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Resumo
Introducdo: o cigarro € um agente genotoxico que causa danos no DNA, como as alteracdes
nucleares, sendo uma destas alteragdes a micronucleagdo. Micronucleos séo particulas de cromatina
perdidas durante a divisao celular apds a exposi¢do aos agentes genotoxicos, estas ndo se ligam as
fibras do fuso ndo sendo incluidas no nucleo das células filhas, formando um pequeno nicleo
préximo ao nucleo da célula. Considerando o numero de individuos que fazem o uso do cigarro,
este estudo tem como objetivo avaliar se ha e com que frequéncia os micronicleos estdo presentes
em células da mucosa bucal de individuos fumantes, ndo fumantes e ex-fumantes. Metodologia: o
estudo foi realizado com 32 discentes do curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal da Fronteira Sul - Realeza/PR, os quais foram divididos em trés grupos:
controle - ndo fumantes (20), fumantes (7) e ex-fumantes (5). Resultados e discussdo: Em relacdo a
caracterizacdo da amostra 22% dos individuos foram homens e 78% mulheres e a idade variou de
19 a 48 anos. Os individuos foram avaliados conforme frequéncia de micronucleo por grupo,
percentual em homens e mulheres e percentual nos varios niveis de etilismo. Como conclus&o, ndo
existe influéncia do cigarro na frequéncia de micronucleos e esta ndo € maior em individuos

fumantes.

Palavras-chave: Tabaco. Micronucleo. Habito de fumar. Mucosa bucal.

FREQUENCY OF SMOKING, NON-SMOKING AND EX-SMOKING MICRONUCLEUS

Abstract

Introduction: Cigarette smoking is a genotoxic agent that causes DNA damage, such as nuclear
alterations, one of which is micronucleation. Micronucleus are chromatin particles lost during cell
division after exposure to genotoxic agents, they do not bind to spindle fibers not being included in
the nucleus of daughter cells, forming a small nucleus near the nucleus of the cell. Considering the
number of individuals that use the cigarette, this study aims to evaluate if and how often the

micronucleus are present in cells of the oral mucosa of smokers, nonsmokers and former smokers.
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Methods: The study was carried out with 32 students of the Licentiate in Biological Sciences course
of the Federal University of Southern Frontier (PR) / PR, who were divided into three groups:
control - nonsmokers (20), smokers (7) smokers (5). Results and discussion: Regarding the
characterization of the sample, 22% of the individuals were men and 78% women and the age
ranged from 19 to 48 years. The individuals were evaluated according to frequency of micronucleus
per group, percentage in men and women and percentage in the various levels of alcoholism. In
conclusion, there is no influence of the cigarette on the frequency of micronuclei and this is not

higher in individuals smokers.
Keywords: Tobacco. Micronucleus. Smoking habit. Buccal cells.

INTRODUCAO
O uso do tabaco causa uma série direta ou indireta de problemas relacionados ao bem-estar e

a salde humana. O tabagismo foi denominado como doenca e inserido no Cddigo Internacional de
Doencas (CID10), sendo classificado como o ato de consumir cigarros ou outros produtos que
contenham tabaco’.

Na pesquisa realizada em 2015 pelo programa VIGITEL (sistema de vigilancia de fatores de
risco e protecdo para doengas crénicas por inquérito telefénico) em um conjunto de 27 cidades de
todas as regides brasileiras, a frequéncia de adultos fumantes foi de 10,2%, sendo maior no género
masculino (12,8%) do que no feminino (8,3%). Nos dois géneros, a frequéncia de fumantes foi
menor abaixo dos 25 anos de idade e acima dos 65 anos, e maior entre 0s adultos de 45 a 64 anos.
Nesta pesquisa 0 habito de fumar diminuiu de acordo com o aumento da escolaridade, mas
permaneceu elevado entre homens e mulheres com até oito anos de escolaridade (17,5% e 11,5%),
excedendo em cerca de duas vezes a frequéncia observada entre individuos com 12 ou mais anos de
estudo®. Em 2016 na mesma pesquisa a frequéncia de adultos fumantes foi de 10,4%, ou seja
manteve-se similar ao do ano anterior”.

Referente a toxicidade do cigarro, destacam-se trés substdncias: nicotina, alcatrdo e
monoxido de carbono. A nicotina é considerada uma droga psicoativa que causa dependéncia, pois
age no sistema nervoso central, chegando ao cérebro em torno de 7 a 19 segundos, onde eleva a
liberacdo de catecolaminas causando vasoconstricdo e aumento da frequéncia cardiaca, gerando
consequentemente hipertensdo arterial e adesividade plaquetaria. O alcatrdo € composto por
substancias legitimadas cancerigenas e provenientes da combustdo dos derivados do tabaco
(arsénio, niquel, benzopireno, cadmio, residuos de agrotoxicos, substancias radioativas), dentre elas
substancias usadas como raticidas. Assim, tanto a fumaga quanto o alcatrdo dos cigarros causam

irritacdo do revestimento mucoso das vias aéreas. O mondxido de carbono € um gés toxico que



possui compatibilidade com a hemoglobina presente nas hemacias, que tem como funcéo
transportar oxigénio para os 6rgdos do corpo, esta compatibilidade resulta em um composto
denominado carboxihemoglobina, dificultador da oxigenacdo do sangue, impossibilitando o
transporte de oxigénio para os 0rgdos, reduzindo a sintese de ATP e consequentemente causando
doencas em virtude da falta de energia™*.

Através da combustdo a fumaca percorre os diversos 6rgdos, iniciando pela boca e
terminando nos alvéolos pulmonares. Ao sairem dos alvéolos, as substancias presentes no cigarro
sdo dissolvidas na corrente sanguinea e passam por todos 0os orgdos do corpo, sendo capazes de
induzir a uma série de mutagdes nas células”.

O cigarro é um agente genotdxico que causa danos no &cido desoxirribonucleico (DNA) de
individuos geneticamente sensiveis havendo como consequéncia alteragfes nucleares, dentre estas a
micronucleacdo. Os microndcleos sdo particulas de cromatina perdidas durante a divisdo celular,
dias ou semanas ap0s a exposicdo aos agentes genotdxicos, as quais ndo se ligam as fibras do fuso
durante a diviséo celular, ndo sendo incluidas no nucleo das células filhas, formando um pequeno
nacleo proximo ao nacleo da célula. A frequéncia de micronlcleos informa que hé alteracoes
genéticas acontecendo no organismo, uma vez que estd diretamente ligada a exposi¢do continua a
agentes genotoxicos, podendo desaparecer quando tal agente deixa de ser utilizado®.

O teste de micronlcleo possui vantagem por ndo ser invasivo, rapido na deteccdo dos
efeitos de exposicdo a agentes genotdxicos inalados ou ingeridos e facil armazenamento de
amostras, antes e depois do processamento’.

Assim, tendo em vista a elevada prevaléncia de individuos que fazem uso de cigarro, o
presente estudo tem como objetivo avaliar e comparar a frequéncia de micronucleos em células da

mucosa bucal de individuos fumantes, ndo fumantes e ex-fumantes.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado com estudantes, entre 19 e 48 anos pertencentes ao género masculino
e feminino, do curso noturno de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal da
Fronteira Sul - Campus de Realeza/PR, aprovado mediante certificado de apresentacdo para
apreciacdo ética (CAAE) pelo Comité de Etica em Pesquisa niimero 62702016.5.0000.5564. e logo
em seguida iniciada a apuracdo dos participantes, mediante assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE). Para isso, realizou-se um convite nas salas de aula do curso e
posteriormente, para identificar os discentes, foi realizado um questiondrio com perguntas
relacionadas a vida e habitos pessoais, envolvendo uso de bebidas alcodlicas e tabaco. A bebida
alcdolica também é considerado um agente genotoxico, portanto para que seu uso elevado néo

interfira nos resultados foi avaliado o consumo e feita uma relagdo com os grupos estudados.



Foram coletados dados e células de 32 estudantes, divididos em trés grupos: um grupo
controle, composto por individuos ndo fumantes (20), um grupo de fumantes (7) e outro grupo com
ex-fumantes (5), os quais deixaram de fumar, em média ha aproximadamente dois meses para que
ndo haja ainda o risco de interferéncia do uso do cigarro. Foram considerados como fumantes todos
aqueles participantes que declararam estar fumando atualmente no questionario. A coleta foi
realizada nas salas de aula e a execucdo de todo o processamento das técnicas citogenéticas foi
realizada no Laboratorio de Microscopia e Bioguimica da Universidade Federal da Fronteira Sul -
Campus de Realeza/PR.

Para cada individuo foi coletado material esfoliativo da mucosa bucal utilizando a técnica do
esfregaco com palito abaixador de lingua. Para a realizacdo da técnica, utilizou-se o mesmo lado do
palito para fazer movimentos circulares nos dois lados da bochecha, logo em seguida depositar o
material na lamina de microscopia fazendo movimentos circulares leves®.

Apds a coleta do material, as laminas foram congeladas em torno de 24 horas, e quando
retiradas do congelador mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos. Depois submersas em
fixador 3:1 (metanol: &cido acético) durante 1 minuto, coradas com Giemsa 50% por 5 minutos,
lavadas com &gua destilada e mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa®. Na técnica
utilizada como base, a concentracdo de corante Giemsa foi de 5% ficando com uma coloracdo de
dificil visualizagdo, portanto esta foi aumentada para 50%.

A determinacdo da frequéncia de micronlcleos deu-se pela contagem e andlise de celulas
em microscépio éptico, aumento de 400 vezes, sendo contabilizadas 2.000 células por lamina de
cada individuo em duplicata. Para determinacdo dos micronucleos seguiu-se os critérios sugeridos
pelos autores Martins e Boschini Filho®: tamanho menor que ¥ do niicleo principal, mesmo plano
de foco do nucleo principal, coloracdo idéntica ao nicleo principal e nenhuma ligagdo com o ndcleo
principal.

Para analise estatistica dos dados utilizou-se o programa Statistic, versdo 8.0. Mediante
dados paramétricos, uma vez que o teste de Levene apresentou resultado ndo significativo, foi
aplicada a analise de variancia de uma via (ANOVA). Um valor de p < 0.05 foi adotado para

considerar diferencas significativas.

RESULTADOS

No ano de 2015, o programa VIGITEL realizou um estudo em todas as regides brasileiras, e,
constatou que a frequéncia de adultos fumantes foi de 10,2%, dos quais 12,8% para homens e 8,3%
para mulheres. Quanto a idade, os registros indicaram frequéncia menor para individuos abaixo de

25 e acima dos 65 anos, e maior para adultos de 45 a 64 anos. 3



Em relacdo a caracterizacdo da amostra 22% dos individuos pertenciam ao género masculino
e 78% ao género feminino. Inicialmente os individuos foram comparados conforme a frequéncia de
micronucleo por Iamina analisada, sendo que foram analisadas duas laminas a fim de obtencdo da

média do nimero de microndcleos encontrados (figura 1 e 2).

Figura 1. Micronucleo em célula Figura 2. Micronucleo em célula

da Mucosa Bucal do grupo fumante. da Mucosa Bucal do grupo nao fumante.

Além da caracterizacdo dos participantes por género, foram utilizados outros fatores, como:
idade, exposicdo a agentes genotoxicos (cigarro, medicamentos, agrotoxicos e radiacdo), como
representado no quadro 1. Foi considerado sim (S) e ndo (N) para o individuo exposto e ndo exposto

a outros agentes genotoxicos, além do cigarro.

Quadro 1: caracteristica de cada participante (género, idade), exposicdo (farmaco, radiacéo,
agrotoxico), grupo (fumante, ndo fumante e ex-fumante) e média de micronucleos. Estes dados
foram respondidos conforme julgamento dos participantes, e em caso de ddvidas estas eram

esclarecidas na hora.

Individuo | Género Idade | Medicamento | Agrotdxico | Radiacdo |Grupo | MN*
1 F 22 S S N EF 2.5
2 F 22 N N S NF 2.5
3 M 21 N N S NF 15
4 M 48 S S S NF 1
5 F 22 S S S NF 4.5
6 F 25 S S S NF 35




7 26 NF 5
8 21 NF 2
9 23 NF 4
10 25 NF

111 27 NF 1
12 33 NF 1
13 23 NF 1
14 22 NF 8
15 24 F 15
16 29 EF | 15
17 23 EF | 25
18 22 NF 10
19 21 NF | 115
20 22 NF | 75
21 29 NF | 21
22 20 NF | 20
23 20 NF | 105
24 26 NF 4
25 19 EF 8
26 25 NF | 35
27 28 F 11.5
28 20 EF 5
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29 F 20 - - - F 4.5

30 M 22 S S S F 3
31 M 23 N N S F 5.5
32 F 21 N N N EF 2.5

F: feminino; M: masculino; S: sim; N: ndo; NF: ndo fumante; EF: ex-fumante; F: fumante; MN:
micronucleo e média dos numeros obtidos nas avaliagdes das laminas.

O resultado obtido quanto a analise estatistica de comparacdo da frequéncia do nimero de
micronucleos entre o grupo fumante e o grupo ndo fumante e ex-fumante esta representado no

quadro 2.

Quadro 2: comparacéo de valores das médias obtidas para a frequéncia de micronucleos nos

grupos estudados

Grupo Média + DP”
F (n=7) 6,006,56
NF (n=20) 5,20+5,04
EF (n=5) 5,20+3,83
Total (n=32) 5,375,09

*DP= Desvio padréo; F: fumante; NF: ndo fumante; EF: ex-fumante.

A relacdo da frequéncia de microndcleos em homens e mulheres pode ser observada no

quadro 3.
Quadro 3: frequéncia de micronucleos em homens e mulheres.
Género Média = DP*
Homem (n=7) 5,50+6,61
Mulher (n=25) 5,34+4,74

*DP: desvio padrédo
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A quantidade de bebida alcoolica ingerida pelos participantes foi dividida em trés grupos:
pouco, médio e alto, para analise de microndcleos nos varios niveis de etilismo, como expresso no
quadro 4. Foi considerado como consumo excessivo (alto), conforme a Organizagdo Mundial da
Saude — OMS, exceder certo volume diario (exemplo 3 doses por dia) ou determinadas quantidades

por vez (exemplo 5 doses por ocasido, pelo menos uma vez por semana)®’.

Quadro 4: frequéncia de micronucleos de acordo com o consumo de bebida alcodlica.

Grupo Media £ DP
P (n=13) 6,88+6,78
M (n=16) 3,97+3,07
A (n=3) 8,00+3,50
Total (n=32) 5,53+5,07

*DP: desvio padréo; P: pouco; M: médio; A: alto

DISCUSSAO
O microntcleo é uma das alteracbes nucleares mais estudadas nas avaliacbes de

instabilidade gendmica de células aos agentes genotoxicos, sua presenca atua como medidor do
grau de exposico’.

" mediante teste de microntcleos em fumantes e ndo fumantes observaram que

Bonassi et a
fumantes ndo mostram um aumento geral na frequéncia de micronicleos quando comparado aos
ndo fumantes.

Barbon et al.® observaram que o alcool e o cigarro podem apresentar condices suficientes
para o desenvolvimento de micronucleos porém ndo apresentam as condi¢fes necessarias, pois 0S
participantes que declararam nao utilizar estas substancias também apresentaram microntcleos.

1.2 na analise de microndcleos em trabalhadores de sapataria, avaliando a

Corréa et a
influéncia do cigarro e alcool em grupos expostos aos produtos do trabalho e grupo controle,
evidenciaram que ambos ndo causaram aumento de células com micronucleos, nem entre 0s
expostos e nem entre o controle.

Batista e Campos Janior*®, concluiram em sua pesquisa avaliativa de microntcleos em
fumantes e ndo fumantes que o grupo exposto, ndo apresentou uma correlacdo dose dependente em
relacdo ao tabaco, notado que as anormalidades celulares variam em cada individuo, de acordo com

fatores de sensibilidade.
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Na pesquisa de Fernandes®*, que analisou a frequéncia de microntcleos em fumantes e n&o
fumantes que utilizam colutdrio bucal constatou-se um ligeiro aumento do nimero de micronucleos,
comparando o grupo de fumantes com o grupo ndo fumante, porém esta diferenca foi considerada
estatisticamente nao significante.

Através da analise da frequéncia de micronucleos em individuos fumantes, ndo fumantes e
ex-fumantes, percebeu-se que o cigarro apresenta relacdo com a frequéncia de microndcleos, mas 0s
individuos que declararam ndo utilizar cigarro também apresentaram tal indicador, pelo fato de
estarem expostos a outros agentes genotdxicos, corroborando com o resultado da pesquisa de

Barbon et al.’ e Bonassi et al.l!

, como pode ser observado no quadro 1. O percentual de
micronucleos encontrados no grupo fumantes foi de 0,30%, e de 0,26% tanto para o grupo fumantes
quanto ex-fumantes. Além disso, ndo houve correlacdo nas analises feitas entre o nimero de
cigarros e o tempo de exposicao do fumante e a quantidade de micronucleos, desta forma, tais dados
ndo foram mostrados.

Os polimorfismos em genes de reparacdo de DNA integram uma série de fatores a
susceptibilidade genética que influem no nivel de alteracbes cromossémicas, por afetarem a
reparacao de varias lesdes de DNA induzidas por agentes genotoxicos. Uma possivel explicacédo é
que a exposicao a tais substancias pode ter estimulado a expressdo do DNA no intuito de reparar
genes ou mecanismos de desintoxicacdo que também sdo importantes na atenuacdo dos efeitos de
produtos quimicos na fumaca do cigarro. Além disso, a presenga de uma confuséo residual devido a
diferencas no efeito genotoxico de varias exposicdes podem ter sido responsavel por esse
resultado™ ™.

O percentual de micronucleos em homens foi de 0,28% e em mulheres foi de 0,27%, ndo
havendo diferenca significativa na frequéncia. Na pesquisa de Ferraz'® também n&o foram
observadas diferencas significativas na frequéncia de microndcleos em homens e mulheres que se
enquadravam na faixa etaria utilizada no estudo.

Nota-se também que ndo houve diferenca significativa entre a quantidade de bebida
alcodlica consumida com a presenca de micronlcleos, ndo interferindo assim na relacdo de
micronucleos com o uso cigarro. Apenas trés individuos da pesquisa foram enquadrados dentro do
grupo de consumo alto de bebidas alcodlicas. O percentual de microndcleos por nivel de bebida
alcoolica foi de 0,3% para o nivel pouco, 0,2% para o nivel médio e 0,4% para o nivel alto. Na

pesquisa realizada por Bohrer et al.’

que analisaram células esfoliadas de trés areas da boca, apesar
da presencga de micronucleos ter sido maior em individuos que faziam uso de bebidas alcodlicas a

frequéncia destes ndo foi significativa.
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CONCLUSAO

Mediante realizacdo deste estudo concluimos que ndo ha correlagdo para a frequéncia de
micronucleos e a utilizacdo do tabaco. A alteracdo nuclear estd presente em todos 0s grupos
analisados e, estatisticamente, a frequéncia ndo difere entre eles. Portanto, ndo ha influéncia do

cigarro na frequéncia de micronucleos e essa ndo é maior em individuos fumantes.
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