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Resumo

O objetivo deste tfrabalho foi utilizar o teste do micronucleo e o ensaio cometa
em amostras de usudrios de narguilé para avaliar os efeitos genotdxicos de
seu uso. Foram coletadas amostras de sangue e de células epiteliais da
mucosa oral de 50 voluntdrios de ambos os sexos, divididos em grupo controle
negativo e grupo teste. Apds a coleta das amostras, foram realizados o ensaio
cometa e o teste do micronicleo. A frequéncia de micronidcleos no grupo
teste foi maior e estatisticamente significativa. Os escores do ensaio cometa
também foram significativamente mais elevados no grupo teste. Foi possivel
identificar, por meio dos testes, lesdes no DNA em usudrios de narguilé,
indicando a presenca de substdncias genotdxicas. O uso desse tipo de
fumaca desencadeia lesdes genotdxicas na mucosa oral e no tecido
hematopoiético.
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1 INTRODUCAO

Em decorréncia das politicas publicas implementadas no Brasil, @
prevaléncia do tabagismo convencional tem diminuido nos Ultimos anos. Em
contrapartida, observa-se o aumento do uso de outras formas de consumo de
tabaco, como o narguilé. A fumaca produzida pela queima do carvdo
utilizado nesse dispositivo contém elevados niveis de compostos toxicos
(LELLELL, FERNANDES, VON DER HAYDE & AZZl, 2016).

O narguilé, também conhecido como narghile, arguile ou shisha, é

historicamente utilizado na Asia e na Africa e tornou-se popular,
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especialmente entre jovens. O equipamento € composto por uma mangueira
conectada a um recipiente com dgua e um fornilho superior, no qual o
tabaco aromatizado € aquecido por carvéo (ELSAYED, DALIBALTA & ABU-
FARHA, 2016).

Assim como o cigarro convencional, o narguilé contém substancias
altfamente prejudiciais a saude humana, como nicofina, alcatrdo, mondxido
de carbono e hidrocarbonetos aromaticos (WHO, 2015). Estudos indicam que
seu uUso estd associado ao desenvolvimento de problemas respiratdrios,
cardiovasculares e neurologicos (EL-ZATARI, CHAMAM & ZATARI, 2015; ASLAM
et al., 2014).

Para avaliar as consequéncias nocivas do uso do narguilé, podem ser
utilizados o teste do micronUcleo associado ao ensaio cometa, amplamente
empregados na deteccdo de danos ao DNA em populacdes expostas a
agentes genotfdxicos. O ensaio cometa € uma técnica rdpida, sensivel e
aplicdvel a diferentes tecidos, capaz de detectar quebras nas fitas de DNA
em células individuais (TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003).

Os micronucleos sdo formados por cromossomos inteiros ou fragmentos
cromossdmicos ndo incorporados ao nucleo principal durante a divisdo
celular, sendo indicativos do potencial aneugénico e clastogénico de
agentes ambientais (HEDDLE et al., 1991).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo utilizar o teste do
micronUcleo e o ensaio cometa como biomarcadores de genotoxicidade

associada ao uso do narguilé.

2 DESENVOLVIMENTO

MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo descritivo, transversal, com o objetivo de realizar
uma avaliacdo clinica, epidemioldgica e laboratorial para investigar os efeitos
agudos e cronicos do uso de narguilé. Foram avaliados 50 individuos de
ambos os sexos, maiores de 18 anos, divididos em grupo teste e grupo controle

negativo. A selecdo dos voluntdrios foi realizada por conveniéncia.
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O grupo teste foi composto por 25 usudrios de narguilé, enquanto o
grupo controle negativo foi constituido por 25 individuos ndo usudrios. O ensaio
cometa e o teste do micronucleo foram realizados em ambos os grupos com
o objetivo de avaliar a genotoxicidade decorrente do uso do narguilé.

Os participantes do grupo teste foram submetidos a uma entrevista por
meio de formuldrio estruturado, contendo questdes relacionadas ao tempo e
a frequéncia de uso do narguilé. Foram incluidos individuos que relataram
utilizar narguilé ao menos uma vez por semana. O protocolo de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNOESC, sob o parecer n°
66363916.6.0000.5367.

Ensaio Cometa

Para a realizacdo do ensaio cometa, foi utilizado o protocolo descrito
por Singh, McCoy, Tice e Schneider (1988), com modificacdes. Ldminas de
microscopia limpas foram recobertas com uma fina camada de agarose de
ponto de fusdo normal (PFN) a 1,5% e deixadas para secagem durante a noite.
Sobre essas [Gminas foram depositados 5 UL de sangue, misturados a 90 yL de
agarose de baixo ponto de fusdo (GMP) a 0,75%, mantida a 37 °C. Em seguida,
uma laminula foi colocada sobre cada ldmina.

Apds 15 minutos sob refrigeracdo, as laminulas foram removidas e as
l&Gminas incubadas em solucdo de lise (2,56 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris,
10% DMSO, 1% Triton X-100, pH 10) por um periodo de 2 horas a, no méaximo, 24
horas. Posteriormente, as IGminas foram incubadas por 20 minutos em solucdo
desnaturante (30 mM NaOH, 1 mM EDTA), pH > 13, previamente resfriada entre
5e8°C.

A eletroforese foi realizada a 1,19 V/cm e 300 mA por 20 minutos. Apos
a eletroforese, procedeu-se a neutralizacdo com solucdo de Tris (392 mM) por
15 minutos. As IGminas foram entdo fixadas em solucdo contendo 15%
CCI3COOH, 5% InSO, 7H,0O e 5% glicerol por 10 minutos.

A coloracdo foi realizada com nitrato de prata, conforme o protocolo
descrito por Nadin et al. (2001). Para a coloracdo, utilizaram-se duas solucoes:
a primeira contendo carbonato de soédio a 5% e a segunda composta por

nitrato de amonio a 0,1%, nitrato de prata a 0,1%, acido tungstosilicico a 0,25%
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e formaldeido a 0,15%, por no minimo 30 minutos ou até a obtencdo da
coloracdo desejada.

Foram analisadas 100 células por Idmina, classificadas em cinco classes
de dano previamente estabelecidas: 0, 1, 2, 3 e 4. Apds a obtencdo das
frequéncias das classes de dano para cada individuo, calculou-se a soma dos
escores, multiplicando-se o nUmero de células em cada classe pelos valores
0, 1,2, 3 e 4, correspondentes aos respectivos indices de dano.

Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo foirealizado em células esfoliadas da cavidade
oral, conforme os protocolos descritos por Sailaja et al. (2006) e Holland et al.
(2008). As amostras coletadas foram armazenadas em solucdo salina e
encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular da UNOESC.

As amostras foram submetidas a trés lavagens, sendo a primeira com
solucdo salina e as duas subsequentes com PBS, por centrifugacdo a 1500 rpm
durante 10 minutos. Entre cada lavagem, o sobrenadante foi descartado.
Para a confeccdo das ladminas, 50 uL da suspensdo celular foram depositados
em I&dminas previamente aquecidas, realizando-se o esfregaco.

As I[&Gminas foram fixadas em metanol P.A. por 15 minutos e deixadas
para secagem em temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse periodo,
foram hidratadas por 1 minuto e coradas imediatamente com Giemsa a 10%,
em tampado fosfato pH 6,8, por 10 minutos.

Para cada amostra, foram analisadas 1.000 células em microscépio
Optico com aumento de 1000X. Os resultados foram expressos como nUmero
de micronucleos por 1.000 células e em porcentagem. Apenas micronUcleos
isolados, com coloracdo semelhante d do nUcleo principal e tamanho inferior
a um terco deste, foram considerados.

Andlise Estatistica

Os dados foram organizados em banco de dados (Microsoft Excel 2016)
e submetidos O andlise descritiva, sendo apresentados em frequéncias para
variaveis qualitativas e média = desvio padrdo para varidveis quantitativas. A
andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 6®. A

comparacdo das médias foi precedida pelo teste de normalidade de



V 4

-

V 4

ANUARIO PESQUISA E EXTENSAO UNOESC CHAPECO - 2025

ARTIGO

Kolmogorov-Smirnov, com correcdo de Lliliefors. Como os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Mann-Whitney para
dados ndo paramétricos, considerando-se valores de p < 0,05 como
estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Tanto no grupo controle negativo quanto no grupo teste, a maioria dos
cometas observados apresentou classe de dano 0, com médias de 65,95 (+
17,59) e 45,6 (£ 9,56), respectivamente. As amostras dos grupos controle e teste
apresentaram danos de classe 1, com méedias de 30,35 (+ 14,20) e 34,8 (£ 7,93).

Lesdes de grau 2 estiveram presentes em 85% das amostras do grupo
controle e em 100% das amostras do grupo teste, correspondendo a médias
de 6,9 (x 7.27) e 15,1 (* 5,22), respectivamente. Aproximadamente 25% do
grupo confrole e 80% do grupo teste apresentaram lesdes de grau 3, com
meédias de 1,3 (£ 2,71) e 4,2 (£ 3,921). Apenas o grupo feste apresentou lesdes
de grau 4, em cerca de 20% das amostras, com média de 0,7 (+ 1,59).

A partir das classes de dano, foram calculados os escores do ensaio
cometa. O grupo controle apresentou escore médio de 49,57 (£ 30,76),
enquanto o grupo teste apresentou escore médio de 59,52 (= 20,44). Os
escores do ensaio cometa foram significativamente maiores no grupo teste
quando comparados ao grupo controle (p = 0,0006).

No teste do micronUcleo, foram analisadas 1.000 células por I[admina. O
grupo teste apresentou média de 3,95 (x 2,13) micronuUcleos, enquanto o
grupo controle apresentou média de 1,19 (£ 0,6). A frequéncia de
micronucleos foi significativamente maior no grupo teste (p <0,0001).

DISCUSSAO

Para a avaliacdo da genotoxicidade decorrente do uso do narguilé,
este estudo utilizou o ensaio cometa associado ao teste do micronucleo. Os
resultados demonstraram maiores taxas de genotoxicidade entre os usudrios
de narguilé em comparacdo ao grupo controle, em ambos os testes
realizados.

O ensaio cometa, também conhecido como eletroforese em gel de

célula Unica, € um método quantitativo capaz de mensurar danos ao material
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genético em células eucaridticas, baseando-se no padrdo de migracdo dos
fragmentos de DNA em um campo elefroforético (HARTMANN et al., 2003;
SINGH et al., 1988). Esses fragmentos resultam de lesdes na molécula de DNA
induzidas por agentes genotdoxicos (BOMBAL, GORDON & BATTY, 2001).

Estudos prévios com usudrios de cigarro convencional demonstram
resultados semelhantes, com maiores frequéncias de cometas e micronUcleos
em fumantes quando comparados a ndo fumantes, reforcando o potencial
genotdxico da exposicdo a fumaca do tabaco.

No presente estudo, também foi observada maior frequéncia de
micronucleos entre os usudrios de narguile. Os micronucleos sdo formados por
fragmentos cromossdémicos ou cromossomos inteiros ndo incorporados Ao
nUcleo durante a divisdo celular, sendo considerados importantes indicadores
de genotoxicidade (HEDDLE et al., 1991).

A presenca de elevadas concentracdes de compostos toxicos na
fumaca do narguilé, incluindo nicotina, alcatrdo, metais pesados e mondxido
de carbono, pode explicar os danos genéticos observados. Aléem disso, o
tempo prolongado das sessdoes de uso e o grande volume de fumaca inalado
aumentam significativamente a exposicGo aos agentes Nocivos.

Assim, os resultados reforcam a evidéncia de que o uso do narguilé ndo
€ uma prdatica segura e estd associado a danos genotdxicos relevantes, além
de potenciais prejuizos cardiovasculares, respiratdrios e neuroldgicos descritos

na literatura.

3 CONCLUSAO

A frequéncia de micronucleos e os escores do ensaio cometa foram
significativamente maiores entre jovens usudrios de narguilé quando
comparados aos ndo usudrios, sugerindo que o uso desse tipo de fumaca
desencadeia lesdes genotdxicas na mucosa oral e no tecido hematopoiético.
A presenca de substdncias como tabaco, nicotina e alcatrdo, entre outras,
bem como a liberacdo de mondxido de carbono decorrente da queima do

carvdo, confribuem para o desenvolvimento principalmente de doencas
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respiratdrias, cardiacas e neuroldgicas, alem de alteracdes genéticas que
favorecem o surgimento de doencas genéticas, como o cdncer. Ressalta-se
a necessidade de estudos mais abrangentes, com maior nUmero de
voluntdarios e andlises das substéncias inaladas durante o uso do narguilé, a fim
de identificd-las, bem como da adocdo de medidas educativas e preventivas

voltadas a reducdo do consumo dessa pratica.
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