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RESUMO

A ocorréncia de alteracdes citologicas indicadodes danos cromossomicos
(Micronucleos) e apoptose (somatorio de Cariorfér®matina condensada e Picnose) em
usuarios de bebidas alcodlicas e/ou de anti-séptical (ASB), foi avaliada através do Teste
de Micronucleo (MN) em células esfoliadas da muarsd segundo protocolo de Tolbett
al. (1992), visando detectar efeitos genotdxicos ddsibitos e avaliar o uso deste teste como
biomarcador de risco de cancer. A amostra analisediziu quatro grupos distintos de vinte
individuos: trés grupos expostos (GE) e um grupdrote (GC). O Grupo Exposto 1 (GE1)
foi formado por usuérios de ASB; o GE2 por consuméd de bebidas alcodlicas e o GE3 por
usuarios de ASB e de bebidas alcoodlicas. Com orrakat®mletado, por raspagem gentil da
mucosa oral, foi feito esfregaco em lamina. O mepkeste material envolveu fixagdo em
metanol/acido acético (3:1) e coloragdo/contraregio com Reativo de Shiff e Fast Green.
A andlise citolégica doendpointsfoi feita em teste cego em um total de 2000 cglua
avaliacdo estatistica dos resultados revelou queoaréncia de danos cromossOémicos e
apoptose foi significativamente maior entre os\iiios que constituiram o GE1 e GE3
guando comparados ao GC (p< 0,05 e p< 0,001, rdspeente). Nao foi detectada
significancia estatistica entre 0s grupos exposieando comparados entre si quanto a
ocorréncia de danos cromossOmicos e apoptose. Mamréncia de apoptose (p< 0,001),
mas nao de danos cromossdmicos, foi observadandin$duos do GE2 quando comparados
ao GC. Os resultados obtidos sugerem que os A8B) isoladamente quanto em associacao
com bebidas alcodlicas, induzem efeitos genotoxiamuzidos por danos cromossdmicos e
apoptose. Os efeitos genotoxicos consequentesatiimyde bebidas alcodlicas isoladamente
sao evidenciados pelo estimulo a apoptose. Estaados suscitam a realizacdo de estudos
adicionais para consubstanciar o uso do Teste deoMicleo como biomarcador de risco de
cancer, mas sao suficientes para desestimular ond&gezriminado de anti-séptico bucal e

bebidas alcodlicas.

Palavras-chave:Micronucleo. Apoptose. Bebidas alcodlicas. Antitggpbucal. Genotoxico.

Mutagenese.



ABSTRACT

Chromosomal damage (Micronucleus) and apoptosia (fuKaryorrexis, Condensed
chromatin and Picnosis) were analyzed in users amithwashes and/or alcoholic beverages
using the Micronucleus Tests in exfoliated cellsnfroral mucosa according Tolbest al.
(1992) protocol, aiming evaluate both the genot@ftfects of these habits and the use of this
test as biomarker of cancer risk. Sample analymeldided four groups of individuals, three
exposed groups (GE) and a control group (GC), eawh formed by twenty individuals.
Exposed group 1 (GE1) was formed by users of moaghes; GE2 by drinkers and GE3 by
users of both. Smears were done with cells collebte gentile scraping of cheek and were
fixed in methanol/acetic acid (3:1) solution anairstd and counterstained, respectively, with
Schiff and Fast green. Endpoints were computedvim thousand cells in a blind fashion.
Statistical analysis showed that chromosomal daraageapoptosis were significantly higher
in individual of GE1 and GE3 as compared with G005 and p< 0,001, respectively).
Was not observed significant difference in chronmoalbdamage and apoptosis as compared
just exposed groups. Apoptosis occurrence, buttchmimosomal damage was significantly
higher in individuals of GE2 when compared with GThese results suggest that
mouthwashes alone or in association with alcoheétage ingestion induce genotoxic effects
manifested as chromosomal damage and apoptosishdlic beverages are effective in
stimulate the apoptotic process. More studies aeessary to establishing useful of the
Micronucleus Test as biomarker of cancer risk, thetresults here described are enough to

avoid indiscriminate use of mouthwashes and aldolha@verages.

Keywords: Micronuclei. Apoptosis. Alcoholic beverages. Moutshkies. Genotoxic.

Mutagenesis.
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1. INTRODUCAO

O céancer é uma das doencas que se apresentam ems&@msna sociedade moderna
(HEEPCHANTREE; PARATASILPIN; KANGWANPONG, 2005; SBAJA et al., 2006).

No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional don€&r (INCA), para o ano de 2010, foi de
489.270 casos novos da doenca (INCA, 2010). Digeastores tém relacionado fatores que
contribuem para este fato, dentre 0os quais sead@sta aumento da expectativa meédia de
vida, habitos alimentares, alteracdes ambientaii® de vida (BOLOGNESI ; MORASSO,
2000; BLOCHINGet al., 2000; DEVIlet al.,2000; HEEPCHANTREE; PARATASILPIN;
KANGWANPONG, 2005; SAILAJAet al.,2006).

A despeito do aumento geral na incidéncia de caafguns tipos da doenca sao mais
comuns. O céancer bucal juntamente com o de farsegeonstitui na sexta neoplasia mais
freqiente em todo o mundo (WARNAKULASURIYA, 2008)tendo incidéncia
particularmente elevada nos paises em desenvolion{PETERSEN, 2003; STEWART ;
KLEIHUES, 2003). No Brasil, esta neoplasia foi tava mais frequente entre os homens no
ano de 2008 (SBC, 2008) e segundo o INCA (201@vast previstos para o ano de 2010,
14.120 novos casaafetando 10.330 homens e 3.790 mulheres (Figura 1).

‘Homens

Mulheres

|E;3 9,63 18,89 = o o D 4,393 3,73

. 7,64 5 9,59 - 2,1 a 4,38
| B ||:| 1,82 = 3,09
D 1,682 3,37 |:| 0,97 = 1,81

Fig. 1 Representacdo espacial das taxas brutasidéricia de neoplasia maligna da cavidade oral por
100.000 habitantes estimadas para 0 ano 2010,degudnidade da Federacéo (INCA, 2010).

O cancer oral qguando detectado precocemente afaas®nindice de cura maior em
relacdo a outros tipos de cancer (MASHBER, 1988jtefanto, a prevencao se constitui na
melhor opcéo, independente do tipo de neoplasia.mislidas preventivas dependem,

contudo, primariamente da identificacdo de fatass®ciados ao desenvolvimento da doenca.
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Diversos fatores de risco tém sido identificadosassociacdo com o desenvolvimento
do céncer oral e dentre eles o habito de fumar éais consistentemente relatado,
particularmente quando em concomitancia com o ®abé& ingerir bebidas alcodlicas
(BLOCHING et al.,2000; HINDLEet al, 2000; REISt al.,2002; BLOCHINGet al.,2008).

A associacao entre ingestdo de bebidas alcodleasepe cancer oral tem, contudo, registro
controverso na literatura, sendo relatado em musisdos que o alcool isoladamente nao
induz ao desenvolvimento dessa neoplasia (JARERalL, 1998; DIETZ et al, 2000;
BLOCHING et al, 2000). Tal associagéo, no entanto, foi obserpaddiorettiet al (1999);
Reiset al. (2002); Altieriet al (2004); Burimet al (2004); Poschét al (2004); Reiset al
(2006) e Benedetti; Parent; Siemiatycki, 2009. © ds anti-sépticos bucais (ASB) é uma
medida frequentemente utilizada na higiene bucAlTEN; WERNWR; KRAMER, 2003;
FREITA et al., 2005 BAHNA et al., 2007; MARINHO ; ARAUJO, 2007), entretanto sua
eficacia € controversa e pode contribuir para enpg@o do cancer bucal, uma vez que muitos
destes produtos tém &lcool na sua composicdozaddi como solvente para outras
substancias e conservante do preparo (MARINHO ; BWBR®, 2007). Outros fatores
apontados como de risco para o desenvolviment@uloec oral, incluem a infec¢ao por tipos
oncogénicos do HPV (SYRJANEN ; SYRJANEN, 2000; HER® et al, 2003; XAVIER

et al. (2007) e, de modo menos consistente, a ma higiede irritacdo da mucosa bucal em
consequéncia de proteses mal adaptadas ou deatesadios (GOIATOet al, 2002;
MACIEL et al, 2008; PARANHOS:t al, 2008; XAVIERet al, 2009).

O cancer oral, tal como os outros tipos de camcema doenca genética que resulta
de mutagdes em genes envolvidos nos mecanismogpaeordo DNA; no controle da
proliferacé@o e da diferenciacéo celular. Além disdteracdes em genes das vias de apoptose
podem contribuir para a promoc¢ao da doenca, umaguezceélulas que tém DNA lesado
escapam da morte e podem gerar descendentes gereite alteradas (HANAHAN ;
WEINBERG, 2000). Fatores de risco para o desenvamio do cancer devem, portanto,
atuar na inducédo de alteracbes no material gendéicando a ocorréncia tanto de mutagdes
génicas quanto de aberra¢cdes cromossomicas.

Assim, a identificacdo de alteracdes genéticas & immportante medida de prevencao
do céancer, uma vez que estas alteracdes ocorrea®s @atmanifestacdo de qualquer sintoma
clinico da doenca. Medidas de prevencdo do caréer importancia econémica, além
evidentemente de evitar o sofrimento das pessaasdal ao alto custo financeiro que
representa seu tratamento. Em 1996, o InstitutaoNaktdo Cancer (INCA, 1996) estimava

que para manter a prestacdo dos servi¢os de salsdel padréo atual até o ano de 2020, seria
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necessaria a duplicacdo dos recursos financeir@asven que hd uma destinagdo prioritaria
dos recursos do sistema de saude as acfes de carate/o, que sdo mais onerosas. Assim,
0s investimentos devem ser voltados para medidaseptivas necessarias para deteccao do
risco de progressdo de uma neoplasia, 0 que pdai®iduir, ou evitar, o sofrimento de
muitas pessoas a um custo financeiro mais baix@sgatuais medidas curativas.

Efeitos genotdxicos relacionados a exposicao astigefatores de risco para o cancer
oral tém sido investigados e uma das metodologais atilizadas € o Teste de Micronucleo
(MN) em células esfoliadas, sugerido por Stich,ti€u Parida em 1982. Micronucleos,
estruturas indicadoras de danos cromossOomicos atg@agmlmente, segundo Hollaed al.
(2008), excelentes marcadores biologicos de risccadcer e sua efetividade na avaliacdo de
efeitos genotoxicos tem sido destacada por divemawres (FREITAet al.,, 2005;
HEEPCHANTREE; PARATASILPIN; KANGWANPONG 2005; SAILAJA et al., 2006;
PEREIRAet al.,2008; BLOCHINGet al.,2008). Em 1991, Tolbert, Shy e Allen sugeriram
que em preparacles citoldgicas para andlise deomdicleo fossem também computadas
alteracOes indicativas de apoptose (cariorréxismatina condensada e picnose). Este
procedimento aumenta a sensibilidade do teste segadfticularmente importante na
prevencdo do cancer, uma vez que a apoptose,nainalicélulas geneticamente defeituosas,
exerce controle sobre a proliferacdo exacerbadgpqgsriormente poderia resultar em um
tumor (HANAHAN ; WEINBERG, 2000).

Relativo ao habito de ingerir bebidas alcoodlicas, resultados obtidos com essa
metodologia sdo conflitantes (BLOCHIN& al, 2000; DIETZet al, 2000; REISet al.,
2002; SAILAJAet al.,2006) e poucos foram os estudos em que o potatusahnti-sépticos
bucais em induzir danos genéticos foi avaliado BRRO et al, 2004; FREITAet al., 2005;
WILTGEN, 2007; DOREA2008) fatos estes que motivaram a realizacio ekepte estudo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracdes gerais

O cancer oral constitui-se em uma das neoplasi@s in@dentes em todo o mundo,
figurando juntamente com o cancer de faringe consexda causa de neoplasia e a sétima
causa de morte (MARCHIONt al, 2007). Diversos fatores tém sido identificadosio de
risco para seu desenvolvimento, dentre os quaiscBeem os habitos de fumar e/ou ingerir
bebidas alcodlicas (JABE& al, 1998; BLOCHINGet al.,2000; RAMIREZ ; SALDANHA,
2002; REISet al., 2002; POSCHLet al, 2004; BENEDETTI; PARENT; SIEMIATYCKI,
2009; KAUSAR, et al, 2009; VARELA-LEMA, et al., 2010), a infeccdo por virus
oncogénicos do Papiloma Humano (HPV) (MIGNOGHMN#®Aal, 1997; CHENet al, 1997;
COSTAet al.,1998; HERRERt al, 2003; XAVIERet al, 2007), mé& condi¢cbes de higiene
bucal, irritacdo traumatica crénica do epitéliolgoar dentes fraturados e préteses mal
adaptadas (BLOCHING®t al.,2008; MACIELet al, 2008; MUJICA; RIVERA; CARRERO,
2008; XAVIERZet al, 2009) e uso de anti-séptico bucal (MARINHO ; ARYO, 2007).

O diagnoéstico do cancer oral € relativamente s)pihas cerca de 60% a 80% dos
afetados procuram os servigos especializados taedite (MIYACHI et al, 2002). Segundo
Syrjanen (2005) tal fato acontece porque apenasest@gios avancados esta neoplasia
provoca dor. Em consequéncia, a taxa de sobrevitaapenas 40% a 50%.evolucéo do
cancer oral ocorre de maneira muito rapida e quatetectado em estagio avancado o
tratamento se torna mais complicado, podendo acoagidamente morte do individuo.
Aqueles que sobrevivem, freqlientemente apreserggiekas estéticas e/ou funcionais do
aparelho estomatognatico. Além dos transtornos paralividuo que o diagndstico tardio
acarreta 0s custos com o tratamento sdo elevadosteenpo de internacdo hospitalar
prolongado (KOWALSKI ; CARVALHO, 2001).

2.2 Fatores de risco para o cancer oral
2.2.1 Consumo de tabaco
O consumo de cigarro industrializado é o mais irgme fator de risco independente

para o desenvolvimento do cancer oral e da faricgestituindo-se na principal causa

evitavel de morte prematura. E estimado que 10dmdhde pessoas morrerdo de doencas
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tabaco-relacionadas no ano de 2020 dos quais 7t#@e®m paises em desenvolvimento
(WARNAKULASURIYA; SUTHERLAND; SCULLY, 2005). Além @ cigarro
industrializado, outras formas de consumo do tabmexemplo do cachimbo e charuto, estédo
também associadas a essas neoplasias (SILVERMAN HILLEOE, 1990;
WARNAKULASURIYA; SUTHERLAND; SCULLY, 2005). Outrdorma de utilizacdo do
tabaco, bastante difundida principalmente nos padse desenvolvimento, e entre 0s mais
idosos, é o habito de mascar o chamado “fumo d#atoque se constitui, também, em fator
de risco para o cancer bucal uma vez que diverdast&cias cancerigenas, mesmo em
auséncia da queima do tabaco sado liberadas (WARNANSWRIYA; SUTHERLAND;
SCULLY, 2005). Entre os asiaticos € comum o habikomascar tabaco sob diferentes
preparacdes (“bidi” e “betel quid”), todas elas sideradas fator de risco para o
desenvolvimento tanto de lesdes pré-malignas quimiesdes malignas do epitélio oral. O
uso do rapé, principalmente quando mascado, temnagidntado também em associacdo com
o desenvolvimento do cancer bucal (WINNet al, 1981; JOHNSON;
WARNAKULASURIYA; TAVASSOLI, 1996; MOORE et al, 2000; INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2003; LE# al, 2003; SUHASet al, 2004;
ZANINI et al, 2004).

Atualmente séo identificados mais de 300 agentesecayenos no tabaco ou em seus
componentes sollveis em agua. Dentre estes sealests hidrocarbonetos arométicos, o
benzopireno e as nitrosaminas especificas do tafe8Ns): nitroso-nor-nicotina (NNN),
nitrosopyrrollidine (NPYR), nitrosodimetilamina [NMA), e 4 - (methylnitrosamino) -1 - (3-
piridil) - 1-butanona (NNKYJOHNSON 2001).

2.2.2 Ingestao de bebidas alcodlicas

A associacdo entre habito de ingerir bebidas dtasdle cancer oral tem registro na
literatura (SEITZ; POSCHL; SIMANOWSKI, 1998; HINDL& al, 2000; REIStal., 2002;
SALASPURO, 2003; BURIMet al, 2004; REISet al, 2006; BENEDETTI; PARENT;
SIEMIATYCKI, 2009), mas existe controvérsia seeestabito per se é fator de risco
independente para o desenvolvimento desta neoBSBER et al, 1998; BLOCHINGet
al., 2000; REISet al., 2002; ALTIERIA et al, 2004; BURIMet al, 2004; POSCHlet al,
2004; REISet al, 2006). Segundo La Vecchiat al (1997) e Du (2000), o alcool
provavelmente age como um co-fator incrementandgotencial carcinogénico dos

componentes do tabaco em induzir o cancer.
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La Vecchiaet al. (1997) consideram que a ingestdo excessiva de dsehidodlicas
em concomitancia com o consumo de tabaco constitgeprincipais fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer da cavidade oral e dayfar

Efeitos da quantidade de consumo do tabaco e dedseslcodlicas na inducao dessas
neoplasias, bem como do tipo de bebida consumidanftambém relatados por Castellsagué
et al (2004). Neste estudo, do tipo caso-controle, io@rtrico e de base hospitalar, os
autores avaliaram os efeitos independentes e dosjalo tabagismo e consumo de alcool em
375 pacientes recém-diagnosticados com cancervi@ada oral e da orofaringe e em 375
individuos controle. Consumo simultdneo de tabadmel@das com alto teor alcodlico foi
associado a um aumento de quatro vezes no riscanger. Segundo os autores, estes habitos
em concomitancia aumentam de modo sinérgico o deceancer oral, mesmo quando 0s
niveis de consumo s&o moderados.

La Vecchiaet al (1997) sugerem que o alcool pode atuar como unerse,
facilitando a passagem de carcindgenos, especindaequeles presentes no tabaco, através
da membrana celular. Além disso, segundo estegeayto alcool estaria relacionado a
carcinogénese através do aumento da atividade étietllo figado, o que poderia ativar
substancias carcinogénicas, ou através de alteragdiezidas diretamente no metabolismo do
tecido epitelial alvo.

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARGC03) classifica o
acetaldeido, metabdlito principal do etanol, coracetkito mutagénico e carcinogénico. Este
metabolito € produzido através da degradacédo dwlefela enzima alcool desidrogenase
ADH, processo que tem inicio ainda na boca devidg&b de bactérias presentes na mucosa
oral. Embora a maior parte do etanol ingerido (988 processada no figado, a parcela de
metabolizacdo que ocorre na mucosa oral esta adsoai efeitos mutagénicos porque 0s
danos causados pelo acetaldeido ocorrem em pequamantracées (40pmol/l a 200pmol/l)
(SALASPUROet al, 2003).

Normalmente, o acetaldeido é convertido rapidameste acetato, porem em
determinadas situagdes, como consumo continuo lalddsealcodlicas ou o consumo delas
em altas doses, ou ainda a degradacdo parcial lpool &lesidrogenases (ALDH) com
atividade limitada, pode haver acimulo dessa sntist@CARRARDet al, 2008).

Gigliotti et al. (2008) afirmam que o habito de consumir bebidagéiltas, mesmo
que nédo esteja associado ao habito de fumar, poderdar o risco de desenvolvimento de
cancer. Os autores consideram que o alcool ageucasa oral irritando-a através de seus

componentes quimicos, como hidrocarbonetos patiogl substéncias aroméaticas e
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alcal6ides, podendo com isso alterar a permeabtididla membrana celular e atuar como
solvente para outros carcindgenos, que nao agpedsentes no tabaco, o que traduz um
efeito indireto do alcool na génese do cancer oral.

A acao co-carcinogénica do alcool no trato digessiuperior se faz ainda por outros
mecanismos incluindo efeitos mitogénicos e citadsj incremento da ativacdo de pro-
carcinégenos e producao de radicais livres (SEifTal, 2001).

HUANG, et al (2003), em estudo realizado em Puerto Rico,iaah o risco de
cancer oral em Puerto Rico comparando 286 consuesdide bebidas alcodlicas, do sexo
masculino, com idade entre 21-79 anos com 417 aestdo mesmo sexo, pareados por
idade. Os consumidores de licor em grande quamidad43 drinques por semana)
apresentaram significativo aumento do risco derdedeimento de cancer oral (OR = 6,4),
enquanto os consumidores de vinho e/ou cervejasapi@am discreto e ndo significativo
aumento deste risco. Entre os consumidores de bsoriscos foram menores para aqueles
que diluiam esta bebida. Estes resultados sugewmena goncentracdo de alcool interfere no
risco de desenvolvimento de cancer oral.

Altieri et al. (2004) analisaram a relacéo entre consumo deldebicodlicas e o risco
de cancer oral e faringe, em estudo do tipo castrale realizado na Itdlia e na Suica entre
1992 e 1997. Foi incluido um total de 749 casosé&teer e 1.772 controles selecionados
entre individuos com internacdo hospitalar por daarfio associada ao consumo de bebidas
alcodlicas ou tabaco. Considerando a ingestao fmal dia, feita a comparacdo entre
individuos abstémios ou bebedores de menos doajseldnques/dia, efeitos da dose sobre o
aumento do risco de desenvolvimento desses canfm@s descritos: OR= 2,1 para 0s
bebedores de trés a quatro drinques/dia; OR= 5#& @& que consumiam de cinco a sete
drinques/dia; OR= 12,2 para aqueles que informa@msumir de oito a 11 drinques/dia e de

21,1 para os que ingeriam mais de 12 drinques/dia.

2.2.3 Infecgéo pelo HPV

O papilomavirus humano (HPV) € um virus epitelifdt@ que possui uma enorme
capacidade de infectar pele e mucosa em variasspadwtcorpo. Mais de cem tipos de HPV ja
foram identificados. Dentre estes, alguns forano@ados com lesées no epitélio bucal
(HPVs 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 30,3,33, 35, 45, 52, 55, 57, 59, 69, 72 e 73
(XAVIER et al, 2007). Em estudo conduzido por Kellkoskial (1992), os HPVs dos tipos 6
e 11 foram os mais frequentemente identificadosanaade oral.
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As lesBes provocadas pelo HPV nem sempre sao igigivecroscopicamente. Com
base nesse fato elas séo classificadas de trésadofa) latente: diagnosticada apenas por
métodos de biologia molecular; (b) subclinica: haosintomas clinicos, mas ha alteracoes
sutis que podem ser detectadas por métodos diagp®dsbmo peniscopia, colpocitologia,
colposcopia e/ou biépsia; (c) clinica; ha lesbadestes ao exame clinico. Os mecanismos
moleculares que levam uma infeccado por HPV a pezpwanatente ou a desenvolver leséo
macroscopica sio, contudo, desconhecidos (SYRIANENRIJANEN, 2000).

Herrero et al (2003), realizaram estudo multicéntrico, do tigaso-controle, que
incluiu nove paises, para investigar a associagéie mfeccdo por HPV e cancer oral. Foram
incluidos 1.670 casos (1.415 com cancer da cavidealee 255 com cancer de orofaringe) e
1.732 individuos controle. Foram coletadas céladasmucosa oral e sangue de todos os
participantes. Biopsias foram realizadas nos iddio$s que integraram o grupo caso. O DNA
do HPV foi detectado pela reagcdo em cadeia da palise (PCR). Anticorpos contra HPV16
L1 e contra as proteinas virais E6 e E7 foram tedes no plasma através de método
imunoenzimatico. No material da biépsia o0 DNA do\WH@i detectado em 3,9% de 766
individuos com cancer da cavidade oral e em 18,8%4P individuos com céancer da
orofaringe. Anticorpos contra HPV16 L1, E6 e E7afarassociados com aumento no risco
para desenvolvimento do cancer da cavidade oralozafaringe.

A ocorréncia de HPV na mucosa bucal juntamente eontilizacdo de algumas
substancias como bebidas alcodlicas e habitos isthagoode favorecer a transformacéo
maligna. No entanto, a participacdo do HPV commtegpromotor da carcinogénese oral é
menor que o habito tabagista e o consumo de behidaélicas, porque a prevaléncia da
infeccd@o por este virus € menor que a prevalémc@dsumo do cigarro e alcool (CASTRO ;
FILHO, 2006).

2.2.4 Uso de anti-sépticos bucais

Os colutérios ou anti-sépticos bucais constitueneiculo mais simples utilizado na
higiene oral, sendo em sua maioria uma misturaodgponente ativo (antibacteriano), agua,
alcool, surfactantes, umectantes e flavorizant&sBfEAN; GEBERT, 2002; BUGNt al,
2006).

As substancias antibacterianas mais empregadasnmaosicdo dos colutorios séo a
clorexidina, o cloreto de cetilpiridinio, triclosafuoreto de sodio e timol, que atuam como

auxiliar da higiene bucal por contribuir para augib da formacéo do biofilme microbiano
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dentéario (MONFRIN; RIBEIRO, 2000). Dentre estasstéhcias, a clorexidina é considerada
a mais efetiva na prevencdo da placa bacteriamagdagontra bactérias Gram-positivas e
negativas, leveduras e dermatofitos. Atua por dimisignificativamente a formacao da
placa, afetando a aderéncia microbiana, e por aamanpermeabilidade celular, causando
rompimento da parede celular e morte dos microsgamsé. E mais utilizada na forma de
digluconato de clorexidina, em concentragdes d2%,D,2% ou 2% (TORRE& al, 2000;
MOREIRA et al, 2001). Alguns efeitos colaterais sédo atribuides da clorexidina em
colutorios, a exemplo de manchas acastanhadasembassgd em restauracées ou no dorso da
lingua, descamacéo e perda da sensibilidade arsiip @margo e interferéncia na sensacéo
gustativa. Embora existam no mercado consumidopapagdes em que esta presente na
concentracdo de 2%, a utilizacdo de produtos comexitlina a 0,12% é mais indicada, pois,
nessa concentracdo, sdo minimizados os efeitogsadveas solugcdes mais concentradas,
mantendo-se a eficicia contra os microrganismo8K3N; GEBERT, 2002).

O cloreto de cetilpiridinio € um composto quateémate amoénia que tem como
mecanismo de acdo o0 aumento da permeabilidadereéidepeelular bacteriana, favorecendo a
lise do microorganismo, além de diminuir o metabub e a habilidade da bactéria em aderir
a superficie dentéria. O triclosan, também muitbzatio, desorganiza a membrana celular
bacteriana, inibindo seu funcionamento enzimafi@RRESet al.,2000).

A despeito de possiveis beneficios para a saiude gse dessas substancias possa ter,
através da melhoria da higiene bucal, risco aurdenpara o desenvolvimento de cancer
bucal e faringeo associado ao uso regular de bleohecom anti-sépticos de alto teor
alcodlico (superior a 25%) foi observado por Watral (1991), em estudo que incluiu 886
individuos com essa neoplasia e 1.249 controlesigoos calculados foram maiores entre as
mulheres. Em estudo do tipo caso-controle, qualimm@02 individuos portadores de cancer
de lingua, gengiva, mucosa bucal, soalho da boaajgy orofaringe e igual nimero de
controles Reiset al (1997) observaram associacdo entre o uso desgptico bucal com
aumento de risco de cancer oral, corroborando dssddaqueles autores. MORSE al
(1997), entretanto, também em estudo do tipo casale, ndo encontraram associacao entre
displasia epitelial oral e uso regular de antiiségtbucais.

Anteriormente a esses estudos, a relacéo entrecbgethos com anti-sépticos bucais e
o desenvolvimento de céancer bucal e orofaringewiahsido descrita em mulheres da
Carolina do Norte por Blat al (1988). A analise dos resultados da pesquisegtanto, foi

dificultada em virtude de parte da amostra anadisatilizar o tabaco. Esta dificuldade de
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avaliar estritamente o risco propiciado pela regko diaria de bochechos foi relatada
também por Winret al (1991).

Como relatado acima, o alcool € componente de mudtis anti-sépticos bucais,
servindo como solvente para outras substanciasm® amnservante do preparo. Tem sido
sugerido que a associacdo descrita entre uso dséptico bucal e desenvolvimento de
cancer oral pode ser devida a esse componente (MOQUGH; FARAH, 2008). Vale
ressaltar que o uso de colutérios orais aumentmpd de exposicdo da mucosa oral ao
alcool, tendo sido mostrado que os enxaguatoriggidicom alto teor de alcool produzem
lesdes hiperqueratinizadas tanto em homens quamtanémais de laboratério (PELAE&
al., 2004).

Pinéraet al (1996), com o objetivo de avaliar a concentragi@oodlica de sete anti-
sépticos bucais disponiveis no mercado brasiledaljzaram estudo utilizando o alcobmetro
de Gay-Lussac e a cromatografia a gas. Os resaltabtidos na andlise feita com o
alcobmetro mostraram que a concentracdo alcodladava entre as diversas marcas
comerciais de 0,3% até 71%. Concentracdes aindaresaide até 75%, foram descritas

quando utilizado a cromatografia gasosa.

2.2.5 Irritagéo traumatica da mucosa oral e M& higene oral

Traumas localizados na cavidade oral sdo encorstraclom frequéncia por
odontdlogos em consultas de rotina. Sua ocorrgua ter origem, dentre outras causas, em
proteses mal-adaptadas e em habitos inadequadobigiene oral, que quando em
concomitancia favorecem ainda mais 0 aparecimerdole$des as quais para seu
desenvolvimento dependem ainda das condi¢cdes ghraaude do individuo (PARANHOS
et al, 2008).

Varios tipos de lesbes como estomatite por dengadiceracdo aftosa traumatica,
fiboroma, hiperplasia fibrosa inflamatoria, carcireonepidermodide dentre outras, podem
ocorrer na mucosa dos usuarios de proteses tatgarciais mal adaptadas (MACIEL al.,
2008; XAVIERet al., 2009).

Maciel et al. (2008) analisaram a prevaléncia de lesbes orai®padas por préteses
removiveis, em pacientes atendidos na Clinica Asadad da Faculdade de Odontologia de
Caruaru (FOC), Pernambuco, Brasil. Estes autoedz@aeam estudo transversal que incluiu a

revisdo de 610 prontuarios de pacientes atendidoanoe de 2005, tendo observado que
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39,5% (n=241) dos pacientes apresentavam algum dgdesdo causada por prétese
removivel.

Xavier et al (2009) realizaram levantamento epidemiolégico tesbes bucais
apresentadas por pacientes atendidos no serviEstdmatologia da Universidade Federal de
Pernambuco durante o periodo de janeiro de 200Bi@ le 2008, visando estimular a adocéo
de medidas de prevengdo. As lesdes registradas fotassificadas de acordo com o
diagndstico clinico e histopatolégico, localizagi@atomica, sexo e idade do paciente. Como
resultados foram encontrados 889 lesdes, clagtdficam 82 entidades diferentes. A leséo
bucal mais prevalente foi estomatite por dentachadequada, encontrada em 205 pacientes
(23%), seguida de ulceracao aftosa recorrente {7,8B8toma (7,4%) e hiperplasia fibrosa
inflamatoria (5,2%). O carcinoma epidermdide fal@racdo maligna mais freqiente (2,2%).
A localizacdo da cavidade bucal mais acometidaafoegido do palato (31,4%), e 0 sexo
feminino mostrou-se o mais acometido (69,1%), jonatiate a quinta década de vida (24,2%).
A alta prevaléncia de lesdes relacionadas ao us@rdeses mostra a necessidade de
educacao da populacdo sobre os cuidados com adigial, 0 que muitas vezes é relegado a
um segundo plano.

Mujica, Rivera e Carrero (2008) realizaram estudom c pacientes idosos
encaminhados a unidade geriatrica "Dr. Joaquin t@wdh Instituto Nacional de
Gerontologia, Venezuela, para determinar a precealétas lesdes orais dos tecidos moles.
Um total de 340 pacientes, na faixa etaria de @@ a@hos, foi avaliado clinicamente. Deste
total, 212 eram mulheres e 128 homens. Cingquergate por cento (57%) da populacdo
estudada apresentaram uma ou mais lesdes oraagssoao uso de protese, trauma e
consumo de tabaco. As mulheres foram mais afetaa®s homens. As lesdes foram mais
freqUentes nos individuos na faixa etaria de 60 anos, representando 34% dos afetados. As
alteracOes mais frequentes observadas foram: ei@mpeotética, leucoplasia, hemangioma,
fibroma traumatico, hiperplasia fibrosa inflama#dei queilite angular.

A higiene oral inadequada, como ja comentado, pedese levar a lesdes da cavidade
oral, ou quando feita de modo precério favoreqgegréodontite que, por sua vez, leva a perda
de dentes e a indicacdo de proteses as quais, @uaadadaptadas, provocam o trauma e

consequentes lesbes orais.

2.3 Genética e cancer



25

O céancer é considerado doenca genética, uma veresuita de alteragbes (mutacdes
génicas e aberragbes cromossOmicas) em genest§oecemprometidos com o controle da
proliferacdo e diferenciacdo celular (protooncogemeyenes supressores de tumor) e genes
envolvidos nos mecanismos de reparo do DNA (genesadures). Adicionalmente,
alteracbes em genes das vias de apoptose estéionmatias com a promocao da doencga, por
permitirem que células em que o DNA foi lesado,irags de evoluirem para a morte,
sobrevivam e gerem descendentes geneticamentadaléeiHANAHAN ; WEINBERG,
2000). Os diferentes destinos das células apéssegmoa um dado agente mutagénico estao
didaticamente ilustrados na Figura 2, adaptadaagghe Motulsky (2000).
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Fig. 2 Desenvolvimento gradual de um tumor maligadaptado de Vogel e Motulsky, 2000)

A identificacdo de alteracbes genéticas €, possamie, a principal medida de
prevencdo do cancer, uma vez que estas alteragceesra antes da manifestacdo de qualquer
sintoma clinico da doenca. Este nivel de preverteéo importancia econdmica, além
evidentemente de evitar o sofrimento de muitasgassslevido ao alto custo financeiro que
representa seu tratamento.

Entre as neoplasias malignas epiteliais, as qu&o eassociadas ao epitélio de
revestimento, incluindo a mucosa oral, constitu@% @esses tumores (CAIRNS, 1975). Em
diversos estudos objetivando a avaliacdo da ocwaréte danos genéticos nos epitélios

cervical e oral, foi mostrado que o evolver do peso de transformacdo maligna esta



26

associado a maior ocorréncia de danos genéticoRQUIEIRA et al, 1998; CASARTELLI
et al, 2000; LEAL-GARZA et al, 2002; GUZMAN et al, 2003), o que aponta para a

importancia da prevencao do cancer a partir ddifa=gao desses danos.

2.4 Deteccao de danos genéticos_ o Teste de Micrded em células esfoliadas

O Teste de Micronucleo em células esfoliadas foppsto na década de 80 por Stich,
Curtis e Parida (1982) para uso no biomomitorameiet@opulacdes humanas expostas a
mutégenos. A partir dai, diversos estudos forandenidos objetivando avaliar a freqiéncia
de micronucleos em outros epitélios, a exemplo pieéleo nasal (BALLARIN, 1992;
SURUDA, 1993), cervical (CERQUEIRAet al, 1998; LEAL-GARZA et al, 2002;
GUZMAN et al, 2003), da orofaringe (BOFFET& al, 1992), dos brénquios (LIPPMA&t
al, 1990, LOOMIS, 1990), vesical (HOFSETH; DUNN; ROISL996; MOOREet al, 1996)

e do trato gastrointestinal (CHANG-CLAUDE, 1992HJ et al, 2000).

A eficacia do Teste de Micronucleo em células ésfals do epitélio oral na deteccao
de efeitos genotoxicos consequientes a exposicaatagemos tem sido reconhecida em
muitos estudos (MACHADO-SANTELLEt al, 1994; SALAMA; SERRANA; AU, 1999,
CAVALLO, 2005; SAILAJA et al.,2006; ), apontando este teste como valiosa ferramen
prevencdo da carcinogénese oral, vez que freqi&ealgaadas de micronucleos indicam uma
maior probabilidade de desenvolvimento de canc&REN et al., 2008).

Salama, Serrana e Au (1999) analisaram resultaglogdos estudos obtidos com a
aplicacdo desse teste em diferentes tecidos e uiaml que sua utilizacdo deve ser
encorajada. Segundo esses autores, as célulasda$olla mucosa bucal sdo excelentes para
uso no monitoramento de populacbes expostas a@ermt por estarem diretamente em
contato com o agente. Além disso, as células deélieporal sdo capazes de metabolizar pré-
carcinégenos a formas reativas (ZHANG, 1994).

Mais recentemente, Hollared al. (2008) com vistas a estabelecer um protocolo de us
do Teste de Micronucleo em células esfoliadas aaah 149 estudos oriundos de
laboratorios distribuidos em varias partes do mu@doautores concluiram que micronucleos
sao potencialmente excelentes marcadores biolédeasco de cancer

Na escolha do teste a ser empregado para avatiacgenotoxicidade em populacdes
humanas expostas a mutagenos, € importante es@bstecendpointutilizado para tal € um
marcador de exposicao (revelando danos genétidesfeito (indicador de risco de cancer)

ou de sensibilidade (identificando variagfes eimlée/ziduos que 0s tornam mais suscetiveis a
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um evento adverso) (BONASSI; NERI; PUNTONI, 200Neste contexto, micronucleos tém
sido considerados efetivos biomarcadores de exmsicja existe um acumulo de dados
consubstanciando o conceito de gnelpointsde exposicédo séo efetivos na predicdo do risco
de cancer (marcador de efeito).

Micronucleos séo estruturas que medem de 1/3 ddltamanho do nucleo, contidas
por envoltorio nuclear e que apresentam matergahatinico distribuido de forma similar ao
do nucleo. Como ilustrado na Figura 3, sédo formatlwante o periodo de divisédo celular em
consequéncia de quebras cromossOmicas ou de crmmassnteiros que, por nao se ligarem
as fibras do fuso, n&o séo incluidos nos nuclesséalas filhas (SCHMID, 1975). Revelam,
portanto, a acdo de agentes clastogénicos e aneog&ds eventos que estdo relacionados
com a formacdo do micronucleo podem ocasionargiivae protooncogenes ou delecao de
genes supressores de tumor ou de reparo do DNjrando com a transformac&do maligna.
Sua freqUéncia representa um indice composto deagbes cromossdmicas em uma
determinada populacgéo celular, tendo Schmid propast 1975 sua utilizacdo como teste de
curta duracdo para avaliacdo do potencial genaioxie agentes quimicos e fisicos
(SCHMID, 1975).

Perda anafasica

Quebra
cromossomica

Fig. 3 Mecanismo de formagdo do Micronucleo. Pa@i@ade Moraes Marcilio Cerqueira
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A andlise de micronucleos em células esfoliadagpmitgélio oral apresenta diversas
vantagens. Tais sejam:

1. A coleta do material a ser utilizado é muitodes;

2. Por serem observados em células interfasicasarsalise dispensa procedimentos
de cultura, o que torna o teste de baixo custassipel de aplicagcdo a um grande nimero de
individuos;

3. A identificacdo dessas estruturas é relativaensmhples: micronucleos séo vistos
em preparacdes citologicas realizadas rotineiragnergdo nestas, facilmente observados, o
que diminui o risco de erros de interpretagao;

3. Evidenciam a ocorréncia de danos genotoxicoecido que esta diretamente sob
exposicao, informando o local onde um tumor poderdesenvolver.

Tolbertet al(1991, 1992) sugeriram um novo protocolo para delfés Micronucleo,
no qual deveria ser incluido o computo de alteragieleares degenerativas que sao proprias
de um epitélio em renovacdo, mas que quando eméooia excessiva sao indicadoras de
apoptose (cariorréxis, cromatina condensada, pgjnes necrose (cariblise, cariorréxis,
cromatina condensada e picnose), revelando, réspeente, efeitos genotoxicos e

citotéxicos de uma dada exposicdo (Figura 4).

Micronucleo Caridlise Cromatina Condensada
Pichose Cariorréxis

Figura 4. Diagrama das alteracfes nucleares degjemasrque devem, segundo Tolketral. (1992),
serem computadas adicionalmente a micronuicleos.
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Apoptose é induzida por mutagenos tanto de natdigiza quanto quimica, atuando
como mecanismo de protecdo do cancer eliminandalasélcom danos genéticos. Sua
ocorréncia em niveis elevados pode ser evidéndiasdd#o genotoxico e estaria relacionada a
iniciacao do processo de transformacéo maligna GERT et al, 1992).

A picnose, cariorréxis, cromatina condensada élcsei além de indicativas da morte
celular por necrose estdo relacionadas a quematéidz que acontece como resposta
adaptativa a um dano celular em epitélios que nomerde ndo sdo queratinizados
(PINDBORG et al, 1980). Necrose e queratinizacdo SAdicativas de citotoxicidade
podendo estar associadas a promocdo de cancerstuiaulacdo da proliferacdo celular
(TOLBERT et al,1992). (Figura 5).

Iniciagao do cancer Quebra
T //' cromossdmica
L. I ferénci Micronucleo
Genotoxicidade nterferéncia _
com o fuso
Pichose, Cromatina
Exposi¢ao Apoptose - condensada.

Cariorréxis

Citotoxicidade ~C Necrose _ . .
. —s Picnose, Cromatina
= - condensada,

i " Queratinizacao Cariorréxis, Cariolise
Promog¢ao do cancer

Figura 5. Diagrama ilustrando vias para producdo naderonlcleos e alteracbes nucleares
degenerativas (Adaptado de Tolbetral.,1992)

2.5 Ocorréncia de micronucleos em associacdo com irgestdo de bebidas
alcodlicas

A maioria dos estudos em que foi avaliada a indwgaanos cromossémicos em
linfécitos ou em células esfoliadas da mucosa @vakeqlentes ao habito de ingerir bebidas
alcodlicas, revela que o alcool presente nestagldemao induz, isoladamente, a maior
ocorréncia desses danos. Em combinacédo com o hdgbitomar, no entanto, efeitos aditivos
e/ou sinergisticos tém sido descritos (STICH ; RQ3P83a; XUEet al.,1992; CASTELLI
et al, 1999; BLOCHINGet al, 2000).
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Em células esfoliadas da mucosa oral, Stich e R&8®3a) computaram a freqiiéncia
de micronucleos em quatro grupos de individuospGrnu ndo-fumantes e ndo usuarios de
bebidas alcoodlicas; Grupo Il: fumantes e ndo befesdoGrupo Ill: ndo-fumantes, mas
bebedores e, Grupo IV: fumantes e bebedores. Naobgervada diferenca significante na
ocorréncia de micronudcleos entre os individuos gtopos |, Il e Ill, mas a frequéncia de
micronucleos nos individuos do Grupo IV foi sigcdfivamente maior do que a observada
para os trés outros grupos, apontando para og®fgitergisticos dos habitos de fumar e de
ingerir bebidas alcodlicas na induc&o de microragle

Em linfécitos, aumento significante da frequénogandicrontcleos em fumantes foi
descrito por Xueet al. (1992). Estes resultados foram corroborados petellieet al. (1999)
em estudo analisando, também em linfocitos, arécoia de micronucleos e a freqiiéncia de
aberracdes cromossémicas. A amostra analisadasfes &utores incluiu trés grupos: Grupo
I: constituido por individuos desnutridos que fuarave bebiam; Grupo Il: formado por ex-
alcodlicos nao-fumantes e, Grupo Il constituidor gomantes cronicos. A avaliacao
estatistica das diferencas observadas entre osogruogvelou que a frequéncia de
micronucleos e de aberragcdes cromossbémicas foirma® individuos que constituiram o
grupo de alcodlicos fumantes, ndo diferindo osasugrupos entre si.

Efeitos dos habitos de mascar folhas @atha edulis do consumo do cigarro
industrializado e de bebidas alcodlicas, na indudganicronicleos em células do epitélio
oral, foi investigado por Kassiet al. (2001). Trés grupos foram analisados: Grupo I
constituido por 25 individuos mascadoresCd¢ha edulisfumantes e bebedores; Grupo I
formado por igual nimero de individuos fumantesleekores e, Grupo lll: constituido por
25 individuos nao-mascadores e que nem fumavamme b@biam. Foi observado que o
namero de micronucleos entre os individuos do Grupoa duas vezes maior do que 0O
observado entre os individuos do Grupo Il. Micrdeds entre os individuos do Grupo |
ocorreram em freqiéncia nove vezes maior do que @st individuos do Grupo Ill. Os
autores relatam ainda que a ocorréncia de micreasi@ntre os individuos do Grupo Il foi
significativamente maior do que a observada erdgrpasticipantes do Grupo lll, revelando
efeito aditivo dos habitos de fumar e de ingerbithes alcodlicas na inducéo das estruturas
analisadas.

Reis et al. (2002) avaliaram a frequéncia de micronucleos elmlas esfoliadas da
lingua e da mucosa jugal (bochecha) de individumsendentes quimicos de etanol com
consumo elevado sendo o menor consumo de 34,7anel/dimaior 1825 ml/dia. A amostra

constou de 40 individuos alcoodlatras nao-fumantds 20 abstémios de alcool e tabaco. Foi
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observado aumento estatisticamente significativdrelgiiéncia de micronucleos em células
esfoliadas da lingua no grupo de individuos expoatoetanol em relacdo ao grupo controle
(p <0,01). A frequiéncia de micronucleos em célelsteliadas da mucosa jugal foi maior no
grupo de individuos alcoodlatras quando comparadagrapo controle, porém nao houve
diferenca estatisticamente significante (p > 0,055 autores concluem que 0 consumo
excessivo de etanol promove alteracdes efetivaséuas da lingua, mesmo na auséncia de
exposicdo ao tabaco. Tais alteracfes apresentanmatse expressivas no bordo lateral de
lingua, um sitio mais exposto a acao de carcinGygqnando comparado a mucosa jugal. Por
outro lado, Blochinget al. (2000) ndo identificaram maior ocorréncia de MN eacdo a
ingestdo de bebidas alcodlicas.

Em trés dos estudos realizados no laboratorio aeti@a Toxicoldégica da UEFS em
que foram avaliados os efeitos do habito de fumea engestdo de bebidas alcoodlicas na
inducéo de microndcleos, dois ndo revelaram dif@ersignificantes entre fumantes e néo-
fumantes, quer fossem consumidores ou ndo de lediczolicas (FREITA, 2005; SANTOS,
2003) e em um (MEIRELES, 2003), o numero de micecteas foi significativamente maior
entre os fumantes (p<0,01). Os resultados desquiod-reita (2005) e Santos (2003) sdo
concordes com os obtidos por Bohetral (2005) que também nédo observaram diferencas
significativas na ocorréncia de micronucleos enudsstno qual foram analisadas células
epiteliais da mucosa oral de 21 individuos ndo-furse abstémios do alcool, 28 fumantes e
19 consumidores de cigarro e bebidas alcodlicas.

O estudo de Freita (2005) incluiu 20 individuos (@®nens e 14 mulheres), oito dos
quais fumavam e bebiam; oito eram sé fumantes gaoansumidores exclusivos de bebidas
alcodlicas. O grupo controle foi constituido poudagnumero de homens e mulheres néo-
fumantes, abstémios do alcool e sem histéria desegdo a outros genotoxicos. Segundo a
autora, a falta de associacdo observada pode selade baixa exposicdo dos individuos
analisados: o consumo de bebidas alcodlicas falopneantemente de cerveja (83%), na
freqiiéncia de uma vez por semana (67%) e apenadosniumantes informou consumo
acima de 20 cigarros/dia, enquanto a maioria (7&%3$umia menos de 10 cigarros/dia.

A amostra analisada por Santos (2003) foi condttpior 60 individuos, 14 dos quais
eram fumantes e faziam uso de bebidas alcodliaas, apenas fumavam, 28 eram nao-
fumantes, mas faziam uso de bebidas alcodlicas @&b6fumavam e nem bebiam. A
ocorréncia de micronucleos ndo se mostrou asso@adanhum dos dois habitos, quer
isoladamente ou em concomitancia, tendo concluigiat@a que a falta de associacdo com o

hébito de fumar poderia ser atribuida a baixa egpos uma vez que 70% dos fumantes
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informaram consumo igual ou inferior a 10 cigamds/ Em relagdo ao hébito de ingerir

bebidas alcodlicas, a maioria (64%) dos usuarifiBritou consumo superior a cinco Copos

em uma frequéncia de 1 a 2 dias/semana. A falessieciacdo com aumento de micronucleos
corrobora resultados de outros autores de queoolakoladamente nédo induz genotoxicidade
(STICH ; ROSIN, 1983a; BLOCHING®t al, 2000).

Entre os 29 individuos em que Meireles (2003) avatis efeitos do habito de fumar
(20 ndo-fumantes e ndo usuarios de bebidas alesdébcnove fumantes e consumidores
dessas bebidas), foi observado um numero signvfisaente maior de micronucleos entre os
individuos que informaram esses habitos (p< 0,01).

Kayani e Parry, (2010)valiaram in vitro, utilizando linfoblastos humanos, a
genotoxicidade do etanol e do seu metabdlito cabmstio através do ensaio de Micronucleo
pelo Bloqueio da Citocinese (CBMN) e de imunoflsméncia para identificacdo do
cinetécoro. Apos exposicado das células a diferesvess foi observado efeito dose/resposta
que era mais pronunciado pela acdo do etanol quaodgarado ao acetaldeido. A
imunofluorescéncia revelou que o etanol induz ané&méo de micronucleos por dano
aneugénico agindo, portanto, diretamente no fugético, enquanto o acetaldeido induz a
formacao de micronudcleo por clastogenicidade.

A inducdo de danos cromossémicos em consequénclaabito de ingerir bebidas
alcodlicas pode estar na dependéncia de polimarissm genes associados a metabolizacao
do etanol.Ishikawaet al. (2006) analisaram a frequiéncia de micronucleodimidcitos em
funcdo dos polimorfismos de genes envolvidos naabwodizacdo do etanol a acetoaldeido
(alcodesidrogenase _ ADH_, citocromo p4502E1 _ (BIP2catalase) e na detoxificacao
deste pela aldeidodesidrogenase 2 (ALDH2). Ostestad mostraram, na dependéncia do
consumo, um numero significativamente maior dessdsituras nos portadores de uma
variante da ALDH2 e nos homozigotos para o aleld@i1. De acordo com os autores, a
andlise dos polimorfismos das enzimas envolvidas o metabolismo do etanol, pode

conduzir a elucidagdo dos mecanismos associadeemibilidade aos seus metabdlitos.
2.6 Associacao entre a ocorréncia de micronucleo® @iso de anti-séptico bucal
A associacao entre uso de anti-séptico bucal e@uma de microndcleos em células

esfoliadas do epitélio oral foi avaliada por Freital. (2005). Estes autores observaram que o

uso de anti-séptico bucal esta associado a mamrémcia de micronucleo, assim como a
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exposicdo ao tabaco e ao alcool esta relacionasignéficativo aumento de fendbmenos
nucleares indicativos de apoptose.

Dérea (2008) avaliou, também com o0 uso do TesteMaxonucleo em células
esfoliadas da mucosa jugal, a ocorréncia de afiesacitologicas indicativas de danos
cromossOmicos e apoptose em individuos com canedr este estudo, a ocorréncia de
micronucleos nos individuos com lesfes bucaisifmiificativamente maior que a observada
nos individuos sem lesdes. A autora observou ajugaa freqtiéncia de micronucleos foi
significativamente maior entre fumantes e entrerss de anti-séptico bucal.

Wiltgen (2007), entretanto, fazendo uso dessa mesm@i@dologia, ndo observou
diferenca significante na ocorréncia de micronlglentre o grupo controle e trés grupos de
individuos que por sete dias fizeram bochechoss deaes ao dia, cada grupo utilizando um
anti-séptico bucal especifico.

Genotoxicidade de componentes dos anti-sépticol beca sido identificada em
estudos realizados com animais. Ribatal. (2004), avaliaram o potencial da clorexidina
em induzir danos ao DNA, em leucdcitos periféerieoem células esfoliadas da mucosa de
ratos, utilizando o Ensaio Cometa. O Teste de Miacteo em eritrocitos periféricos foi
também realizado para detec¢do de danos cromossdrMaior ocorréncia de micronucleos
nao foi observada, mas a ocorréncia de danos ao foNA&m ambos os sistemas celulares,

significativamente maior nos animais expostos.
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3. OBJETIVOS

Geral

» Identificar, através do uso do Teste de Micronu@eocélulas esfoliadas do epitélio
oral, a ocorréncia de danos cromossomicos e amppos usuarios de bebidas
alcodlicas e anti-séptico bucal, visando avaliaefi@acia de micronucleos como

biomarcadores de risco para o desenvolvimento deecéral nestes individuos.

Especificos

» Avaliar, em células esfoliadas do epitélio orajeaotoxicidade das bebidas alcodlicas
e dos anti-sépticos bucais através do computo desdaromossémicos traduzidos

como micronucleos.

» Identificar em células esfoliadas do epitélio @alcorréncia de altera¢des indicativas
de apoptose, consequentes aos habitos de ingéittalsealcoodlicas e uso de anti-

sépticos bucais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra

O grupo amostral deste trabalho incluiu 80 indiegludo género masculino e
feminino, na faixa etaria entre 20 e 30 anos, itisiilos em quatro grupos de igual tamanho
(vinte individuos, cada). Tais sejam:

Grupo exposto 1 (GE1): constituido por individuage dazem uso de anti-séptico

bucal;

Grupo exposto 2 (GE2): constituido por usuariobet#das alcoolicas;

Grupo exposto 3 (GE3): constituido por usuariosdi-séptico bucal e de bebidas
alcodlicas;

Grupo controle (GC): constituido por individuos sdmstorico de exposicdo a
substancias mutagénicas e/ou carcinogénicas.
A amostra incluiu individuos atendidos rotineirameenas clinicas odontoldgicas da

Universidade Estadual de Feira de Santana e e$ésdda diversos cursos desta universidade.

4.2 Caracterizagao da amostra

A amostra foi caracterizada pela aplicacdo de mm€sio contendo indagacbes a
respeito de idade, sexo, estado civil, ocupacéal atanterior, tempo de atividade, habito de
ingerir bebidas alcodlicas, usos de anti-sépticcabe de medicamentos, habito de fumar,
exposicdo a radiacdo e a outros genotoxicos (Apényi

Individuos que relataram habito de fumar foram wixids da amostra, assim como

aqueles que informaram exposi¢ao a genotoxicos.

4.3 Obtencéo e preparo do material para estudo cilidgico (Danos cromossémicos
e Apoptose)

O material destinado a analise citoldgica foi cdet através de raspagem gentil da
mucosa oral com escowdtobrush e com ele feito esfregaco em lamina de vidro aimp
qual foi previamente colocada uma gota de sorolfigico (NaCl a 0,9%.) As laminas com o
material coletado secaram a temperatura ambiefbeam, apds secas, fixadas em solucéo de

metanol/acido acético na concentracdo de 3/1. Toandas 24 horas foi feita hidrélise em
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solucdo de acido cloridrico (5N) por 15 minutosusedo-se lavagem em agua destilada por
trés vezes. A coloracéo foi feita utilizando o neatde Shiff, e a contra-coloragdo com Fast

Green a 1%. As laminulas foram montadas com Erielan

4.4 Analise microscopica

Toda a analise citologica foi realizada sob miocops Optica (200X) e em teste cego
em relacdo aos dados obtidos no questionario. Faratisadas 2.000 células por individuo.
Os critérios de identificacdo de micronucleo adogafbram os descritos por Tolbert; Shy;
Allen (1991; 1992): foram considerados micronuclestsuturas arredondadas e distintamente
separadas do nucleo, com limites bem definidos,jmdedcerca de 1/3 a 1/5 do tamanho do
nacleo e apresentando em relacdo a este estrutmetinica e coloracdo similar, além de
serem visualizados no mesmo plano (Figura 6a).i8a@gw protocolo diferenciado do Teste
de Micronucleo, sugerido por Tolbert; Shy; Alle®91; 1992), além de micronucleos foram
também computadas células apresentando alteragGéssares degenerativas indicativas de
apoptose: cariorréxis, cromatina condensada e gecfieigura 6 b, ¢, d). Somente células com

citoplasma integro foram computadas.

-,

& D

Figura 6. Fotomicrografias indicando a ocorréna@aMicronucleo (A), Cariorréxis (B), Cromatina

condensada (C) e Picnose (D).
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4.5 Elaboragéo do Banco de Dados

Um banco de dados com as informacdes colhidas estiqnario e com os resultados

da analise citologica foi montado em planilhadagndo o Excel®.
4.6 Andlise estatistica

Para andlise das diferencas entre as médias de idadutiizada a ANOVA.
Diferencas entre os grupos relativas ao géneranf@nzaliadas com o Teste de Qui-quadrado
(x?). Os resultados da andlise citolégica foram astaacom o Teste condicional para
comparacao de propor¢cdes em situagcoes de evembss (BERAGANCA-PEREIRA, 1991)
que é um teste de significancia alternativo ao deqQadradoX?), na linha do teste exato de
Fischer (KALBFLEISCH, 1979) e adequado a avaliag&oeventos citogenéticos quando
uma grande amostra de células é necesséria pa@etda ocorréncia de uma determinada

alteracéao citologica.
4.7 Aspectos éticos da pesquisa

A metodologia aplicada para obtencdo das célulasmdaosa oral ndo é um
procedimento invasivo (raspagem superficial da makce foi realizada com material
descartavel que nado oferece risco de lesdo ourordedo dos individuos da amostra. Todas
as pessoas da amostra foram esclarecidas a redagisquisa e tiveram liberdade para dele
participar ou de desistir no momento que Ihes fessweniente. Aquelas que concordaram
em participar do estudo assinaram um Termo de @tnmsmnto Livre e Esclarecido
(Apéndice Il). Os dados dos participantes da pssgigram mantidos em sigilo e todas as
informacgdes contidas nos formulérios utilizadas estte pelos pesquisadores responsaveis. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Rssgla Universidade do Estadual de
Feira de Santana (Protocolo 007/2009. CAAE 000390D0D0.09) (Anexo 1).
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5. RESULTADOS
5.1 Caracteristicas da amostra
5.1.1ldade

As médias de idade e desvio padréo calculadosgsaGupos Expostos (GE) 1,2 e 3
e para o Grupo Controle (G@&ram, respectivamente, X[ = 24,75+2,54; X[1= 25,15+2,59;
X[1=124,45+2,37 e X[1= 24,35£1,98. Avaliacéo das diferencas observddaa,com o uso da
ANOVA, ndo mostrou significancia estatistica;;& 0,4307, p=0,7316 .

5.1.2 Género

Dados relativos a distribuicdo dos géneros entigrgsos sdo apresentados na Tabela
1. A analise das diferencas de género entre osogydpita com o0 uso do Teste de Qui-
quadrado, revelou que ndo ha diferenca signifiaatia distribuicdo de homens e mulheres
entre 0s grupo’= 4,396; G.L.= 3; p= 0,2218. Dados apresentaddEabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos géneros entre os Grupos

m\ GE1 GE2 GE3 GC

Masculino 12 14 16 10

Feminino 08 06 04 10

5.1.3Consumo de bebidas alcodlicas e uso de anti-séptmacal

Entre os individuos do GE2, treze informaram behes ou trés vezes por semana e
sete disseram beber uma vez por semana. A exceg@imndndividuo, todos informaram
consumo de cerveja (Faixa de quatro a 20 coposiantéd 13 copos por vez). Além de
cerveja, dez individuos informaram uso de outrdsdas alcoodlicas. Quanto a duragcéo do
habito, sete individuos bebiam ha pelo menos unear@n mais do que ha cinco anos e treze
deles o fazia ha mais de cinco anos e menos ddegianos. Dados relativos a quantidade e
tipo de bebida, bem como a duragédo do habito, pé@sentados, respectivamente nas figuras
7,8e09.
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O uso de anti-séptico bucal entre os individuo&#d variou entre frequiéncia diaria
(nove individuos, quatro dos quais os utilizavasdiezes ao dia) e semanal: cinco individuos
que faziam uso duas vezes por semana, cinco quen@fam uso semanal de trés vezes e um
individuo que fazia uso quatro vezes na semanar@it0). Nove individuos informaram que
0 anti-séptico utilizado ndo continha alcool em Biranula e onze utilizavam anti-sépticos
nos quais o alcool estava presente. Dados relativdaracdo do uso de anti-séptico sdo
apresentados na Figura 11.
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Sete individuos do GE3 informaram consumir bebadesoélicas duas a trés vezes por
semana e treze o fazia uma vez na semana. Toadwsarhm beber cerveja (Faixa de trés a
20 copos, média de 11 copos por vez), e doze defesimiam além da cerveja outros tipos
de bebidas alcodlicas. Quanto a duracédo do habie individuos bebiam ha pelo menos um
ano e ndo mais do que ha cinco anos e nove ddétemaram uso ha mais de cinco anos e

menos do que dez anos (Figuras 12, 13 e 14).
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Quanto ao uso de anti-séptico bucal entre os idddd do GE3, a frequéncia variou
entre uma vez ao dia (seis individuos) e semaam:isdividuos que faziam uso duas vezes
por semana, sete que informaram uso semanal dedrés e um individuo que fazia uso
guatro vezes na semana (Figura 15). Anti-séptioo @oool em sua composicdo era utilizado

por 16 individuos deste grupo.Fgura 16 mostra dados relativos a duracédo do esant-
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Figura 15 — Frequéncia do uso do ASB no GE3
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Figura 16 — Duracao do uso de ASB no GE3
5.2 Analise Citoldgica

Um total de 160.000 células foi analisado: 40.08l0las em cada grupo. Os nameros
de micronucleos nas células analisadas dos indigidios grupos GE1, GE2, GE3 e GC
foram, respectivamente 12, 8, 13 e 2. A andlisatisita das diferencas na ocorréncia de
microndcleos entre os grupos, feita com o Testelicammal para comparacao de proporcdes
em situacdo de eventos raros mostrou diferencafisagite entre os grupo’= 8,5428;
G.L.= 3; p< 0,05. As particdes do qui-quadrado mamstque o nimero de microndcleos nos
individuos dos grupos expostos GE1 e GE3 é sigifiamente maior do que o observado
nos individuos do grupo controle (GC), no entantaimero de micronucleos nos individuos
do grupo GE2 néo diferiu estatisticamente do GGQwi@ero de micronicleos também nao
diferiu estatisticamente quando comparados 0s greppostos entre si. Dados relativos a

essa andlise sao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Ocorréncia de Micronucleo (MN) entre os @&ipos

Grupo n°de MN n° de MN n° Total Qui- Particdes de Qui-quadrado
(obs) (esp) de células quadrado

GE1 12 8,7500 40.000 GE1 vs. GCx’=7,1428 GL=1; p< 0,01

GE2 08 8,7500 40.000 GE2 vs. GCx’= 3,60Q GL=1; p> 0,05
X*= 8,5428

GE3 13 8,7500 40.000 GE3 vs. GCx’= 8,0667 GL= 1; p< 0,05
GL=3

GC 02 8,7500 40.000 p< 0,05 GE1 vs. GEZXZ: 0,80Q GL=1, p> 0,30

Total 35 35 160.000 GE1 vs GE3’*= 0,040Q GL= 1, p> 0,80

GE2 vs. GE3x*=1,1905 GL= 1, p>0,20

A avaliacdo das diferencas entre os grupos, ral@igcorréncia de apoptose (inferida
pelo somatdrio de cariorréxis, cromatina condengagacnose), feita com o uso do mesmo
teste, revelou diferenca significante entre os gsug’= 56,3205; G.L.= 3; p< 0,001. As
particbes de qui-quadrado mostram que a ocorrélecapoptose € significativamente maior
entre os individuos dos grupos expostos (GE1l, GEGE8) quando comparados aos
individuos do grupo controle (GC), ndo havendordifea significante quando comparados os

grupos expostos entre si.

Tabela 3. Ocorréncia de Apoptose (AP) entre os Gras

Grupo n° de AP n° de AP n° Total Qui- Particdes de Qui-quadrado
(obs) (esp) de células guadrado

GE1 446 389,25 40.000 GE1 vs.GCx?=45,5056 GL=1; p<0,001

GE2 448 389,25 40.000 GE2 vs.GCx*=46,3921 GL=1; p<0,001
X’= 56,3205 )

GE3 397 389,25 40.000 GE3 vs.GCx"=25,8838 GL=1,; p<0,001
G.L=3

GC 266 389,25 40.000 2= =
0< 0,001 GE1 vs.GE2x"=0,0044 GL=1, p> 0,90

Total 1.557 1.557 160.000 GE1 VSGE3X2: 2,8481 GL=1, p> 0,10

GE2 vs.GE3x?=3,0781 GL=1, p> 0,05
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6. DISCUSSAO

O cancer oral € uma das neoplasias mais incidemet®do o0 mundo, especialmente
nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvim@UW&ERRA; GALLO; MENDONCA,
2005). O alto custo com o tratamento desta dogmyacipalmente quando detectada em
estagios avangados, constitui sério problema d#esailblica e estimula a busca por medidas
preventivas que incluem o exame clinico periédi@ ahvidade oral por profissional
qualificado, a adocéo de habitos de vida saudastel l@giene oral adequada, cuidados com a
denticdo e uso quando indicado de préteses adexjuada

Mais recentemente, tem sido intensificada a busrabpmarcadores de risco de
cancer com vistas a maior eficiéncia de prevengialaenca. A relevancia das alteractes
cromossOmicas como biomarcadores tem sido destaradauitos estudos epidemioldgicos
evidenciando que a maior freqiéncia dessas alesaédpreditiva de um maior risco de
cancer (SOLOMONet al, 1991; RACHETet al, 2002; HAGMARet al, 2004; NORPA,
2004; FREITA et al., 2005; HEEPCHANTREE; PARATASILPIN; KANGWANPONG
2005; SAILAJAEet al.,2006; PEREIR/Aet al.,2008; BLOCHINGet al.,2008).

O Teste de Micronucleo em células esfoliadas dt#lapioral empregado de acordo
com o protocolo de Tolbert, Shy e Allen (1991) noalgé proposto que, além de
microndcleos, seja feito o computo de alteracbedentes degenerativas indicadoras da
ocorréncia de apoptose, tem sido destacado comanfenta valiosa para avaliacdo de danos
genotoxicos em populacdes expostas a diversos endag(MEIRELES, 2003; FREITA,
2005). De acordo com Stich e Rosin (1983b) e 1ieB7) a freqtiéncia de micronicleos em
células humanas representa um “dosimetro endogeara’os tecidos que sdo alvos da agéo
desses agentes.

A eficiencia desse teste é notadamente maior quandexposicdo ao agente
mutagénico se faz diretamente no epitélio oralxemplo da exposicdo ao tabaco e as
variaveis analisadas neste estudo: habitos deirifgghidas alcodlicas e uso de anti-séptico
bucal.

A avaliacdo dos efeitos genotoxicos do consumabado, considerado como o fator
de risco mais consistente em associacdo com o rcawed particularmente quando
concomitante com o habito de ingerir bebidas alcag) feita com o uso do Teste de
Micronucleo em células esfoliadas, tem registro lampa literatura, com a maioria dos
estudos apontando para maiores frequiéncias emtanfas (SART@t al, 1987; .OZKULet
al., 1997; BLOCHINGet al, 2000; KONOPACKA, 2003\WU et al, 2004).
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O Teste de Micronucleo tem sido largamente empregada avaliacdo dos efeitos
genotoxicos do consumo do tabaco sob outras fogmasao o cigarro industrializado e os
resultados obtidos sdo muito consistentes. Maiorréncia de micronucleos entre usuarios
de rapé foi descrita por Tolbert; Shy; Allen (19@1¢ntre usuarios do “Khaini-tobacco" por
Stich ; Parida ; Brunnemann (1992). Indug&do de anigcleo por consumidores de “Maras
Powder” e consumidores de “Bidi” foi descrita parkdl et al. (1997) e Suhast al (2004).

Os efeitos genotdxicos do habito de ingerir bebmlasodlicas, traduzidos na maior
ocorréncia de microndcleos, tém registro contravessliteratura.

Blochinget al. (2000) em estudo que avaliou os efeitos dos hab&dagerir bebidas
alcodlicas e de fumar na indugcédo de micronuclewscé@ulas da mucosa jugal, descreveram
freqUiéncias maiores dessas estruturas apenas eéofda consumo de tabaco.

Maior ocorréncia de micronucleos em células eslabada lingua de individuos que
eram dependentes de bebidas alcodlicas foi rela@adReiset al. (2002) em estudo do tipo
caso-controle. Embora o nimero de micronucleoséulas esfoliadas da mucosa jugal fosse
maior no grupo exposto a diferenca néo foi estedistente significante.

Nessas células, Stich e Rosin (1983a), avaliandbée a ocorréncia de micronucleos
entre consumidores de bebidas alcodlicas e/oubdedadescreveram maior ocorréncia dessas
estruturas apenas nos individuos em que havia potiswia destes habitos. Em estudo
similar, Meireles (2003) observou maior ocorréragamicronucleos entre consumidores de
tabaco e de bebidas alcodlicas quando comparadeododumantes e abstémios dessas
bebidas.

Efeitos aditivos desses habitos na indugcdo de micteos em células esfoliadas do
epitélio oral foram também descritos por Kastial (2001). Bohreet al. (2005), analisando
células esfoliadas de trés sitios da boca (lingb& superior e assoalho orab)servaram nos
trés sitios maior numero de microndcleos entre woidores de bebidas alcoodlicas e de
cigarro industrializado, quando comparados a umpargontrole e a um grupo de
consumidores exclusivos de tabaco. A diferencaeemis grupos nao foi, contudo,
estatisticamente significante.

Concorde com os resultados descritos por RReial. (2002) e Bohreret al(2005)
(resguardadas as diferencas nos sitios anaténmeestigados por estes autores), no presente
estudo, o numero de micronucleos observado enttswéios de bebidas alcodlicas (GE2)
foi maior do que o observado nas células obtidas iddividuos controle (GC), tendo a
comparacao estatistica desses resultados revelmphificAncia marginal, suscitando

fortemente a necessidade de realizacdo de outtedoss com amostras de maior tamanho,
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antes que conclusdes confidveis a respeito do gatemutagénico das bebidas alcodlicas
possam ser formuladas.

E importante destacar, também, que a avaliacioedodtados obtidos em diferentes
estudos deve ser feita a luz das diferencas retatig variaveis relacionadas ao consumo de
bebidas alcodlicas como o tipo de bebida, a quaaéidngerida e o tempo do habito. Em
relacdo a quantidade de bebida ingerida, tantdaH2005) quanto Santos (2003) destacam
que a falta de associacdo entre consumo de bedlicadicas e inducdo de micronucleos,
observada em seus estudos, pode ter sido devig@>xamconsumo dessas bebidas nos grupos
por elas analisados.

E escasso o registro na literatura avaliando, emahos, a associa¢do entre uso de
anti-séptico bucal e ocorréncia de micronucleo. &tensa revisdo da literatura feita com o
objetivo de subsidiar este trabalho foi encontraganas uma publicacdo (FREIT& al.,
2005) e duas dissertacbes de mestrado abordaedmagWILTGEN, 2007; DOREA, 2008).

Os resultados descritos por Freataal. (2005) apontam para uma maior ocorréncia de
micronucleos entre os usuarios de anti-séptico lpbmeas os proprios autores chamam a
atencdo para o fato de que estes resultados dexMemisgs com reserva, uma vez que O
namero de usuarios era muito pequeno (apenas tidodduos) além do que dentre estes
trés eram consumidores de tabaco e de bebidadiadsodorea (2008) também descreveu
maior ocorréncia de micronucleos entre os indivédgoe fazem uso de anti-séptico bucal.
Embora sua amostra tivesse o dobro dos individonaksados por Freitat al (2005) sete
deles eram fumantes, de modo que estes resultademdser vistos também com reserva.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram series por esses autores: a
ocorréncia de microndcleos foi significativamentaion entre os individuos do Grupo
Exposto 1 (usuarios de anti-séptico bucal) quamnolbparados aos individuos do Grupo
Controle e representam uma informacao mais corfidado o fato de que a amostra era
constituida por ndo-fumantes e incluiu um nimeromdeiduos considerado adequado a este
tipo de analise.

Por outro lado, Wiltgen (2007) avaliando a genatimbeide de trés anti-sépticos bucais
nao observou diferenca estatistica quando comparadpostos e controles quanto a
ocorréncia de micronucleos. Segundo os autoresy daghequeno tamanho dos grupos
amostrais (10 individuos em cada) estudos adigos@ifazem necessarios antes que esta
informacé&o possa ser absorvida como indicadoraudeoquso dessas substancias € isento de
genotoxicidade. E importante destacar ainda quempo de uso do anti-séptico foi muito

curto_ apenas sete dias. Eren, Ozmeri¢ e Sard@g)(2tbntudo, avaliando a ocorréncia de
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danos ao DNA, através do Ensaio Cometa, detectaraiar ocorréncia destes danos em
linfécitos periféricos e células esfoliadas do @pmtoral de 13 individuos que fizeram uso de
anti-séptico bucal, contendo clorexidina, por umiqu de 18 dias.

Tem sido aventado que o alcool presente nos gutiees bucais seria 0 componente
responsavel pela associacdo entre este hibite@@ncia de cancer oral (MCCULLOUGH,;
FARAH, 2008) e pelos efeitos genotoxicos descEREITA et al, 2005; DOREA, 2008).
No presente estudo, embora 0 maior numero de nicleos observado fosse maior nas
células obtidas dos individuos do Grupo Expost®&B3), que eram usuarios tanto de anti-
séptico bucal quanto de bebidas alcodlicas, a cag@a com o Grupo 1 (GE1), constituido
por usudrios exclusivos de anti-séptico bucal, méelou significAncia estatistica de modo
que efeitos aditivos e/ou sinergisticos ndo podammgeridos.

Alguns anti-sépticos bucais contém em sua formolagaior teor de alcool do que
algumas bebidas alcodlicas (PINERA; NOGUEIRA; CONBRO, 1996) o que, adicionado
ao fato de que por serem bochechados permanecemtengio em contato com o epitélio
oral do que quando da ingestédo de bebidas, poslararazao de nao ter sido detectada maior
ocorréncia de micronucleos entre 0os usuarios exolsisle bebidas alcodlicas (GE2) quando
comparados aos individuos controle, mas sim ergreismarios de anti-sépticos (GE1) e
controles (GC).

Apesar da significancia marginal obtida na comp@rata ocorréncia de microndcleos
entre os usuarios de bebidas alcoodlicas e o grapwate, efeitos genotdxicos deste habito
foram evidenciados através da analise da ocorr@&weialteracdes nucleares degenerativas
uma vez que a frequéncia dessas alteracdes faficigimamente maior entre 0s usuarios,
apontando para a inducdo da resposta apoptotinge fee danos ao DNA, o que poderia
inclusive ter mascarado a real ocorréncia de mimeos. Esses resultados sdo concordes
com os descritos por Santos (2003) e Freita (2008)tal como neste estudo observaram
efeitos genotdxicos do habito de ingerir bebidasd@icas traduzidos somente pela maior
ocorréncia de apoptose.

Maior ocorréncia de apoptose foi observada tambéamndp comparados quaisquer
dos outros grupos expostos com o grupo controfergando a genotoxicidade dos anti-
sépticos, ja evidenciada na induc¢do de micronuajees isoladamente ou em associa¢cdo com
a ingestéo de bebidas alcodlicas.

A ocorréncia de micronucleos em funcdo do génednddade deve ser sempre
considerada em estudos que avaliem em humanosri€mca de micronucleos. Como o0s

grupos aqui estudados néo diferiram quanto a eat&sveis tal associacdo néo foi analisada.
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A despeito dos resultados controvertidos obtidastrabalhos em que a ocorréncia de
microndcleos em funcdo do habito de beber foi itigada, 0 acimulo de evidéncias
apontando para 0s riscos dessa exposicdo € stdicpara desencorajar sua adocédo e
estimular seu abandono. Apesar do pequeno numercestigdlos apontando para a
genotoxicidade dos anti-sépticos bucais, ja exigeiéncias suficientes para desaconselhar

seu uso indiscriminado.
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7. CONCLUSOES

Anti-sépticos bucais séo efetivos na inducao deosfgenotoxicos que se traduzem
tanto por danos cromossOmicos quanto por estinaupdptose;

Efeitos genotdxicos conseglentes a ingestdo deddmllcodlicas sdo traduzidos
através do estimulo a apoptose;

Trabalhos adicionais avaliando os efeitos genot&xan uso de anti-sépticos bucais e
de bebidas alcoolicas se fazem ainda necessarnas@aoborar os resultados aqui descritos,
embora estes resultados ja evidenciem tais efddéasiodo suficiente para desaconselhar o

uso indiscriminado.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Departamento de Ciéncias Biolégicas

Laboratorio de Genética Toxicolégica

QUESTIONARIO DE ENTREVISTA

Data: / /

Identificacéo:
0I. Numerc 02. Data de Nascimen

/ /
03. Tdade 04. Sexc 05. Estado Civi

06. Grau de Instrugz

() Analfabeto ( )21°grau ( )?2a&ar ( ) 3°grau

07. Endereco (Rua, AV 08. N 09. ApD®
10. Bairro 171. Cidade T2 Estadc 13. CEP.

[ 14 Telefone 15. Zona
16. Ocupacao Afuz T7. Tempo de atividac

Habitos de Fumar:

01. Habitos Tabagist:

( )Yfuma ( )ndofuma ( )nuncafumo ( )jafumou

Uso de medicamentos

01. Uso freqliente de algum medicame

( )Sim () Nao

Exposicao a radiacdo

01. Exposicao frequente a radiac

( )Sim () Na&o

Exposicao a produtos toxicos

0I. EXposicao a produtos toxic:

( )Sim ( ) N&o

Uso de Anti-séptico Bucal:

01.Uso de /nti-séptico Buca: 02. Ha quanto tem|

( )Sim ( )N&o ( )l1a6meses. ( )6al2meses. Lapoal5ano

( )15 anoa?2anos.( ) maisde 2 anos anos

() Nao se aplica.

03. FreqGéncia de u:

() diaria vezes ao dia. ( ) semanal vezes por semana.
() mensal vezes por més. . () N&o se aplica
04.Tipo do an-séptico 05. Marca(s

() Contém é&lcool ( ) N&o contém




Habitos de Beber
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01. Uso de bebida alcooli 02. Frequéncii

( )Sim ( )Nao () diariamente ( )2 a3 vezes/semang 1 vez/semana

() N&o se aplica

0. Tipo de bebidquanto bet ( )cerveja. ____ copos (200ml) [( )outras

( )cachaca. __ copos (200ml) ( ) whisky.  copos (200ml) | Quas(is):

( )conhaque.  copos (200ml) |( )vinho. __ copos (200ml) copos (200ml)
() néo se aplica

04. Ha quanto tempo be

( )menosde 6 meses ( )6 mesesalé&no 01a05anos ( ) 05al0sano

() nao de aplica

A cedentes MNAres @ e

( )sim ( )Nao  |(

() outros. Qual:

)boca () colo de Gtero ( ) mama)préstata () pele




67

APENDICE Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, Rodrigo dos Santos Rocha (estudante do mestad Biotecnologia da
Universidade Estadual de Feira de Santana) e & Pnafida de Moraes M. Cerqueira
(pesquisadora colaboradora) estamos fazendo umgaipasomo objetivo de investigar
possiveis danos no DNA das células da bochechaaadue podem ser causados pelo
consumo de bebidas alcodlicas e/ou pela utilizatg@nti-séptico bucal. O élcool e
outras substancias presentes nos anti-sépticosslpamdem alterar o material genético
(DNA) e com isso aumentar o risco de céancer de .b@ca&xame que propomos,
chamado de Teste de Micronucleo, pode ser condinlerama medida preventiva para
essa doenca para a qual é fundamental detectés aintas que seus sintomas aparecam.
Neste exame podemos observar alteracdes nas addulbaxca, isso ndo quer dizer que a
pessoa tera cancer, mas é importante porque pddarimue estes produtos fazem mal
para sua saude e por isso vocé devera evitar asselPara 0 exame, se vocé concordar,
apenas vamos fazer uma raspagem suave em sualmcloet uma escova descartavel
para colher as células. Isto é rapido e ndo camsarths vocé podera sentir um pouco
de desconforto por ter de ficar aproximadamente se&gundos com a boca aberta.

Se vocé concorda em participar da pesquisa pedpas responder algumas
perguntas feitas em entrevista, e para fazer unearéspagem da sua bochecha. Todos
os resultados ficardo apenas sob a nossa resplades#die nos comprometemos manter
sigilo dos mesmos e serdo utilizados exclusivampata essa pesquisa. Vocé tem
liberdade de recusar a participacdo na pesquiseneamo de desistir de continuar
participando da pesquisa a qualquer tempo e est&sdde ndo terd nenhuma
interferéncia em seu atendimento nas clinicas ottigitas da UEFS. Estaremos
sempre a sua disposicao, pessoalmente, ou pelonielélados abaixo) para responder
qualquer pergunta ou esclarecer duvidas em relac@esquisa. Se vocé se sente
devidamente esclarecido(a), e concorda em pantidgp@esquisa, pe¢co que vocé assine
o presente documento elaborado em duas vias, gui@éta sera assinado por noés,

ficando com uma delas.
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Feira de Santana, de de
Rodrigo dos Santo Rocha Eneida de Moraes M. Cerqueira
Pesquisador responsavel Pesquisadora Orientadora

Participante

Em caso de davidas estaremos a sua disposicaguintseendereco:
Universidade Estadual de Feira de Santana/Deparntarde Ciéncias Biologicas
Laboratério de Genética Toxicolbgica

Av. Transnordestina, S/N° - Novo Horizonte

Feira de Santana - BA  CEP 44.036-900

Tel. (75) 3224 8285



ANEXO |

Protocolo de aprovacio da pesquisa pelo Comitéidea &m Pesquisa da UEFS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA / CEP-UEFS

Av. Universitaria, S/N — Modulo I —44.031-460 - Feira de Santana-BA
Fone: (75) 224-8124 = Fax: (75) 224-3019 E-mail: cep@uefs.br

Feira de Santana, 06 de maio dé 2009
O f. CEP-UEFS n° 047/2009

Senhor(a) Pesquisédor(a): Rodrigo dos Santos Rocha

" Tenho muita satisfacdo em informar-lhe que o atendimento as pendéncias
referentes ao seu Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliacdo do Teste de
Micronucleo em células esfoliadas como biomarcador de risco para o
desenvolvimento do cancer oral em usuarios de bebidas alcodlicas e anti-
sépticos bucais”, registrado neste CEP sob Protocolo N.° 007/2009 (CAAE
0007.0.059.000-09), satisfaz as exigéncias da Res. 196/96. Assim, seu projeto foi

Aprovado podendo ser iniciada a coleta de dados com os sujeitos da pesquisa

conforme orienta o Cap. IX.2, alinea a — Res. 196/96.

Na oportunidade informo que qualquer modificagéo feita no projeto, apos
aprovagédo pelo CEP, devera ser imediatamente comunicada ao Comité, conforme
orienta a Res. 196/96, Cap. IX.2, alinea b.

Relembro que conforme instrui a Res. 196/96, Cap. IX.2, alinea ¢, Vossa
Senhoria devera enviar a este CEP relatorios anuais de atividades pertinentes ao
referido projeto e um relatorio fi‘nal tao logo a pesquisa seja conciuida.

Em nome dos membros do CEP-UEFS, desejo-!he pleno sucesso no
desenvolvimento dos trabalhos e, em tempo oportuno, um ano (06/05/2010) este
CEP aguardara o recebimento do seu relatorio.

Atenciosamente,

Maria Andela Alves do Nascimento

Coordenadora do CEP-UEFS.
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