12
Local 0,427 0,427 0,427
> 6 3 6 3 6 3
Controle
N S N S N S
Uso de < 20 1 20 1 20 1
0,517 0,517 0,517
alcool > 8 1 8 1 1
S S S
> 3 doses < 20 1 20 1 20 1
0,517 0,517 0,517
semanais > 8 1 8 1 8 1

Legenda: Teste Exato de Fisher (0=5%). Adotou-se: Total de Células Micron. para total de células
micronucleadas; < para menor ou igual a média, > para maior ou igual a média; F para feminino, M
para masculino; L para lingua, So para soalho de boca; e N para ndo, S para sim.

Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com o Teste Exato de Fisher (a=5%), ndo houve diferenga
significativa entre as variaveis qualitativas e a frequéncia de MN avaliadas.

O Teste Exato de Fisher nédo foi aplicado para a frequéncia de mais de 1 MN
em uma mesma ceélula, uma vez que dentre os casos considerados nesta analise
apenas 1 caso no grupo E-cig, 1 caso no Ex-fumante e nenhum caso no Controle

apresentava mais que 1 MN. Portanto, ndo foi possivel realizar andlise estatistica



para essa frequéncia.
Para analise das anomalias metanucleares foi utilizado o Teste Exato de
Fisher (0=5%) para a avaliacdo da associacdo das variaveis qualitativas e a

frequéncia de MN. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 12.
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Tabela 12 — Avaliacdo da associacdo das anomalias metanucleares dos grupos E-cig, Ex-fumante e Controle, e as variaveis

sexo, localizacdo e consumo de alcool com a presenca de: cariolise, cariorrexe, binucleacdo, broken egg e nuclear bud

(continua)
Grupo Variavel Caridlise p-valor | Cariorrexe | p-valor | Binucleagdo | p-valor | Broken egg | p-valor | Nuclear bud | p-valor
F M F M F M F M F M
< 3 9 3 9 3 3 0
Sexo 0,344 0,344 0,626 > 0,999 0,037
> 3 3 3 3 3 3 6
L So L So L So L So L So
< 6 6 5 7 5 6 4 6 1 6
Local > 0,999 0,619 > 0,999 0,637 0,049
_ > 3 3 4 4 3 5 3 8 3
E-cig
N S N N S N S N S
Usode = 3 9 2 10 4 7 2 8 0 7
. > 0,999 0,568 0,119 > 0,999 0,119
alcool > 1 5 2 4 0 7 2 6 4 7
N S N S N S N S N S
>3 doses = 7 5 5 7 8 3 5 5 2 5
. > 0,999 0,151 0,144 0,664 0,144
semanais > 3 3 5 1 2 5 5 3 8 3
F M F M F M F M F M
< 8 10 9 10 8 9 7 10 6 10
Sexo 0,692 0,404 0,447 > 0,999 0,710
Ex- > 3 6 2 6 3 7 4 6 5 6
fumante L So L So L So L So L So
< 8 10 9 10 6 7 8 8
Local > 0,999 0,695 0,256 0,706 0,696
> 4 5 3 5 6 5 4

14



Tabela 12 — Avaliacdo da associacdo das anomalias metanucleares dos grupos E-cig, Ex-fumante e Controle, e as variaveis
sexo, localizacdo e consumo de alcool com a presenca de: cariblise, cariorrexe, binucleacéo, broken egg e nuclear bud

(concluséo)

Grupo Variavel Carioblise p-valor | Cariorrexe | p-valor | Binucleagdo | p-valor | Broken egg | p-valor | Nuclear bud | p-valor
N S N S N S N S N S
Usode = 14 4 15 4 14 3 13 4 13 3
> 0,999 > 0,999 0,638 > 0,999 0,661
Ex- alcool > 2 2 3 2 3
fumante N S N S N S N S N S
>3 doses = 16 2 17 2 15 2 15 2 15 1
_ 0,581 0,558 0,612 0,612 0,272
semanais > 7 2 6 2 2 2 3
F M F M M F M F M
< 15 11 9 9 11 8 10 9 12 7
Sexo 0,315 0,722 0,706 > 0,999 0,256
> 1 3 7 5 5 6 6 5 4 7
L So L So L So L So L So
< 13 13 0 8 8 11 9 10 8 11
Local > 0,999 0,710 0,449 > 0,999 0,449
> 2 2 7 7 4 6 5 7 4
Controle
N S N S N S N S N S
Uso de < 25 1 18 0 18 1 18 1 18 1
0,252 0,151 > 0,999 > 0,999 > 0,999
alcool > 3 1 10 2 10 1 10 1 10 1
N S N S N S N S N S
>3 doses < 25 1 18 0 18 1 18 1 18 1
. 0,252 0,151 > 0,999 > 0,999 > 0,999
semanais > 3 1 10 2 10 1 10 1 10 1

Legenda: Teste Exato de Fisher (a=5%). Adotou-se: < para menor ou igual a média, > para maior ou igual a média de MN; F para feminino, M para
masculino; L para lingua, So para soalho de boca; N para ndo, S para sim; e em negrito os resultados em que se observa diferenca significante (P <
0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

1%
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De acordo com o Teste Exato de Fisher, houve diferenca estatistica entre
sexo e localizacdo quando correlacionado com nuclear bud. O sexo feminino esteve
mais associado a presenca de nuclear bud em comparagdo com o sexo masculino.
E em relacdo a localizacéo intra-bucal, a lingua foi mais afetada por nuclear bud do
que o soalho bucal. Por outro lado, ndo foi possivel observar diferenca entre as

demais variaveis qualitativas e as anomalias metanucleares.

4.3 Comparacdes e Correlacbes entre os grupos Fumante, Ex-fumante e

Controle

Como ja foi explanado nos itens 4.1 e 4.2, de acordo com os critérios de
exclusdo, os grupos foram organizados, tendo sido necessaria a exclusdo de
participantes que apresentavam consumo de alcool acima de 3 doses semanais.

A organizacdo dos grupos para andlise relacionada aos itens 4.3 esta

demonstrada na Figura 5.

Figura 5 — Divisdo dos grupos considerando os grupos Fumante, Ex-fumante e

Controle

Fumante Ex-fumante Controle
v v v
30 individuos 30 individuos 30 individuos
v v A 4
4 Exclusodes 4 Exclusodes 2 Exclusodes
Consumo de Consumo de Consumo de
dlcool dlcool dlcool
v v v
4 Exclusées 3 Exclusdes N=28
Material Material
insuficiente insuficiente
v h 4
N=22 N=23

Fonte: Elaborada pela autora.
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As informacdes relacionadas ao consumo de tabaco dos grupos Fumante e
Ex-fumante (antes da cessacdo do tabagismo), como numero de cigarros
consumidos por dia, tempo de tabagismo (anos), concentracdo de CO (ppm)
expirado, e o TFDC, podem ser observadas na Tabela 13. A comparacdo entre 0s
dados de consumo de tabaco nos grupos Fumante e Ex-fumante foi realizada pelo
teste de Mann Whitney (a=5%).

Tabela 13 — Dados da média de consumo de tabaco e nivel de dependéncia nos

grupos Fumante e Ex-fumante

Fumante Ex-fumante p-valor
_ _ 17,05 +9,84 18,09 + 10,2
N° Cigarros/dia 0,7974
[15] [18]
_ 33,09 + 11,86 40,17 + 12,21
Tempo de tabagismo 0,0608
[40] [40]
o 29,76 + 22,09 37,70 £ 27,34
Cargatabagica 0,3121
[23,8] [30]
10,14 £ 8,72 1,565+ 0,79
CO (ppm) <0,0001
(8,5] [1]
55+2,45 6,478 + 2,23
TFDC 0,1292
(5,5] [7]

Legenda: Teste de Mann Whitney (0=5%). Média + desvio padrdo [mediana]. SignificAncia em
negrito (P < 0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

A partir desta analise, percebe-se que ha diferenca estatistica entre os
grupos Fumante e Ex-fumante em relacdo ao CO expirado, sendo que 0 grupo

Fumante tem maior concentracéo expirada do que Ex-fumante.
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4.3.1 Avaliagcdo de MN e anomalias metanucleares

Em relacdo a localizacao intra-bucal, foram avaliados no grupo Fumante 8
laminas com amostras provenientes de lingua e 14 de soalho bucal, no Ex-fumante
12 de lingua e 11 de soalho bucal, e no Controle 13 de lingua e 15 de soalho bucal.

Os resultados da comparacdo da frequéncia de MN entre 0s grupos
Fumante, Ex-fumante e Controle, por meio do teste de Kruskal-Wallis (a=5%),

podem ser observados na Tabela 14.

Tabela 14 — Frequéncia de MN nos grupos Controle, Fumante e Ex-fumante

Controle Fumante Ex-fumante p-valor
1,32 £ 2,47 4 + 3,55 1,96 + 2,50
01 MN 0,0013
[0] [3] [1]
0+0 0,137 £ 0,35 0,04 £0,21
> 01 MN 0,1084
[0] [0] [0]
Total de células 1,32 £ 2,47 4,136 +£3,62 2+261
. 0,0009
micronucleadas [0] [3] [1]
1,32 £ 2,47 4,32+ 3,71 2,04+£2,74
Total de MN 0,0006
[0] [3,5] [1]
Legenda: Teste de Kruskal-Wallis (0=5%). Média + desvio padrao [mediana]. SignificAncia em negrito

(P <0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Houve diferenca entre os grupos em todas as variaveis de frequéncia de
MN, exceto em mais de 1 MN em uma mesma célula avaliada.

Ainda para avaliar a diferenca entre os grupos, em relacdo a frequéncia de
MN foi utilizado o teste de comparacbes multiplas de Dunn, para 0Ss grupos
Fumante, Ex-fumante e Controle. A partir deste teste, observou-se diferenca
estatistica nas analises de frequéncia de MN entre os grupos Fumante e Controle na
analise de 1IMN (p = 0,0009); entre Fumante e Ex-fumante (p = 0,0489), Fumante e

Controle (p = 0,0006) no total de células micronucleadas; e entre Fumante e Ex-



50

fumante (p = 0,0370), também Fumante e Controle (p = 0,0004) no total de MN.
Os resultados da comparacao das anomalias metanucleares entre os grupos
Fumante, Ex-fumante e Controle pelo teste de Kruskal-Wallis (a=5%), podem ser

observados na Tabela 15.

Tabela 15 — Dados da andlise de anomalias metanucleares entre 0s grupos

Controle, Fumante e Ex-fumante

Controle Fumante Ex-fumante p-valor
o 13,39 + 31,55 36,87 + 39,05 21,09 + 32,92
Cariolise 0,0035
[5,5] [22] [7]
_ 0,79+ 1,42 3+ 3,06 1,48 £ 2,29
Cariorrexe 0,0021
(0] (2] [0]
_ 2,14+ 2,37 5,32 + 5,59 3,78 £ 3,53
Binucleacao 0,0307
(1] (3] (4]
0,46 £ 0,74 1,27 £1,39 0,87 £ 1,60
Broken egg 0,0521
(0] [1] [0]
0,68 +1,02 1,96 £+ 1,91 0,65+ 1,03
Nuclear bud 0,0209

(0] [2] [0]

Legenda: Teste de Kruskal-Wallis (0=5%). Média + desvio padrao [mediana]. SignificAncia em negrito
(P <0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Observou-se diferenca estatistica entre os 3 grupos, em todos os tipos de
anomalias metanucleares avaliados. Houve maior quantidade no grupo Fumante,
seguido pelos grupos Ex-fumante e Controle.

Ainda para avaliar a diferenca entre os grupos, em relacdo a frequéncia de
MN foi utilizado o teste de comparacbes multiplas de Dunn, para 0Ss grupos
Fumante, Ex-fumante e Controle. De acordo com o teste, observou-se diferenga
significante entre as comparacgbes: Fumante e Ex-fumante em cariorrexe (p =
0,0517) e nuclear bud (p = 0,0470); Fumante e Controle em caridlise (p = 0,0029),
cariorrexe (p = 0,0016), binucleacao (p = 0,0291), broken egg (p = 0,0614) e nuclear
bud (p = 0,0420); e entre Ex-fumante e Controle ndo houve diferenca significante em

nenhum dos tipos de anomalias metanucleares avaliados.
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4.3.2 Frequéncia de MN e anomalias metanucleares x variaveis quantitativas

O grau de associacao entre duas variaveis foi observado por meio do teste
de correlacao de Spearman (a=5%).

A frequéncia de MN nos grupos Fumante e Ex-fumante foi correlacionada
com as seguintes variaveis quantitativas: niamero de cigarros por dia, tempo de uso
do cigarro industrializado e carga tabagica, concentracdo de CO expirado (piCO +
Smokerlyzer®) e TFDC. As informag6es dessas analises sdo referentes & época em
que os individuos consumiam cigarro industrializado, exceto a avalaicdo de
concentracdo de CO expirado, que foi realizada no momento da coleta. Os
resultados destas analises configuram as matrizes de correlacdo, que podem ser
observadas nas Tabelas 16 e 17, para o0s grupos Fumante e Ex-fumante,

respectivamente.

Tabela 16 — Matriz de correlacdo entre a frequéncia de MN e demais variaveis

referentes ao grupo Fumante

Total de células
1 MN >1MN ) Total de MN
micronucleadas

] ] r -0,060 -0,181 -0,087 -0,108
N° cigarros/dia
p-valor 0,787 0,418 0,699 0,631
Tempo de r -0,370 -0,083 -0,362 -0,343
Tabagismo (anos)  .yaior 0,089 0,710 0,097 0,117
) r -0,202 -0,198 -0,223 -0,235
Carga tabagica
p-valor 0,365 0,375 0,317 0,291
r 0,057 0,010 0,081 0,069
CO (ppm)
p-valor 0,800 0,963 0,718 0,758
r -0,116 -0,021 -0,130 -0,148
TFDC
p-valor 0,605 0,925 0,562 0,508

Legenda: Correlacdo de Spearman (r). Correlagfes significantes em negrito. *Significancia de p valor
(P <0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 17 — Matriz de correlagdo entre a frequéncia de MN e demais variaveis

referentes ao grupo Ex-fumante

Total de células
1 MN >1 MN ] Total de MN
micronucleadas

r -0,145 0,260 -0,142 -0,142
N° cigarros/dia
p-valor 0,508 0,230 0,515 0,515
Tempo de r -0,243 0,032 -0,244 -0,244
Tabagismo
(anos) p-valor 0,262 0,884 0,261 0,261
Carga tabagica r -0,195 0,225 -0,194 -0,194
anterior p-valor 0,371 0,301 0,374 0,374
r -0,148 0,184 -0,142 -0,142
CO (ppm)
p-valor 0,499 0,399 0,516 0,516
r -0,311 -0,195 -0,317 -0,317
TFDC
p-valor 0,148 0,370 0,139 0,139

Legenda: Correlacdo de Spearman (r). Correlagfes significantes em negrito. *Significancia de p valor
(P < 0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Tanto no grupo Fumante, quanto no Ex-fumante, ndo foi possivel observar
correlacdo significante em nenhuma das variaveis da frequéncia de MN. N&o foi
realizada esta correlagéo para o Controle, uma vez que por ser um grupo controle,
estes individuos nunca fizeram uso de nenhum tipo de cigarro.

Foi utilizado o teste de Spearman, e para validar a correlacdo, adotando
significAncia de 5% para p valor, como demonstrado nas Tabelas 18 e 19, para os

grupos Fumante e Ex-fumante, respectivamente.
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Tabela 18 — Matriz de correlagdo entre as anomalias metanucleares e demais

variaveis de consumo de tabaco ao grupo Fumante

e ) . . Broken Nuclear
Caridliolise | Cariorrexe | Binucleacao

egg bud

N° r -0,228 -0,040 -0,399 -0,399 -0,255
cigarros/dia yqior 0,305 0,856 0,065 0,065 0,251
Tempo de r -0,171 0,257 0,211 -0,022 0,064

Tabagismo
(anos) p-valor 0,446 0,247 0,344 0,922 0,776
Carga r -0,179 0,074 -0,232 -0,298 -0,216
tabagica p-valor 0,424 0,743 0,298 0,177 0,333
r 0,213 0,068 -0,013 -0,154 0,045

CO (ppm)
p-valor 0,339 0,761 0,952 0,493 0,839
r -0,404 0,068 -0,192 -0,276 -0,010

TFDC

p-valor 0,062 0,761 0,390 0,212 0,964

Legenda: Correlacdo de Spearman (r). Correlagfes significantes em negrito. *Significancia de p valor
(P < 0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

A partir dos dados obtidos das correlagbes para o grupo Fumante, nao

houve significancia entre as variaveis e as anomalias metanucleares avaliadas.
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Tabela 19 — Matriz de correlagdo entre as anomalias metanucleares e demais

variaveis referentes ao grupo Ex-fumante

o ) ) Broken Nuclear
Cari6lidlise | Cariorrexe | Binucleacao
egg bud
Ne r 0,383 -0,028 0,030 0,294 0,180
cigarros/dia \qior 0,070 0,898 0,889 0,172 0,410
Carga r 0,498 -0,040 0,068 0,207 0,188
tabagica
anterior p-valor * 0,015 0,854 0,756 0,341 0,388
r 0,275 -0,261 -0,078 -0,083 -0,172
CO (ppm)
p-valor 0,202 0,227 0,722 0,704 0,431
r -0,065 -0,141 -0,027 -0,359 -0,249
TFDC
p-valor 0,767 0,520 0,900 0,091 0,250

Legenda: Correlagdo de Spearman (r). CorrelagBes significantes em negrito. *SignificAncia de p valor
(P <0.05).
Fonte: Elaborada pela autora.

No grupo Ex-fumante, notou-se correlacdo significante apenas entre carga
tabagica anterior e caridlise, tratando-se de uma correlacdo positiva, ou seja,

diretamente proporcional.

4.3.3 Fequéncia de MN e anomalias metanucleares x variaveis qualitativas

Para esta andlise foi realizada associacdo entre a frequéncia de MN e as
variaveis de sexo e localizac&o intra-bucal das amostras através do Teste Exato de
Fisher (a=5%). Os resultados obtidos desta analise, podem ser observados na
Tabela 20.
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Tabela 20 — Avaliagdo da associacdo entre as variaveis de sexo, localizacao,
consumo de alcool e a frequéncia de 1 MN, total de células micronucleadas e total

de MN nos grupos Fumante, Ex-fumante e Controle

Total de
L p- . p- p-
Grupo Variaveis 1 MN Células Total MN
valor ) valor valor
Micron.
F M F M F M
< 4 8 7 > 6
Sexo 0,198 0,414
> 8 3 4 3 0,999 6 3
Fumante
L So L So L So
< 5 6 7 8 6 7
Local 0,659 0,193 0,380
> 3 8 1 6 2 7
F M F M F M
< 8 8 > 8 8 > 8 8 >
Sexo
Ex- > 3 4 0,999 3 4 0,999 3 4 0,999
fumante L So L So L So
< 9 9 9
Local 0,666 0,666 0,666
> 3 4 3 4 3 4
F M F M F M
< 10 10 10 10 10 10
Sexo 0,686 0,686 0,686
> 5 3 5 3 5 3
Controle
L So L So L So
< 8 12 8 12 8 12
Local 0,409 0,409 0,409
> 5 3 5 3 5 3

Legenda: Teste Exato de Fisher (a=5%). Adotou-se: Total de Células Micron. Para total de células
micronucleadas. € para menor ou igual a média, > para maior ou igual a média de MN; F para
feminino, M para masculino; L para lingua, So para soalho de boca; e em negrito os resultados em
que se observa diferenca significante (P < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com o Teste Exato de Fisher, ndo houve diferenca estatistica
entre as variaveis qualitativas e as frequéncias de MN.

O Teste Exato de Fisher nao foi aplicado para a frequéncia > 1 MN, uma vez
que dentre os casos considerados nesta analise apenas 3 casos no grupo Fumante,
1 caso no Ex-fumante e nenhum caso no Controle apresentava mais que 1MN.

Portanto, ndo foi possivel realizar analise estatistica para essa frequéncia, devido a
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auséncia na maioria dos casos.

Esta andlise foi realizada da mesma forma que a associacao qualitativa das
frequéncias de MN. Foi utilizado o Teste Exato de Fisher (a=5%). Os resultados
obtidos podem ser observados nas Tabelas 21.

De acordo com o Teste Exato de Fisher, houve diferenca estatistica entre
localizac&o quando correlacionado com nuclear bud. Em relacéo a localizac&o intra-
bucal, a lingua foi mais afetada por nuclear bud quando comparado com o soalho
bucal. Além disso, ndo foi possivel observar diferenca entre as demais variaveis

qualitativas e as anomalias metanucleares.



Tabela 21 — Avaliacdo da associacdo entre as variaveis sexo, localizacdo,consumo de alcool com a presenca de anomalias

metanucleares: cariolise, cariorrexe, binucleacdo, broken egg e nuclear bud nos grupos Fumante, Ex-fumante e Controle

» o ] ) . Broken Nuclear p-
Grupo Variavel Cariélise | p-valor | Cariorrexe | p-valor | Binucleagcdo | p-valor p-valor
egg bud valor
F M F M F M F M F
< 7 7 5 8 7 7 >
Sexo 0,674 > 0,999 0,099 0,674
> 5 5 7 2 5 5 0,999
Fumante
L So L So L So L So L So
< 5 9 3 10 4 9 4 10 2 11
Local > 0,999 0,187 0,661 0,386 0,026
> 3 5 5 4 4 5 4 4 6 3
F M F F M F M F
< 8 8 9 10 5 8 7 7
Sexo > 0,999 > 0,999 0,413 >0,999 0,666
Ex- > 3 4 2 2 6 4 4 4 4
fumante L So L So L So L So L So
< 8 8 11 8 5 8 7 8 8 8 >
Local > 0,999 0,316 0,213 0,666
> 4 1 3 7 3 5 3 4 3 0,999
F M F M F M F M F M
< 14 11 9 9 11 7 9 8 11 7
Sexo 0,583 0,705 0,432 > 0,999 0,432
> 1 2 6 4 4 6 6 5 4 6
Controle
L So L So L So L So L So
< 12 13 10 8 7 11 7 10 7 11
Local > 0,999 0,254 0,432 0,700 0,432
1 2 3 6 6 6 4

Legenda: Teste Exato de Fisher (a=5%). Adotou-se: < para menor ou igual a média, > para maior ou igual a média de MN; F para feminino, M para
masculino; L para lingua, So para soalho de boca; e em negrito os resultados em que se observa diferenca significante (P < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

LS
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5 DISCUSSAO

O tabagismo é considerado um problema de saude publica, que mata mais
que a metade de seus usuarios (World Health Organization, 2017). Devido as taxas
de mortalidade e morbidade ocasionadas pelo uso de tabaco, diversas medidas e
alternativas estdo sendo criadas para auxiliar o individuo no tratamento para
cessacao tabagica.

Com o intuito de melhorar a qualidade de vida das pessoas, muitas medidas
baseadas em evidéncia sdo adotadas para promocao da cessacao tabagica. Dentre
elas existem 0s suportes comportamentais, suporte telefénico e por mensagens de
texto, materiais de auto-ajuda, bem como a utilizacdo de medicamentos que possam
auxiliar o processo, reduzindo as sensacdes de abstinéncia, como reposicédo de
nicotina. Os medicamentos mais utilizados no mundo séo a citisina e a nortriptilina
(West et al., 2015).

Os E-cig foram desenvolvidos em 2003, com o intuito de auxiliar a cessacéo
tabagica (Famele et al., 2015), livrando os individuos dos maleficios causados pela
gueima de tabaco e de muitas substancias presentes no cigarro industrializado.
Entretanto, estes dispositivos tém despertado muitas discussdes em relacdo a
seguranca e efetividade no tratamento do tabagismo. Até o momento ndo ha um
consenso consolidado na literatura em relagéo ao equilibrio entre riscos e beneficios
provenientes destes dispositivos (Rom et al., 2015). Em relagcdo aos beneficios
abordados, um fator de peso € a diminui¢cdo significativa de substancias nocivas, em
comparacao com o cigarro industrializado (Goniewicz et al., 2014; Shahab et al.,
2017). Tal fato reduz a exposicdo desses individuos, e dos individuos que convivem
com eles, a agentes genotdxicos e citotdoxicos, com a possibilidade de diminuir a
progressao de doencas (Goniewicz et al., 2014; Grana et al., 2014; Famele et al.,
2015; Shahab et al.,, 2017). Além disso, também é abordada a possibilidade de
regular a concentracdo de nicotina, permitindo que o individuo que deseja parar com
o habito de fumar, va reduzindo gradualmente essa substancia, o que possibilitaria a
eliminacao da dependéncia (Famele et al., 2015; Chun et al., 2017).

Em contrapartida, a possibilidade de regular a nicotina pode ser considerada

também um fator de risco, visto que se o intuito do individuo néo for reduzir a
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nicotina, altas concentracbes dessa substancia podem ser inaladas, nao
favorecendo a cessacdo tabagica, e mantendo, ou até mesmo aumentando, a
dependéncia, servindo como porta de entrada para produtos provenientes de tabaco
(Rom et al., 2015; Schraufnagel et al., 2014). Acredita-se também, que além da
dependéncia, a nicotina pode ocasionar disturbios cardiovasculares, prejudicando a
saude dos individuos (Carty et al.,, 1997). Um estudo de Sussan et al. (2015),
demonstrou que ratos expostos ao E-cig tiveram resposta imune prejudicada. Outro
fator de risco abordado na literatura, é o atrativo que os E-cig tém, como aditivos de
sabor (Knorst et al., 2014), favorecendo a introducdo de jovens, que nunca fizeram
uso do cigarro industrializado, a dependéncia nicotinica.

Embora ndo haja comprovacdo de que o E-cig € um dispositivo que
possibilita a cessac¢do de consumo do cigarro industrializado, no presente estudo a
maioria dos participantes do grupo E-cig havia abandonado o uso de cigarro
industrializado. Embora ndo signifique, necessariamente, ter sido uma substituicao
segura. De acordo com Rom et al. (2015), os E-cig bem como tratamentos
convencionais para o tabagismo, auxiliam a cessacdo tabagica. Entretanto, os
autores afirmam ser necesséario mais estudos que comprovem a eficacia no longo
prazo. Truman et al. (2018), também verificaram que a utilizacdo dos E-cig
favoreceu a cessacdo tabagica na maioria dos participantes do estudo que
realizaram, e que, dentre os individuos avaliados, a maioria iniciou o uso de E-cig
para parar ou reduzir o consumo de cigarros industrializados.

Ndo h& na literatura uma escala de dependéncia nicotinica, validada e
rotineiramente utilizada, para quantificar o consumo de cigarro industrializado e o
consumo de E-cig ao mesmo tempo. A busca por novas escalas relacionadas ao uso
de E-cig é recente (Blank et al., 2016). No presente estudo, o ECSI pdde ser
aplicado para os vaporizadores de E-cig e fumantes de cigarro industrializado, por
nao quantificar o consumo de cigarros, apenas o0s habitos relacionados a
dependéncia. A avaliagdo da dependéncia nicotinica ainda demonstrou que 0s
individuos que fazem uso de E-cig apresentam indice de dependéncia menor do que
0s niveis de dependéncia dos individuos ex-fumantes, dados coletados quando
iniciaram o tratamento para cessacéao tabagica.

Foulds et al. (2015) compararam a dependéncia dos individuos antes,
guando utilizavam o cigarro industrializado e depois com o uso de E-cig, e



60

observaram reducdo dos niveis de dependéncia. Nesse estudo, foi utilizado um
questionario desenvolvido pelos autores a partir de adaptacdes de outros testes ja
validados para o cigarro industrializado. Recentemente, Morean et al. (2018)
propuseram adaptacbes no teste psicométrico Patient-Reported Outcomes
Measurement Information System (PROMIS), para que o teste pudesse ser aplicado
em individuos que fazem uso de E-cig. Essas modificacbes parecem ter sido
consistentes para utilizacao.

Uma das maneiras de avaliar e mensurar a nicotina nestes individuos é
através de um dos seus metabdlitos, a cotinina. Em relacdo a concentragdo de
cotinina no sangue dos individuos de E-cig, observou-se na maioria dos
participantes, uma concentracdo compativel com consumidores de grande
guantidade de tabaco ado de tabaco, que equivale a mais de 10 cigarros/dia em
individuos que fazem uso do cigarro industrializado. Essa informacdo demonstra que
0s vaporizadores de E-cig fazem uso de altas concentracdes de nicotina. O principal
problema relacionado a nicotina é a dependéncia. Entretanto, a nicotina parece
desempenhar um menor papel no desenvolvimento de doencas provenientes da
fumaca do tabaco, comparado as outras substancias toxicas contidas no cigarro
industrializado (Benowitz, 2010; Le Houezec et al., 2011; Polosa et al., 2013; Rom et
al., 2015). Tal andlise € complexa, considerando que muitos individuos tiveram
duvidas para quantificar a frequéncia diaria em mL do liquido do E-cig. Outrossim,
nos casos dos individuos que faziam uso de liquidos com altas concentracfes de
nicotina, e que o resultado do PTS Detect™ Cotinine System® foi baixo, pode estar
relacionado ao fato do participante ndo ter indicado corretamente a quantidade diaria
de nicotina utilizada.

O estudo de Shahab et al. (2017) também evidenciou que ndo houve
diferenca em relacdo a ingestdo de nicotina entre os individuos que faziam uso
apenas do E-cig em comparacdo com o cigarro industrializado. No entanto,
observaram niveis reduzidos de substancias téxicas e carcinogénicas nos individuos
gue faziam uso de E-cig, comparado aos que faziam uso do cigarro industrializado.

Os niveis de CO expirado avaliados no grupo E-cig estava na maioria abaixo
do limite de abstinéncia (< 6 ppm) (Stelmach et al., 2015). Uma vez que ndo ha
gueima de tabaco nos E-cig (Famele et al.,, 2015), tal resultado era esperado.

Destarte, foram observados niveis superiores ao limite de abstinéncia em alguns
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casos, bem como diferenca significante nessa variavel, em compara¢cao com o grupo
Ex-fumante.

O fumo passivo € um fator de suma importancia, pois, de acordo com a
OMS, a fumaca gerada pelo cigarro industrializado resulta em mais de 4000
substancias, e destas mais de 50 sdo consideradas cancerigenas, além de pelo
menos 250 serem nocivas (World Health Organization, 2017).

De acordo com o estudo de Kotz (2012), o nivel de CO expirado pode ser
aumentado por fatores como exposi¢cao ao fumo passivo, exposi¢ao a poluicao do ar
(como conviver em areas de poluicao urbana e trabalhos expostos a poluicao do ar)
e consumo de altas concentragBes de alcool, fumo de outras formas de tabaco e
cannabis (maconha), entre outros. Alguns destes fatores podem ter influenciado os
niveis de CO dos individuos do nosso estudo. A maioria das amostras foi coletada
de vaporizadores de E-cig, residentes na cidade de S&o Paulo, que estdo expostos a
poluicdo urbana. Entretanto, os individuos do grupo Ex-fumante também sao
residentes do mesmo Municipio, ndo podendo entéo, este ser o fator determinante
para o aumento dos niveis de CO expirado. A exposi¢do ao fumo passivo pode ter
maior relacdo, visto que como a comercializacdo do E-cig ndo é permitida no Brasil,
ndo existem normas para utilizacdo destes dispositivos em ambientes publicos.
Devido a isso, alguns participantes da pesquisa relataram que por vezes, eles
utilizam o E-cig na mesma area destinada a fumantes convencionais, 0 que os torna
fumantes passivos em determinadas ocasifes. Outro fator que provavelmente teve
influéncia sobre o CO expirado, é a ingestédo de altas concentracfes de alcool pelos
participantes desse grupo. Outra possibilidade, embora ndo tenha sido relatada, € o
uso esporadico de cigarro industrializado e cannabis.

Ja4 em relacdo a diferenca significante entre o CO expirado pelos grupos
Fumante e Ex-fumante, o resultado obtido foi o esperado, e compativel com o
encontrado na literatura. Os individuos expostos a fumaca proveniente da queima do
tabaco apresentam altos niveis de CO expirado, sendo o tabagismo considerado a
causa mais provavel de fatores para tal aumento. Os ex-fumantes, por ndo ter mais
exposicdo a queima de tabaco, apresentam menor concentragdo de CO expirado, de
acordo com o ja observado nos estudos de Stelmach et al. (2015) e Goldstein et al.
(2017).

A citologia esfoliativa € um método que pode ser utilizado para diagndstico
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precoce de lesdes bucais e biomonitoramento, com a vantagem de ser rapida, ter
baixo custo, e boa aceitacédo dos pacientes para realizagcdo do exame (Oliveira et al.,
2012; Kazanowsk et al., 2014). A anéalise de MN e anomalias metanucleares, pode
ser realizada a partir da citologia esfoliativa, e tem sido utilizada na literatura para
verificacdo de genotoxicidade e citotoxicidade (Rana et al., 2017).

Na comparacdo dos grupos em relacdo a frequéncia de MN, observou-se
diferenca significante entre o grupo de E-cig e o grupo Controle. A associacdo do
uso do E-cig e a ingestao de altas concentracfes de alcool pode interferir nos danos
causados as células. O estudo realizado por Franco et al. (2016), demonstrou que a
frequéncia de MN em individuos de E-cig € semelhante a encontrada no grupo
controle, e significativamente menor do que a encontrada em individuos fumantes de
cigarro industrializado. No referido estudo, os individuos néo faziam uso cronico de
alcool.

Outro estudo que reitera essa possibilidade é o de Oliveira et al. (2012), que
verificou aumento da frequéncia de MN nos tabagistas que faziam uso abusivo de
alcool em comparacdo com os tabagistas que ndo faziam uso, indicando que o
alcool pode causar de genotoxicidade celular. Assim, os efeitos genotdxicos
promovidos pelo E-cig, podem ser potencializados pelo consumo de &lcool. Isto
porque o alcool favorece a penetracdo das substancias carcinogénicas, atuando
como promotor da carcinogénese (Oliveira et al., 2012). Além disso, de acordo com
Rana et al. (2017), substancias provenientes do consumo de alcool, como
acetaldeido, induzem o estresse oxidativo que pode promover genotoxicidade.

Estudos que avaliem a frequéncia de MN em individuos ex-fumantes,
concomitante ao uso de E-cig ndo foram encontrados na literatura. A pesquisa
realizada evidencia que o grupo Ex-fumante quando comparado com vaporizadores
de E-cig e Controle, apresenta frequéncia intermediaria entre os dois grupos.

Na comparagdo entre os grupos Fumante, Ex-fumante e Controle, os ex-
fumantes néo apresentaram diferenca significante em relacéo ao grupo Controle.

Entretanto, foi constatada diferenca entre o grupo Fumante no total de
células micronucleadas e no total de MN. Isso significa que uma vez abandonado o
habito de fumar, a tendéncia é que ocorra reducdo consideravel dos danos
citogenéticos nas células da mucosa bucal, diminuindo os riscos da carcinogénese.

O trabalho desenvolvido por Bonassi et al. (2003), avaliou a frequéncia de
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MN em linfécitos de fumantes, ex-fumantes e controle. No geral, ndo foi possivel
observar diferencas significativas entre os fumantes e ex-fumantes, o que difere do
nosso estudo. SO foi observado diferenca nos fumantes pesados que faziam uso de
30 ou mais cigarros por dia. Essa diferenca em relacdo ao presente estudo pode ser
justificada pelo fato de ter sido realizada avaliagdo de linfocitos e ndo células da
mucosa bucal.

O grupo Fumante foi significativamente diferente tanto do grupo Ex-fumante,
como ja explanado, quanto do grupo Controle na quantidade de 1 MN, total de
células micronucleadas e total de MN. Fica evidente entdo, que o consumo de
tabaco promove danos genotoxicos nas células da mucosa bucal. Esses resultados
sdo analogos aos encontrados na literatura (Nersesyan et al., 2011; Nefic, Handzic,
2013; Mr et al., 2014).

Um estudo realizado por Mr et al. (2014), avaliou a frequéncia de MN em
diferentes habitos relacionados com o tabaco e concluiu que o tabagismo sob
qualquer forma promove efeitos genotéxicos nas células. Os individuos que faziam
uso de tabaco de diferentes formas (como cigarro industrializado, betel e tabaco sem
fumaca) e apresentaram maior quantidade de MN quando comparado ao grupo
controle.

Em contrapartida, Barale et al. (1998) avaliaram a troca de croméatides irmas
e frequéncia de MN em individuos fumantes, ex-fumantes e controle. Houve
aumento na avaliacdo da troca de cromatides irmas em fumantes, enquanto os ex-
fumantes tiveram reducdo linear as quantidades semelhantes ao grupo controle em
8 anos. Todavia, em relacdo a andlise de MN, ndo foi encontrada relagdo com o
hébito de fumar. No presente estudo, a reducdo de alteracbes no grupo Ex-fumante
foi observada na frequéncia de MN, o que sugere que em um curto periodo ja ocorre
diminuicdo de danos na mucosa bucal, visto que os individuos estavam em
abstinéncia de no maximo de 2 anos.

Quanto as associagdes, verificou-se no presente estudo que o uso diario do
E-cig (mL/dia) foi inversamente proporcional com a frequéncia de MN, considerando
1 MN, total de células micronucleadas e total de MN. Uma possivel justificativa para
estes achados pode ser a dificuldade em quantificar a frequéncia de uso de E-cig em
ml/dia pelos vaporizadores. Outrossim, a correlagédo de TFDC no grupo Ex-Fumante
foi inversamente proporcional a frequéncia de MN, sendo importante considerar que
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os dados do TFDC sé&o do inicio do tratamento para cessacgdo tabagica, ou seja, ao
menos 01 ano antes da coleta para avaliacgdo de MN e anomalias metanucleares.
Quanto maior era a dependéncia evidenciada pelo TFDC, menor foi a frequéncia de
MN observado. Destarte, um estudo realizado por Nersesyan et al. (2011), que
avaliaram células bucais esfoliadas, sugere que a nicotina pode fornecer protecéo as
células contra substancias nocivas ao DNA dos cigarros, haja vista os autores terem
encontrado correlacao inversa entre a frequéncia de MN e 0s niveis de nicotina nos
cigarros. Tais resultados corroboram os do presente estudo, pois quanto maior a
frequéncia de utilizagdo dos E-cig com nicotina em ml/dia, maior a ingestdo desta
substéancia, bem como quanto maior o TFDC.

Para Chen et al. (2008), a nicotina pode atenuar os efeitos citotoxicos das
substancias presentes no fumo de tabaco, provavelmente, por meio da inibicdo de
vias apoptoéticas. Neste estudo, os autores avaliaram a influéncia dos cigarros
industrializados, cigarros com baixa nicotina e cigarros sem nicotina em alguns
mecanismos celulares. Verificaram que houve maior inibicdo no nivel de crescimento
celular nos cigarros sem nicotina e quando foi adicionado uma concentracdo de
nicotina a esses cigarros, essa inibicdo de crescimento foi reduzida, tendo sido
atribuido a nicotina uma maior sobrevida as células. A inibicdo da apoptose pelo
tabagismo também foi observada por Lima et al. (2015) ao estudar o aumento da
expressdo da proteina survivina (anti-apoptética) em tabagistas com consumo
superior a 20 cigarros/dia.

Em relacdo as correlagbes qualitativas de sexo, localizacdo, e consumo de
alcool, ndo foram identificadas diferencas significantes em nenhum dos grupos,
guanto a frequéncia de MN.

Além da andlise de MN, as analises de anomalias metanucleares também
foram realizadas neste estudo, pois possibilitam aumentar a especificidade e
sensibilidade da deteccao de genotoxicidade e citotoxicidade (Cerqueira et al., 2004)
gue tendem a ser mais prevalentes do que os MN (Tolbert et al., 1992).

O teste de avaliagdo de MN e anomalias metanucleares tem sido utilizado
para averiguar os efeitos que as células podem sofrer do ponto de vista citotdxico e
citogenético (Rana et al., 2017).

Torres-Bugarin et al. (2014) em seu estudo explicam que os broken eggs e

nuclear buds séo considerados alteragcbes que fazem parte de uma mesma
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categoria, cujo nucleo principal sofre uma forte constricdo que forma um I6bulo de
material nuclear. Tolbert et al. (1992) propuseram que estas estruturas deveriam ter
cerca de 1/3 do tamanho do nucleo principal, que posteriormente foi descrito por
Bhattathiri et al. (1998) com a denominacdo de nuclear bud. No entanto, outros
autores sugerem que esses I6bulos podem apresentar tamanhos maiores, chegando
a tamanhos similares ao do nucleo principal, que denominam broken eggs
(Bolognesi et al., 2013; Torres-Bugarin et al., 2014). H4 quem considere os broken
eggs e nuclear buds anomalias distintas (Cerqueira et al.,, 2004). Contudo, no
presente estudo quantificamos separadamente, mas por vezes serdo discutidos
concomitantemente, devido a essa associacdo utilizada em muitos estudos na
literatura.

Em relacdo a comparacdo das anomalias metanucleares entre os grupos E-
cig, Ex-fumante e Controle, os individuos que faziam uso de E-cig apresentaram
genotoxicidade e citotoxicidade significativamente maior do que 0s grupos Ex-
fumante e o Controle, exceto em cariorrexe que ndo houve diferenca entre os
grupos. Essa citotoxicidade apresentada no grupo E-cig, pode estar relacionada com
as substancias nocivas, como formaldeido, acetaldeido e acroleina, que podem ser
produtos secundarios as rea¢fes quimicas que ocorrem com O aumento das
temperaturas nos liquidos do dispositivo (Goniewicz et al., 2014; Famele et al., 2015;
Javed et al., 2017; Chun et al., 2017).

Estudos que avaliem as anomalias metanucleares em individuos que
utilizam E-cig e ex-fumantes ndo foram encontrados na literatura até o momento.

O fato de nao ter sido observada diferenga significativa entre o grupo Ex-
fumante e o grupo Controle, reforca a ideia de que os efeitos nocivos provenientes
do tabaco podem diminuir com a cessacdao tabagica.

E fato que o tabagismo promove também o aumento de anomalias
metanucleares, como constatado no presente estudo, pois houve maior quantidade
de todas as anomalias metanucleares nos individuos do grupo Fumante, sendo as
comparacdes sempre significantes em relagcdo ao Controle, e significante em
cariorrexe e nuclear bud quando comparado ao grupo Ex-fumante.

No estudo realizado por Oliveira et al. (2012) nédo foi feita distincdo entre
broken eggs e nuclear bud. Os autores encontraram diferenca significante entre o

grupo fumante sem associacdo de alcool e o controle para broken egg e
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binucleacdo, porém, ndo houve diferenca significante para caridlise e cariorrexe
como no presente estudo.

Outro estudo que também demonstrou alteracbes em fumantes foi o
realizado por Nersesyan et al. (2011), em que avaliaram a frequéncia de MN e de
anomalias metanucleares, que fizeram uso de cigarros com diferentes tipos de filtro
e sem filtro, bem como um grupo controle. Foi observado que houve aumento
significativo das anomalias cariblise, cariorrexe, binucleagcdo e broken egg nos
individuos que faziam uso de cigarros com filtro médio e sem filtro. Observaram
ainda, que a binucleacao e broken egg representaram maior sensibilidade do que os
MN, pois apresentaram diferengas mais significantes entre os grupos avaliados. Na
analise de MN, um dos grupos de fumantes apresentou um numero 3 vezes maior
que o controle, enquanto que nas analises de binucleacao e broken eggs foi 7 e 17
vezes maior, respectivamente.

Quanto as associacdes quantitativas realizadas no grupo de E-cig e
anomalias metanucleares foi encontrada diferenca significante entre o tempo de
tabagismo anterior e a presenca de nuclear bud. Esse achado é de extrema
importancia, uma vez que indica que a exposicdo aos cigarros industrializados
anteriormente, ainda exerce influéncia nas células da mucosa bucal desses
individuos. O que difere dos achados de Nersesyan et al. (2011) que né&o
encontraram correlacdo entre os indicadores de toxicidade e exposicdo cumulativa.

O CO expirado no grupo E-cig associado a cariorrexe e binucleacéo,
também foram diretamente proporcionais. A partir desses achados, podemos
presumir que o aumento de CO teve efeito genotéxico nas células da mucosa bucal
dos individuos de E-cig. Isto porque cariorrexe induzida por apoptose e binucleacéo
estdo relacionados com a iniciagdo da carcinogénese por meio de agentes
genotoxicos (Tolbert et al., 1992). Além disso, pode haver relacdo com o fato de que
o0 CO expirado promove reducdo do transporte de oxigénio no sangue (Goldstein et
al., 2017), e a diminuigcdo do suprimento de oxigénio nos tecidos pode favorecer a
instabilidade das células levando a morte celular.

A presenca de caridlise foi diretamente relacionada a concentragcdo de
cotinina no sangue dos individuos de E-cig. Assim, pode ser indicativo de que a
nicotina estimula a morte celular por necrose, caracterizando citotoxicidade (Tolbert

et al., 1992) e conferindo a nicotina uma agédo promotora.
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Na correlacdo entre o TFDC e broken egg e nuclear bud do grupo Ex-
fumante, e entre ECSI e caridlise a correlacéo foi inversamente proporcional, bem
como na analise de MN. Como ja discutido anteriormente, apesar da cessacao, 0s
individuos foram expostos a maior concentracao de nicotina, que pode ter atenuado
a exacerbacao desse tipo de anomalia, assim como na avaliacdo de MN. Nersesyan
et al. (2011) observaram correlacdo inversa entre alguns tipos de anomalias
metanucleares (cariolise, cariorrexe e binucleacdo) e os niveis de nicotina nos
cigarros, porém, ndo em broken eggs.

A correlacdo da caridlise com numero de cigarros consumidos por dia e
carga tabagica foi significante e diretamente proporcional em Ex-fumante. A carga
tabagica e o numero de cigarros fumados por dia sdo variaveis intimamente ligadas,
uma vez que a carga tabagica depende da quantidade de cigarros fumados por dia.
Sendo assim, quanto mais cigarros o individuo fuma, maior € a carga tabagica. O
aumento proporcional de caridlise, pode ser atribuido a liberagcdo de diversas
substancias cancerigenas pelo cigarro a que esses individuos estavam expostos
anteriormente. Nersesyan et al. (2011), também verificaram que a cariolise,
cariorrexe e binucleagdo aumentaram de acordo com a maior exposi¢cao ao alcatrdo
presente no cigarro. Oliveira et al. (2012), encontraram correlacao entre 0 numero de
cigarros fumados por dia e a frequéncia de MN, em individuos fumantes.

A correlacdo diretamente proporcional entre a carga tabagica dos individuos
e caridlise foi significante no grupo Ex-fumante e pode estar relacionada a maior
exposicdo a substancias nocivas que esses individuos foram submetidos. Tal
correlacdo sugere que de fato a quantidade de cigarros fumados pelos individuos
anteriormente, ainda gera influéncia sobre o DNA das células da mucosa bucal.

As variaveis de sexo, localizacdo das amostras e consumo de &lcool, ndo
foram significativas nos grupos, exceto na associagao entre nuclear bud de E-cig.
Constatou-se maior presenca de nuclear bud no sexo feminino e em lingua.
Aslantirk e Askin Celik (2017) avaliaram a presenca de MN e anomalias
metanucleares em células da mucosa bucal de cabelereiros expostos a substancias
gue possam causar riscos, e também encontraram uma maior frequéncia de nuclear
bud em mulheres do que em homens, sendo que no grupo controle ndo foram

encontrados nuclear buds nos homens.
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Alguns estudos demonstraram essa relacdo maior em mulheres também para
a frequéncia de MN, principalmente com o aumento da idade (Barale et al., 1998;
Fenech, 1998; Nefic, Handzic, 2013), e essa diferenca foi atribuida a perda do

cromossomo X (Hando et al., 1994).

Ja a localizacédo pode ser justificada pelo fato de que a lingua ho momento
da vaporizagao estabelece maior contato com o vapor e calor do que o soalho bucal.
Além disso, a lingua é o local em boca com piores prognésticos acometido pelos
carcinomas de células escamosas (Brandizzi et al., 2008). E uma vez que 0s nuclear
bud indicam alteracdes genotdoxicas que podem ser indicativos da carcinogénese
(Tolbert et al.,1992), é justificavel que a lingua tenha sido mais acometida.

A mesma associagao entre a lingua e os nuclear buds evidenciada no grupo
E-cig foi encontrado no grupo Fumante.

Existem limitacdes no presente trabalho em relacdo ao grupo E-cig, como a
dificuldade de encontrar participantes que ndo facam uso de alcool concomitante,
além da dificuldade em padronizar as concentracdes de liquidos utilizados pelos
vaporizadores de E-cig e uma escala de dependéncia nicotinica. Entretanto, o
trabalho contribui para a discussdo de novos aspectos escassos na literatura
relacionados ao tema. A saber, a dependéncia nicotinica, a comparacao dos danos
citogenéticos e citotoxicos em vaporizadores de E-cig e ex-fumantes; a influéncia do
alcool associado ao uso de E-cig; e a expressiva reducdo de danos a mucosa bucal

provenientes da cessacédo tabagica em um curto periodo de tempo (2 anos).
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6 CONCLUSAO

Vaporizadores de E-cig apresentaram danos citotdxicos e citogenéticos
significativos para as anomalias metanucleares quando comparados aos individuos
ex-fumantes, embora sem significancia para MN. Contudo, os danos observados
nao podem ser atribuidos exclusivamente ao uso do E-cig, uma vez que a maioria
dos vaporizadores também consomem alcool e historico de consumo de cigarros
industrializados. Concluimos também, que o cigarro industrializado causa efeitos
citotéxicos e genotdxicos, que apresentam reducdo expressiva nos primeiros 2 anos

apos a cessacao tabagica.
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APENDICE A - Ficha de coleta sobre o estudo citolégico

“INVESTIGAGAO DOS DANOS CITOTOXICOS E CITOGENETICOS NA MUCOSA
BUCAL DE CONSUMIDORES DE DIFERENTES FORMAS DE TABACO”.

1T} 1 TP
TSN (o (070 CHNI Idade................. Data nasc....../I......[........
LTS [0 1] o3 = T
(0] 17T T
Bairro......c..coevveennnnnn. (O [0 F= T [T Estado............ Fone...............

1. Vocé fuma? () sim () nao

2. Se fuma, qual o tipo?

() cigarro de papel com filtro

() cigarro eletrénico

3. Ha quanto tempo?

4. Qual a frequéncia do seu consumo de

CIAMOS? . ettt

G Nicotina

5. Vocé faz uso de bebidas alcodlicas mesmo que seja com pouca frequéncia?

() sim () néo

6. Que tipo de bebida vocé consome quando bebe?

() cerveja () batida () caipirinha () uisque () vinho

[ I 01011 = LT PP TPRRPPI
7. Quantas doses (copos) vocé consome num dia tipico em que esta bebendo?
()1a2;()3a4;()5a6;()7a9; ()10 ou mais;

* destilado (whisky, vodka, pinga): 36ml;

* cerveja: 350 ml.

*vinho: 120ml

8. Qual a frequéncia que vocé consome 6 ou mais doses de bebidas alcodlicas em
uma so ocasiao?

() nunca menos que mensalmente semanalmente

() mensalmente diariamente

9. Vocé faz uso de cigarro e alcool simultaneamente?

() sim () néao

10. Quando vocé bebe, consome mais cigarro?

() sim () néao

Quanto a mais vocé

(010] {0 ] 1 1= PP PPTTTRPRRPPRPI
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11. Voceé faz, ou ja fez, uso de outras substancias quimicas? Quais?
() sim () néo

12. Com que frequéncia vocé consome, ou consumia, estas substancias?
() 1 ou menos de uma vez por més uma vez ao dia

() 1 a 3 vezes por semana mais de uma vez ao dia

13. Faz uso de algum medicamento? sim n&o

(@ 11 = 11 (53

14 .Exame clinico:
Extra- bucal

* OMS: AUDIT. Projeto viver bem 2000. Folheto UNESP.
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Projeto de Pesquisa: ~ ESTUDO GENETICO DOS PRINCIPAIS FATORES DE RISCO NO PROGNOSTICO DE PACIENTES COM CARCINOMA
DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE BUCAL

Intormagdes Preliminares

Responsavel Principal

H

CPF: 09218849824 Nome: JANETE DIAS ALMEIDA

Telefone: (12) 3947-9078 E-mail:  janete@fosjc.unesp.br

Instituigdo Proponente

CNPJ: 48.031.918/0014-49 Nome da Instituigdo:  Instituto de Ciéncia ¢ Tecnologia de S&o José dos Campos - UNESP

E um estudo internacional? MNao

B Assistentes

CPF Nome

291.777.128-38 Celina Faig Lima Carta

B Equipe de Pesquisa

CPF Nome
75335247649 ADRIANA AVILA DE ALMEIDA
29177712838 Celina Faig Lima Carta
62817795687 CELSO MULLER BANDEIRA
00442145373 Monica Ghislaine Oliveira Alves

Area de Estudo

Grandes Areas do Conhecimento (CNPg)
 Grande Area 4. Ciéncias da Saude
Propdsito Principal do Estudo (OMS)

® QOutros

Titulo Piblico da Pesquisa: ESTUDO GENEI'ICQ DOS PRINCIPAIS FATORES DE RISCO NO PROGNOSTICO DE PACIENTES COM
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE BUCAL

——— Contato Piblico

CPF Nome Telefone E-mail

09218849824 JANETE DIAS ALMEIDA (12) 3947-9078 janete@fosjc.unesp.br

Contato Celina Faig Lima Carta
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Titulo da Pesquisa: ESTUDO GENETICO DOS PRINCIPAIS FATORES DE RISCO NO PROGNOSTICO
DE PACIENTES COM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE

Pesquisador: JANETE DIAS ALMEIDA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 42387315.0.0000.0077

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&0 José dos Campos - UNESP
Patrocinador Principal: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos - UNESP

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Outros

Detalhe: ftcle e justifictiva

Justificativa: Inclusdo do aparelho PTS Detect¢, Cotinine System® (PTS Diagnostics, Indianapolis
Data do Envio: 15/02/2017

Situagao da Notificagdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 1.963.403

Apresentagdo da Notificagido:

O objetivo desta notificagdo é comunicar ao Comité de Etica em Pesquisa que o

aparetho PTS Detect™ Cotinine System® (PTS Diagnostics, Indianapolis, USA) sera utilizado para
avaliagao da concentragéo de nicotina no sangue capilar dos pacientes, para teste objetivo do consumo. Isto
porque a comercializacdo do cigarro eletrénico ndo € legalizada, entdo a real concentragéo nicotinica
indicada pelo fabricante do produto, pode nao ser fidedigna por ndo haver a fiscalizacéo devida. A avaliagdo
é feita por meio de uma gota de sangue obtida por puncéo capilar (ponta de dedo), semelhante ao que é
feito em avaliacdo de glicemia capilar (Dextro). Esta gota é coletada e inserida no aparelho que mensura a
concentragéo de nicotina, a qual é classificada pelo fabricante da seguinte forma: nZo tabagistas (<25
ng/mL), possivel

exposigdo passiva (25-40 ng/mL), consumo leve de tabaco d (41-199 ng/mL, de 1a 9

Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim S&o Dimas CEP: 12.245-000

UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br
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Continuacdo do Parecer: 1.963.403
cigarros/dia), consumo pesado de tabaco (>200 ng/mL, mais de 10 cigarros/dia).

Objetivo da Notificagéo:

Incluséo do aparelho PTS Detect Cotinine System® (PTS Diagnostics, Indianapolis, USA) sera utilizado para
avaliagdo da concentragdo de nicotina no sangue capilar dos pacientes, para teste objetivo do consumo.
Além disso, enviamos Termo de consentimento livre esclarecido a ser utilizado para os pacientes que
participardo apenas das coletas de material por meio de citologia esfoliativa da mucosa bucal.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
nd

Comentarios e Consideragées sobre a Notificagdo:
nd

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
nd

Recomendacoes:
nd

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
A pendéncia foi resolvida.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O Colegiado acta o parecer da relatora.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacéo
Outros tcle.pdf 15/02/2017 |JANETE DIAS Aceito
11:02:28 | ALMEIDA
Outros justificativa.pdf 15/02/2017 | JANETE DIAS Aceito
11:03:45 |ALMEIDA

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Enderego: Av.Eng° Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim S&o Dimas CEP: 12.245-000

UF: 8P Municipio: SAQ JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br



ANEXO B -Teste de Fagerstrom para Dependéncia a Cigarros

Teste de Fagerstrom para Dependéncia a Cigarros

1) Quanto tempo, logo ap6s acordar, vocé fuma o 1° cigarro

Dentro de 5 Entre 6-20 min (2) | Entre 31-60 min Apds 60 min (0)
minutos (3) (1)

2)Para vocé é dificil ndo fumar em lugares proibidos?

Sim (1) | N&o (0)

3) Qual dos cigarros que fuma durante o dia lhe da mais satisfacdo?

O primeiro da manhé (1) | Os outros (0)

4) Quantos cigarros vocé fuma por dia?

Menos de 10 (0) | Entre 10-20 (1) | Entre 21-30 (2) | Entre 31 (3)

5) Vocé fuma frequentemente pela manha?

Sim (1) | Nao (0)

6) Vocé fuma mesmo doente, quando precisa ficar acamado a maior parte do
tempo?

Sim (1) | Nao (0)

Total:
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ANEXO C -Escore de Consumo Situacional Issa

Apresentacgao do Escore de Consumo Situacional Issa, utilizado para a
avaliacdo de fumantes que consomem até 10 cigarros/dia. 1. Necessita fumar
para melhorar atencéo, concentracao e producéo?

Sim (1) | N&o (0)

2. Necessita fumar quando esta ansioso(a), tenso(a) ou preocupado(a)?

Sim (1) | Nao (0)

3. Necessita fumar quando esta triste ou aborrecido(a)?

Sim (1) | Nao (0)

4. Necessita fumar quando esta tomando bebida alcodlica, apos refeicdo ou
quando estad em ambientes festivos?

Sim (1) | Nao (0)

Resultados: cada resposta “sim” equivale a 1 ponto. Até 1 ponto: baixa
dependéncia; 2-3 pontos: moderada dependéncia; e 4 pontos: alta dependéncia.
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