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DETERMINACAO DA FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E
OUTRAS ALTERACOES NUCLEARES EM CELULAS
DA MUCOSA BUCAL DE INDIVIDUOS
NAO-FUMANTES E FUMANTES

RESUMO

A instabilidade genomica ¢ um dos principais
aspectos da mutagénese e estd associada com a
carcinogénese.

Os micronucleos sdo cromossomos alterados ndo
incorporados ao nucleo na divisdo celular e que
apresentam relagdo com agentes genotoxicos,
podendo ser detectados nas células esfoliativas dos
epitélios.

Com o objetivo de determinar a presenca e a
freqiiéncia de microntcleos e outras alteracdes
nucleares, células esfoliativas da mucosa bucal em
suspensdo salivar de 48 alunos do Curso de
Ciéncias Biologicas, na faixa etaria de 20 a 24 anos,
sendo 25 nao-fumantes e 23 fumantes foram
analisadas. As células em suspensdo salivar lavadas
em solucdo fisiologica e fixadas em acido acético e
etanol 1:3 durante 24 horas, apos hidrolisadas em
HCI a 5N na temperatura ambiente durante 30
minutos foram coradas pela reagdo de Feulgen,
durante uma hora e meia e contracoradas pelo Fast
Green durante um minuto. Os resultados obtidos
indicaram que a variagao do porcentual da presenca
de microntcleos em 1.000 células analisadas por
individuo, com significancia 0,05 ou 5%, foi de
44% entre os ndo-fumantes para 91% entre os
fumantes. Em relagdo ao porcentual de freqiiéncia
desses micronucleos, observamos que 100% dos
ndo-fumantes apresentaram freqiiéncia variando
entre zero e dois, enquanto em 87% dos fumantes
variou entre um e trés. Quanto as alteragdes
nucleares: brotos nucleares, nucleos interligados e
células binucleadas, observamos que a variagao de
presenga nas c€lulas foi de 72% entre os nao-
fumantes para 96% entre os fumantes, sendo que o
porcentual de variagdo de freqiiéncia foi de zero e
dois entre 96% de ndo-fumantes para um e trés
entre 87% dos fumantes. A andlise estatistica
revelou associagdo significante entre o habito de
fumar e a presenca de microndcleos e outras
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alteragdes nucleares, demonstrando a importancia
desse teste como indicador da instabilidade
gendmica.

Descritores: ntcleo, micronucleo, mutagénese,
tabagismo, mucosa, genotoxico.
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INTRODUCAO

A instabilidade genomica ¢é caracterizada
pelo aumento considerado da freqiiéncia de
alteragdes no material genético das células. A
perda da estabilidade ¢ um dos mais importantes
aspectos da mutagénese e de transformagdes
genéticas associadas com a carcinogénese
(Morganetal.,1996).

Uma das vias para se detectar a instabilidade
genomica ¢ a quantificagdo da freqiiéncia de
alteracoes cromossomicas induzidas por agentes
mutagénicos ( Lohman et al., 1996).

E atualmente aceitavel que danos a0 DNA
causados por agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos sa0 0s principais responsaveis pelo
descontrole genético do ciclo celular e,
conseqiientemente, pelas alteracdes cromossomicas.

Estudos demonstram que varias pessoas
sdo geneticamente sensiveis a agentes genotoxicos
tais como: radiacoes, drogas e virus. Pois, uma vez
presentes no meio, podem resultar em dano ao
DNA genomico, levando aos mais diversos tipos
de alteracdes nucleares como, por exemplo, a
micronucleacdo ( Odagiriet al.,1997).

1 -Académica do curso de Biologia - CCMB/PUC-SP.
2 - Professor Titular do Depto. de Morfologia e Patologia - CCMB/PUC-
SP.
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Os micronucleos sdo estruturas constituidas
por material genético cromatinico contido por um
envoltdrio nuclear, menores que o nucleo principal, e
resultam de fragmentos cromossOmicos que se
comportam  independentemente = dos outros
cromossomos do caridtipo durante a divisdo célular
(Heddle et al., 1990). Eles aparecem ao redor do
envoltdrio nuclear ou no citoplasma de células
expostas a agentes genotoxicos e podem ser
detectados em células esfoliativas dos epitélios e
utilizados como importante parametro para analise e
avaliacdo do potencial desses agentes (Conforth,
1991). Portanto, a determinacdo da taxa de

micronucleagdo, mediante andlise microscopica, tem

proporcionado uma forma simples e rapida na
estimativa da presenca de alteragdes cromossomicas
nas células.

Pesquisas recentes tém demonstrado que
individuos expostos aos mutagénicos podem
apresentar com o passar do tempo, alteracoes
cromossomicas em seu genoma e, por isso, merecem
especial atengdo.

Stich et al., 1982, utilizaram o teste do
microntcleo em células esfoliativas da mucosa
bucal de fumantes, demonstrando aumento na
freqliéncia de microntcleos com conseqiiéncia de
danos induzidos por agentes potencialmente
genotoxicos nas células da camada basal que se
encontram em constante divisdo nos epitélios
esfoliativos.

Segundo pesquisa de Stich et al., 1983,
varias sao as vantagens do teste do micronucleo
em células dos epitélios esfoliativos, dentre elas
destacamos:

- refletir alteragdes citogenéticas que ocorreram na
populacdo de células em constante divisdo na
camada basal;

- monitorar pessoas com alto risco de desenvolver
cancer como fumante e alcoolatras;

- método ndo invasivo e de preparagdo simples, o
que permite pesquisa em nivel epidemiolédgico;

- resultados compativeis com os obtidos em técnicas
mais sofisticadas como, por exemplo, cultura in vitro
de linfocitos.

Segundo Hsu, 1987, células expostas a
agentes genotdxicos e que apresentam lesdes no
DNA, aumento na freqiiéncia de micronticleos e que
resistem ao processo da apoptose, podem dar origem
a neoplasias malignas, enfatizando a importancia da
freqliéncia e distribuicdo dos microntcleos no
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biomonitoramento da instabilidade gendmica.

Mais recentemente, Bugarin et al., 1998,
verificaram que células de individuos fumantes
sempre apresentavam uma maior freqiiéncia de
micronucleos e outras anormalidades nucleares em
relacdo ao grupo controle, enfatizando, assim, a
necessidade de se utilizar o teste do microntcleo na
avaliagdo perioddica dos fumantes, pois o habito do
tabagismo, m uitas vezes, pode resultar e m
neoplasias malignas.

OBJETIVO

Considerando que os estudos relatados em
nossa revisdo bibliografica  demonstram a
importancia do teste do micronicleo no
biomonitoramento de individuos expostos aos
mutagénicos, muitos dos quais responsaveis pela
carcinogénese, a pesente pesqusa tem como

finalidade determinar a freqiiéncia de micronicleos e

de outras alteracdes nucleares em células da mucosa
bucal em suspensao salivar de alunos ndo-fumantes e
fumantes do curso de Ciéncias Biologicas do Centro
de Ciéncias Médicas e Bioldgicas da PUC-SP em
Sorocaba.

CASUISTICA E METODO

A amostragem da nossa pesquisa foi obtida
de 48 alunos na faixa etaria de 20 a 24 anos, do curso
de Ciéncias Biologicas, os quais foram escolhidos
aleatoriamente ¢ divididos em dois subgrupos:
controle e exposto. O grupo controle foi constituido
por 25 alunos nao-fumantes e o grupo exposto por 23
alunos fumantes. Cada estudante respondeu a um
questionario  que incluiu questdes sobre
identificacao, habitos, vicios, uso de medicamentos ¢
exposi¢ado a agentes genotoxicos.

PREPARACAO CITOLOGICA DAS
LAMINAS E CONTAGEM DOS
MICRONUCLEOS E OUTRAS

ALTERACOES NUCLEARES

A coleta foi realizada mediante prévia
assepsia bucal e as células da mucosa foram obtidas a
partir de uma pequena quantidade de saliva
(aproximadamente 2 ml ), apds lavagem com solugao
salina 0,9% e centrifugagdo a 1.500 rpm durante dez
minutos. O sedimento obtido foi fixado em &cido



Revista da Faculdade de Ciéncias Médicas de Sorocaba

acético e etanol 1:3, lavando-se trés vezes com a
solugdo fixadora e permanecendo nesta durante 24
horas. Apds, o material fixado foi gotejado em
laminas previamente geladas. Em seguida, as
laminas foram submetidas a hidrélise em HCI 5N
por trinta minutos, lavadas em dgua corrente, secas
e coradas pela reacdo de Feulgen - durante uma
hora e trinta minutos - e contracoradas pelo Fast
Green durante um minuto (Santelli, 1994).

A determinagdo  da freqiiéncia  dos
micronucleos e de outras alteragdes nucleares foi
realizada através da contagem de 1.000 células por
lamina, mediante objetiva de imersdo em
microscopio optico comum Nikon, modelo E
800, segundo os seguintes critérios:

a) tamanho menor que 1/3 do nucleo,
b) mesmo plano de foco do nucleo,
C) padrio da estrutura e coloragdo da

cromatina idénticos ao nucleo e
d) nenhuma ligagdo com o nucleo.

As imagens foram gravadas no microscopio
Nikon, modelo E 800 com auxilio do programa

Figura 1. Micronucleo em célula da mucosa
bucal corada por Feulgen (1.000 X).

Image Pro-Lite.
METODO ESTATISTICO

Na andlise estatistica do porcentual de
presenga e de freqiiéncia da distribuigdo de
micronucleos e outras alteragdes nucleares em
células da mucosa bucal dos alunos nao-fumantes e
fumantes, aplicou-se o teste do qui-quadrado ou teste
exato de Fischer para as tabelas de associacdo
(Siegel,1989). Em todos os testes fixou-se o nivel de
significancia em 0,05 ou 5%.

RESULTADOS

Inicialmente, os grupos de alunos nao-
fumantes e fimantes de mssa casuistica foram
comparados quanto ao porcentual de presenca de
micronucleos e de outras alteracoes nucleares em
células esfoliativas da mucosa bucal coradas pelo
método de Feulgen (Figuras 1,2,3e4).

Figura 2. Brotos nucleares em célula da mucosa
bucal corada por Feulgen (1.000 X).

Figura 3. Nucleos interligados em célula da
mucosa bucal corada por Feulgen
(1.000 X).

Figura 4. Célula da mucosa bucal binucleada
corada por Feulgen (1.000 X).
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Os resultados encontrados quanto a variagao
do porcentual de presenca de micronucleos e de
outras alteragdes nucleares nas células da mucosa

Grupos Microniicleo Total % de Presenca
Presenca  Auséncia
Naio-fumantes 11 14 25 44,0
Fumantes 21 2 23 91,3
Total 32 16 48 66,7

Tabela 1. % de presenga de micronucleos nos grupos nao-
fumantes e fumantes.

Obs: x calculado=12,06 (p < 0,01 ou 1%).

bucal dos grupos de alunos nao-fumantes e fumantes
estdo representados nas tabelas 1 e 2.

Grupos Alteragoes Nucleares Total % de Presenca
Presenca Auséncia
Nao-fumantes 18 7 25 72,0
Fumantes 22 1 23 95,6
Total 40 8 48 83,3

Tabela2. % de presenga de outras alteragdes nucleares nos grupos
nao-fumantes e fumantes.

Obs: xcalculado = 0,032166 (p < 0,01 ou 1%).

91,3%

Fumantes

Nao-fumantes

PRESENCA DE MI(;RONUCLEOS POR
1.000 CELULAS

Fumantes

Nao-fumantes

PRESENCA DE OUTRAS ALTERAC()ES
NUCLEARES POR 1.000 CELULAS
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Quanto a variagdo do porcentual de de alunos nao-fumantes e fumantes, os resultados
freqliéncia de micronucleos e de outras alteragdes obtidos estdo representados nas tabelas 3,4, 5 ¢ 6.
nucleares nas células da mucosa bucal dos grupos
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Tabela 5. % de freqiiéncia de micronucleos nos grupos ndo-fumantes e fumantes.

Obs: x calculado =20,33 (p < 0,01 ou 1%).

B Fumantes

. )
0 1 2 3 4

FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS
EM 1.000 CELULAS
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FREQUENCIA DE NAO-FUMANTES
ALTERACOES NUCLEARES ~ PRESENCA % PRESENCA
0 7 28,0
1 11 44,0
2 6 24,0
3 1 4
4 0 0,0
Total 25 100,0

FUMANTES

PRESENCA % PRESENCA

5
2
23

4,3
30,4
34,8
21,7

8,7

100,0

Tabela 6. % de freqiiéncia de outras altera¢des nucleares nos grupos ndo-fumantes e fumantes.

Obs: x calculado=9,49 (p = 0,05 ou 5 %).

Bl Fumantes

B Ndo Fumantes

FREQUENCIA DE ALTERACOES NUCLEARES
EM 1.000 CELULAS
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DISCUSSAO

Atualmente, o s pesquisadores da
mutagénese buscam com o auxilio da tecnologia,
encontrar parametros que possam ser utilizados
como indicadores do potencial genotdxico de
agentes presentes no meio ambiente.

Os mecanismos de formagao das alteragdes
nucleares ainda sdo pouco conhecidos, sendo o
micronicleo o mais estudado e reconhecido
internacionalmente. A presenca de microntcleos
nas células esfoliativas serve como dosimetro
interno, principalmente, na avalia¢ao da extensao
em que determinado agente ambiental estd
associado a instabilidade gendmica das células.

O teste do micronucleo em estudos
epidemioldgicos pode aumentar o conhecimento a
respeito do potencial genotoxico de agentes
ambientais e elucidar mecanismos da acao
carcinogénica.

Através de criterioso levantamento
bibliografico, observamos que muitos pesquisadores
realizaram o tese do micronucleo em célilas
esfoliativas da mucosa bucal mediante coleta por
raspagem da superficie e preparacdo das laminas
pelo método do esfregaco.

Em nossa pesquisa, optamos pela realizacdo
do teste do micronticleo em células esfoliativas da
mucosa bucal que se encontravam em suspensao
salivar nos alunos nao-fumantes e fumantes da nossa
casuistica. Procuramos dessa forma, aumentar o grau
de precisdo da andlise, uma vez que pela inovacao
metodologica que praticamos, obtivemos uma
amostragem mais homogénea de células esfoliadas
espontaneamente, pois as células arrancadas através
do raspado nem sempre se encontram no mesmo
estadio biologico por pertencerem a estratos
diferentes do epitélio bucal.

Stich et al., 1982, investigando a importancia
do teste do micronucleo na avaliagdo da exposi¢do
de individuos aos agentes genotdxicos quimicos -
alcool etilico e tabaco - nas formas isolada e
associada, demonstraram que a freqiiéncia de
micronucleos se apresenta maior na forma associada.

Stich et al., 1983, mediante teste do
micronicleo em células esfoliativas da mucosa
bucal de individuos ndo-fumantes e fumantes,
observaram que a freqiiéncia de micronucleos em
individuos fumantes se apresentava maior em
relagdo a dos ndo-fumantes.
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Dietz et al., 2000, demonstraram a
importancia do teste do micronticleo em relagao
aos fatores de risco do cancer esofagico,
comparando a freqiiéncia de micronucleos entre
ndo-fumantes e fumantes com resultados
compativeis aos de Sitetnl., 1983, paramucosa
bucal.

Em nossa pesquisa, analisamos a variagao
do porcentual de presenga e de freqiiéncia de
micronucleos nas células da mucosa bucal dos
grupos nd o-fumantes e f umantes e ao
compararmos com os resultados encontrados na
literatura, observamos que a variagdo do
porcentual de micronucleos nas células foi de 44%
entre os nao-fumantes para 91% entre os fumantes
(Tabela 1). Quanto ao porcentual de variacao da
freqiiéncia, observamos que 100% dos ndo-
fumantes apresentaram freqliéncia variando entre
zero e dois microntcleos, enquanto 87% dos
fumantes apresentaram freqiiéncia variando entre
um e trés micronucleos em 1000 células analisadas
por individuo (Tabela 5).

Em relagdo as outras alteragdes nucleares,
considerando o critério de classificagdo proposto
por Tolbert et al., 1992, e as modificagdes
sugeridas por Manelli-Oliveira, 2000, optamos
por pesquisar em nossa casuistica o porcentual de
presenca e de freqliéncia das seguintes alteracdes
nucleares: brotos nucleares, nucleos interligados e
células binucleadas.

Investigando a variacdo do porcentual de
presenca e de freqiiéncia dessas alteragdes entre os
grupos de ndo-fumantes e fumantes, observamos que
a variacao do porcentual de presenca nas c€lulas foi
de 72% entre os ndo-fumantes para 96% entre os
fumantes (Tabela 2). Quanto ao porcentual de
variagdo da freqliéncia dessas alteragdes observamos
que 96% dos ndo-fumantes apresentaram a
freqiiéncia variando entre zero e dois, enquanto 87%
dos fumantes apresentaram freqiiéncia variando
entre uma ¢ trés alteragdes nucleares em 1000 células
analisadas por individuo (Tabela 6).

Considerando a faixa etdria dos alunos
investigados em nossa casuistica podemos deduzir
que os nossos resultados sao compativeis com os ja
publicados na literatura, principalmente os relatados
por Sticket al., 1983, Santelli et al., 1994, Dietz et
al., 2000 e indicam que o teste do micronucleo ¢ uma
maneira relativamente simples, rapida e deabxo
custo na detecgao de danos cromossomicos.
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CONCLUSOES

Ap6s o estudo estatistico de nossos
resultados com significancia de 0,05 ou 5%,
podemos concluir que :

a) existe associagdo significativa entre o héabito
de fumar e a presenca de micronucleos e
outras alteragdes nucleares nas células
esfoliativas da mucosa bucal;

b)
podem ser usadas no teste do micronucleo ou
de outras alteragdes nucleares, uma vez que os
resultados foram compativeis com os obtidos
por outros autores mediante raspagem e
esfregaco;

¢) as modificacdes metodoldgicas introduzidas

na coleta e preparacdo favoreceram a

padronizagdo da amostra, aumentando o

numero de células por lamina;

as células da mucosa bucal respondem aos

efeitos genotdxicos do tabagismo através do

aumento da presenca e freqliéncia de
microntucleos e outras alteracdes nucleares;

e) o micronucleo ¢ um indicador mais sensivel
aos efeitos do tabagismo nas células da
mucosa bucal de fumantes quando comparado
as demais alteracdes nucleares investigadas
emnossa pesquisa;

f) estudos adicionais se fazem necessarios uma
vez que pesquisadores relatam variacdo da
freqliéncia de micronucleos em funcao da
faixa etaria, sexo e habito de fumar.

d)

ABSTRACT

The instability genomic is one of the main
aspects of the mutagenicity and it is associated with
the carcinogenicity.

The micronucleus is chromosomes not
altered incorporated to the nucleus in the cellular
division and that they present relationship with
agents genotoxic, could be detected in the cells
exfoliated of the epithelia. With the objective of
determining the presence and the micronucleus
frequency and other nuclear alterations, the buccal
cells exfoliated of the mucous in suspension to
salivate of 48 students of the Course of Biological
Sciences, in the 20-24 year-old age group, being 25
no-smokers and 23 smokers were analyzed. The
cells in suspension to salivate washed in

as células esfoliativas em suspensdo salivar
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physiologic solution and fixed in acetic acid and
etanol 1:3 for 24 hours, after hyfrolysis in HCI for
5N in the temperature sets for 30 minutes they
were stained for the reaction of Feulgen, during 1h
and half and counterstain for Fast Green, for 1
minute. The obtained results indicated that the
variation of the percentile of the micronucleus
presence in 1000 cells analyzed by individual, at
level of significant 0,05 or 5%, was not of 44%
among the no-smokers for 91% among the
smokers.

In relation to the percentile of frequency of
those micronucleus it observed that 100% of the

no-smokers presented frequency varying between

0 and 2, while in 87% of the smokers it varied
between 1 and 3. With relationship to nuclear
alterations: Broken egg, interlinked nuclei and
cells binucleate, observed that the presence
variation in to cells it was of 72% among the no-
smokers for 96% among the smokers, and the
percentile of frequency variation was of 0 and 2
among 96% of no-smokers for 1 and 3 among 87%
ofthe smokers.

The statistical analysis revealed significant
association among the habit of smoking and the
micronucleus presence and other nuclear
alterations, demonstrating the importance of that
test as indicator of the instability genomic.

Key-words: nuclei, micronuclei, mutagenicity,
tobacco, mucous, genotoxic.
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