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RESUMO

A micronucleacdo é um tipo de alteracdo que ocorre devido a exposicdo das células a agentes mutagénicos, sendo
um marcador biolégico, indicativo, para o surgimento de cancer e outras doencas. O objetivo deste estudo foi
caracterizar o perfil dos usuarios de narguilé quanto a faixa etaria, frequéncia e tempo de uso e ainda a incidéncia
de micronicleos na mucosa oral desses individuos. O estudo possui carater exploratério descritivo do tipo
transversal, executado por meio da aplicacdo de um questionario e coleta de material biol6gico dos participantes.
Os resultados foram tabelados e submetidos a analise estatistica pelo Teste Tukey (ANOVA), utilizando-se P<0,05
como grau de significancia. Os resultados obtidos demostraram que individuos com idade entre 18 a 40 anos séo
0s mais adeptos ao narguilé. No entanto, a frequéncia do uso entre esses individuos é diferente entre os niveis
etarios, de forma que 76% dos usuarios com faixa etaria entre 18 a 25 anos fazem o uso de maneira frequente e
24% usam raramente. Ja entre individuos com idade entre 26 a 40 anos, 64% usam frequentemente e 36% usam
raramente. O ensaio citogenético demonstrou um aumento da frequéncia de micronucleos presentes em células de
mucosa oral dos individuos usuarios em relacdo aos individuos ndo usuarios, além disso, foi possivel relacionar
aumento significativo dos microntcleos com o tempo de exposi¢do. Dessa maneira, conclui-se que as substancias
presentes na fumaca do narguilé sdo responsaveis por alteracdes nas células do organismo, causando efeitos
prejudiciais a saude, servindo de alerta aos usuarios do narguilé dos riscos recorrentes ao uso do mesmo.
Palavras-chave: Uso de tabaco. Alteracéo citogenética. Biomarcadores.

ABSTRACT

Micronucleation is a type of alteration that occurs due to the exposure of cells to mutagenic agents, being a
biological marker indicative for the onset of cancer and other diseases. The objective of this study was to
characterize the profile of hookah users regarding age, frequency and duration of use and also the incidence of
micronuclei in the oral mucosa of these individuals. The study has a descriptive cross-sectional exploratory
character, performed by applying a questionnaire and collecting biological material from the participants. he results
were tabulated and subjected to statistical analysis by the Tukey Test (ANOVA), using P <0.05 as a degree of
significance. The results showed that individuals aged 18 to 40 years are the most adept for hookah. However, the
frequency of use among these individuals differs between age levels, so that 76% of users aged 18-25 make
frequent use and 24% use rarely. Among individuals aged 26 to 40 years, 64% use frequently and 36% use rarely.
The cytogenetic assay showed an increase in the frequency of micronuclei present in oral mucosa cells of users
compared to nonusers, and it was possible to relate significant increase of micronuclei with exposure time. Thus,
it is concluded that the substances present in hookah smoke are responsible for changes in the body's cells, causing
harmful effects on health, serving as a warning to users of the hookah of the recurrent risks of using it.
Keywords: Tobacco use. Cytogenetic alteration. Biomarkers.

1. INTRODUCAO

Entre as diferentes formas de se consumir o tabaco, a utiliza¢do do narguilé ou cachimbo

de 4gua como também é conhecido, caracteriza-se atualmente como a forma mais comum e
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utilizada pelos dependentes quimicos jovens [1]. De certa forma, o tabaco é o composto mais
utilizado e consumido através desse equipamento, sendo 0 mesmo derivado da planta Nicotiana
tabacum, pertencente a familia Solanaceae, que por vez, tem sido consumida a mais de 4 mil
anos por pérsicos e indianos, apesar do alto consumo, seu processo de industrializacdo so teve
inicio no continente americano, se expandindo posteriormente para 0s demais continentes
devido seu alto valor econémico [2].

Conforme explica o Instituto Nacional de Cancer José de Alencar Gomes da Silva —
INCA (2017) [3], o narguilée é constituido por um fornilho no qual o tabaco é colocado acima
do carvdo aquecido, estando separados por uma lamina com furos e de um corpo que fica
submerso pela agua de um vaso, resultando em uma fumaca que chega ao usuario pelo bocal.
Com isso, o0 usuario do narguilé ao ingerir a fumaca produzida pela combustdo do carvéo e
tabaco aquecido, se expde a muitas substancias perigosas, cerca de 4.720 substancias toxicas
diferentes, das quais muitas sdo consideradas cancerigenas, como a nicotina, 0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, aldeidos volateis, monoxido de carbono (CO), 6xidos
nitrosos (NO), alcatrdo, nanoparticulas e metais pesados, todos sendo potenciais mediadores
no desenvolvimento de cancer de pulméo, boca, bexiga e estbmago [2,4,5].

De forma rapida o tabaco tornou-se um problema de satde publica mundial, sendo
responsavel por mortes precoces e incapacidade em todo o mundo [2,6]. Apesar do assunto ser
muito discutido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), segundo o Instituto Nacional de
Cancer (INCA) [7], inimeros casos de doencas relacionadas ao tabaco sdo notificados todos 0s
anos, principalmente no continente americano, onde se concentra 0 maior nimero de USUArios.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude [7], o Brasil é o oitavo pais com o maior
numero de fumantes, com 7,1 milhdes de mulheres e 11,1 milhdes de homens. O ministério da
salde desde 1980 vem incluindo acBes ao Programa Nacional de Controle ao Tabagismo
(PNCT), buscando reduzir o numero de fumantes e consequentemente a mortalidade por causa
do seu consumo [7]. Outro mecanismo importante € a Legislacdo através da Lei 9.294/96, no
Art. 2°, que proibe o consumo de qualquer forma de derivados do tabaco em lugares coletivos
[8]. Além disso, estudos demonstram a necessecidade de uma abordagem mais eficaz quanto
aos efeitos do narguilé no organismo, de forma a reduzir o nimero de usuarios regulares, afim
de minimizar os problemas causados pelo alto consumo de produtos oriundos do tabaco [4,9].

Estudo realizado por Pisciotta et al (2018) [10], esclarece que o uso frequente de
narguilé ocasiona inimeros resultados negativos para a saude, a exemplo temos o aumento dos

batimentos cardiaco, pressdo arterial elevada, cancer de pulmao e intoxicagdo por mondxido de
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carbono. Além disso, de acordo com estudos, o tabagismo é responsavel por 45% das mortes
por infarto, 85% das mortes por doengas relacionadas aos pulmdes, 25% das mortes por
acidente vascular cerebral, e 30% das mortes por cancer, atingindo um ndmero de 4,9 milhdes
de mortes por ano, todas essas estimativas servem para atribuir os impactos causados pelo
consumo de tabaco [7,11].

Para Faria & Braga et al (2015) [12] o uso de narguilé também se relaciona a mudancas
epigenéticas e modificacBes transcricionais. Todavia, 0s principais fatores que atuam no
surgimento do cancer sdo os fatores genéticos e os fatores relacionados aos habitos das
pessoas[1,2,12]. Com isso, compreender essas alteracfes celulares, torna-se importante para
acompanhar o grau de exposi¢cdo a substancias toxicas e a progressdo do tratamento de
individuos com céncer [12]. Através de estudos voltados para a deteccdo de alteracOes
celulares, o teste de micronucleos tem se demonstrado um importante indicador de doencas
[12]. Dessa forma o objetivo deste estudo foi caracterizar os perfis dos usuérios de narguilé
quanto a faixa etaria, frequéncia relativa do uso, tempo de uso e a incidéncia de micronucleos

na mucosa oral.

2. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa desenvolvida teve carater exploratorio descritivo do tipo transversal por
meio da aplicacdo de um questionario semiestruturado a uma populacdo usuario de narguilé
(grupo exposto) e ndo usuario (grupo controle) no municipio de Ji-Parand do estado de

Rondo6nia.

2.1 Populacéo de estudo

A abordagem dos voluntarios usuarios ou ndo que participaram desta pesquisa foi feita
aleatoriamente por conveniéncia, ou seja, com esta técnica os participantes foram selecionados
de acordo com a acessibilidade dos mesmos e os demonstraram estar prontamente disponiveis
a responder o questionario e participar de todo o estudo, compondo um grupo de 141 individuos,
sendo 81 individuos usuarios (G1 e G2) e 60 individuos do grupo controle (GC).

Os individuos foram abordados através de questionarios contendo indagacgdes a respeito
da idade, sexo, e habito de fumar, sendo esclarecidos sobre o0s objetivos do estudo por meio do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e teve a garantia do pesquisador sobre

o sigilo total de qualquer tipo de informagdes pessoais. A pesquisa foi realizada de acordo com
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a resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude que institui justica e ética. O projeto da

pesquisa foi enviado para analise Comité de Etica em pesquisa do Centro Universitério

Luterano de Ji-Parand (CEULJI/ULBRA) e foi aprovado sob o ndmero:
85983818.3.0000.5297.

2.2 Coleta da amostra bioldgica
A coleta das células da mucosa oral, a fixacdo do material e a coloracdo seguiu o protocolo
descrito por Thomas et al. (2009) [13], com modificagdes. O material bioldgico foi coletado
com auxilio de escovas de cytobrush retirando-se a amostra do epitélio jugal direito e esquerdo
e bordas na lingua, apés um enxague bucal realizado com dgua com a funcéo de retirar material
bruto que pudesse constituir um artefato no momento da analise microscopica.

As amostras coletadas foram depositadas e transportadas em tubos Falcon de 15mL
contendo a solucdo tampéo Tris-HCI pH 6,8 (0,01 M Tris-HCI (Merck), 0,1 M EDTA
tetrassodico (Vetec), 0,02 M cloreto de sédio (Merck) e enviadas para o laboratorio de Biologia

Molecular do Centro Universitario Sdo Lucas Ji-Parana (UniSL), onde foram entéo processadas.

2.3 Preparacao das amostras

Os tubos contendo as amostras foram levados ao vortex a 1000 RPM por 1 minuto para
homogeneizacdo da amostra e retirada a escova de Cytobrush, apos, o tubo foi levado a
centrifuga a 1000 RPM por 10 minutos, desprezado o sobrenadante e adicionado mais 4ml de
solucdo tampdo, esse processo foi repetido 2 vezes. O procedimento auxilia na remocédo de
bactérias e restos alimentares que podem prejudicar a contagem. Logo apos foi adicionado a
amostra contida no tubo, a solucéo fixadora de Metanol e Acido acético 3:1 e deixado a 10°C
na geladeira por 16 horas. Apds esse periodo foi levada mais uma vez para a centrifuga e
desprezado o sobrenadante formando o pellet da amostra. O pellet foi homogeneizado com o
auxilio de uma pipeta graduada, e entdo cerca de 40ul da solucdo contendo as amostras foram
transferidas para laminas, secas ao ar livre por 30 min. ou mais, e posteriormente, fixadas em

metanol a 80% e coradas com Kit Panotico Rapido LB [14]

2.4 Indicadores de genotoxicidade da célula
As laminas foram feitas em duplicata para cada individuo e analisadas sobre objetiva de
imersao, avaliou-se as células e os micronucleos de acordo com os seguintes critérios sugeridos

por Thomas (2009) e colaboradores [13]: perimetro redondo que sugere uma membrana; ter
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menos que um terco do didmetro do nucleo principal, sendo grande o suficiente para discernir
a forma e a cor; coloracdo rosa em um campo iluminado; intensidade de coloragéo similar ao
do nucleo; textura similar ao do nucleo; mesmo plano focal que o ndcleo; auséncia de
sobreposicao, ou ligacdo com o nucleo. A anélise consistiu de uma avaliagdo de 1000 células
de cada duplicata da amostra.

2.5 Andlise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas no programa Graphpad Prism 7.01 por meio da
andlise de variancia (Oneway ANOVA), seguida do teste de Tukey considerando os resultados

significativos para p<0,05.

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos demostraram que individuos com idade entre 18 a 40 anos séo 0s
mais adeptos ao narguilé. No entanto, a frequéncia do uso entre esses individuos € diferente
entre os niveis etarios, de forma que 76% dos usuarios com faixa etaria entre 18 a 25 anos fazem
0 uso de maneira frequente e 24% usam raramente. Ja entre individuos com idade entre 26 a 40
anos, 64% usam frequentemente e 36% usam raramente. O ensaio citogenético demonstrou um
aumento significativo da frequéncia de micronucleos presentes em células de mucosa oral dos
individuos usuarios em relacdo aos individuos nao usuarios, além disso, foi possivel relacionar

aumento significativo dos micronucleos com o tempo de exposi¢édo (Figura 1).
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Figura 1: Frequéncia de micronucleos (MN) em células de mucosa oral (para cada 2000 células analisadas) em

G1 (fumantes de narguilé até um ano), G2 (fumantes de narguilé por mais de um ano) e GC (grupo controle ndo
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fumantes). Diferenca estatisticamente significativa em comparacdo com ao grupo controle, *** p < 0,001 e em
relacdo ao grupo de fumantes até um ano ### p < 0,001 (teste ANOVA, Tukey).

4. DISCUSSAO

Apesar das inimeras consequéncias, 0 uso do narguilé é comum entre jovens e
adolescentes, doencas como o céncer podera futuramente ter seu indice elevado visto a
frequéncia do consumo de tabaco e outras substancias quimicas consumidas atravées do narguilé
[9]. Os estudos semelhantes voltados a esse tema tém demonstrado resultados importantes que
devem ser considerados. A frequéncia do uso de narguilé tem elevado a frequéncia de
micronucleos em células da mucosa oral dos jovens usuarios, com uma ocorréncia ainda maior,
quando o uso é frequente e por tempo prolongado [15]. Souza et al., (2014) [14] corrobora com
0 nosso estudo, quando demonstra que houve positividade elevada de micronucleos na mucosa
oral de individuos que faziam o uso de tabaco, ja no grupo controle, ou seja, nos individuos que
ndo faziam o uso a frequéncia foi considerada normal.

E evidente as consequéncias do consumo de tabaco e outras drogas contendo substancias
genotoxicas ao organismo, apontando na maioria dos estudos a frequéncia de micronucleos
significativa nos individuos usuéarios [9,15]. Tais estudos revelam que individuos expostos a
essas substancias estdo mais suscetiveis a alteracdes nas células da mucosa do que individuos
que ndo estdo expostos [1,2,9,15].

O narguile é tanto prejudicial quanto as outras formas de ingestdo, e pode causar riscos
ainda maiores a satde. Um fato importante sobre de produtos contento a nicotina, € que o seu
uso frequente gera tolerancia, fazendo com que o individuo usuario consuma cada vez mais e
em quantidades maiores buscando obter os mesmos efeitos da substancia [2].

Além disso, a nicotina oriunda do tabaco presente na fumaca do narguilé e nas outras
formas de consumo do tabaco, causa dependéncia, e seu consumo frequente provoca o
surgimento de leucoplaquia, doenca periodontal, perda déssea, abrasdo dos dentes, e outras
diversas doencas [1,2]. Além disso, essa substancia causa efeitos diversos no organismo,
causando alteracdes no humor, perda de apetite, e relaxamento da musculatura, levando o
usuario a ter o desejo de continuar o uso [16].

Segundo Malta et al., (2018) [2] o principal fator que contribui para o cancer de boca é
0 consumo do tabaco, isso deve-se a enorme quantidade de substancias toxicas presente nesse
produto. O surgimento de outros tipos de doencas e neoplasias também estdo associados ao

tabaco, como por exemplo o cancer de pulmao, de cabeca, pancreas, intestino, doengas como
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osteoporose e diabetes, tudo isso leva a necessidade de estudos que identifiquem essas doencas
no estado inicial, e as alteracdes nas células causadas por essas substancias [3,6].

Frente a todos os efeitos no organismo causados em funcéo do tabagismo, é de grande
importancia que haja controle do seu uso, objetivando tardar a iniciagdo do consumo e diminuir
assim o numero de usuarios, principalmente os adolescentes, que sofrem mais pressdo e
influéncias da midia e dos grupos sociais [17]. Os adolescentes representam uma faixa de maior
vulnerabilidade a inicializacdo do uso do tabaco, pois sofrem influéncia da promocao da
industria do tabaco, do acesso facil e principalmente dos baixos precos [17]. No entanto,
individuos com idades mais avancadas também sdo propensos ao tabagismo, devido ao
envelhecimento, soliddo e isolamento, tornando-os suscetiveis a habitos ndo saudaveis,
consequentemente esses maus habitos podem ainda estarem associados ao nivel

socioecondmico influenciando o consumo abusivo de substancias prejudiciais a satde [18].

CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que os perfis do grupo estudado sdo de 18 a 40 anos, sendo que na
populacdo com faixa etaria entre 18 a 25 anos, 76% fazem uso frequentemente, ja os da faixa
etaria entre 26 a 40 anos 64% usam frequentemente.

A incidéncia de micronucleos na mucosa oral de individuos que faziam o uso do narguilé
foi maior do que em individuos do grupo controle, apontando os efeitos das substancias
presentes na fumaca do narguilé, tornando evidente que elas sdo responsaveis por alteracdes
citogenéticas neste tecido.

Através desse estudo foi possivel observar ainda um aumento na frequéncia de
microndcleos nos individuos usuarios de narguilé por mais de um ano quando comparado aos
individuos que fazem uso até um ano, demonstrando que a incidéncia de microndcleos aumenta
com o aumento do tempo de exposicdo. Todavia é necessario a realizacdo de mais estudos, que
consequentemente serdo Uteis no esclarecimento dos perigos do consumo de tabaco em suas

diversas formas de uso, e os efeitos que causam no organismo.
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