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LIMA CF. Avaliacdo quantitativa de microndcleos na citologia esfoliativa da
mucosa bucal de pacientes dependentes quimicos. [dissertacdo]. S&o José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de S&o Jose dos Campos, Universidade
Estadual Paulista; 2007. 82f.

RESUMO

O presente trabalho avaliou quantitativamente microndcleos (MN) na citologia esfoliativa da
mucosa bucal de pacientes com dependéncia quimica. Os MN contém material genético perdido
durante a mitose em eventos clastogénicos e aneugénicos e ocorrem antes de qualquer mudanca
histopatologica pré-neoplasica tornar-se evidente. Foram triados 24 pacientes dependentes
quimicos, do CAPSAD (Centro de Apoio Psicosocial Alcool Drogas) da Prefeitura de S&o José
dos Campos e 24 pacientes ndo fumantes, ou que ndo fumassem ha 10 anos, com ingestdo semanal
inferior a 03 doses de bebidas alcodlicas e ndo usuarios de drogas ilicitas, nas clinicas da FOSJC-
UNESP. O critério de inclusdo para os grupos foi auséncia de lesdes bucais. Foi realizada citologia
esfoliativa do bordo lingual lateral esquerdo e aplicado teste de MN com coloracdo de Feulgen. A
analise de 600 células/paciente foi realizada por microscopia Optica e a estatistica utilizou os testes
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para freqiiéncia de MN e células micronucleadas, e correlacdo de
Spearman para a quantidade e anos de consumo (IC 95%, nivel de significancia 5%). No grupo
CAPSAD a freqiiéncia média de MN foi de 3,08 + 3,20 e a média do grupo controle foi 2,08 +
1,93; e para células micronucleadas foi 2,38 + 2,57 para o grupo CAPSAD e de 1,42 + 1,25 no
grupo controle. Os resultados mostram que a freqiiéncia de MN e células micronucleadas para o
grupo CAPSAD foi numericamente superior mas a diferenca entre os grupos nédo foi significativa
estatisticamente. A quantidade diaria ingerida de cigarro, alcool e drogas ilicitas mostrou maior
influéncia na freqiiéncia de MN que os anos de ingest&o.

PALAVRAS - CHAVE: Citodiagnédstico, mucosa bucal, microndcleo,

alcool, tabagismo, drogas.



1 INTRODUCAO

As neoplasias sdo a segunda causa de morte no Brasil,
entre elas a de maior interesse na area estomatoldgica e representada pelo
carcinoma epiderméide (CE) (Brasil®, 2005). As alteractes epitelias
encontradas sdo derivadas de um processo de carcinogénese envolvendo
iniciacdo, promocéao e progressao.

Na carcinogénese atuam elementos intrinsicos e
extrinsicos, participando deste processo, portanto muitos agentes
etiologicos destacando-se o tabaco, alcool, dieta nutricional, radiagdes
ionizantes, infeccdo viral além de alteracGes genéticas. O tabaco atua no
processo de carcinogénese tanto como agente iniciador como promotor,
sendo por este motivo o consumo de cigarro um dos fatores de risco mais
freglientes para o desenvolvimento do cancer bucal. A atuacéo do alcool
é somente como agente adjuvante deste processo.

Muitos tém sido os esforgos para prevencao e deteccdo do
carcinoma epidermoide (CE) através do diagnostico precoce e campanhas
de conscientizagdo quanto ao tabagismo (Fontes et al.?°, 2004), ingestdo
de bebidas alcodlicas e exposicdo a outros agentes carcin0genos.

Quando a atuagdo através da prevencdo falha, o

diagndstico precoce torna-se medida de extrema necessidade baseada na
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atuacdo profissional pelo conhecimento das condigdes predisponentes,
das lesGes consideradas cancerizaveis e do CE propriamente (Faria et
al.’®, 2003), somando-se a realizacdo de exames complementares. A
biopsia € 0 exame complementar mais utilizado para diagndstico, mas
com indicacdo somente em casos de alteracBes clinicamente visiveis. A
citologia esfoliativa seria um método de escolha, ndo invasivo e que pode
ser aplicado em areas onde ainda néo existe evidéncia clinica de qualquer
alteracéo.

A citologia esfoliativa foi preconizada como método de
deteccdo precoce de cancer de colo uterino por Papanicolau e Traut®®, em
1941 e introduzida para diagnéstico do cancer bucal em 1951 por
Montgomery e Von Haan®, representando uma alternativa prética, de
baixo custo e de grande interesse para a salde publica. Apesar das
vantagens sua utilizacdo sofreu um declinio na deteccdo do cancer bucal
por ser considerada de baixa sensibilidade, e com interpretacdo de carater
subjetivo, o que levaria a um elevado nimero de resultados falso
negativo (Freitas et al.?®, 2004). Entretanto hoje se sabe que a baixa
sensibilidade é conferida por erro de técnica, com coleta inadequada dos
raspados, além de falta de experiéncia dos patologistas.

Para o ressurgimento da citologia esfoliativa o incremento
de novas técnicas de avaliagdo dos raspados foi de fundamental
contribuicdo como analise quantitativa, citomorfometria, analise de

DNA, deteccdo de marcadores tumorais e analise molecular. Assim, a



14

citologia vem contribuindo ativamente para o estudo e diagndstico de
diversas patologias principalmente das neoplasias malignas.

As interagdes do DNA com substancias quimicas sdo
sabidamente fatores iniciadores no processo de carcinogénese. Por este
motivo maior énfase vem sendo dada aos métodos que detectam a
atividade genotéxica em humanos, como tentativa de biomonitoramento
de grupos de alto risco. Devido a sua associacdo com aberracdes
cromossdmicas os micronucleos (MN) tém sido utilizados desde 1937
como uns dos indicadores da exposi¢cdo genotoxica.

Os microndcleos contém material genético que foi
perdido do genoma durante a mitose, como resultado de eventos
clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregacdo cromossémica anormal) e ocorrem antes de
qualquer mudanca histopatoldgica pré-neoplésica tornar-se evidente.

Diante do exposto verifica-se a oportunidade de avaliar
quantitativamente micronicleos da mucosa de pacientes com
dependéncia quimica de agentes carcindgenos propriamente como e
tabaco e adjuvantes como o alcool, através da citologia esfoliativa, para
verificar os efeitos genotdxicos causados e contribuir assim como alerta

aos pacientes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma epidermdéide x fatores de risco

As neoplasias sdo a segunda causa de morte no Brasil,
perdendo apenas para as doencas cardiovasculares (Brasil®, 2006). Para
superacdo deste quadro cabe aos profissionais da area da salde o
investimento em prevencdo e conscientizacdo da populagdo. A
conscientizacdo a respeito dos fatores etiologicos é de fundamental
importancia neste processo. O diagnostico precoce também se enquadra
nos métodos preventivos, uma vez que o tipo de tratamento e o
prognostico para esta patologia serdo melhores.

Para Faria et al.'® (2003) é muito importante que o
profissional esteja habilitado para realizar o diagnostico precoce do
cancer bucal, o que estd diretamente relacionado ao conhecimento,
atitude e préatica do cirurgido-dentista.

O cancer bucal, quando detectado precocemente, apresenta
um indice de sobrevida maior do que o de outros tipos de cancer
(Mashber et al.**, 1989). Além da importancia epidemioldgica o cancer
bucal requer atencdo pelo alto custo financeiro que representa ao servico
pUblico (Brasil®, 2006). O risco de cancer bucal diminuiria em 30% se o

fumante eliminasse este habito entre 1-9 anos apos o inicio do consumo,
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e de até 50% se parasse de fumar apds 9 ou mais anos
(Macfarlene et al.*, 1995).

Assim os esforgos para prevencgdo e detecgdo precoce sao
cada vez maiores principalmente nas diversas areas de pesquisa, entre
elas a da biologia molecular. Os biomarcadores moleculares podem ser
divididos em trés tipos: de exposicdo, susceptibilidade e de resposta
(Wiinsch Filho e Gattas’™®, 2001). Os biomarcadores de exposicéo
representam a expressdo da acdo de um agente ambiental ou de seus
metabolitos em um individuo. Os de susceptibilidade indicam individuos
com maior propensdo ao desenvolvimento de neoplasias malignas
quando expostos a agentes carcin0genos; e os biomarcadores de resposta
indicam alteragdes presentes tardiamente e permitem avaliar o
prognostico da doenca.

Para os autores Wiinsch Filho e Gattas™ (2001) a
epidemiologia molecular e a citogenética representam um avango tanto
para a avaliacdo da exposicdo, quanto para a deteccdo de individuos
susceptiveis, e possui imenso potencial para ampliar a compreensdo dos
mecanismos da carcinogénese e dos efeitos de fatores de risco para o
cancer.

O consumo de substancias de risco, ou seja, carcinégenos
como o tabaco, e adjuvantes como o alcool, afetam ndo somente a saude,
mas também a qualidade de vida de seus consumidores. Fumantes
habituais ingerem quantidade de bebida alcodlica em excesso, praticam

atividades fisicas com menor frequéncia, além de possuir dieta com
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menores proporgdes de frutas e vegetais resultando em freqlentes
queixas de dores e sono intranqtilo (Strine et al.®*, 2005).

O consumo de alcool considerado de risco para saude de
um individuo por Moreira et al.** (1996) foi de 30g/dia em estudo
realizado na cidade brasileira de Porto Alegre. Os autores também
observaram a associacdo da bebida alcodlica com o ambiente familiar,
sexo masculino, dependéncia do alcool ap6s 30 anos, melanoderma e
condigdo econdmica baixa. Os tipos de bebida mais consumidos foram
cerveja, vinho e cachaga.

O uso de alcool e drogas afeta ndo somente as classes
sociais menos favorecidas como também jovens de classe média que
freqlientam as universidades como mostra 0 estudo realizado por
Underwood et al.?® (2003) que investigaram o uso destas substancias por
estudantes de odontologia. O consumo de alcool era maior entre
estudantes do sexo masculino (89%), ingerindo 21 doses por semana.
O uso da droga cannabis foi de pelo menos 01 vez ao més. Outras drogas
menos utilizadas foram ecstasy (4%) e cocaina (2%). O consumo médio

de cigarros foi de 10 cigarros/dia (9% dos alunos).

2.2 Citologia esfoliativa como método diagndstico complementar

A citologia esfoliativa foi utilizada no principio por

Papanicolaou e Traut® (1941) para detectar precocemente alteracdes
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celulares e contribuir para prevencdo do cancer de colo uterino e até os
dias de hoje é consagrado como método diagnostico contribuindo para
reducdo da mortalidade feminina. No entanto o primeiro relato da
possibilidade de uso para diagnostico de carcinomas surgiu realmente no
século XX, quando Beale® (1860) descreveu os achados citolégicos em
escarro de uma paciente com carcinoma de orofaringe.

A utilizacéo da citologia esfoliativa na area estomatologica
iniciou-se com a deteccdo das alteracfes precoces de carcinomas bucais
com Montgomery e Von Haan* (1951) em estudo utilizando a citologia
esfoliativa em dez casos de leucoplasias, de diferentes regides,
encontrando aumento da queratinizacdo das areas leucoplasicas sem
alteracOes sugestivas de malignidade.

Durante anos 0 método caiu em desuso pelo
questionamento quanto a subjetividade da técnica e a quantidade de
falsos resultados. Folsom et al.'® (1972) avaliaram 148 casos de lesdes
com suspeita clinica de malignidade. Encontraram 31% de resultados
falsos negativos de malignidade, no entanto detectaram 03 casos onde

ndo havia suspeita clinica. Sandler et al.”’

(1958) também verificaram
bons resultados comparando a acuidade da citologia em relacdo a bidpsia
(92%). King et al.*® (1963) em estudo de diversas lesdes bucais
utilizando espéatulas de madeira, metal e cotonete ja constatavam que a
citologia esfoliativa € um método rapido e indolor que permite melhor

selecdo dos casos a serem biopsiados.
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O exame citoldgico seleciona e prop8e diagnostico para
lesdes que podem representar cancer ou seus precursores (Holland et
al.”®, 2000). A utilizacdo da citologia esfoliativa, além de contribuir para
alertar pacientes que fazem uso de substancias que atuam na iniciacao e
promogdo do cancer bucal, como pacientes fumantes, diagnosticando
alteragdes citolégicas, ainda vem a ser um importante recurso de
acompanhamento em casos de neoplasias ja instaladas ou ja tratadas
(Almeida e Cabral®, 1992; Almeida et al.®, 1994; Fontes et al.", 2004;
Freitas et al.>* 2004).

A citologia esfoliativa pode ser amplamente empregada em
estomatologia ndo s6 em processos neoplasicos, mas também em
infecOes virais, fungicas e doencas auto-imunes como o pénfigo vulgar
(Almeida e Cabral?®, 1997; Tommasi®’, 2002). Tavares® (2001) utilizou o
estudo citologico para analise comparativa dos aspectos celulares da
mucosa bucal de mulheres com o ciclo menstrual regular, homens
adultos, meninas antes da menarca e mulheres com pelo menos dois anos
de menopausa. Concluiu que existem diferencas entre o inicio e meio do
ciclo quanto maturacéo e picnose nuclear.

O aprimoramento da técnica bem como novos métodos de
analise dos raspados vém sendo desenvolvidos (Felefli e Flaitz'’, 2000;
Ogden et al.** 1997). Ogden et al.* (1992) compararam a efic4cia do
cytobrush com a tradicional espatula de madeira através de duas coletas
de raspados da mucosa bucal normal de 26 pacientes. Os locais de

escolha foram: palato duro, mucosa jugal, dorso e ventre lingual. Para
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analise dos dados obtidos foram utilizados critérios de dispersdo e
namero de células por campo. O cytobrush estabeleceu superioridade
sobre a espatula de metal nos dois critérios, exceto no palato duro. Jones
et al.” (1994) compararam o cytobrush a tradicional espétula de madeira
tendo como critérios a conveniéncia para pratica clinica, o desconforto
causado ao paciente, a qualidade e a distribuicdo das células epiteliais
coletadas em cinco grupos constituidos por pacientes que apresentavam
lesdes vesico-bolhosas ou ulcerativas, candidiase, eritoplasia e carcinoma
de celulas escamosas. N&o houve diferencas quanto a percepgdo a dor
pelos pacientes entre os dois métodos avaliados, ndo sendo também
observadas diferencas relacionadas a quantidade de células coletadas,
mas sim quanto a distribuicdo que ocorreu de maneira mais uniforme
pelo cytobrush.

Queiroz et al.*

(2006) também verificaram a superioridade
da técnica com o cytobrush gquando comparada a espatula metalica, onde
os esfregacos obtidos pelo cytobrush apresentaram-se qualitativamente
melhores quanto a celularidade e homogeneidade, resultando em maior
acuidade de leitura das laminas.

Acha et al.' (2005) discutem os aspectos da aplicacdo da
biologia molecular na citologia esfoliativa da mucosa bucal como método
diagndstico predictivo e de monitoramento de lesdes malignas e lesdes
cancerizaveis. O estudo genético permite detectar as alteracGes antes que

se produzam mudancas na morfologia celular e que estas se tornem
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visiveis clinicamente. A analise molecular permite identificar entre as
células normais uma populacédo de clones de células neopléasicas.

A citologia esfoliativa em boca, considerando os aspectos
bucais preventivos, além do diagnostico precoce de neoplasias, em
especial do carcinoma epidermoéide, tem sido utilizada também para
evidenciar grupos populacionais de alto risco para agentes carcin0genos

bem conhecidos como o tabaco. Pavanello et al.>°

(2005) observaram
menor maturacdo epitelial nas células da mucosa jugal de jovens
universitarios que fumam pouco e ingerem bebidas alcoodlicas, quando
comparados aos ndo fumantes. Oliveira et al.*” (2007) analisaram
quantitativamente, através da citologia esfoliativa e técnica de
Papanicolaou, as alteragdes que ocorrem na mucosa bucal pelo tabagismo
crénico em 30 fumantes (20 cigarros/dia por 30 anos) e compararam com
30 ndo-fumantes, ambos 0s grupos sem alteracbes da mucosa bucal
clinicamente evidentes. Concluiram que a mucosa bucal de pacientes
fumantes apresentou maior presenca de alteracdes inflamatorias e
queratinizacdo do que pacientes ndo fumantes, e menor maturacao celular
exceto pelas alterag6es nucleares (picnose nuclear).

Zimmermann et al.”* (1965) ja haviam constatado que o
hébito de fumar provoca um retardo na maturacdo das células epiteliais
da mucosa bucal em diversos sitios intra-bucais.

Fontes®* (2005) verificou maior atividade proliferativa das
células do bordo lateral da lingua e soalho bucal, quantificada pela

técnica histoquimica das AgNORs, através da citologia esfoliativa de 22
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pacientes fumantes (30 cigarros/dia/durante 30 anos) sem qualquer
alteracdo clinica da mucosa.

Ogden et al.** (1990) avaliou o efeito do cigarro sobre a
mucosa bucal através da citomorfometria de raspados citologicos
constatando um aumento da area nuclear e citoplasmatica das células do

grupo de pacientes fumantes.

2.3. Avaliacao de micronucleos

Os microndcleos (MN) sdo formados por fragmentos de
cromatina ou cromossomos com anormalidades que, durante o ciclo
mitdtico, sdo excluidos do nudcleo propriamente dito, resultando em
aneuploidia. Sdo identificados na intérfase de celulas em diviséo,
correspondendo a fragmentos acéntricos resultantes frequentemente de
delegbes cromossdmicas, nos casos de neoplasias de cabeca e pescoco,
ou cromossomos inteiros que atrasam durante a anafase da divisdo
celular. S&o detectados nas células esfoliadas da mucosa bucal, de
revestimento do trato urinario e do cérvix uterino e parecem refletir
aberragdes cromossémicas que ocorreram durante a proliferacdo da
camada basal (Proia et al.>!, 2006). Segundo Ramirez e Saldanha® (2002)
a formacdo de MN antecede os processo de cariorréxis e cariolise, em

uma célula apoptética.
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Sarto et al.® (1987) atribui uma subdivisdo aos
micronudcleos conforme sua formacdo. Os micronicleos com mais que
1/5 do tamanho do ndcleo celular ou a presenca de varios microndcleos
em uma mesma ceélula pode ser atribuida aos distarbios do fuso.
Ja o0s demais micronucleos sdo derivados de quebras, rupturas
cromossomicas.

A andlise de MN deve ser criteriosa uma vez gque existem
alteragdes degenerativas e outros fendbmenos que podem causar confusdo
durante a contagem, levando a resultados falsos. Tolbert et al.® (1992)
estudou a citologia esfoliativa de trés diferentes grupos para estabelecer
critérios que diferenciassem os micronucleos de processo degenerativos
que podem causar confusdo quando da aplicagdo do teste de MN. Os
grupos eram compostos de pacientes submetidos a radioterapia ha trés
semanas e um grupo de usuarios de snuff (tabaco ndo fumado). Como
critério considerou que os MN representam estruturas com limites
citoplasmaticos definidos, com no maximo 1/3 do tamanho equivalente
ao nucleo, proximo a ele, porém sem possuir qualquer ponto de ligacao.

Nersesyan®' (2005) em carta ao editor da revista Mutation
Research questiona sobre os critérios utilizados na diferenciacdo entre
micronucleos, fendmeno broken egg e nuclear buds, reafirmando a
definicdo de Tolbert et al.*®® (1992) para os MN. Broken egg trata-se de
uma estrutura circular ligada ao nucleo por uma haste (ponte de
cromatina), e nuclear bud uma estrutura circular que possui um ponto

direto de ligacdo ao nucleo. Para o autor, apenas os micronucleos estdo



24

relacionados a efeitos genotoxicos enquanto broken eggs e nuclear buds
relacionam-se a efeitos de processos degenerativos.
A realizacdo dos procedimentos técnicos também deve ser

cuidadosa. Nersesyan et al.”®

(2006) demonstraram que 0 uso de
coloracdes ndo especificas para DNA, como Giemsa, May-Grunwald-
Giemsa, levou a contagem equivocada de MN nas células da mucosa
bucal de 20 pacientes fumantes, 4-5 vezes maior quando comparada a
contagem nas células coradas por corantes DNA especificos como 4',6-
diamidino-2-phenylindole, Feulgen, acridine orange.

Ayyad et al.* (2006) compararam o método de coloracéo
Papanicolaou com May-Grunwald-Giemsa para visualizacdo dos MN em
40 raspados citoldgicos obtidos de 20 pacientes fumantes. O método de
Papanicolaou foi considerado pratico, de facil realizacdo, sendo bactérias
e debris que porventura poderiam mascarar a visualizacdo dos MN
eliminados.

O teste de MN vem sendo utilizado como método de
biomonitoramento de grupos populacionais de risco para diversos
agentes genotoxicos. O contato com tais agentes pode ocorrer de diversas
formas: pela ingestdo acidental de substéncias contidas na agua ou em
alimentos, consumo de carcinégenos como o tabaco, através da inalagdo
de agentes poluentes, contato com metais pesados e outros produtos do
cotidiano presentes em casa e no trabalho.

Montero et al.®® (2003) verificaram pelo teste de MN na

citologia esfoliativa da mucosa bucal, aumento da média da freqtiéncia de
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MN nas células do epitélio bucal de adolescentes que residem em
ambiente urbano, geralmente poluido com produtos resultantes da
combustdo de fontes de energia variadas. O grupo avaliado foi
constituido por 37 mulheres jovens na faixa etaria entre 11 e 16 anos,
residentes na cidade do México. Os sitios intra-bucais de estudo foram a
mucosa jugal e do palato mole.

A exposicdo ocupacional a substancias genotoxicas
tornou-se objeto de preocupacdo da comunidade cientifica. Celik et al."
(2003) avaliaram 50 trabalhadores (25 fumantes e 25 ndo-fumantes) em
estacdes de petrdleo através do teste de MN e outras anormalidades como
células binucleadas, cariolise e cariorréxis. Também foram avaliados 0s
niveis de fenol encontrados na urina. A anélise de 1000 células permitiu
concluir maior frequéncia de MN nos trabalhadores de estacdes de
petroleo fumantes, média 20 cigarros/dia, quando comparado oS ndo-
fumantes e também o grupo controle, constituido por ndo fumantes que
ndo trabalhavam com derivados do petréleo. Os niveis de fenol na urina
tambeém foram correlacionados com maior nimero de MN.

Gattas et al.?

(2001) iniciaram uma avaliacéo pelo teste de
MN na citologia esfoliativa da mucosa bucal, em frentistas do mesmo
posto de gasolina em 1989 quando o combustivel mais utilizado era
apenas o etanol puro. Quando o metanol foi introduzido como alternativa
em misturas de combustiveis na cidade de S&o Paulo, em 1991, através
da mistura denominada MEG (contendo 33% de metanol) outra amostra

dos trabalhadores foi coletada. A Ultima amostra foi colhida em 1995,
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periodo em que predominava o0 uso da mistura gasolina/etanol. A
freqiiéncia de MN em 1991 foi significativamente maior comparado a
1989 e 1995. O tempo médio de trabalho dos frentistas era de 2-30 anos.
Tais resultados alertam para o potencial genotdxico do metanol.

Cavallo et al.”* (2006) ndo observaram diferencas na
freqiiéncia de MN nas células da mucosa bucal e linfocitos entre
trabalhadores da aviacdo civil expostos a vapores de combustiveis ou
resultantes de sua combustdo, comparados a pessoas comuns (ndo-
expostas).

Pastor et al.*

(2003) investigaram a relacdo entre a
exposicdo ocupacional a pesticidas e danos citogenéticos, aplicando o
teste de MN nas células da mucosa jugal e em linfocitos do sangue
periférico de 239 agricultores europeus da Grécia, Espanha, Pol6nia e
Hungria. N&o encontraram diferencas estatisticamente significantes na
freqiiéncia de MN, nem para os linfocitos nem para as células da mucosa
jugal. A Unica alteracdo encontrada foi no indice de proliferacdo celular
que esteve diminuido para os linfécitos. A utilizacdo de medidas de
protecdo pela maioria dos agricultores e a baixa toxicidade dos pesticidas
foram as causas atribuidas aos resultados.

Sailaja et al.*

(2005) constataram ao avaliar 180
trabalhadores rurais expostos a 54 diferentes tipos de pesticidas durante
aproximadamente 8.6£2.5 anos de exposi¢do, que houve aumento da

freqliéncia média de MN nas células da mucosa jugal (1.24+0.72) dos
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trabalhadores expostos aos pesticidas comparativamente a pessoas nao
expostas (0.32+0.26).

Speit et al.”® (2007) ndo observaram diferencas
estatisticamente significantes no teste de MN para mucosa jugal de 22
pessoas expostas ao formaldeido (concentracdo 13.5 ppm, durante 10
dias de exposic¢do). Foram comparadas as frequéncias médias de MN
uma semana antes da exposi¢do (0.95), imediatamente apos a primeira
exposicdo (0.86), apds os 10 dias de exposicdo (1.33), apos 7 dias (0.94),
14 dias (0.85) e 21 dias (0.44). A diminuicdo da freqliéncia de MN foi
considerada “efeito protetor do organismo”.

Cerqueira et al."

(2004) n&o constataram diferencas
através do teste de MN para células da mucosa jugal comparando
pacientes submetidos a radiografia panoramica e grupo controle. Os
autores explicam que o turnover epitelial é rapido (de 7-16 dias) e os MN
sdo notados apenas a partir de 3 semanas ap0s a exposi¢do ao agente
genotoxico, enquanto neste estudo a avaliacdo foi feita ap6s 10 dias. No
entanto, avaliando anomalias metanucleares encontraram um aumento
nas alteracbes indicativas de apoptose (cariorréxis e condensacdo de
cromatina), o que provavelmente influiu de forma direta no resultado dos
micronucleos.

Para determinar o risco de danos citogenéticos causados
pela exposicdo cronica ao arsénio, substancia que encontra-se associada
ao desenvolvimento de cancer de pele, pescoco e bexiga, Martinez et al.**

(2005) avaliaram 105 pacientes de diferentes cidades do Norte do Chile
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que ingeriam agua com concentracbes médias de 0.75mg/l de arsénio,
enguanto os niveis preconizados pela OMS estdo abaixo de 0.002mg/I.
O teste de MN para células da mucosa jugal entre os grupos de estudo e
controle ndo evidenciaram diferencas estatisticas. Ainda analisando os

efeitos do arsénio, Ghosh et al.?®

(2005) observaram as variagOes
geneticas em individuos suscetiveis ao cancer induzido por arsénio
também pela ingestdo de agua. Aplicaram o teste de MN em trés tipos de
células diferentes sendo células da mucosa bucal, células uroepitelias e
linfécitos. Analisaram também as aberragbes cromossomais dos
linfécitos, selecionando 244 individuos com lesdes de pele em
decorréncia da exposi¢do ao arsénio e 178 individuos assintomaticos.
Verificaram danos citogenéticos mais elevados nos linfocitos e em
celulas da mucosa bucal de individuos contaminados e fumantes
comparados aos contaminados ndo fumantes. Vuyyuri et al.** (2006)
verificaram aumento na frequéncia de microndcleos em 200
trabalhadores da indUstria de vidro expostos a arsénio com relacdo direta
com habitos tabagistas, idade e jornada de trabalho.

A investigacdo de micronucleos aplicada a carcinogénese
comprova o efeito sinérgico entre o cigarro e o dlcool como demonstram
os estudos de Stich e Rosin® (1983) em avaliacdo quantitativa em trés
centros de desintoxicacdo. Realizaram a citologia esfoliativa da mucosa
jugal bilateralmente de 05 pacientes apenas fumantes (Grupo A), 09
pacientes que apenas utilizavam bebidas alcoolicas (Grupo B), 09

pacientes que fumavam e bebiam (Grupo C), e 21 pacientes que nao
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bebiam e fumavam (Grupo D). Pela avaliacdo de 500 celulas foram
observadas respectivamente maior freqiiéncia de células micronucleadas
e de MN por célula no grupo C, seguido pelo grupo A. N&o foi observada
diferenca entre os grupos B e D. A frequéncia de MN esteve relacionada
com a quantidade de cigarros por dia, porém esta mesma relacdo néo foi
observada para o consumo de alcool.

Sarto et al.”® (1987), encontraram quase o dobro da
freqiéncia de MN resultantes de quebras cromossémicas nos pacientes
fumantes (média 23cigarros/dia) quando comparados aos ndo fumantes
em analise de 3000 células, enquanto a freqiiéncia para MN resultantes
de disturbios do fuso foi igual para ambos 0s grupos.

Bohrer et al.? (2005) quantificaram a freqiiéncia de MN em
diferentes regides anatdmicas: labio inferior, bordo lateral da lingua e
soalho bucal de 28 fumantes de cigarros com filtro (Grupo A), 19
fumantes e que ingeriam em média 10 doses diarias de bebidas alcodlicas
(Grupo B) e 21 pacientes que nunca fumaram e ingeriam menos que 01
copo de bebida alcodlica por dia (Grupo C) constituindo o grupo
controle, todos com mais de 30 anos de idade. A média de cigarros/dia
foi 20.83x+10 para o grupo fumante e 28 + 14.96 para fumantes com uso
do alcool. O grupo B apresentou maior freqiiéncia de MN do que o grupo
A e C. O sitio anatdmico com maior frequéncia de MN foi o soalho bucal
seguido pelo bordo lingual Ilateral e vermelhdo dos labios

respectivamente.
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Reis et al.>*

(2002) avaliaram a freqiiéncia de MN em 1000
células esfoliadas da lingua e da mucosa jugal de 40 individuos
dependentes quimicos do etanol, ndo-fumantes, internados no hospital
psiquiatrico Ana Nery, Salvador/ Bahia; e de 20 abstémios de alcool e
fumo. Concluiram que o0 consumo excessivo de é&lcool promove
alteracdes efetivas em células da mucosa bucal, mesmo na auséncia de
exposicdo ao fumo, sendo mais expressivas no bordo lateral de lingua do
que em mucosa jugal, sitio mais exposto a acdo de carcindgenos. Os
pacientes avaliados possuiam em média 25,5 anos de exposicdo ao
etanol.

Freita et al.??

(2005) avaliaram 20 individuos expostos aos
fatores de risco para desenvolvimento de cancer bucal (fumo e alcool) no
Centro de Referéncia em Lesdes Bucais da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS) e 20 individuos em atendimento odontoldgico
de rotina que constituiram o grupo controle. Além da comparacéo entre
os dois grupos foi realizada comparacdo dentro de cada grupo quanto ao
sexo, idade, uso de proteses e higiene bucal. O tratamento estatistico ndo
revelou diferencas entre o grupo de estudo e o controle. A diferenca
intra-grupo mostrou-se significativa e maior para os individuos que
faziam uso de enxaguatorios bucais.

Com o0 objetivo de correlacionar a freqiiéncia de MN em
celulas da cavidade bucal com a presenca de recidivas locais ou de
segunda lesdo primaria em pacientes portadores de carcinomas

epidermdides da boca e da orofaringe, Carvalho et al.*! (2002) realizaram
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estudo em 24 pacientes durante o periodo de tratamento e
acompanhamento do Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do
Hospital Heliopolis no periodo de dezembro/94 a julho/97. O tempo
médio de exposicdo ao alcool foi de 32 anos e ao tabaco de 37 anos.
Dos casos avaliados 18 evoluiram para Obito devido a recidiva da
neoplasia sendo que em apenas Cinco €asos 0S pacientes permaneceram
vivos e livres de doenca até o final do estudo. Quanto ao estadiamento
houve maior frequéncia de MN nas lesGes T4 e T3 respectivamente.
Bloching et al.” (2000) comprovaram maior freqiiéncia de
MN na citologia esfoliativa de 55 pacientes com carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco quando comparados a 16 pacientes com
leucoplasia e 99 pacientes saudaveis. Mostrou-se altamente significativa
a hipotese de um relacionamento entre o aumento da contagem de MN e
0 habito de fumar, uma vez que os pacientes com neoplasias fumaram
24.3 cigarros/dia em média durante 32 anos.
Para determinar o risco de cancer esofagico através da

contagem de MN Dietz et al.”

(2000) examinaram 245 pacientes, idade
média 60,5 anos, 129 do sexo masculino e 116 do sexo feminino. Foram
avaliadas 500 ceélulas/paciente, sendo que foram encontrados MN em
material de apenas 160. Os pacientes foram submetidos a endoscopia
digestiva alta e sem evidéncias de anormalidades esofagicas, foram
colhidos materiais do es6fago médio. Concluiram que a freqliéncia de
MN na mucosa esofagica foi maior nos pacientes fumantes e que

consumiam mate.
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Ramirez e Saldanha® (2002) investigaram MNem
pacientes alcolistas portadores de carcinomas bucais ndo recidivantes
através da citologia esfoliativa. Para isto analisaram 2000 células ao
redor da lesdo, do lado oposto ao da leséo, da mucosa jugal e do fundo de
saco superior. Verificaram na area ao redor da lesdo, sete vezes maior
incidéncia de MN comparado aos outros sitios avaliados.

A frequéncia de MN em células da mucosa bucal e
linfécitos do sangue periférico de pacientes com cancer de cabeca e
pesco¢o ndo foi considerada marcador sensitivo de neoplasmas de cabeca

e pescoco segundo Minicucci et al.*’

(2005). Os autores realizaram o teste
de MN em 31 pacientes antes, durante e apds radioterapia e em 17
pacientes saudaveis (grupo controle). Ndo foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos tanto para avaliagdo de MN de linfocitos
quanto para células da mucosa bucal. Porém foi detectado um aumento
da fregliéncia de micronucleos em células da mucosa bucal de pacientes
com mais de 60 anos de idade e nos pacientes que apresentavam tamanho
da neoplasia > 4 cm.

Com o intuito de avaliar agentes quimiopreventivos como

alimentos e seus micronutrientes, Stich et al.®?

(1988) avaliaram a acao
dos beta-carotenos e beta-carotenos mais vitamina A na reducdo de
efeitos genotoxicos de agentes carcinogenos. Verificaram a diminuicdo
da frequéncia de células micronucleadas em usuéarios de betel quid que
apresentavam leucoplasias bucais. Trés grupos receberam diferentes

administragdes. O grupo | recebeu 180mg/semana de beta-caroteno, o
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grupo Il 180mg/semana de beta-caroteno e 100.000Ul/semana de
vitamina A, e placebo foi administrado para o grupo controle (grupo Il1).
Apdbs 03 meses de tratamento, a freqiiéncia de células micronucleadas foi
significativamente reduzida no grupo | (de 4.09% para 1.1% nas areas de
leucoplasias e 4.1% para 1.0% na mucosa normal). Somente apos seis
meses foi observada diminuicdo das leucoplasias especialmente no
Grupo 1.

Gabriel et al.** (2006) correlacionaram a diminuicdo dos
niveis de folato, importante na sintese e reparacdo de DNA, com o
aumento de aberracbes genéticas através da freqiiéncia de MN/1000
células na mucosa bucal de 35 pacientes que fumavam mais de 10
cigarros/dia por no minimo 01 ano, excluidos aqueles que ingeriam mais
de duas doses de bebidas alcoodlicas/dia. A fregiiéncia de MN encontrada
para os pacientes fumantes (9.57+£0.41) representou o dobro daquela para
os nao fumantes (4.44+0.52). Os pacientes fumantes apresentaram maior
baixa de folato no plasma (20%), eritrocitos (32%), e células esfoliadas
da mucosa bucal (50%) do que os pacientes ndo-fumantes bem como
alteraces de formacdo de vitamina B-6 e vitamina B-12. Nersesyan*
(2006) questionou estes resultados apresentados por Gabriel et al.?’
(2006), pois acredita que o cigarro leva a maior queratinizacdo da
mucosa bucal e que corpos de queratina acumulados no citoplasma
podem ser confundidos com micronucleos se uma coloracdo DNA-

especifica ndo for utilizada.
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O efeito quimiopreventivo do cha verde foi avaliado em 32
casos de leucoplasias bucais por Li et al.** (1999). Foi utilizado 40 % de
extrato de cha verde, 40% de polifendis de cha verde e pigmentos de cha
para aplicacdo nas areas leucoplasicas durante 06 meses. Houve uma
diminuicdo de 37.9% no tamanho das lesdes em 29 pacientes tratados
com o cha. A frequéncia de MN nos pacientes tratados com o cha verde
(5.4 MN/1000 células) foi maior quando comparado ao pacientes sem
lesdes bucais (1.4 MN/1000 células), mas menor do que 0 grupo com
lesdes leucoplasicas que utilizou placebo (11.3 MN/1000 células).
A avaliacdo da proliferacdo celular em material de bidpsia destas areas
pela técnica histoquimica das proteinas AgNORs e imunoistoquimica
pelo PCNA indicou uma diminuigéo da proliferagéo celular.

Outros agentes carcinogenos também foram avaliados pelo
teste de MN . Wu et al.”” (2004) verificaram através do teste de MN, em
células da mucosa bucal, os efeitos clastogénicos de usuarios do areca
quid (tipo de “gomas” mascadas habitualmente pelas pessoas de Taiwan),
cigarros e a interacdo entre os dois habitos. A maior relacdo foi
encontrada somente no consumo de cigarros e estava diretamente
relacionada ao seu consumo diario.

Stich et al.®* (1982), observaram elevada freqiiéncia de
MN na mucosa bual de 27 usuéarios de Khaini tobacco (mistura de fumo
com lima), héabito difundido na India, comparados com n&o usuérios do
mesmo grupo étnico e com habitos dietéticos similares. Em 1983, Stich

|.60

et al.”™ verificaram aumento na frequéncia de MN ao aplicarem o teste de
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contagem de MN em um grupo de 27 pacientes com alto risco para
incidéncia de cancer na India que utilizavam esta mistura denominada
Khaini tobacco.

Suhas et al.%

(2004) averiguaram os danos citogenéticos
dos fumantes de beedi, forma de tabaco muito consumida na india,
avaliando células da mucosa jugal, palato e lingua. A diferenca entre a
média de células micronucleadas foi relevante para mucosa jugal e
palato, mas ndo para lingua.

Kassie et al.®

(2001) avaliaram o efeito do consumo das
folhas da planta Catha edulis (kati), que possui um psicoestimulante
natural muito consumido na Africa e paises Arabes, através do teste de
MN. Na primeira etapa do estudo, verificaram aumento de 8 vezes na
freqliéncia de MN nas celulas da mucosa bucal de 20 pacientes que
consumiam o minimo de 100g/dia de kati, quando comparado ao grupo
que ndo consumia. Em uma segunda etapa do estudo verificaram que o
consumo de cigarro (15-60/dia), alcool (15-80g etanol/dia) e
kati (minimo 100g/dia) provocou aumento de 4.5 vezes na freqiiéncia de
MN nas células da mucosa bucal.

Outras doengas também foram avaliadas para seu potencial
de dano citogenético pela frequéncia de MN. Investigando 0s possiveis
danos que a doenca de Behcet pode causar ao material genético, ou ainda
o tratamento aplicado a estes pacientes, Hamurcu et al.?’ (2005)
avaliaram pelo teste MN linfocitos e células esfoliadas da mucosa bucal

de 30 pacientes com diagnostico da doenca sendo divididos em dois
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grupos: o primeiro gque recebia tratamento com colchicina e o segundo
que ndo recebia tratamento de qualquer tipo. Ndo foram observadas
diferencgas na frequéncia de MN nos linfécitos entre os dois grupos, mas
uma grande diferenca foi estabelecida com superioridade comparando
estes dois grupos ao grupo controle (sem a doenca), para as células da
mucosa bucal. N&o foi possivel estabelecer relacdo entre o uso de
colchicina para tratamento da doenca, nem para habitos como tabagismo,
bem como ndo houve associagdo com presenca ou auséncia de aftas e
artrite reumatoide.

Rosin et al.*>®

(1994) aplicaram o teste de MN nas células
esfoliadas da mucosa jugal, dorso da lingua e palato, em 04 pacientes
com xeroderma pigmentoso. Verificaram aumento da freqiiéncia de MN
comparado ao grupo controle (sem a doenca), principalmente na lingua.

Buajeeb et al.'®

(2007) compararam a frequéncia de MN
em 22 pacientes com lesdes de liquen plano do tipo atrofico ou erosivo
na mucosa jugal, gengiva e palato com duracdo média de 03 anos,
recebendo as lesGes scores de 1-5 conforme o tamanho das lesdes e
gravidade. A freqiiéncia de MN para 500 células avaliadas para cada
lesdo, maioria score 2 (presenca de estrias brancas e areas atroficas
menores que 1cm?), foi de 3.79% e para as lesdes onde o aspecto da
mucosa estava proximo da “normalidade” foi de 0.37%. A freqiiéncia de
MN em todas as lesdes foi maior do que para as areas adjacentes.
Os pacientes encontravam-se sem uso de corticoterapia tdpica ou

sistémica ha 4 semanas.



3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar quantitativamente
micronucleos na citologia esfoliativa da mucosa de revestimento de
pacientes com dependéncia quimica de agentes carcindgenos, e comparar

com os resultados de pacientes ndo expostos a estes agentes.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Selecao das amostras

Para este trabalho foram selecionados sessenta pacientes
equivalentes em sexo e idade. A triagem foi realizada baseada nos
seguintes critérios:

a) inclusdo para ambos 0s grupos: ndo apresentar histérico

de neoplasia bucal maligna, nem sinais clinicos visiveis de

anormalidades no bordo lateral lingual esquerdo;

b) grupo experimental: constituido por trinta e seis

pacientes que frequentavam o Centro de Apoio Psicosocial

Alcool Drogas (CAPSAD) para Dependentes Quimicos da

Prefeitura Municipal de Sao José dos Campos;

C) grupo controle: constituido por trinta pacientes nao

fumantes, ou que ndo fumassem ha pelo menos 10 anos, e

que ndo consumissem semanalmente mais que 03 doses de

bebidas alcodlicas e ndo fossem usuarios de drogas ilicitas,

que freqlientavam as clinicas da FOSJC-UNESP.
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Todos os pacientes foram submetidos a exame clinico intra
e extra-bucal e responderam a um questionario sob forma de entrevista
onde foram indagados sob frequéncia e quantidade ingerida de alcool,
cigarros e drogas. Os dados obtidos foram anotados em uma ficha de
coleta (Apéndice).

Este trabalho foi realizado de acordo com a Resolucéo
Brasileira n® 196/1996 para ética em pesquisa, e foi aprovado pelo comité
de ética da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos - UNESP,
protocolo n® 030/2007-PH/CEP. Os individuos foram convidados a
participar desta pesquisa apds explicacdo e compreensdo de todos 0s
procedimentos e proposi¢do, bem como da confidencialidade de suas
identidades e informacg0es fornecidas. Aqueles que aceitaram participar

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.2 Realizagdo da citologia esfoliativa e fixagdo das amostras

A citologia esfoliativa foi realizada utilizando-se o
cytobrush na coleta de material da borda lateral esquerda da lingua dos
pacientes selecionados, sem utilizagdo prévia de enxaguatérios bucais. As
06 laminas obtidas foram imersas em um container com fixador Carnoy
(metanol/acido acético 3:1) e fixadas por pelo menos 02 horas a
temperatura ambiente. As amostras foram entdo levadas para o
laboratorio de apoio a pesquisa (LAP) do Departamento de Biociéncias e
Diagndstico Bucal da FOSJC - UNESP.
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4.3 Realizacdo da coloracgéo de Feulgen

Apos fixacdo inicial as laminas foram mantidas pelo
minimo de 50 min a temperatura de 4° C e entéo transferidas diretamente
para o acido cloridrico (HCL) 5N a temperatura ambiente, durante 5 min.
O material foi transferido e ficou incubado no reagente de Schiff por 90
min a temperatura de 4° C .

Em seguida foram realizadas trés lavagens consecutivas
em agua destilada para serem imersas no corante Fast Green/Vetec®
0,5% durante trinta segundos. Apos imersdo foram lavadas trés vezes
com alcool absoluto.

As laminas foram clarificadas com xilol e sua montagem
realizada com Entelan® e laminula. As mesmas foram identificadas e

entdo analisadas.

4.4 Avaliacéo das laminas

As laminas foram examinadas sob microscopia de luz,
utilizando o microscopio Optico modelo AXIOPLAN2/Zeiss® com
sistema de foto AXIOPHOT?2, inicialmente com aumento 40x e para
confirmagdo dos micronucleos aumento 100x. Foram analisadas 600

células que tinham o citoplasma corado de verde e o ndcleo cor magenta.
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A principio foram contadas 100 células de cada uma das seis
laminas obtidas, mas quando uma lamina apresentava células
inadequadas para andlise era contado um ndmero maior de células na
préxima lamina em que a leitura fosse pertinente.

A contagem somente incluiu as células com os ndcleos
intactos, com perimetro nuclear liso e distinto, e que apresentassem
citoplasma definido. Para contagem de micronucleos o critério utilizado
foi a presenca de um halo homogéneo circundante, representativo de uma
membrana, menos de 1/3 do diametro do ndcleo associado, intensidade
da coloracdo com Feulgen semelhante ao ndcleo e mesmo plano focal a
microscopia (Tolbert et al.%°, 1992), e que n&o tenham nenhuma ligacio

com o nucleo.

4.5 Analise estatistica

Participaram deste trabalno 36 pacientes do grupo
CAPSAD, dos quais 24 casos apenas apresentavam-se adequados para
avaliagdo. O Unico teste paramétrico utilizado foi ANOVA para
comparacdo das idades entre 0s grupos. Para as demais variaveis
analisadas foram utilizados testes ndo-parametricos, pois as suposi¢oes
iniciais para se utilizar testes paramétricos, como a normalidade da

distribuicdo e a homocedasticidade (homogeneidade das variancias), ndo
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foram satisfeitas. Foi definido um nivel de significancia de 5%. Todos 0s
intervalos de confianga construidos ao longo do trabalho foram de 95%.

A frequéncia relativa de MN foi apresentada sob a forma
de porcentagem de MN/ célula para 600 células avaliadas. Foram
avaliadas as freqiiéncias de MN para os seguintes dados anotados na
ficha de coleta durante anamnese e exame clinico:

a- idade;

b- sexo;

c- quantidade de anos que fuma;

d- nimero de cigarros fumados por dia;

e- freqliéncia que ingere bebidas alcodlicas;

f- quantidade de bebida alcodlica ingerida;

g- utilizacdo de drogas;

h- utilizacdo de medicamentos;

i- condig&o bucal,

J- atividade profissional exercida;

K- submissdo a exames radiograficos.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacéo das amostras

Foram avaliados 24 pacientes do grupo CAPSAD e 24 do
grupo controle, sendo cada grupo constituido por 20 homens e 4
mulheres. A média de idade foi de 44,04 anos para 0 grupo controle
(variando de 22-56 anos de idade) e 41,33 anos (variando de 25-53 anos
de idade) para o grupo CAPSAD.

No grupo CAPSAD o tempo de consumo de cigarros foi
de 21.8 anos, com media de cigarros/dia de 19.9. Ja o consumo de alcool
foi em média de 8.3 doses diarias. Se considerarmos cada dose como
100ml de bebida alcoodlica, o consumo foi de 830 ml/dia. Quando
ingeriam bebidas alcoodlicas os pacientes relataram aumento do nimero
de cigarros consumidos de em média 20 cigarros com filtro a mais do que
0 consumo didrio.

Trés tipos de bebidas alcodlicas eram ingeridas: vinho,
cachaca e cerveja, que foram agrupados em bebidas destiladas e bebidas
fermentadas. Entre todos os pacientes avaliados a cachaca foi o tipo de

bebida mais consumida no grupo CAPSAD.
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Do numero total de pacientes do grupo CAPSAD, 13
relataram consumir drogas ilicitas, sendo a mais consumida a maconha,
seguida pela cocaina e crack. Outras drogas citadas foram cola e ecstasy.

Devido a doencas como hipertensdo, depressdo, ou pelo
préprio tratamento, 19 pacientes do grupo CAPSAD faziam uso diério de
medicamentos, principalmente anti-hipertensivos, antidepressivos e
vitamina B.

A condicéo bucal do grupo CAPSAD foi considerada ruim
para 18 pacientes (com presenca de raizes residuais, perda de diversos
elementos dentarios e doenca periodontal avancada), 3 regulares
(presenca de diversas caries e tartaro mas sem perda de muitos elementos
dentarios), 2 boas (muitas restauracdes, sem caries e tartaro) e apenas 1
muito boa (sem caries, restauracfes ou tartaro).

O grupo controle foi constituido de pacientes que nao
ingeriam mais de 3 doses de bebidas alcodlicas por semana, ndo faziam
uso de drogas ilicitas e ndo fumavam. Alguns pacientes faziam uso de
anti-hipertensivos e antidepressivos. A condicdo bucal do grupo controle

foi classificada como boa em 16 pacientes e regular em 08 casos.

5.2 Frequéncia geral de micronucleos

As Tabelas 1 e 2 comparam os resultados para os dois

grupos (CAPSAD e controle) através do teste de Kruskal-Wallis para

MN e células micronucleadas.
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Tabela 1- Frequéncia de MN/ célula para o grupo CAPSAD e controle.

MN Um MN Mais de 1 MN Total de MN
CAPSAD Controle CAPSAD Controle CAPSAD Controle
Média 1,46 0,75 0,88 0,75 3,08 2,08
Mediana 1 1 1 1 2 3
Desvio Padréo 1,53 0,74 1,33 0,79 3,20 1,93
p-valor 0,126 0,858 0,456

Tabela 2 - Total de MN e freqliéncia de células micronucleadas/600 células.

MN Total de MN Células micronucleadas
CAPSAD Controle CAPSAD Controle
Média 3,08 2,08 2,38 1,42
Mediana 2 3 1,5 2
Desvio Padréo 3,20 1,93 2,57 1,25
p-valor 0,456 0,236

Embora constatado maior nimero de MN no grupo
CAPSAD, nao houve diferenca estatisticamente significativa em relacao
ao grupo controle. Os resultados mostraram que no grupo CAPSAD a
média do namero total de MN foi de 3,08 £ 3,20 e para 0 grupo controle
foi de 2,08 £ 1,93.

Para freqiiéncia de celulas micronucleadas os valores
encontrados para o grupo CAPSAD variaram de 2,38 + 2,57 e para o
grupo controle de 1,42 + 1,25.

A figura 1 ilustra a maior freqiiéncia de MN do grupo

CAPSAD comparado ao grupo controle para células com somente 01
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MN, células com mais de 01 MN, total de MN e total de células

micronucleadas.

Avaliacéo de Micronucleos

14

0,7

I A B N T A

3,0

2,0

0,8

T0,7

2,3

14

1 MN

Mais de 1 MN Total de MN

E= caApPsAD [ controle

Células
micronucleadas

Figura 1 - Avaliagédo e distribuigdo de MN nos grupos CAPSAD e controle.

5.3 Frequéncia de micronucleos x variaveis quantitativas

O grau de associacdo entre duas variaveis foi observado a

partir da analise pela correlacdo de Spearman. Esta andlise serve para

mensurar o0 quanto as variaveis estdo interligadas, ou seja, 0 quanto uma

estd relacionada com a outra. Quando a correlagéo é positiva significa

que a medida que uma variavel aumenta seu valor, a outra correlacionada

a esta, também aumenta proporcionalmente. Através desta correlacdo a
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freqiiéncia de MN encontrada no grupo CAPSAD foi cruzada com as
variaveis quantitativas: idade, anos que fumam, numero de cigarros
consumidos por dia, frequéncia e quantidade de ingestdo de bebidas
alcoolicas.

Para validar a correlacdo, foi utilizado o teste para o
coeficiente de correlacdo entre duas variaveis. O resultado de cada
comparagdo possui uma estatistica chamada de p-valor. Se este valor é
menor que o nivel de significancia adotado 5%, concluimos que a
hipotese avaliada é verdadeira. Os resultados destas analises configuram

a matriz de correlacdo conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Matriz de correlagdo entre a freqiiéncia de micronucleos e idade, cigarro e
bebidas alcodlicas.

Maisde  Total de Células
CAPSAD Um MN _
1 MN MN micronucleadas
\dad Corr 17,3% 0,8% 1,6% 12,3%
ade
p-valor 0,419 0,971 0,941 0,568
Corr -28,9% -22,2% -41,7% -34,6%
Anos Fuma
p-valor 0,171 0,298 0,043 0,097
) ) Corr -6,4% 15,6% 4,3% 0,7%
N cigarro/dia
p-valor 0,768 0,466 0,840 0,972
o Corr -1,8% 3,1% -10,6% -4,8%
Frequéncia Bebe
p-valor 0,934 0,885 0,622 0,824
) Corr -21,3% 11,5% 3,8% -6,4%
Quantidade bebe
p-valor 0,318 0,593 0,859 0,765

Legenda: CorrelacOes positivas em negrito.
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Os resultados mostram que existe uma correlagéo positiva
para idade, nimero de cigarros consumidos por dia e quantidade de
bebida ingerida para a freqiéncia total de MN encontrada no grupo
CAPSAD. A frequéncia de bebida so foi correlacionada para as células

com mais de 01 MN.

5.4 Frequéncia de micronucleos x variaveis qualitativas

Analisando somente o grupo CAPSAD, foram comparados
os resultados de MN entre as respostas qualitativas, utilizando o teste de
Mann-Whitney e correlacdo de Spearman, ambos com nivel de
significancia de 5%. O teste de Mann-Whitney é usado para pequenas
amostras quando sdo independentes. Se p-valor € menor que o nivel de
significAncia adotado, as hipdteses avaliadas serdo consideradas
verdadeiras.

Os destilados foram as bebidas mais consumidas pelo
grupo CAPSAD e, segundo os resultados para o teste de Mann-Whitney,
apresentaram grande associa¢do com as maiores frequéncias de MN total,
celulas com 01 e mais de 01 MN e total de células micronucleadas

conforme Figura 2.
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Tipo de Bebida - CAPSAD
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Figura 2 - Associacdo para destilados e fermentados e MN.

A utilizacdo de drogas mostrou influéncia estatisticamente

significante na freqiéncia de MN para células com mais de 01 MN
(p 0,039) e para o total de MN (p 0,039), conforme a Figura 3.
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Figura 3 - Frequéncia de micronucleos x utilizacdo de drogas ilicitas.
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A associagdo entre o uso diario dos medicamentos
avaliados: anti-hipertensivos, antidepressivos e vitamina B e
micronucleos foi realizada pelo do teste de Mann-Whitney (Figura 4).

N&o foi observado efeito redutor na freqiiéncia de MN por acdo da

vitamina B.
Utilizacado diaria de medicamentos - CAPSAD
50
45 T
40 |
35 321
3,0 1 2,63
25 _
2,0 | 1,68 r
15 T 1,00 [
1,0 i T 0.89 ' 075
_ 0,50
05 025 T |
00 +— ‘ == ‘ == ‘ =
01 MN Mais de 1 MN Total de MN Células
micronucleadas
E= ndao [ sim

Figura 4 - Utilizacdo de medicamentos e freqliéncia de MN.

Foi verificado que no grupo CAPSAD existe correlagdo
entre MN e o0s medicamentos antidepressivos (11,1%) e anti-
hipertensivos (20,5%), onde pelo fato da correlagdo ser positiva, indica
que pode haver um aumento do nidmero de MN pelo uso dos mesmos.
Quanto a utilizagdo da vitamina B, ndo foi observada influéncia na
freqiiéncia de MN com possivel acdo redutora dos efeitos genotoxicos

para as substancias avaliadas, mesmo com o uso diario (p=0,59).
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Atraves da analise cruzada de MN com dados gerais do
grupo CAPSAD, foram associados os MN as condi¢des bucais dos
pacientes. Esta comparacdo foi feita através do teste de Kruskal-Wallis,
ndo revelando associacdo entre condicdes bucais e freqliiéncia total de
MN (p=0,48) (Figura 5). Comparando os dois grupos também foi
observado que o grupo controle possui melhor condicdo bucal que o

grupo CAPSAD, conforme caracterizagcdo das amostras.

Condicao Bucal - CAPSAD
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Figura 5 - Condigé&o bucal x frequéncia de MN.

Embora existam diferencas de MN entre 0S sexos
masculino e feminino, essas diferencas ndo foram consideradas
estatisticamente significantes em nenhum dos dois grupos pelo teste de
Mann-Whitney para o total de MN (p=0,36).

Como apenas um paciente tinha sido submetido a exames

radiograficos por fratura da perna, este dado ndo pode ser avaliado.
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Também néo foi possivel avaliar a influéncia das atividades profissionais

exercidas sobre a frequéncia de MN pela grande diversidade das

profissdes em ambos o0s grupos, conforme demonstra a Tabela 4.

Tabela 4 - Atividade profissional exercida pelo grupo CAPSAD e controle.

. CAPSAD Controle
Profissdo Otde % Otde %
Ajudante de pedreiro 1 4,2% 0 0,0%
Artesanato 1 4,2% 0 0,0%
Comerciante 0 0,0% 1 4,2%
Cozinheira 0 0,0% 2 8,3%
Criador de animais 0 0,0% 1 4,2%
Encanador 1 4,2% 0 0,0%
Enfermeiro 0 0,0% 2 8,3%
Estudante 0 0,0% 2 8,3%
Manutencéo de Som 1 4,2% 0 0,0%
Militar 0 0,0% 1 4,2%
Pedreiro 2 8,3% 0 0,0%
Pintor 1 4,2% 0 0,0%
Professor Universitario 1 4,2% 3 12,5%
Professora 0 0,0% 1 4,2%
Serralheiro 1 4,2% 0 0,0%
Servigos Admnistrativos 0 0,0% 4 16,7%
Servigos Gerais 14 58,3% 2 8,3%
Sevicos Admnistrativos 1 4,2% 2 8,3%
Técnico bioguimica 0 0,0% 1 4,2%
Técnico em histologia 0 0,0% 1 4,2%
Técnico microbiologia 0 0,0% 1 4,2%
Total geral 24 100,0% 24 100,0%

As figuras 06, 07 e 08 apresentam células com apenas 01

MN e células com mais de 01 MN por célula, bem como o resultado

obtido pela coloracdo de Feulgen.
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Figura 6: Apresentagdo das células do grupo CAPSAD a) Esfregaco mostrando
celulas coradas pelo método Feulgen, com citoplasma verde e nucleo
acastanhado (aumento original de 200x); b) Célula binucleada com
apenas 01 MN (aumento original de 1000x).
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b

Figura 7: Células do grupo CAPSAD e controle: a) Célula micronucleada do grupo
controle com apenas 01 MN (aumento original de 630x); b) Célula
micronucleada com 03 MN do grupo CAPSAD (aumento original de

400X).



55

Figura 8: Células micronucleadas do grupo CAPSAD nas figuras a e b célula com

apenas 01 MN (aumento original de 630x).



6 DISCUSSAO

No presente trabalho ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas para o total de micronucleos (MN) entre os
pacientes do grupo CAPSAD e do grupo controle. Entretanto foi
observada pequena superioridade numérica nos pacientes dependentes
quimicos, indicativa de exposicao a agentes genotoxicos (alcool, tabaco e
drogas ilicitas).

A analise e cruzamento dos dados obtidos do grupo
experimental avaliado, CAPSAD, foi dificultada pela heterogeneidade do
grupo quanto a idade e ingestdo de agentes quimicos genotoxicos que
variavam muito em intensidade e freqléncia.

Os agentes genotoxicos atuam provocando mutagdes
génicas ou aberragdes cromossomicas que afetam os genes envolvidos no
controle da diferenciacdo e proliferacdo celular, ou ainda no reparo do
DNA. A identificacdo dos danos genéticos representa etapa primordial
nas acOes de prevencdo do CE (Freita et al.?, 2005).

A prevencdo da neoplasia depende fundamentalmente da
identificacdo dos fatores associados ao seu desenvolvimento. Diversos
séo os testes utilizados neste biomonitoramento, destacando-se o teste de

MN pela praticidade e baixo custo (Carvalho et al."*, 2002). A avaliacéo
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de MN tem sido utilizada como bom biomarcador de exposi¢do para
avaliar danos citogenéticos em estudos de biomonitoramento para grupos
populacionais de risco.

No presente trabalho foram avaliados dois grupos:
experimental e controle. O grupo experimental incluiu pacientes com
dependéncia quimica de diversos agentes genotdxicos, dos quais alguns
carcindgenos consagrados como o tabaco e o alcool, em tratamento no
Centro de Apoio Psicossocial Alcool Drogas (CAPSAD), pertencente ao
municipio de Sdo José dos Campos, recebendo apoio de uma equipe
multidisciplinar constituida por médicos, psic6logos, assistentes sociais e
enfermeiros.

Este estudo foi conduzido dentro de um programa de
reabilitacdo onde a severidade da dependéncia era reconhecida pela
maior parte dos entrevistados, aspecto que reduz a subestimacdo das
informacdes em relacdo ao consumo de diferentes substancias pelos
entrevistados.

Para garantir melhor fidelidade aos resultados do teste de
MN foi utilizada coloracdo DNA especifica de Feulgen (Freita et al.?,
2000; Carvalho et al."*, 2002; Celik et al."*, 2003; Bohrer et al.?, 2004;
Cerqueira et al.**, 2004) conforme preconizado por Nersesyan®’, 2006.
As coloracBes de Giemsa (Pastor et al.*’, 2003; Bloching et al.”, 2000;
Gabriel et al.?*, 2006) e Papanicolaou (Ayyad et al.*, 2006) se utilizadas
para 0 teste de MN podem levantar questionamentos quanto aos

resultados, pois sendo a mucosa bucal de fumantes mais queratinizada,
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corpos de queratina podem vir a ser confundidos com MN. A utilizagdo
da técnica de Giemsa ou Papanicolaou por outros pesquisadores pode ser
atribuida a maior facilidade de realizacdo de seus procedimentos
laboratoriais (Ayyad et al.*, 2006).

A padronizacdo da metodologia para hidrolise e coloracao
dos esfregacos deve ser sempre realizada. Inicialmente foi utilizada a
técnica modificada descrita por Bancroft e Stevens® (1989), onde a
hidrélise das células era realizada sob aguecimento. Diversas células se
romperam e 0s esfregacos tornaram-se inadequados para avaliacdo.
Possivelmente houve influéncia do clima tropical do nosso pais e as
préprias oscilacdes de temperatura locais que ocorreram no decorrer do
trabalho. Através do método descrito por Sarto et al.>® (1987) e j4 testado
sob influéncia do nosso clima por Ramirez e Saldanha> (2002), foram
obtidos esfregacos de melhor qualidade.

O sitio bucal de escolha para investigagdo do dano
citogenético foi o bordo lingual lateral esquerdo, considerado um dos
locais de maior incidéncia do carcinoma epiderméide (CE) (Tommasi®,
2002; Ramirez e Saldanha®, 2002; Fontes*, 2005). Vuyyuri et al.”,
2006; Stich e Rosin®, 1983; Reis et al.**, 2002 realizaram o teste de MN
utilizando células da mucosa jugal como sitio de avaliacdo e Borher et
al.?, 2005 utilizaram células do vermelhdo dos labios.

Embora alguns autores utilizem a citologia em base liquida
(Gattas et al.”®, 2001; Ramirez e Saldanha>, 2002; Martinez et al.*,
2005; Nersesyan et al.**, 2006), neste trabalho foi feita a opcdo pela
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citologia tradicional por raspagem com cytobrush do local escolhido
(Carvalho et al.'!, 2002) pela praticidade da técnica. Bloching et al.’,
2000; Celik et al.'*, 2003 e Bohrer et al.®, 2004 também realizaram a
técnica convencional, porém com espatula de madeira, por vezes
umedecida (Sarto et al.”®, 1987). O uso da espétula de madeira pode levar
a alteracdes celulares por desidratacdo segundo Almeida e Cabral?, 1992.

O namero total de células avaliadas neste estudo foi de 600
células por paciente. O numero de células quantificadas por outros
autores nos testes de MN variam de 500 células (Stich e Rosin®, 1983;
Freita et al.?, 2005), 1000 células (Borher et al.?, 2005; Cerqueira et al.*,
2004; Wu et al.”®, 2004), 2000 células (Gattas et al.>, 2001; Carvalho et
al.™, 2002; Martinez et al.**, 2005; Cavallo et al.'?, 2006) a 3000 células
(Celik et al.**, 2003).

Durante a avaliacdo das laminas foram identificados
fendbmenos degenerativos como broken eggs, nuclear buds, caridlise, que
usualmente sdo confundidos com os micronucleos, os quais ndo foram
contabilizados.

A quantificacdo dos MN neste estudo para 0 grupo
CAPSAD foi de 3,08 £ 3,20, mostrando superioridade numérica para a
quantidade total de MN comparado aos pacientes do grupo controle que
foi de 2,08 £ 1,93. Tal fato ocorreu também com o total de células
micronucleadas que para grupo CAPSAD foi de 2,38 +2,57 e para o
grupo controle foi de 1,42 + 1,25. Estatisticamente, apesar da diferenca

numerica, os resultados ndo foram considerados significativos.
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A freqliéncia do namero de céelulas com apenas um MN foi
bem maior para o grupo CAPSAD (1,46+1,53) quando comparado ao
grupo controle (0,75+0,74). Nos casos onde uma Unica célula continha
mais de um MN a frequéncia encontrada apresentou valores muito
proximos (CAPSAD: 0,88+1,33; Controle: 0,75%0,79).
Segundo Sarto et al.”® (1987) este resultado pode ser explicado pela
maior formacdo de MN por rupturas cromossémicas do que os formados
por distdrbios do fuso. Isto porque a “quebra” cromossémica € resultante
da acdo clastogénica direta e intensa dos agentes genotoxicos avaliados
como tabaco, alcool e outras drogas consumidas de forma intensa pelo
grupo CAPSAD, culminando na formacdo de um unico MN. Este efeito

também foi observado por Sarto et al.*®

(1987), avaliando os efeitos
genotoxicos do tabagismo. Os autores encontraram praticamente o dobro
de frequéncia de MN derivados de rupturas cromossémicas para
fumantes, enquanto que a frequéncia de MN derivados de distarbios do
fuso foi semelhante para fumantes e ndo fumantes, corroborando os
resultados da presente pesquisa.

Para os casos de formacdo de MN por distdrbios do fuso,
evidenciado pela presenca de mais de um MN por célula, a acdo ocorre
de maneira indireta e de forma mais suave pelos agentes genotoxicos
mencionados ou até pelos indeterminaveis aos quais 0s sujeitos tanto do
CAPSAD quanto do grupo controle estdo freqiientemente expostos, que

podem ser: poluicdo, administracdo de medicamentos diaria ou eventual.
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Os fatores relacionados a maior ocorréncia de células com
apenas um MN no grupo CAPSAD sdo de dificil identificacdo.
Isto porque a ac¢do dos agentes carcindgenos alcool e cigarro ocorreu de
forma mais acentuada nas células com mais de um MN através da
quantidade e frequéncia de ingestio de bebidas alcodlicas
correlacionadas positivamente, o que também ocorreu para a quantidade
de cigarros consumida diariamente.

A correlagdo positiva demonstrada para o total de MN
evidencia acdo direta e sinérgica para quantidade de cigarros consumidos
por dia e quantidade de bebida ingerida de uma s6 vez e a freqliéncia de
MN. Estes achados estdo de acordo com os resultados de Freita et al.?
(2005) os quais observaram acdo sinérgica entre o alcool e o cigarro
sobre a freqiiéncia de MN. Stich e Rosin®, (1983) verificaram que a
freqiiéncia de MN para pacientes que ingeriam freqientemente apenas
bebidas alcoolicas ndo diferia do grupo de ndo fumantes e que nao
ingeriam bebidas alcoolicas.

A acdo carcinogénica do é&lcool pode ser atribuida a

quantidade, como propde Reis et al.>*

(2002) que considera niveis
superiores a 45ml de etanol por dia como efetivos para agdo promotora
no processo de carcinogénese. Nesta pesquisa, a quantidade de ingestdo
diaria de bebidas alcodlicas pelo grupo CAPSAD foi em média
830 ml/dia. Este consumo € superior ao ingerido pelo grupo examinado
por Sarto et al.”® (1987), que foi de 50ml/dia; mas préximo do consumo

do grupo avaliado por Stich e Rosin®, (1983) que foi de 690ml/dia.
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O alcool atua aumentando a permeabilidade da membrana celular das
areas em contato (McCance e Huether®, 1998). Os sitios da mucosa
bucal ndo queratinizados como lingua e soalho tornam-se mais
permeaveis a agentes carcindgenos.

A acdo do alcool sob a permeabilidade ¢é tdo eficaz em
pouco tempo, que 0 uso de enxaguatorios bucais contendo pequenas
concentracbes de alcool pode possibilitar o aumento na freqliéncia de
MN conforme os achados de Freita et al.?* (2005). Por este motivo outros
autores incluiram o uso de enxaguatorios bucais em sua avaliacédo

.%8,1987; Cerqueira et al.'*, 2004), no entanto ndo foi possivel

(Sarto et a
fazer qualquer relacdo entre 0 uso de enxaguatdrios bucais com alcool e a
freqliéncia de MN.

A ingestdo de bebidas alcoolicas foi constatada como fator
incitante para o tabagismo uma vez que os entrevistados do CAPSAD
relataram consumir praticamente o dobro de cigarros (aproximadamente
20) quando da ingestdo de alcool. O mesmo foi observado por Pavanello
et al.>® (2005) onde 92,3% dos pacientes avaliados relataram consumir
mais cigarros quando estavam ingerindo bebidas alcodlicas.

O potencial genotoxico do cigarro pode ser observado nos
resultados obtidos para o grupo CAPSAD que demonstram a existéncia
de uma correlacdo positiva para o tabagismo e o total de MN quando se
considera a quantidade de cigarros fumados/dia, que foi em média 19.9.
A relacdo entre a presenga de MN e o consumo de cigarros também foi

|.24

avaliada por Gabriel et a (2006) que constataram o dobro da
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freqiiéncia de MN em pacientes fumantes quando comparados a nao-
fumantes.

Esta mesma correlacdo positiva ndo pode ser observada
quanto aos anos de tabagismo. Para interpretacdo dos resultados do teste
de MN torna-se extremamente importante o conhecimento da cinética das
células epiteliais (Cerqueira et al.'*, 2004). Em migracdo pelas camadas
epiteliais as células podem sofrer lise e serem eliminadas do epitélio
antes de chegar a superficie, como efeito “protetor” do proprio organismo
em impedir a proliferacio da célula afetada (Speit at al.”®, 2007).
Tais resultados contrastam com a avaliacdo comparativa de idade entre o
grupo CAPSAD e controle onde com passar dos anos houve uma
tendéncia de maior formacdo de MN nos dois grupos avaliados. O
aumento da freqiéncia de MN com a idade pode ser explicado
fisiologicamente, pois as células diminuem o seu turn over, seguindo
para apoptose ou outro caminho (McCance e Huether®®, 1998) reduzindo
o potencial de eliminacdo de células “defeituosas”.

Segundo Ramirez e Saldanha® (2002) quando uma
agressdo forte, como o efeito sinérgico de agentes genotoxicos (alcool e
tabaco) atinge o nucleo das células da camada basal de maneira intensa,
estas células perdem imediatamente o controle apoptético de forma a
desencadear o0 processo carcinogénico, levando a formacéo do MN e, por
persisténcia dos agentes mutagénicos formagdo de mais de um MN.
Assim 0 MN pode ser considerado como representativo de uma das fases

do processo de apoptose uma vez que sdo estruturas nas quais o material
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genético torna-se comprometido. Nesta pesquisa foi observado que o
grupo CAPSAD possui maior nimero de células com apenas um MN,
indicando que acéo do agente mutagénico foi interrompida ou atenuada.

O agente protetor entretanto ndo pode ser identificado,
excluindo a possibilidade inicial do efeito da utilizacdo diaria da
complexo B, com acdo quimioprotetora. Gabriel et al.** (2006)
verificaram que nos pacientes fumantes cronicos existem alteracdes de
formagcdo de vitamina B-6 e vitamina B-12. Entretanto, no grupo
CAPSAD a reposicdo por ingestdo de complexo B ndo afetou a
fregliéncia de MN talvez pela regularidade de consumo, ja que por vezes
alguns pacientes abandonavam o programa de reabilitacdo; e tempo de
ingestdo curto. A utilizacdo de outros medicamentos como anti-
hipertensivos e antidepressivos esteve associada com a elevacdo na
freqiiéncia de MN.

O uso de drogas pelos sujeitos do grupo CAPSAD esteve
relacionado com o aumento da frequéncia de MN. Esta relacdo néo foi
exatamente clara, pois 0s usuarios consumiam mais de um tipo de
substancias ilicitas. N&o foi encontrado na literatura qualquer trabalho
que possa elucidar alteracdes encontradas nos teste de MN para usuarios
de tais substancias, o que requer mais estudos.

A comparacdo entre os sexos feminino e masculino nao
revelou diferenca, ndo sendo observado efeito protetor hormonal para o
sexo feminino. Tavares® (2004) em estudo citoldgico da mucosa bucal

de mulheres durante o ciclo menstrual concluiu que os fatores hormonais
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provocam maior maturacdo e picnose nuclear em mulheres com ciclo
menstrual regular quando comparadas a meninas antes da menarca e
mulheres na menopausa.

A condicdo bucal do grupo CAPSAD foi em grande
maioria classificada como ruim (76%). Tal fato mostrou contribuicdo
para a freqiiéncia de MN, explicado por Sarto et al.>® (1987) pela
constante inflamacao da mucosa bucal.

Alguns fatores considerados interferentes para contagem
de MN ndo puderam ser avaliados neste trabalho: a exposi¢édo a radiagdo
ionizante (Cerqueira et al.'*, 2004; Tolbert et al.?®, 1992), pois apenas 01
paciente foi submetido a exames radiogréaficos; e a atividade ocupacional
(Celik et al.'®, 2003; Gattés et al.>, 2001; Pastor et al.**, 2003; Sailaja et
al.”®, 2005), pela diversidade das profissdes, impossibilitando a formacéo
de grupos homogéneos e a identificagdo de um agente genotoxico.

O aumento da frequéncia de MN em pacientes com
dependéncia quimica de agentes mutagénicos encontrados neste estudo,
ndo deve ser considerado indicativo da possibilidade do aparecimento de
leses com potencial de transformagdo maligna, sendo apenas fator que
evidencia um aumento na probabilidade da ocorréncia de uma alteracao
gendmica viavel ou ndo, que pode revelar a expressdo de um oncogene

(Stich e Rosin®, 1982) relacionado & transformagc&o neoplésica.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pela analise quantitativa
dos microndcleos (MN), anélise dos dados obtidos através das fichas de

coleta e do tratamento estatistico conclui-se que:

a- a metodologia empregada revelou a necessidade da
constituicdo de grupos mais homogéneos para 0S
fatores intervenientes em pesquisas de
biomonitoramento com teste de MN;

b- embora exista superioridade numérica de MN para o
grupo de dependentes quimicos, CAPSAD, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes
entre o grupo CAPSAD e o grupo controle;

c- A utilizacdo de antidepressivos e anti-hipertensivos
contribuiu para 0 aumento na frequéncia de MN;

d- para os agentes genotoxicos avaliados: alcool,
cigarro de filtro e drogas ilicitas foi observada
influéncia na freqiiéncia de MN;

e- para o cigarro e o alcool foi observada influéncia
sobre a freqiiéncia de MN mediante quantidade

ingerida.
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Campos
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Apéndice : Ficha de coleta sobre o estudo citolégico da mucosa bucal
de pacientes dependentes quimicos.

1. Vocé fuma? [dsim O nao
2. Se fuma, qual o tipo?

[0 cigarro de papel [Icigarro de papel sem filtro (O cachimbo

[ charuto
3. Ha quanto tempo?
4. Qual a freqiiéncia do seu consumo de Cigarros?........ccoovevveervereennenn

11 a 3 vezes por més. Quantos cigarros no total do
MES?.eeeiiecie e,
[01 a 3 wvezes por semana. Quantos cigarros no total da
SEMANA?.....ccovivveerireeninn
04 a 6 vezes por semana. Quantos cigarros no total da
SEMAaNA?.....cccvvvveriieeennene
[Otodos os dias. Quantos cigarros no total de cada
dia?..,

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

J sim [] ndo
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6. Qual a freqliéncia do seu consumo de bebidas alcodlicas?

11 ou menos de uma vez por més [12 a 3 vezes por més

[11 a3 vezes por semana 04 ou mais vezes por semana
7. Que tipo de bebida vocé consome quando bebe?

[J cerveja [0 batida [ caipirinha Cuisque [ vinho
L0 OULTAS. .o rra e e e e e e e e e e e aaaaaaas

8.Quantas doses vocé consome num dia tipico em que esta bebendo?
[11a2 0O3a4 O5a6 [O7a9 [10oumais

9.Qual a frequéncia que vocé consome 6 ou mais doses de bebidas
alcoolicas em uma sé ocasido?

] nunca [0 menos que mensalmente  [1semanalmente
] mensalmente []diariamente

10. Vocé faz uso de cigarro e alcool simultaneamente?
Osim [ nédo

11. Quando vocé bebe, consome mais cigarro?
[0 sim [ndo

Quanto a mais vocé
(O0] 110 1 11 RSP PRP

12. Vocé faz, ou ja fez, uso de outros substancias quimicas ?Quais?
] sim [1ndo
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14. Com que frequéncia vocé consome, oOu consumia, estas
substancias ?
[J1 ou menos de uma vez por més [Juma vez ao dia

[11 a 3 vezes por semana [Jmais de uma vez ao dia
14. Faz uso de algum medicamento?[]sim []nao
QUAT(IS) . ettt ettt

15. Foi submetido a exame radiografico recentemente?
J sim [1né&o

16.Exame clinico:
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate quantitative micronuclei (MN) in the
lining oral mucosa from chemical dependent patients. The MN originated from
small extranucleus separated from the main one during cellular division. MN may
appear before any clinical change is evident. Patients were divided in two groups:
24 chemical dependent patients, from CAPSAD (Centro de Apoio Psicosocial
Alcool Drogas) S3o José dos Campos city and 24 control group patients from
FOSJC-UNESP. Inclusion criterion for control group was nonsmoking for last 10
years, alcoholic beverages consumption of 03 units maximum per week, no drugs
and no visible clinical alteration of the oral mucosa. Exfoliative cytology from the
left side of the border of the tongue and MN test were performed. Feulgen
staining was used and 600 cells were evaluated for each subject and analyzed
under optical microscopies. To determinate the frequency of MN and
micronucleated cells the statistical analysis used Kruskal-Wallis and Mann-
Whitney tests, and Spearman correlation to determinate quantity and years of
consumption (IC 95%). The incidence of MN in the CAPSAD group was 3,08 +
3,20 and in the control group was 2,08 + 1,93. The frequency of micronucleated
buccal cells was 2,38 + 2,57 to CAPSAD and 1,42 + 1,25 to control group. The
results showed that the micronuclei frequency and micronucleated buccal cells of
CAPSAD group was increased but not statistically significant different from
control group. The daily quantity consumption of cigarrete, alcohol and drugs
presented effect of MN frequency higher than years of consumption.

KEYWORDS: Cytodiagnosis, oral mucosa, micronuclei, alcohol,

smoking, drugs.
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