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FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS EM ETILISTAS

MICRONUCLEI FREQUENCY IN ALCAHOLICS

RESUMO

O Aalcool etilico é um dos principais agentes quimicos relacionados ao
desenvolvimento de neoplasias malignas bucais. O uso do etanol tem
aumentado em diversas populacdes e a faixa etaria dos individuos que o
consomem tem ficado cada vez mais baixa. O teste de micronucleos €
apontado como uma ferramenta importante na acdo preventiva de
carcinogénese e a quantificagdo da sua frequéncia representa um
instrumento Util no monitoramento de individuos expostos a agentes
genotoxicos de natureza ocupacional ou ambiental. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi identificar a associacdo entre o consumo de alcool e a
presenca de micronicleos na mucosa oral. Para tanto, foram coletadas
células esfoliadas da mucosa oral de 120 sujeitos, com idade variando entre
18 e 54 anos para analise microscopica das células da mucosa oral,
juntamente com a aplicacdo de um questionario de dados pessoais e de
habitos de consumo. Os resultados mostraram que ndo foram encontradas
associacOes estatisticamente significativas entre 0 grupo que consome
alcool, em comparacdo ao grupo que ndo o consome. Portanto, a exposicao
periédica ao alcool ndo apresenta risco para o desenvolvimento de
micronucleos na mucosa oral da populagéo estudada.

Descritores: Testes para microndcleos. Neoplasias bucais. Etanol.

ABSTRACT

Ethyl alcohol is one of the main chemical agents related to the development
of oral malignant neoplasias. Ethanol usage has increased in several
populations and the age group who consume it is getting lower and lower.
Micronuclei test is pointed out as an important tool for carcinogenesis
preventive actions and the measurements of its frequency represents a
useful instrument for monitoring the individuals who are exposed to
occupational and environmental nature genotoxic agents. Therefore, this
paper aims to identify the association between alcohol intake and the
presence of micronuclei in oral mucosa. For this purpose, oral mucosa
exfoliated cells from 120 subjects were collected, aged 18 to 54 years old,
to microscopic examination of oral mucosa cells, together to a
questionnaire application containing personal data and intake habits. The
results presented that no significant statistical associations were found
among the group that intakes alcohol when compared to the group that do
not intake it. Thus, periodical exposure to alcohol does not present any risks
to the development of micronuclei in oral mucosa from the population
studied.

Descriptors: Micronucleus tests. Mouth neoplasms. Ethanol.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma doenca caracterizada pela falha no ciclo celular, especificamente na
integridade funcional, a qual causa modificagdes no comportamento das células, deixando-as
agressivas e sem controle. Ela surge através das mutacBes celulares que afetam os genes
responsaveis pelo controle da proliferacdo celular e funcdo de apoptose, a qual desencadeia
alteracdes no ciclo normal da célula e acaba dividindo-a de forma autbnoma, causando o
acumulo celular e, consequentemente, a formag&o tumoral®3,

Os fatores de risco podem ser tanto externos como internos ao organismo. Os internos
normalmente envolvem fatores genéticos e ao proprio individuo, e 0s externos sdo
relacionados a fatores ambientais e maus habitos e costumes em convivéncia. Pode haver uma
interacdo entre os fatores e variaveis como o tempo de exposicdo que predispde a alteracao
celular 4,

O céancer de boca é uma doenca causada por diversos fatores, resultado da interacdo e
relacdo entre seus fatores de risco que tém o poder de afetar os processos de proliferacdo e
crescimento celular, interferindo no seu controle. Os principais fatores sdo fumo, alcool,
radiacéo solar, micro-organismos, deficiéncia imunoldgica e dieta >’

O consumo de alcool tem se mostrado um significativo agente potencializador para
desencadear lesGes cancerosas, pois tem acdo genotdxica e € capaz de promover erros
genéticos mitoticos aumentando as chances de desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas. O
principal composto do alcool, o acetaldeido, é conhecido como o responsavel por aumentar a
permeabilidade da mucosa, ou seja, permite maior passagem de carcindgenos na membrana e
potencial toxico a célula, gerando, por exemplo, microntcleos (MNs) 8°.

Os MNs sdo estruturas resultantes de restos ou fragmentos cromossémicos que se
perderam no processo de divisdo da célula e sdo visiveis no citoplasma das células através de
microscopia. O teste de MNs é capaz de detectar interferéncias na mitose e fendmenos
carcinogénicos com simplicidade, rapidez e economia %1,

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi identificar a associacdo entre o etilismo e a

frequéncia de MNs na mucosa oral.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo apresenta delineamento experimental transversal, com analise de relacdo da
associacdo entre o etilismo e a frequéncia de micronucleos na mucosa oral. Foram avaliados
120 participantes de uma comunidade académica do sul do Rio Grande do Sul, os quais foram

selecionados ao acaso pelos pesquisadores, no periodo de fevereiro a agosto de 2016. Este
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estudo obteve a aprovagdo do Comité de FEtica em Pesquisa pelo CAAE
529995216.2.0000.5322

As coletas das células da mucosa oral ocorreram com o uso da escova “cytobrush”, por
meio de raspagem interna da mucosa jugal. As células foram colocadas sobre as laminas para
a realizacdo do esfregaco e deixadas em temperatura ambiente até que estivessem totalmente
secas. A fixacdo foi realizada com metanol (QHEMIS) + &cido acético (Marca QHEMIS, 30
ml de metanol e 10 ml de &cido acético) e colocadas na estufa (40 °C) por 30 minutos.

Em seguida, as ldminas foram coradas com o corante Giemsa (Marca QEEL, 10 ml do
corante e 30 ml de &gua destilada) durante 15 minutos e deixadas em temperatura ambiente.
As laminas foram lavadas com &gua destilada e deixadas em temperatura ambiente para a
secagem.

Apds estarem totalmente secas, as laminas foram armazenadas em caixas, em
temperatura ambiente.

Para a anélise, foi utilizado um microscépico 6ptico (Marca Bioval), em aumento de
400x, onde foram observadas 1000 células por lamina. A classificacdo e contagem de MNs
seguiram um protocolo sugerido por Tolbert, Shy e Allen(1992) e ocorreu da seguinte
maneira:

- Contagem das células: foram consideradas as células que tinham os nudcleos normais e
integros, com perimetro nuclear liso e distinto e que apresentavam também o citoplasma
integro, com excecdo das que tinham pequenas dobras e pouca ou henhuma sobreposi¢do com
as células adjacentes;

- Contagem dos MNs: foram considerados MNs cuja estrutura apresentou um halo
circundante sugestivo de uma membrana, menos de 1/3 do didmetro do nucleo principal,
intensidade da coloracdo com Giemsa semelhante ao nucleo e mesmo plano focal a
microscopia, bem como auséncia de sobreposi¢cdes ou pontes com o ndcleo. Foi considerado o
namero total de MNs, assim como o de células acometidas pelo aparecimento de MNs em seu

citoplasma.

3 RESULTADOS

No periodo analisado, foram avaliados 120 participantes, com idade média de 25,2
(£8,3) anos, variando de 18 a 54 anos, sendo 84 (70%) individuos do sexo feminino e 36
(30%) do sexo masculino. Os individuos se declararam 91,7% brancos, 3,3% negros e 5%
declararam outra raca. Todos os participantes forneceram material suficiente para a confec¢éo
das amostras e para a contagem de 1000 células por individuo.
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Por meio do questionario foi identificado que 24 (20%) participantes usavam
enxaguatdrio bucal com alcool em sua composicdo, 86 (71,7%) ndo usavam e 10 (8,3%) nédo
sabiam. Em relacdo a historia de cancer na familia, 67 (55,8%) sujeitos afirmaram ter historico
familiar, enquanto 53 (44,2%) sujeitos negaram possuir algum familiar vitima do cancer.

Nenhum individuo declarou ingerir alcool diariamente, 107 (89,1%) referiram ingerir
periodicamente, destes, 67 (55,8%) declararam ingerir raramente e 40 (33,3%) somente nos
finais de semana e, dois (1,7%) referiram que tinham o habito, mas ndo ingerem mais e 11
(9,2%) ndo ingerem. Quando questionados sobre a periodicidade desta ingestdo, 63 (52,5%)
declararam ingerir raramente, 24 (20,0%) somente bebiam nos finais de semana e 17 (14,2%)
bebiam aos finais de semana e uma ou duas vezes por semana e 16 (13,3%) ndo responderam
(Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas da ingestdo de bebida alcoolica.

Caracteristicas Quantidade n %

Ingestdo periddica Raramente 67 55,8
Somente finais de semana 40 33,3
Tinham o habito, mas pararam 2 1,7
N&o ingerem 11 9,2

Periodicidade Raramente 63 52,5
Somente finais de semana 24 20,0
\Ij;r;zgsndaesséemm;nnaa e também uma ou duas 17 14.2
Né&o responderam 16 13,3

Dos préprios autores.

A quantidade média de bebida alcodlica ingerida pela populacdo estudada foi 900 mL.
O consumo minimo foi de 100 mL e o maximo de 6000 mL. Os tipos de bebidas ingeridas
com mais frequéncia pela maioria da amostra foram os fermentados correspondendo a 43
(35,8%) individuos, em seguida, os destilados correspondendo a 26 (21,7%) individuos, 29
(24,2 %) afirmaram ingerir fermentados e destilados, 4 (3,3%) individuos responderam Qutro

e, 18 (15%) individuos nédo responderam (Tabela 2).



Tabela 2 — Tipos de bebidas alcodlicas ingeridas pela amostra.

Tipo de bebida n %

Fermentados 43 35,8
Destilados 26 21,7
Fermentados e destilados 29 24,2
Outro 4 3,3
N&o responderam 18 15

Total 120 100

Dos préprios autores.

Em cada lamina, foram contadas 1000 células. Em 118 individuos (98,3%), foram
encontradas células contendo no minimo um MN por célula e em 51 sujeitos foram
encontrados dois ou mais MNs por célula, sendo que, em algumas laminas, foram
identificadas ambas as situacfes. Além disso, foram encontradas duas ldaminas nas quais nao
foram identificados MNs. A média geral de MNs encontrados, considerando todas as laminas,
foi de 7,2 (£7,2) (Tabela 3).

Tabela 3 — NUumero de células com um e dois ou mais microntcleos
Micronucleos n Meédia DP

NUmero de células com 1 micronucleo 118 42 27

NuUmero de células com 2 ou mais micronutcleos | 51 29 28

Total de laminas 120 72 7.2

Dos préprios autores.

Correlacionou-se (Correlacdo de Spearmann) a ingestdo periddica de alcool e a
presenca de células com um MN e dois MNs ou mais, ndao foram encontrados resultados
estatisticamente significativos neste sentido. Também foi correlacionada a quantidade de
bebida alcodlica ingerida em mL com a presenca de MNSs, verificando-se que ndo houve

diferenca estatisticamente significativa (Tabela 4).
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Tabela 4 — Correlacdo entre a ingestdo periddica de bebida alcodlica e a presencga de microntcleos.

Ingestéo periddica de bebida alcodlica
Numero de células com 1 micronicleo r=0,089 / p=0,372
Numero de células com 2 ou mais micronucleos r=0,250 / p=0,094
Total de laminas r=0,052 / p=0,600
Média em mL Relacdo e p
NUmero de células com 1 micronucleo 275 r=0,065 / p=0,592
NUmero de células com 2 ou mais micronucleos 625 r=0,106 / p=0,571
Total de laminas 900 r=0,051/ p=0,674

Dos préprios autores.

Ao comparar a ingestdo e a ndo ingestao de bebida alcodlica e a presenca de MNs, nao
se identificaram resultados estatisticamente significativos, sugerindo assim que, a exposi¢ao
periddica ao alcool ndo apresenta risco para o desenvolvimento de MNs na mucosa oral da
populagéo estudada (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparagdo entre a ingestdo ou ndo de alcool e a presencga de microntcleos.

Ingestdo alcool n Média p

Sim 106 4,2(+2,7) 0571
Ndmero de células com 1 micronuicleo

N&o 12 3,8(+2,0)

Sim 46 2,7(+2,8) 0,421
Ndmero de células com 2 ou mais microntcleos

N4o 5 3,8(+2,5)

Sim 107 7,2(x7,2) 0,928
Total de laminas

Néo 13 7,0(x7,5)

Dos préprios autores.

Como o fumo também pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de MN e o
questionario utilizado abordou tal questdo, analisaram-se de forma descritiva os 11 sujeitos
que ndo ingerem bebida alcoolica, pois todos apresentam MN em suas células. Observou-se
gue, muito embora ndo ingerissem bebida alcodlica e apresentassem MN, nenhum deles
apresentava o habito de fumar, ou seja, ndo apresentavam fatores de risco comprovados para

alteracdo na mucosa oral.
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4 DISCUSSAO

O teste de frequéncia de MN é uma ferramenta auxiliar no processo de indicacdo de
lesdo pré-neoplasica, representando um “dosimetro endégeno”, por meio da mensuragdo da
quantidade dessas alteracdes encontradas nas células esfoliadas com maior exposicdo ao
potencial agente de mutagdo*?. Ramirez e Saldanha enfatizam que o processo de carcinogénese
parece estar correlacionado com o aumento da frequéncia de MNs*3.,

Marmot (1984) relata que o etanol além de causar doencas gastrointestinais, problemas
vasculares e distdrbios no sistema nervoso, também facilita a penetracdo de agentes
carcinogénicos na mucosa oral. E um fendémeno que se explica através da solubilizagio de
alguns agentes genotdxicos ou também por aumentar a permeabilidade da mucosa na presenca
do etanol**.,

Um estudo epidemioldgico demonstrou que individuos alcodlatras apresentavam risco
de desenvolvimento de céancer 6,4 vezes maior que individuos que ndo ingeriam alcool.
Geralmente, a a¢do carcinogénica do alcool acontece em niveis de exposi¢éo acima de 45 mL
diariamente®. Neste estudo, o menor consumo de etanol foi de 100mL e o maior foi de
6000mL, € importante ressaltar que nenhum dos individuos deste estudo ingeria alcool
diariamente, portanto, a quantidade era baseada somente nos periodos que o individuo relatou
ingerir bebida alcéolica.

Um estudo em Porto Rico avaliou o risco de céncer oral entre 286 individuos
masculinos que consumiam alcool e 417 individuos controle também masculinos. Os autores
observaram que os consumidores de licor em quantidades de 43 (17mL) drinques ou mais por
semana tinham risco aumentado de desenvolver neoplasia oral, por outro lado, os que ingeriam
vinho ou cerveja se mostraram com riscos discretos ndo significativos. Este fato aponta que a
concentracio alcodlica tem interferéncia no risco de carcinogénese oral®. Assim como
Schottenfeld (1979) constatou em seu estudo uma alta ocorréncia de lesGes ligadas ao etanol
em locais como assoalho de boca, es6fago e orofaringe®®.

Um estudo de Harris e Mihic que associava consumo de alcool e lesdes orais nao
encontrou, de forma isolada, uma relagdo consistente. Entretanto, quando se analisou o efeito
sinérgico do tabaco e alcool, obteve-se um aumento no risco de desenvolvimento das lesdes
orais'’. Stick e Rosin também mostraram que o aparecimento de MN é potencializado quando
ha sinergismo. Este efeito é explicado pelo possivel acréscimo da permeabilidade do tecido

oral através dos compostos resultantes da combustdo do fumo em associago ao etanol*2,
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Estudiosos!® encontraram um aumento estatisticamente significativo de cancer bucal
nos individuos somente consumidores de &lcool que bebiam menos de um drinque (18mL) por
dia, este dado é significativo quando o habito dura mais de 20 anos de consumo, diferente do
presente estudo na qual nenhum individuo bebe diariamente. Tratando-se do consumo
concomitante do tabaco e bebida altamente alcodlica foi encontrado um aumento de quatro
vezes de risco de neoplasia oral, os autores ainda completam que, mesmo quando 0 consumo
associado é moderado, 0 risco ainda é maior.

Vale ressaltar que € possivel que outros fatores associados interfiram no maior
aparecimento de MN, como os enxaguatdrios bucais com &lcool, dietas ricas em gordura
animal e fatores genéticos'®.

Pesquisadores indicam que os MNs se desenvolvem quando expostos continuamente
aos agentes genotoxicos e desaparecem quando o agente deixa de ser utilizado®. Esse fato
permite levar em consideragdo que a remocdo do agente causador pode resultar em uma
estabilizacdo celular e, consequentemente, € possivel que diminua os casos de cancer de boca
na mesma medida em que é vidvel conscientizar precocemente a populacdo através da

identificacdo prévia das primeiras células lesionadas.

5 CONCLUSAO

N&o houve associacdo estatisticamente significativa entre o consumo de alcool e a
presenca de microndcleos. A formacdo de MNs é um dos meios que 0 organismo encontra
para se adaptar aos danos causados pelos agentes exdgenos ou enddgenos, mantendo a célula
viavel. Mesmo que o aumento dos MNs aconteca em decorréncia da acdo dos agentes

genotoxicos, sua ocorréncia nao deve ser interpretada como um evento estritamente negativo.
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