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Analise da frequéncia de micronucleos frente a utilizacio de
colutorio bucal com base alcoolica em individuos fumantes e nao
fumantes*

Analysis of the frequency of micronuclei front to using alcohol-

based mouthwash mouth in smokers and non-smokers

RESUMO

Os micronucleos (MN) se originam a partir de fragmentos de
Cromossomos Ou Cromossomos inteiros que se atrasam na anafase
durante a divisdo celular podendo ocorrer devido a exposi¢do
excessiva a agentes nocivos, defeitos na mitose e/ou processo de
reparacdo do DNA. O estudo avaliou a frequéncia de micronucleos em
amostras citoldgicas apos a utilizagdo diaria de colutério bucal com
base alcoodlica em individuos fumantes e ndo fumantes. Foram
avaliados 30 individuos, com idades variando entre 17 a 42 anos ¢
instituidos como critério de exclusdo: ingestdo de bebida alcoolica;
doenga periodontal; doencas sistémicas que possam interferir na
integridade da mucosa jugal; individuos com historico médico ou
farmacologico que afetem o desempenho do estudo, historico familiar
de neoplasias malignas. Para os individuos fumantes o critério de
inclusdo foi o consumo minimo de 20 cigarros/dia, sendo o contrario
obrigatorio para o os individuos ndo fumantes. A amostra foi dividida
em 02 grupos experimentais: Grupo 1 Fumantes e Grupo 2 Nao
Fumantes, ambos os grupos realizaram bochecho com enxaguatorio

com alcool 21,6% e oleos essenciais (Listerine® Defesa dos Dentes e

*Artigo elaborado de acordo com as normas do Periddico Brazilian Dental Science
(ISSN 2178-6011).
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Gengivas), por 04 semanas foram realizadas a coleta citoldgica na
mucosa jugal e por¢do mediana da borda de lingua, sendo uma para
controle inicial, semana 0, ¢ trés semanas subsequentes com uso
continuo do enxaguatorio. O material coletado foi corado por
coloragdo especifica de Feulgen/Fast Green. A andlise de 3000
células/individuo foi realizada por microscopia Optica e a estatistica
utilizou os testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para frequéncia de
MN. A frequéncia de micronucleos na mucosa jugal foi de 1,6 + 1,75
e de 1,46 = 2,06 para o sitio lingua para o Grupo 1 Fumantes, de
mostrando uma ligeira elevagdo em comparagdo com o Grupo 2 Nao
Fumantes, que apresentou uma variagdo de 1,2 + 1,53 para o sitio
mucosa jugal e 0,86 = 1,41 para o sitio lingua. Entretanto, esta
diferenca foi estatisticamente nao significativa. Os resultados sugerem
que o enxaguatdrio bucal com base alcoolica testado ndo € indutor de
alteragdes genotdxicas, ndo alterando dessa maneira a frequéncia de
micronucleos, porém estudos complementares sdo necessarios para
verificar a possibilidade de alteragdes citotoxicas.
PALAVRAS-CHAVE

Enxaguatorios bucais; Microndcleo; Fumantes.

ABSTRACT

Micronuclei (MN) originate from chromosome fragments or whole
chromosomes that lag behind at anaphase during cell division can
occur due to excessive exposure to harmful agents, defects in mitosis

and / or DNA repair process. The study evaluated the frequency of
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micronuclei in cytological samples after daily use of alcohol -based
mouthwash mouth in smokers and non-smokers. We assessed 30
subjects, aged between 17-42 years and established as exclusion
criteria: alcohol consumption; periodontal disease; systemic diseases
that may interfere with the integrity of the oral mucosa; individuals
with medical or pharmacological history that affect the performance of
the study, family history of malignancies. For smokers the inclusion
criterion was a minimum consumption of 20 cigarettes / day, and the
contrast required for non-smokers. The sample was divided into 02
experimental groups: Group 1 Smokers and Group 2 Non-Smokers,
both groups performed mouthwash (alcohol 21,6%) with Listerine®
Defense of Teeth and Gums for 04 weeks cytological collection were
performed on buccal mucosa and portion median border of the tongue,
one for initial, week 0 control, and subsequent three weeks with
continued use of mouthwash. The collected material was stained by
specific staining Feulgen / Fast Green. The analysis of 3000 cells /
individual was performed by light microscopy statistics used Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney tests for frequency MN. The frequency of
micronuclei in buccal mucosa was 1.6 + 1.75 and 1.46 £ 2.06 for the
site language to Group 1 Smokers of showing a slight increase
compared with Group 2 Non-smoking, which showed a variation of
1.2 £ 1.53 for the buccal mucosa site and 0.86 = 1.41 for the site
language. However, this difference was not statistically significant.
The results suggest that alcohol-based mouthwash tested is not an

inducer of genotoxic changes, thus not changing the frequency
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of micronuclei, but further studies are needed to verify the possibility

of cytotoxic changes.

KEYWORDS

Mouthwashes; Micronucleus; Smokers.

INTRODUCAO

Conseguir um controle aceitdvel da placa na maioria dos
pacientes ndo ¢ tarefa facil. Nem sempre sdo suficientes os habituais
métodos mecanicos de remogdo, 0s quais requerem tempo, motivagao
e destreza manual. Neste caso, existem evidéncias cientificas de que
0s enxaguatorios bucais podem desempenhar um papel chave e de
valor significativo como coadjuvantes dos métodos mecanicos para
prevencdo e tratamento das doengas periodontais. Entretanto, em
nenhum caso devem substituir os métodos mecanicos de remog¢ao da

placa, e sim, atuar como auxiliares dos mesmos [1].

Os enxaguatorios bucais atuam como adjuvante no controle da
placa e das doencas periodontais, agindo de modo a inibir a atividade
bacteriana, sendo benéficos no tratamento e preven¢do de diversas

doengas orais ou orofaringeas [2].

Muitos dos colutorios com propriedades antiplaca contém graus
farmacéuticos de 4dlcool, com os propositos de solubilidade,
preservacdo e atividade germicida. Os enxaguatorios que contém

alcool incluem compostos de 6leos essenciais e clorexidina [3].
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O élcool atua no processo de carcinogénese bucal como agente
promotor, aumentando a permeabilidade da membrana celular a

penetragdo de outros carcinogenos [4].

Estudos evidenciam que o tabagismo e o consumo de alcool em
excesso aumentam o risco de desenvolvimento de neoplasias malignas

de boca e orofaringe em humanos [5,6,7].

O estudo realizado por Jindal et al. em 2013, mostrou que o
tabaco e o dlcool podem causar alteragdes nas células da mucosa oral,
sendo que o alcool apresentou efeito menos grave quando comparado
com o tabaco, mas que juntos causam um efeito sinérgico, o que pode
levar a um aumento na chance de desenvolvimento do cancer oral. E
defende a visdo de que as alteragdes citologicas na mucosa bucal,
como consequéncia do uso do tabaco e do alcool podem servir como
um complemento no diagnostico precoce de alteragdes pré -malignas

orais e cancer [8].

O uso regular de bochechos contendo alcool, entre os nao
usuarios de tabaco e alcool, tem sido discutido como fator de risco
para o cancer bucal, e para comprovagdo desta hipotese diversas

metodologias t€ém sido empregadas [9,10,11].

O teste do micronucleo (MN) € considerado um procedimento
rapido, barato, ndo-invasivo, que pode ser repetido varias vezes, para a
prevencdo e monitoramento de individuos sob risco carcinogénico,
como consumo cronico ¢ abusivo de alcool, tabaco e/ou outras
substancias mutagénicas [12,13]. Os MN se originam a partir de
fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros que se atrasam

na anéfase durante a divisdo celular. Este dano pode ocorrer devido a
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exposi¢do excessiva a agentes nocivos, defeitos na mitose e/ou
processo de reparagdo do DNA [14].

Desta maneira, a detec¢do de MN na citologia esfoliativa deve
ser interpretada como exposi¢do recente a carcindgenos ou Como erros
espontaneos durante a replicacdo de DNA [15]. Sua frequéncia
elevada na mucosa oral é considerada um indicativo de efeitos
genotdxicos e esta relacionado ao provavel desenvolvimento de

carcinomas da mucosa oral [16].

Portanto, a utilizagdo do teste de MN possibilita a andlise das
possiveis alteragdes genotoxicas decorrente do uso frequente de
enxaguatorios bucais com base alcoolica. O objetivo deste trabalho ¢
avaliar quantitativamente a frequéncia de MN em individuos fumantes
e ndo fumantes, utilizadores de enxaguatorios bucais com base
alcodlica, através de citologia esfoliativa, com a finalidade de verificar

os efeitos genotoxicos na mucosa bucal.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com a Resolugdo Brasileira
n°® 196/1996 para ética em pesquisa, e foi aprovado pelo comité de
¢tica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos -
UNESP, protocolo numero 094/2009-PH/CEP, atendendo aos
principios da Declaragdo de Helsink (2000).

Foram selecionados 30 individuos adultos, pacientes das clinicas
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos —
Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” (ICT

11
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UNESP), estudantes universitarios, pos-graduandos e pré-vestibulares
frequentes aos cursos do ICT UNESP, voluntarios para participagdo
deste estudo. Todos os participantes foram submetidos a anamnese
para avaliacdo de condi¢des de saude e héabitos de higiene oral, bem

como a exame clinico extra e intra-bucal.

Os critérios de exclusdo foram: consumo de bebida alcoolica
durante o periodo de avaliagdo - quantidade maxima permitida
semanal: 1 lata de cerveja (330 ml) ou 1 copo de vinho (140 ml),
segundo critérios AUDIT, 2001, para bebedores de baixo grau;
utilizacdo de enxaguatorios bucais no més anterior ao inicio das
coletas citoldgicas; presenca de doenca periodontal; presenca de
doengas sistémicas que possam interferir na integridade da mucosa
jugal (diabetes, pénfigo e lupus) e individuos com historico familiar de
neoplasias malignas em boca. Para os individuos fumantes o critério
de inclusdo foi o consumo minimo de 20 cigarros/dia, sendo o

contrario obrigatdrio para o os individuos ndo fumantes.

Os participantes foram divididos em 02 grupos de n=I15,
subdivididos em individuos fumantes (Grupo 1) e outro de ndo
fumantes (Grupo 2), ambos os grupos utilizaram enxaguatério bucal
com base alcoodlica e d6leos essenciais. Estes realizaram 2 bochechos
diarios durante 3 semanas, com duracdo de 30 segundos, um pela

manha e outro a noite, apds a higienizacdo oral.

12



Fernandes EE Andlise da frequéncia de microniicleos frente a utilizacdo de colutorio
bucal com base alcodlica em individuos fumantes e ndo fumantes

Quadro 1- Distribuicdo dos grupos experimentais

Enxaguatorio Tempo de Duracéo do
Grupos Testado Dose | Bochecho Frequéncia Tratamento
Grupo 1 Listerine 20 ml 30 2x ao dia 3 semanas
Fumantes Johnson&Johnson segundos | (manha e noite)
Grupo 2 Listerine 20 ml 30 (mii(hgi: ilsite) 3 semanas
Nio Fumantes | Johnson&Johnson segundos

Citologia Esfoliativa

Foram realizadas 04 coletas (01 para controle inicial e 03 coletas
nas semanas subsequentes, com uso do enxaguatdrio com base
alcodlica). As coletas foram realizadas em dias e horarios pré -

estabelecidos, uma vez por semana.

A coleta procedeu-se pela esfoliagdo gentil do tecido epitelial
mucoso, obtida com o auxilio de escova cytobrush. Duas dareas
distintas da cavidade oral desses individuos foram submetidas a coleta

de células para analise de frequéncia de micronucleos:

(A) mucosa jugal do lado esquerdo, aproximadamente 1 cm

abaixo do ducto da parétida, paralelamente a linha Alba;

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

ApOs a coleta, os materiais foram dispostos suavemente sobre as
laminas de vidro e fixados em solug¢do spray fixadora Vagispec®
(Adlin Plasticos Ltda, Brasil) [17].

13
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Figura 1 — a) Esfoliagdo do tecido epitelial da mucosa jugal do lado esquerdo; b)
Aplica¢do do material coletado sobre a lamina pré-identificada; c¢) Fixa¢do do material
coletado com solug@o spray Vagispec®.

As amostras foram entdo, encaminhadas ao Laboratorio do
CEBAPE - Centro de Biociéncias Aplicado a Pacientes Especiais,
procedendo a coloragdo. Os materiais citoldgicos foram processados
de acordo com o método citoquimico de Feulgen contra corados com

Fast Green [18].

O método de Feulgen ¢é especifico para DNA consiste em uma
reagdo de natureza estequiométrica em que cada molécula fixada pelo
reativo de Schiff corresponde a uma porg¢édo constante e equivalente da
molécula de DNA. A técnica foi desenvolvida por Robert Feulgen e
Rossenbeck, em 1924, para identificagdo de material nuclear [19], ¢
fornece preparagdes limpas e de excelente contraste. As cromatides
aparecem claramente, delimitados com as constrigdes primarias e

secunddrias mais evidentes. Sua desvantagem ¢ a instabilidade do

14
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corante (Laboratorio de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas

- UEL).

Quadro 2- Técnica sequencial de coloracdo para o método Feulgen

Sequéncia Acéo Procedimento
01 Remocao da Solu¢do Fixadora Enxague com alcool 95%
02 Hidratagéo HCI 4N por 5 minutos em
temperatura ambiente
03 Coloragéo Nuclear Reagente Schiff — Merck ®, por
90 minutos a 4°C, sem presenca
de luz
04 Lavagem 3 mergulhos seguidos em agua
destilada
05 Contra Coloragio de Fast Green 1 mergulho em solucdo de Fast
Coloragdo Citoplasmatica Green Vetec ®
06 Desidratagéo 3 mergulhos seguidos em alcool
absoluto
07 Clareamento Xilol, 6 a 8 mergulhos cada
08 Montagem — Permite a ligagdo entre a | Entelan e laminula
lamina e laminula; protege o material
da dessecacéo e age como selador
contra o oxigénio, prevenindo o
desbotamento do corante.

Analise das LLaminas

As laminas foram examinadas sob microscopia de luz utilizando
0 microscopio optico modelo AXIOSKOP2/Zeiss®, com sistema de
foto integrado Canon, do laboratorio de Patologia Bucal do ICT
UNESP, inicialmente com aumento 40x e para confirmacdo dos

micronucleos aumento 100x.

15
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Para a analise de MN, observou-se no minimo 3000
c€lulas/individuo, seguindo os padrdes indicados por Holland et al.
[14].

Os critérios adotados foram os estabelecidos por Tolbert et al.
[20], para sele¢do, inclusdo, nimero de células e identificagdo de
micronucleos. Para contagem das células o critério utilizado inclui
somente as células que apresentavam os nucleos normais e intactos,
com perimetro nuclear liso e distinto, e que apresentavam o
citoplasma. Para contagem de MN o critério foi a presenca de um halo
circundante representativo de uma membrana, menos de 1/3 do
didmetro do nucleo associado mas grande o suficiente para discernir a
forma e a cor, inexisténcia de sobreposicdo ou ligagdo com o nucleo,
intensidade da coloragdo com Feulgen semelhante ao nucleo € mesmo

plano focal a microscopia.

Os dados coletados sobre a frequéncia de MN e células
micronucleadas foram tabulados e submetidos a andlise estatistica
utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e Mann Whitney.
Para verificar a associagdo entre frequéncia de MN e a variavel idade

foi utilizada a correlagcdo de Spearman.

RESULTADOS

Caracteristicas da amostra composta por 30 individuos, divididos

em 02 grupos:

Nao Fumantes - enxaguatorio com alcool

16
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Constituido por 09 mulheres e 06 homens com média de idade
de 29 anos (17-42 anos). Quanto a etnia 86,67% se declararam

brancos e 13,33% pardos.

Fumantes - enxaguatorio com alcool

Constituido por 08 mulheres e 07 homens com média de idade
de 30 anos (18-38 anos). Quanto a etnia 93,34% se declararam

brancos e 6,66% pardos.

Quando se indagou a respeito dos individuos que estavam sob
tratamento  médico  93,33% dos individuos responderam
negativamente no grupo Nado Fumantes enxaguatério com dalcool e

87,3% no grupo Fumantes enxaguatorio com alcool.

Quanto ao uso de medicamentos; no grupo nao fumantes
86,67% responderam negativamente para o uso de medicamentos,
13,33% usavam anticoncepcionais € 6,67% antidepressivos, no grupo
fumantes 73 9% responderam negativamente para o uso de
medicamentos, 18,36%  usavam anticoncepcionais e 8%

antidepressivos.

Quanto ao consumo de bebidas alcodlicas: 13,34% do grupo
ndo fumantes e 17,23% no grupo fumantes, consumiram durante a

pesquisa a dose maxima permitida de bebidas alcoodlicas.

17
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Frequéncia de Microntucleos Semanal
Mucosa

2.5+

Nio fumantes ulilizadores
£ de enxaguatonoes com
alcool

Fumantes utilizadores de
enNxagualonos com alcool

Numero de microntcleos

Frequéncia de Micronucleos Semanal
Lingua

N&o fumantes
utizadores de
D enxagualonos com
Alcool
. Fumantes utilizadores

de enxaguatorios com
alcool

Numero de micronucleos

S PP
Semanas

Analisado o sitio mucosa jugal, o Grupo 1 Fumantes apresentou
uma variag¢do semanal de : +1,73; £1,78; 1,8 e £1,6 ¢, o Grupo 2 Nao
Fumantes apresentou uma variagdo semanal de: £1,53; £1,46; £1,25 ¢
+1,2.

Quando analisado o sitio lingua, o Grupo 1 Fumante apresentou
uma variagdo semanal de: £ 1,73; +2,06; = 1,53 ¢ £ 1,46 e, o Grupo 2
Nao Fumantes apresentou uma variagdo semanal de: = 1,26; £1,41;
+0,86 e £1,06.
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Diante destes dados, pode-se constatar um ligeiro aumento do
numero de MN, quando comparado o grupo de fumantes ao grupo de
ndo fumantes, porém esta diferenca foi considerada estatisticamente

ndo significante.

A quantificag@o de associacdo entre a variavel foi avaliada por
meio da analise de correlacdo de Spearman. A correlacdo de Spearman
¢ uma prova nao paramétrica com a finalidade de determinar o grau de
associagdo entre variaveis. Dessa maneira, quando a correlagdo ¢
positiva indica que a variavel ¢ diretamente proporcional. Para auxiliar
nessa correlacdo, foi utilizado o teste de coeficiente de variagdo, onde
o resultado do p-valor (¢ uma estatistica utilizada para sintetizar o
resultado de um testes de hipoteses), onde, se o p-valor € menor que o
nivel de significancia (5% ou 0,05), a hipdtese avaliada € considerada

verdadeira.

Quadro 3- Correlagdo de Spearman para Frequéncia de MN X
Idade

Resultados
Correlagdo 0,0135%* Correlagdo positiva
Nio mucosa p-valor 0,9680 Nio significantes
fumantes lineua Correlagio -0,313 Correlacdo negativa
g p-valor 0,9116 Nio significantes
Correlagdo -0,2022 Correlacdo negativa
Mucosa ———
p-valor 0,9002 Nao significantes
Fumantes " ~ :
Li Correlagéo -0,454 Correlagdo negativa
ngua p-valor 0,9123 Nio significantes

* Hipdtese Significativa

Embora haja uma correlagdo positiva na correlagio de
Spearman para frequéncia de MN e idade dos individuos, este valor
ndo foi estatisticamente significante.
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Figura 2 — Esfregaco corado pelo método Feulgen-Fast Green, apresentando citoplasma
verde e niicleo magenta.

Figura 3 - Células apresentando microntcleos.

DISCUSSAO

E visivel que a odontologia atual estd voltada para a preveng¢do
das doengas bucais e, sendo assim o cirurgido dentista deve estar

capacitado, para atuar junto ao paciente dentro de um contexto amplo,
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proporcionando-lhes condi¢des odontoldgicas favoraveis para um bom
relacionamento familiar e social [21]. Inserido neste contexto a placa
bacteriana torna-se um possivel facilitador das doengas periodontais e
tem sido amplamente considerada o principal fator etiologico dessas

doengas.

O controle dessa placa ¢ basico para a pratica odontologica, sem
ele, a higiene bucal ndo pode ser alcangada nem preservada, € nem os

resultados da terapéutica odontologica assegurados [22].

Os primeiros relatos a respeito do uso de enxaguatorios bucais
surgiram em meados de 1800, consolidando-se através dos tempos,
devido as dificuldades de remocao de detritos orais [23]. Ainda que o
foco fosse sobre a carie e a sua prevengdo, nos meados de 1960,
estudos relacionaram os enxaguatorios antimicrobianos a prevengao

da gengivite e periodontite [24].

A utilizagdo frequente de enxaguatorios bucais vem tornando-se
essencialmente popular nos ultimos anos. Estas solugdes sdo eficazes
no controle e reducdo da placa e das gengivites, seu uso aumentado

tendeu-se devido a razdes sociais e cosméticas [25].

No Brasil, a utilizagdo de enxaguatorios bucais encontra-se em
franca ascensdo na higiene oral, complementando o trio: escova,
creme ¢ fio dental. Entre 2002 a 2007 houve um aumento de 190% nas

vendas, representando uma parcela significativa da populagado [26].

Entre os compostos ativos mais utilizados em antissépticos
bucais temos a clorexidina, cloreto de cetilpiridineo e triclosan, além
de 6leos essenciais. A clorexidina, um dos biocidas mais utilizados em

formulagdes anti-sépticas, ¢ uma biguanida catidénica que age
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principalmente sobre bactérias gram-positivas, além de leveduras e
dermatofitos, enquanto que o cloreto de cetilpiridineo, sobre bactérias
gram-positivas e leveduras. Entre os compostos fenolicos, o triclosan
tem sido o mais utilizado em formulagdes para controle da placa
bacteriana, apresentando agdo principalmente contra bactérias gram-
positivas; no entanto, este ativo tem sido utilizado em associacdo a
copolimeros, que aumentam seu espectro de agdo sobre bactérias

gram-negativas e leveduras [27].

O enxaguatério que apresenta o maior histérico de uso ¢
composto por solucdo hidro-alcodlica dos o6leos essenciais timol,
mentol e eucaliptol. Embora sejam normalmente utilizados como
flavorizantes, os 6leos essenciais podem contribuir com a propriedade
antimicrobiana do produto devido a presen¢a de compostos fendlicos
como seus principais constituintes, os quais agem principalmente

sobre bactérias gram-positivas e leveduras [27].

Muitos dos colutorios com propriedades antiplaca contém graus
farmacéuticos de alcool, com os propdsitos de solubilidades,
preservagdo e atividade germicida, os enxaguatorios que contem

alcool incluem compostos de oleos essenciais e clorexidina [3].

As concentracgdes alcoolicas dos enxaguatorios podem variar de
acordo com as necessidades de dissolugdo dos principios ativos € dos
agentes aromatizantes. Quando utilizado nos enxaguatérios, o etanol
livre € reduzido, devido ao complexo processo dos componentes
fendlicos ativos, de modo que o verdadeiro nivel de etanol disponivel
¢ inferior ao indicado na rotulagem dos produtos; esta concentragdo

alcodlica varia de 7 a 12% nos compostos de clorexidina ¢ de 22 a
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27% nos Oleos essenciais; comparando com as bebidas alcodlicas
temos a cerveja variando em seu teor alcodlico de 5 a 7%, os vinhos

12 a 14% e os vinhos licorosos ¢ destilados a 25% [28].

O é4lcool ¢ muitas vezes utilizado nos enxaguatdrios como
solvente para outras substancias e como conservante do preparo. O
uso de colutdrios orais aumenta o tempo de exposicdo da mucosa oral
ao alcool, demonstrando que enxaguatérios bucais com alto teor de
alcool produzem lesdes hiperqueratinizadas tanto em homens quanto
em animais de laboratério [29]. Além da exposicdo ao alcool, os
individuos que fazem o uso de enxaguatdrios cotidianamente
reclamam a respeito do desconforto causado por este tipo de
bochecho. Diniz et al., avaliaram a percep¢do do uso de enxaguatorio
com alcool em individuos que faziam seu uso de maneira rotineira,
estes individuos citaram o aparecimento de sensagdes como
queimacdo, gosto metalico e ardor na cavidade oral, apds o uso

continuo de enxaguatdrio a base de 6leos essencias com alcool [30].

E notadamente reconhecido que o alcool é um fator de risco de
grande impacto associado ao cancer oral. O etanol em si ndo ¢
cancerigeno [31;32], porém o primeiro produto metabdlico, o
acetaldeido, tem sido reconhecido como uma substancia cancerigena
local [33], atuando genotoxicamente sobre as células [34]. O
acetaldeido (AA) ¢ formado endogenamente como produto principal
da oxidagdo metabdlica do etanol dependente da enzima 4&lcool

desidrogenase [32].

O alcool pode ser cancerigeno através de varios mecanismos, a

principal via e a mais importante € pela sua oxidagdo em acetaldeido
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pelas enzimas 4alcool desidrogenase (ADH). O acetaldeido € entdo
degradado em acetato pelo aldeido desidrogenase (ALDH). Segundo
Dellarco [35], o acetaldeido ¢ um metabdlito tdxico capaz de provocar
a quebra da dupla fita de DNA e de formar complexos adutos com
diferentes moléculas, principalmente com proteinas, o que
compromete o metabolismo celular. Variagdes genéticas nas
atividades dessas enzimas (ADH e ALDH) podem influenciar o

resultado da exposicdo ao alcool e sua carcinogenicidade [36].

Diversas pesquisas evidenciaram que o tabagismo e consumo de
alcool em excesso aumentam o risco de desenvolvimento de canceres

de boca e orofaringe em humanos [37,6,7].

Segundo a Organizacdo Mundial de Satude, atualmente cerca 2
bilhdes de pessoas fazem uso do tabaco e quase 2 bilhdes de adultos

em todo o mundo consomem bebidas alcoolicas regularmente [38,39].

Aproximadamente dois ter¢os dos carcinomas de células
escamosas € 75% dos canceres de cabeca e pescogco tém sido
associados ao consumo de tabaco. Estima-se que o tabagismo ¢
responsavel por cerca de 4-5 milhdes de mortes por ano em todo o
mundo. E este nimero deverd aumentar para cerca de 10 milhdes por

ano até o ano de 2030 [8].

O uso do tabaco em suas mais variadas formas pode funcionar
tanto como agente iniciador quanto como promotor do céancer, ¢ pode
ter sua acdo acentuada por situacdes como o alcoolismo, desnutrig¢do,
acdo de irritantes mecanicos e outros; ¢ capaz de alterar o grau de
ceratinizacdo na mucosa bucal [40,41] e, além disso, pode alterar a

area nuclear das células de fumantes, e pode e elevar a area nuclear
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celular de ndo fumantes [42;43]. Os fumantes cronicos fazem parte de
um grupo de alto risco que precisam ser orientados a ser submetidos
ao exame bucal por cirurgides dentistas [44]. Segundo Naderi et al.,
em um estudo realizado em 2012, afirmou-se ndo apenas que as
diversas formas de se utilizar o tabaco levam a um aumento do
numero de micronucleos como também o tempo que o individuo
possui o habito de fumar. Naderi et al. analisaram individuos com
histéria de tabagismo com menos e com mais de 10 anos e relataram
que o grupo de individuos que fumavam por mais tempo apresentou
uma maior quantidade de micronucleos em células esfoliadas da
mucosa bucal, propondo que o maior tempo de exposicdo ao tabaco

pode aumentar a frequéncia de micronucleos [45].

O estudo realizado por Jindal et al. em 2013, mostrou que o
tabaco e o alcool podem causar alteracdes nas células da mucosa oral,
sendo que o alcool apresentou efeito menos grave quando comparado
com o tabaco, mas que juntos causam um efeito sinérgico, o que pode
levar a um aumento na chance de desenvolvimento do cancer oral. E
defende a visdo de que as alteragdes citologicas na mucosa bucal,
como consequéncia do uso do tabaco e do alcool podem servir como
um complemento de no diagndstico precoce de alteragdes pré-

malignas orais e cancer [8].

Ha evidéncias experimentais substanciais para o efeito
carcinogénico do tabaco. Varios estudos celulares e em animais de
laboratorio vém demonstrando que o tabagismo inicia € promove o
desenvolvimento tumoral, especialmente, aqueles que acometem o

trato gastrointestinal superior [46,47].
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A suposicdo de que a solugdo alcodlica presente nos colutorios
bucais, pudessem ser considerada um fator de risco para o céncer
bucal foi relatada primariamente por Weaver et al. [48] sendo o odds
ratio da associa¢do entre o uso do enxaguatorio bucal e cancer bucal
variando de um efeito protetor para uma elevagdo no risco do
aparecimento de lesdes neoplésicas. Blot et al. [49] concluiram que
ndo existia um aumento significativo entre o risco daqueles que
utilizavam colutdrios contendo alcool. Mais posteriormente, Mashberg
et al. [50] estudaram o uso de colutorios com alcool e sua associagdo
com o cancer de boca e orofaringe em uma amostra composta por
homens etilistas e tabagistas, relatando uma proporcdo de 43% de
casos nesta amostra contra 48% no grupo controle. Afirmando entdo
que as diferengas entre estas porcentagens eram estatisticamente

insignificativas.

Em 1989, Kabat et al. também consideraram a possibilidade que
a exposicdo prolongada a certos compostos dos colutorios poderiam
aumentar os risco de cancer oral, porém relataram que as razdes
iniciais para o uso de enxaguatdrios bucais estavam diretamente

associados a exposi¢ao ao tabaco e ao alcool [51].

Winn et al. em 1991, afirmaram diante de seus resultados, que o
uso de regular de colutérios aumentou o risco de canceres em boca e
orofaringe em 40% em homens e 60% em mulheres. O risco em
ambos os sexos aumentou proporcionalmente a duragdo e frequéncia
de uso. O aumento do risco foi observado em usudrios de colutorios
com alta concentracdo de alcool, consistente com aumento de risco

associado com consumo de bebidas alcoolicas [52].
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Em 2001 os mesmos autores, conduziram uma analise
semelhante em Porto Rico. Os dados demonstraram que
aproximadamente 25% dos casos de canceres de boca e orofaringe em
homens e 50% dos casos em mulheres ndo foram associados ao uso de
cigarro e bebidas alcodlicas. Foi observado um risco aumentado,
embora ndo significativo, em individuos ndo fumantes e que ndo
consumiam bebidas alcodlicas, entre os quais foi observado um efeito
da utilizacdo de colutdrios contendo alcool. Porém, afirmaram que ndo
foram capazes de avaliar com precisdo o relato de uso de tabaco,
bebidas alcoodlicas e colutérios contendo alcool. Ao final, os autores
concluiram que ndo houve evidéncia de risco aumentado de canceres

de boca e orofaringe associadas ao uso de colutdérios com alcool [53].

Em 2007, Guha et al. num estudo de caso controle, mostraram
uma ligacdo significativa entre o uso diario de enxaguatorios bucais
contendo alcool e o desenvolvimento de cancer bucal em pacientes
auto relataram este uso. Guha et al. concluiram nesta metodologia que
o uso de enxaguatorios contendo alcool pode ser um fator de risco
para o desenvolvimento de canceres de cabeca e pescoco independente
do uso de tabaco e consumo de alcool. Quando somente considera-se
os canceres da cavidade oral, faringe e laringe, o uso de colutorios
alcoolicos duas vezes ao dia, aumentou a incidéncia deste cancer em
nove vezes para os fumantes, mais de cinco vezes para aqueles que
também fazem o consumo de bebidas alcoodlicas, e quase cinco vezes
para aqueles que nunca ingeriram tais bebidas. Estes autores porém
afirmaram ndo saber os tipos de enxaguatorios utilizados nem o teores

alcodlicos dos mesmos [54].
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Mais recentemente Marques et al. em 2008; em um estudo de
caso controle, afirmaram veementemente que o uso didrio de
enxaguatorios bucais apresentou associacdo mais intensa de tumores
de faringe do que tumores de boca, e afirmou ainda que o uso habitual
de enxaguatorios bucais foram fatores associados com os canceres
orais, independentes do tabagismo e consumo de bebidas alcodlicas
[11].

Cullough e Faraht em 2008, afirmaram baseados em revisdes
literarias que ja haviam provas suficientes para aceitar a proposi¢ao de
que a probabilidade para o desenvolvimento do céncer ¢ maior ou
entdo agravada pelo uso de colutdrios contendo alcool, citando ainda
que desaconselham os profissionais em recomendar o uso a longo

prazo desses tipos de bochechos [10].

Em 2009 Vecchia, através de uma analise critica dos dados
publicados nas ultimas trés décadas, revela que ndo ha estabelecido
uma possivel relagdo entre colutdrios bucais contendo dlcool e os
canceres orais, ja que estes estudos ndo sdo apoiados por evidéncias
epidemiologicas, tornando-os inconsistentes. Pesando ainda contra
essa associagdo, estd o baixo risco de desenvolvimento de canceres no

aparelho digestivo devido as concentragdes minimas de alcool [55].

Multiplos agentes influem de forma genotdxica nas células e
estdo relacionados aos varios estagios da carcinogénese. Com relacao
a cavidade oral, o tabaco tem sido descrito como o principal fator de
risco no desenvolvimento de lesdes malignas e pré-malignas
[56,57,58]. O consumo de alcool, por outro lado, ¢ citado como

agente potencializador no desencadeamento de lesdes cancerosas
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[16]. Em individuos fumantes, o consumo de alcool apresenta um
efeito sinérgico na inducdo de cancer bucal [59,16]. Porém, o efeito
do dlcool isoladamente na inducdo de lesdes cancerosas ou pré -
cancerosas parece permanecer mal esclarecido, ainda que a sua

atividade mutagénica tenha sido descrita por varios autores [60,61].

Sitch e Rosin [16], afirmaram que a presenga de MN em células
esfoliadas da mucosa bucal reflete os eventos genotoxicos que
ocorreram em cé€lulas que estavam na camada basal do epitélio entre
1-3 semanas antes da obtencdo dos esfregagos. Em nosso presente
estudo, a utilizagdo do enxaguatério com base alcodlica deu-se
ininterruptamente por 3 semanas e, foi possivel constatar que houve
um amento na frequéncia semanal de microntcleos quando
comparado o grupo experimental composto por individuos fumantes
que apresentou uma variacdo de : +1,73; £1,78; £1,8 e £1,6 para o
sitio mucosa jugal e = 1,73; = 2,06; = 1,53 e £ 1,46 para o sitio lingua;
ao grupo experimental composto por individuos nido fumantes que
apresentou uma variacdo de +1,53; +£1,46; +1,25 e £1,2 para o sitio
mucosa jugal e £ 1,26; £1,41; 0,86 ¢ +1,06 para o sitio lingua. No

entanto, estas variagdes nao foram estatisticamente significantes.

Diante dessas inconclusdes, a importancia de estabelecer uma
relacdo causal ou ndo; de que o uso de enxaguatérios bucais contendo
alcool poderia ser um agente de risco para o cancer bucal, torna-se
mais importante quando analisamos os numeros relacionados a
utilizacdo dos colutdrios bucais no Brasil, ja que este encontra-se em
franca ascensdo na higiene oral, complementando o trio: escova,

creme ¢ fio dental. Entre 2001 e 2002 houve um aumento de 14,4%
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nas vendas, representando uma parcela significativa da populagdo
[26].

As minimas varia¢des da frequéncia de MN encontradas nesse
estudo, ndo devem ser consideradas indicativo de auséncia de
probabilidade de alteracdes citogenéticas advindas do uso de
enxaguatério com alcool em uso conjunto com o tabaco, para que tal
hipdtese seja confirmada mais estudos devem ser realizados.
Concomitantemente a esses estudos outros possiveis fatores de
influéncia na frequéncia de MN devem ser observados, como os
outros componentes da formula, para isso novos estudos devem ser
desenvolvidos considerando o possivel potencial genotdxico dessas

substancias.

CONCLUSAO

Apos a andlise dos dados, os resultados obtidos sugerem que as
ligeiras elevagdes numéricas de MN foram encontradas nos dois sitios
avaliados quando comparados o Grupo 1 Fumantes com o Grupo 2
Nao Fumantes, porém ndo foram observadas diferencas estatisticas
significantes entre eles, sugerindo que o enxaguatdrio com alcool nao
¢ indutor de alteragdo genotdxica, o que ndo exclui a possibilidade de
alteragdes citotdxicas. Assim, novos estudos sdo necessdrios para

comprovar tal hipotese.
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CERTIFICAMOS, que o protocolo n® 094/2009-PH/CEP,
sobre “Andlise da freqiiéncia de micronucieos frente a utilizagio de
colutérios bucais”, sob a responsabilidade de PAMELA APARECIDA
DINIZ, tendo como orientador o Prof. Adjunto Sigmar de Mello Rode, estd
de acordo com os Principios Eticos, seguindo diretrizes @ normas
regulamentadoras de pesquisa, com seres humanos, conforme Resolugio
n? 196/86 do Conseiho Nacional de Saude e fol aprovado por este
Comité de Etica em Pesquisa.
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APENDICE A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A¥A
AVATRY

unesp “ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Faculdade de Odontologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Campus de Séo José dos Campos — Faculdade de Odontologia.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Analise da frequéncia de micronucleos frente a
utilizagc&o de colutério bucal com base alcodlica em individuos fumantes e ndo fumantes.

Pesquisador Responsavel: Pamela Aparecida Diniz

Telefones para contato: (12) 98116-6980

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

+ Nenhum risco podera ser agregado com a participagao na pesquisa.
Os métodos para realizagéo serdo da seguinte maneira:

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

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

3. No més subsequlente: recebimento do material para enxagtie

bucal diario para 4 semanas, Acompanhamento e coleta de material semanalmente (em
dias pré estabelecidos), durante as 5 semanas.
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¢ O periodo de participagéo sera de 04 semanas.

Lembramos que todos os dados serdo mantidos em mais absoluto
sigilo, e o participante desta pesquisa tera direito assegurado de retirar este
consentimento a qualquer tempo.

. Nome e Assinatura do pesquisador

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

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

devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa, os procedimentos nela

envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu

acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:
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unesp " UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Faculdade de Odontologia

Ficha de Anamnese:

Identificacado do Paciente:

Nome:

Idade:

Data de Nascimento:

Telefone:

Documento:

Endereco:

Sexo: ()M ()F

42




Questionario:

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

No momento esta em

tratamento médico ? SIM () A .
NAO () NAO SEI ()

Qual?

Esta tomando alguma

medicagdo no momento? SIM( ) . .
NAO () NAO SEI( )

Qual?

SIM( ) .
Tem ou teve alguma doenga NAO ()

como hepatite, sifilis,... .
NAO SEI( )

Qual?

Vocé é diabético?

SIM( ) ) )
NAO ( ) NAO SEI ()

Faz uso de enxaguatorios

bucais?

SIM( ) NAO ()
NAO SEI ()

Qual?
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Regularmente?

SIM () NAO () i
NAO SEI ()
Tem algum tipo de alergia?
SIM () NAO () .
NAO SEI ()
Qual?
Faz uso rotineiramente de
cigarro? SIM( ) .
NAO ()
NAO SEI( )
Quantos cigarros/dia?
Faz uso de drogas?
SIM( ) NAO ( ) NAO SEI( )
Faz uso rotineiramente de
alcool? SIM( ) . A
NAO () NAO SEI ()

Quantidade:
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referir:

Outras informacgdes que julgar importante

DECLARO que o respondido acima é verdadeiro.

Sao José dos Campos, de de 20

Assinatura do paciente ou responsavel
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