UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DISTURBIOS DA
COMUNICACAO HUMANA

ASSOCIAGAO ENTRE OS DISTURBIOS DO
EQUILIBRIO, TABAGISMO E INDICADORES DE
GENOTOXICIDADE

DISSERTACAO DE MESTRADO

Daniele Coronel Mena Barreto

Santa Maria, RS, Brasil
2010



ASSOCIACAO ENTRE OS DISTURBIOS DO EQUILIBRIO,
TABAGISMO E INDICADORES DE GENOTOXICIDADE

por

Daniele Coronel Mena Barreto

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos Graduac&o em Disturbios
da Comunica¢do Humana, Area de Concentracdo em Audiologia,
Linha de Pesquisa em equilibrio,
da Universidade Federal de Santa Maria para obtencéo do titulo de
Mestre em Disturbios da Comunica¢cdo Humana

Orientador: Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira

Co-orientadora: Prof2d Dr2 Ivana Beatrice Manica da Cruz

Santa Maria, RS, Brasil

2010



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pds-Graduacédo em Disturbios da Comunicacao
Humana

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacédo de Mestrado

Associacao entre os disturbios do equilibrio, tabagismo e
indicadores de genotoxicidade

elaborada por

Daniele Coronel Mena Barreto

como requisito parcial para obtencao do grau de

Mestre em Disturbios da Comunica¢cdo Humana

COMISSAO EXAMINADORA:

Aron Ferreira da Silveira, Dr. (UFSM)
(Presidente/Orientador)

Angela Garcia Rossi, Dr2 (UFSM)

Pricila Sleifer, Dr2 (UFRGS)

Santa Maria, 05 de marco de 2010.



Figural —
Figura2 —

Figura 3 —
Figura4 —
Figura5 —
Figura6 —
Figura 7 —
Figura 8 —
Figura9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

LISTA DE FIGURAS

Célula com formacao de um micronucleo............ccccccvvceieieeeeeennnn.
Classificacao visual sugerida por Collins et. al. (1995). Imagens
de cometas (a partir de linfocitos), coradas com DAPI.
Representam 0-4 utilizados para o escore visual.........................
Cabine utilizada para a avaliacdo do equilibrio.................c........
Cinto no qual € anexada a caneta laser...............ccccccvvvvvvreenennnnn.
Teste de Organizagao Sensorial (TOS)........ccoovvvviiiiiiiiiiiiieiee,
Papel milimetrado localizado na parte superior da cabine e
fixado a um suporte de ferr0.......ccoeeevevieiiiieii e
Classificacdo do Dano ao DNA. Classe O representa células
sem dano e classe 4 0 mais alto dano............ccccceevveeiieiiniiiinnns
Representacdo do Dano ao DNA. Classe 0 representa células
sem dano e classe 4 0 mais alto dano...........cccccevveeeeeeeeiiiiiiiinns
Classificacdo dos micronucleos (MN), 1: célula sem MN; 2:
célula com 1 MN; 3: célula com 3 ou mais MNS............ccccoeeenneee.
Distribuicdo de percentil dos valores obtidos para os seis
parametros (TOS) da posturografia dindmica “Foam Laser “.......
Frequéncia de individuos com percentil abaixo de 25 que indica
alteracbes em cada um dos seis parametros TOS da

2

Posturografia Dindmica “Foam Laser’.............ccccccuvvevevevenrnvnnnnnnnn.

31

37

38

39

39

42

83

83

86



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Tabela 4 —

LISTA DE TABELAS

Comparacdo entre as médias dos parametros da
Posturografia Dinamica Foam-Laser (FLP) entre o género

masculino e feminino de adultos jovens participantes do

Comparacdo entre as médias dos parametros da
Posturografia Dinamica Foam-Laser (FLP) entre tabagistas e
nao tabagistas adultos jovens participantes do estudo..............
Comparacédo das caracteristicas do comportamento tabagista
entre homens e mulheres adultos jovens...........cccccoeeeeeveeennne.

Comparacéo entre indicadores de genotoxicidade....................

64

65



LISTA DE REDUCOES

SNC — Sistema Nervoso Central

TOS — Teste de Organizacao Sensorial

RVO — Reflexo Vestibulo-ocular

RVE — Reflexo Vestibulo-espinal

OMS — Organizacdo Mundial de Saude

INCA - Instituto Nacional de Céncer

MN — Micronucleo

FDA — Food and Drugs Administration

CDC — Centro de Controle de Doencas

EEG — Eletroencefalografia

FLP — Posturografia Dinamica “Foam-laser”
PD — Posturografia Dinamica

T — Tabagistas

NT — Na&o Tabagistas

SOM — Sistema Somatossensorial

VEST - Sistema Vestibular

VIS — Sistema Visual

ATL — Audiometria Tonal Liminar

Hz — Hertz

LRF — Limiar de Reconhecimento de Fala
IPRF — Indice Percentual do Reconhecimento de Fala
SAF — Servigo de Atendimento Fonoaudiologico
SCE — Testes de Troca de Cromatides Irmas
DNA — Acido Desoxirribonucléico

GYTS - Global Youth Tobacco Survey



nAChR

Receptores Colinérgicos

SCGE - Single — cell Gel Eletrophoresis

EEN — Estados Emocionais Negativos
WHO - World Health Organization

dBNA — Decibel Nivel de Audicédo

dB — Decibel

RPM — Rotacdes por Minuto

UFSM - Universidade Federal de Santa Maria

* — Significancia Estatistica



ANEXO A
ANEXO B
ANEXO C
ANEXO D
ANEXO E
ANEXO F
ANEXO G
ANEXO H

ANEXO |

LISTA DE ANEXOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.................. 95
Protocolo de ANamMNESE.........uuuiiiiiiiiiiieeeeeeeee i 97
Protocolo de Avaliagdo Audioldgica..........ccccceeeviiiirnennnnn. 99
Protocolo de Posturografia Din@mica...............cccccuvvvnneeee. 100
Protocolo de Analise do Teste Cometa...........cc.eeeeeeeneee. 101
Protocolo de Anélise do Teste Micronucleo..................... 102
Termo de Confidencialidade dos Dados da Pesquisa...... 103

Questionario do Projeto “Nutrigenética e Tabagismo:
Estudos In Vivo e Ex Vivo da Dieta e Atividade Fisica na
Modulacéo dos Efeitos Pro-Oxidantes do Fumo’............. 104

Carta de AProvacCao............ccueeuvuiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaa 114



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS.....cooi oottt ettt e e e et st e e e e e s snbanae e e e e e nnnees 04
LISTA DE TABELAS . ...ttt e e e e e et e e e e e s e nnanaeeeeeans 05
LISTA DE REDUGOES.........ooioieeeeeeeeeee ettt 06
I S I N R AN 1 T 08
1. INTRODUGAO . ...ttt ettt e ettt te st ere e 15
2. REVISAO DE LITERATURA . ....oooe ottt cee ettt sttt 17
P2 I =o U Y1110 ¢ o RSP PPPRPPI 17
2.2 TADAGISIMO . .ceiiiiiiiee ettt e e e e e ettt a et e e e e eas 21
2.3 Genotoxicidade do tabaco e principais testes para a sua avaliagéo............ 24
2.4 Teste analise d0S MICIONUCIEOS.......cccviiiiiiiiiiiieiiee et 24
2.5 Teste enNSaio 0 COMEBLA.........ciiiiiiiiiiiiiei e e e e e et e e e e e e e e e e e aaeeeeeees 28
2.6 Tabagismo, genotoxicidade e equUilibrio...........oooeiiiiiiiiii e 32
3. OBUIETIVOS. ...ttt ettt e et e e e e e ettt e e e e e ae e e et e e e e e e s annrabeeaaens 33
3.1 ODJELIVO QEIAl.....ccc et —————— 33
3.2 ODbjetivVOoS @SPECITICOS . uuiiiiii i 33
4. MATERIAL E METODO ...ttt ettt 34
R 1= T g 1= =T =T o o 34
4.2 Local e data das avaliaGOeS......ccooeeeeiieiieieeeeee e 34
N 0f0] ¢ ] (o [T 8= Todo I ] A o= 1 PRI 34
N 1 00 1 - VPP 35
v RV =1 (o Yo (o] (oo ] - VU PP PPPPPRPTPPP 35
5. ANALISE ESTATISTICA ..ottt 44
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ......coiieeie et 45

7. ARTIGO DE PESQUISA L. .ttt e ee e 53



8. ARTIGO DE PESQUISA 11 ..ttt e

9. ANEXOS



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, 0s quais sdo 0s meus alicerces, meu
porto seguro. Neles me inspiro, me espelho e me conforto. Meus exemplos de vida,
lutadores, guerreiros e vencedores!

Tenho imenso orgulho em aqui homenagear meus pais, Emersson Noronha
Mena Barreto e Laura Elizabeth Coronel Mena Barreto, meus grandes amigos e
incentivadores!

Obrigada por estarem presentes em todos os momentos da minha vida,
sempre dispostos, apoiando e acreditando. Eximios profissionais e grandes pais de
familia: sdo minha inspiracdo e meu ideal de vida.

Pais maravilhosos e incomparaveis, obrigada por constituirem essa familia

linda e amada da qual eu fago parte.

AMO VOCES!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por tornar possivel tantos momentos bons e felizes. Obrigada pela
linda familia e verdadeiros amigos que Tu puseste em minha vida!

Ao Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira, por todos 0s ensinamentos e incentivo
durante a execucao deste trabalho. Obrigada por estar sempre disposto a resolver
0s problemas e ajudar a superar as dificuldades.

A Prof2 Dr2 lvana Beatrice Manica da Cruz, que foi incanséavel e indispensavel
na elaboracao desta dissertacdo. Profissional digna de admiracéo e respeito.

A Equipe do Laboratério de Biogendmica da Universidade Federal de Santa
Maria, pela paciéncia com que me foram atribuidos os ensinamentos necessarios
para a realizacdo desta pesquisa. Vocés foram de grande importancia!

A Prof2 Dr2 Angela Garcia Rossi, pela disponibilidade e apoio para a
realizacdo deste estudo.

A Profa Dr2 Pricila Sleifer, parte constituinte da banca examinadora, por suas
correcdes e sugestdes que contribuiram para o aperfeicoamento deste trabalho.

Ao meu irméo Luciano Coronel Mena Barreto, minha cunhada Nadia Cristiane
Goulart Mena Barreto e meu sobrinho e afilhado Matheus Goulart Mena Barreto, por
estarem sempre presentes na minha vida, pelo amor, carinho e atencdo que me
dedicam e por tornarem meus dias mais felizes apenas pelo fato de existirem. Amo
VOCEs!

A minha amiga e colega Fg2. Andressa Boer Fronza, pela parceria pessoal e
profissional. A tua presenca e ajuda tornou mais leve a realizacdo deste trabalho,
sem dizer que foi muito mais “diver” trabalhar na tua companhia! Obrigada por tudo
mana!

A grande amiga Fg2. Bruna Machado Correa que desde o inicio da jornada
académica esteve ao meu lado, obrigada pela imensa amizade e momentos
maravilhosos que passamos juntas. Tu vais ficar marcada na minha memoria e no
meu coracao para sempre!

A sempre amiga Fg2. Larissa Lautenschlager, por ter um coracdo enorme e
estar sempre disposta a ajudar. Obrigada por compartilhar a tua casa comigo, a qual
muitas vezes foi o0 meu conforto quando o meu coracdo apertava de saudade.

Agradeco pela amizade sempre!



A minha amiga Fg2. Michele Paula Moro, pelas longas conversas e palavras
de carinho que me auxiliaram nos momentos dificeis. Obrigada pela convivéncia que
nos tornou cada vez mais proximas e verdadeiras amigas.

As amigas e fonoauditlogas Bruna Roggia e Tassiana Kamisnki, pela
agradavel convivéncia compartilhada tanto profissionalmente quanto pessoalmente.

As amigas e fonoaudi6logas Luciane Pacheco e Flavia Almeida, por serem
grandes profissionais e por me mostrarem que é possivel! Obrigada Manas!

A amiga Angela Moro, por me acolher na amizade e por compartilhar
momentos alegres e inesqueciveis.

As minhas eternas amigas Aline Dutra, Aline Pés, Ana Paula Blanco, Adriana
Dutra, Gisele Dutra e Lilliane Guimardes, por fazerem parte da minha histéria e
pelos lacos de amizade verdadeira que nem o tempo e a distancia consegue
enfraquecer.

A todos aqueles que de alguma forma colaboraram com a realizagdo deste

trabalho.

MUITO OBRIGADA!



“O walor das coisas ndo estd no tempo em que elas duram,
mas na intensidade com que acontecem.
Por isso existem momentos inesquecivets, coisas inexplicdveis

e pessoas incompardveis’.

(Fernando Pessoa)



1. INTRODUCAO

A avaliacdo otoneuroldgica consiste em um conjunto de procedimentos que
permite a exploracdo semiologica dos sistemas auditivo e vestibular e de suas
relacbes com o sistema nervoso central (SNC). A anamnese, a avaliagao
otorrinolaringolégica, a investigacdo audiolégica e a equilibriometria (ou
vestibulometria) sdo os seus componentes. Para complementar essa avaliacao,
utiliza-se a Posturografia Dinamica “Foam-Laser”, que consiste em uma técnica de
baixo custo e confiavel para a realizacdo do Teste De Organizacao Sensorial (TOS),
sendo essa importante para quantificar os disturbios do equilibrio corporal e também
para avaliar a eficacia da reabilitacdo vestibular se utilizada para sanar esse
disturbio (CASTAGNO 1994a).

Para a manutencdo do equilibrio, se faz necessaria uma integracdo dos
sistemas sensoriais que incluem a visdo, a propriocepcdo e o sistema vestibular,
cada um deles contribui com uma funcdo especifica, formando nossa orientagcao
espacial (GANANCA & CAOVILLA, 1998). Segundo Pedalini & Bittar (1999), o
sistema vestibular é formado por diversos componentes sensoriais e sao eles que
auxiliam na manutencdo do equilibrio em todas as atividades diarias, tais como:
caminhar, pular e andar de bicicleta.

O equilibrio corporal € de fundamental importancia para que o individuo
mantenha sua qualidade de vida e consiga exercer suas atividades diarias, em todos
0S aspectos, tanto nas atividades profissionais, como nas sociais e emocionais
(POPPER, 2001).

Por ser de vital importancia para a saude do individuo o equilibrio é o tema de
estudo. Otoneurologia € o campo da otorrinolaringologia e da otologia, que estuda o
equilibrio corporal, a audicéo e suas relacdes com o Sistema Nervoso Central (SNC)
e integra o circuito multidisciplinar de investigagdo. Vertigem, outras tonturas,
desequilibrio, nauseas, quedas, hipoacusias e zumbido sdo alguns dos principais
sintomas decorrentes de comprometimento agudo ou crénico dos sistemas auditivos
e vestibular (GANANCA; CAOVILLA & GANANCA, 2002).
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Entre as possibilidades de atuacdo que hoje sao oferecidas ao
Fonoaudidlogo, estdo os exames otoneuroldgicos, com 0s quais esses profissionais
podem colaborar nos diagnosticos das disfuncbes da orelha interna e promover
aplicacdes de técnicas de reabilitacdo em pacientes que sofrem afeccbes do 6rgao
vestibulo-coclear. Médicos, Fonoaudiologos e outros especialistas em distUrbios da
comunicacdo humana sao os profissionais diretamente envolvidos na identificagao e
resolucao desses problemas (HERDMAN et al., 2000).

A etiologia das tonturas pode estar relacionada a diversas causas vestibulares
ou ndo, tais como: doencas metabdlicas, disfuncbes vasculares, alteracbes
cervicais, doencas neurologicas, uso de medicamentos, entre outras. Isso tudo
associado ao envelhecimento do organismo, caracterizam a natureza multifatorial da
tontura (GANANCA et al., 1997).

O equilibrio é uma funcao sensério-motora que tem como objetivo estabilizar
0 campo visual e manter a postura ereta. A posicdo do corpo, 0 movimento dos
olhos e a percepcao espacial sdo controlados pelo sistema vestibular, com o objetivo
de manter o equilibrio corporal (PEDALINI & BITTAR, 1999).

Dada a sua relevancia para a manutencdo da saude e qualidade de vida dos
individuos, fatores ambientais e genéticos que podem interferir no equilibrio sédo
importantes de serem investigados: esse é o caso do tabagismo.

Esse trabalho verificarda os sinais e sintomas clinicos dos disturbios do
equilibrio e também fara uma analise, através de estudos de biologia molecular, do
sistema vestibular dos individuos usuarios de tabaco, tem como objetivo
correlacionar o tabagismo com as eventuais alteracdes vestibulares e analisar as
possiveis alteracdes do equilibrio relacionadas ao uso do tabaco através de analises

funcionais e danos celulares.



2. REVISAO DE LITERATURA

Para a melhor compreensdo do estudo aqui apresentado, a revisao de

literatura foi dividida em capitulos, para facilitar a abordagem do tema.

2.1 Equilibrio

Segundo Ferreira (2009), equilibrio € a manutencdo de um corpo na posi¢cao
normal, sem oscilagcbes ou desvios. E a igualdade entre forcas opostas e também
estabilidade mental e emocional.

O sistema nervoso central (SNC) integrado com os sistemas vestibular, visual
e proprioceptivo recebe as informacdes do meio externo fazendo com que 0 corpo
mantenha-se em equilibrio, executando movimentos em relagdo ao corpo e ao
espaco (VIEIRA, 2006).

7z

O sistema vestibular € uma das ferramentas mais importantes do sistema
nervoso no controle da postura, além dele, os impulsos captados no 6rgao da viséao
€ nos receptores proprioceptivos, juntamente com uma resposta muscular reflexa,
também sdo responsaveis pela manutencdo do equilibrio e do controle postural
(HERDMAN, 2002).

As alteracfes do equilibrio podem ocorrer devido a alguma falha em um ou
varios desses sistemas, levando o individuo a se queixar de desequilibrio corporal.
Essas queixas sdo extremamente frequentes, tendo como principal sintoma a
tontura. Podendo essa ser relatada como Unica queixa ou estar acompanhada por
outros sinais e sintomas.

Handa et al., (2005) afirmam que a tontura € um dos sintomas mais comuns
no mundo, atingindo tanto o género feminino, quanto o masculino e tendo maior
prevaléncia em adultos, especialmente idosos. A vertigem € o tipo mais frequente de

tontura, caracterizada como sensacao de desorientacao espacial do tipo rotatorio.
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Para Lourenco (2005), as tonturas podem ter inldmeras causas, sendo que
muitas doencgas ou disturbios funcionais em varias partes do corpo humano podem
afetar o sistema do equilibrio corporal.

Acompanhando o quadro de tontura encontra-se uma série de sintomas
associados, como: zumbido, hipoacusia, cefaléia, depresséo, disturbios de memoria,
nauseas, ansiedade, vémitos, sudorese, entre outros, o que acarreta consequéncias
significativas a qualidade de vida da populacdo (GANANCA & CAOVILLA, 2001).

As alteracdes do equilibrio corporal, clinicamente caracterizadas como:
tontura, vertigem, desequilibrio e queda, estdo entre as queixas mais comuns da
populacédo idosa, estima-se que a prevaléncia de queixas de equilibrio na populacéo
acima dos sessenta e cinco anos chegue a 85% (BITTAR et al., 2000) estando
associada a varias etiologias, e podendo se manifestar como desequilibrio, desvio
de marcha, instabilidade, naduseas e quedas frequentes. Essas alteracBes do
controle postural estdo associadas, na populacdo idosa, a um maior risco de queda
e suas consequentes sequelas, que apresentam elevada morbidade (GANANCA et
al., 2004).

A etiologia das tonturas pode estar relacionada a diversas causas
relacionadas de origem vestibular ou ndo, como disfuncdes cérebro-vasculares,
doencas metabdlicas e vasculares, alteracdes cervicais, doengas neuroldgicas,
hipotensdo postural, uso de medicamentos, presbivertigem, entre outras. Essas
multiplas causas associadas ao envelhecimento do sistema vestibular e dos demais
sistemas do organismo caracterizam a natureza multifatorial da tontura (GANANCA
et al., 2004).

Katz (2003) relata que os sistemas auditivo e vestibular tém algumas
caracteristicas comuns, mas se diferem quanto a outras. Os dois sistemas tém
origens comuns na escala filogenética, sendo que o sistema vestibular precede o
sistema auditivo. Os sistemas vestibulares diferem entre si com relacdo a natureza
dos estimulos extrinsecos que se originam de fontes distantes. O sistema vestibular
€ um sistema proprioceptivo que responde a estimulos que envolvem o corpo e/ou
se encontram dentro dele. E sensivel ao movimento no espaco e as mudancas
posturais, contribuindo desse modo para a orientagcdo espacial e a coordenacgao
motora.

Castagno (1994a) e Bento (1999) complementam referindo que o sistema

vestibular consiste no labirinto, vias e nucleos vestibulares, que se inter-relacionam
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no tronco cerebral com outros ndcleos e vias neuronais. No labirinto, os trés canais
semicirculares, situados em planos de 90° entre si, respondem as aceleracdes
angulares da cabeca, enquanto que o saculo e utriculo respondem, principalmente,
a aceleracdo linear. Os estimulos do labirinto sdo conduzidos pelos nervos
vestibulares superiores e inferiores até os diversos nucleos vestibulares, situados no
tronco cerebral. A percepcéo espacial adequada necessita, ainda, da integracdo dos
centros oculares e proprioceptivos, 0 que ocorre na substancia reticular e no
cerebelo. Projecdes neurais também passam pela substancia reticular para atingir os
centros corticais e no sistema oculomotor, resultando no nistagmo. Qualquer
alteracdo nesse intrincado sistema de orientacdo espacial pode levar a sintomas
vertiginosos.

Gananca et al., (1997) afirmam que na ocorréncia de um conflito na
integracdo das informag8es sensoriais, ocorre uma disfungcéo do equilibrio corporal,
que pode ser traduzida como tontura ou vertigens, podendo atingir individuos em
qualquer faixa etéaria, principalmente, os adultos e idosos, culminando em eventos de
queda.

Para Zhong & Jin (1991) as causas de tontura sdo de dificil diagnostico,
contudo, hoje existem varios exames complementares disponiveis, tais como:
exames audiométricos, eletrofisiolégicos, laboratoriais, etc. Porém, apenas esses
nao avaliam adequadamente a funcdo vestibular. Os exames que desempenham
bem esse papel sdo as provas eletronistagmograficas e as posturograficas.

A melhora do paciente que possui alteracdes vestibulares € obtida em funcéo
das adaptacbes neurais multifatoriais, substituicbes sensoriais, recuperacao
funcional dos reflexos vestibulo-ocular (RVO) e vestibulo-espinal (RVE), pelo
condicionamento global, pela alteracdo do estilo de vida e pelo efeito psicoldgico
positivo com a recuperacao da seguranca fisica e psiquica. O sucesso do tratamento
necessita da cooperacdo do paciente e de sua participacdo ativa, o que leva a
resultados mais satisfatorios e melhoria na qualidade de vida (BITTAR & PEDALINI,
1999).

Existem trés formas de tratamento para as disfuncdes labirinticas: a
medicamentosa, a cirdrgica e a reabilitacao vestibular. Outros autores acrescentam,
ainda, as mudancas dos habitos e vicios inadequados (tabagismo, alcoolismo, erros

alimentares) e, quando necessario, acompanhamento psicolégico. Outros ressaltam
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que a reabilitacdo vestibular é o melhor tratamento terapéutico e que pode ser usado
com ou sem auxilio de medicamentos (JAUHAR, 2001).

Gananca, Caovilla & Gananca (2002), afirmam que se houver uma lesdo em
algum dos trés sistemas responsaveis pelo equilibrio, ocorrera uma discrepancia nas
informacdes ocasionando um conflito, podendo surgir sintomas de desequilibrio
corporal, como a tontura, que € definida como uma sensacao errbnea de movimento
do corpo ou do ambiente. Os mesmos autores afirmam que ha varios tipos de
tontura, podendo ser subdivididas em tontura rotatéria, conhecida como vertigem, e
em tontura ndo-rotatéria caracterizada por instabilidade, flutuacdo, impressao de
gueda, desvio de marcha, sensacao de cabeca oca ou pesada, entre outros.

A reabilitacdo vestibular € um tratamento terapéutico, cujo objetivo € a
promocdo da melhora do equilibrio global, da qualidade de vida e a restauracédo da
orientacdo espacial para o mais proximo do fisioldgico, por meio de exercicios que
estimulam os fendbmenos de adaptacéo envolvendo a habituacdo, compensacéo e a
substituicao vestibular (GANANCA et al., 2000).

Na adaptacéo vestibular o sistema vestibular aprende a receber e processar
informacdes, mesmo que inadequadas ou incompletas, adequando-as aos estimulos
apresentados. A habituacéo vestibular é a correcdo ou a diminuicdo das respostas
inadequadas, quando o sistema vestibular é estimulado e o organismo passa a
responder de forma adequada. A substituicdo vestibular € a priorizacdo central da
percepcdo sensorial que almeja substituir as informacdes relacionadas ao equilibrio
corporal que estejam ausentes ou conflitantes (GANANCA et al., 1997; GANANCA,
PERRACINI & GANANCA, 2002).

A compensacdo vestibular pode ser definida como o mecanismo de
recuperacédo funcional do equilibrio corporal e consiste numa série de eventos que
regularizam a simetria das respostas vestibulares no Tronco Encefélico (GANANGCA
& CAOVILLA, 2001).

Alteracdes metabdlicas ha muito tempo sdo aceitas como um dos fatores
responsaveis por diversos disturbios do equilibrio originarios no sistema vestibular.
Nos ultimos trinta anos, pesquisadores tém dedicado seu trabalho de investigacéo
ao esclarecimento das eventuais manifestacdes clinicas desses disturbios e sua
documentacdo. Dentre os distarbios metabodlicos aceitos, atualmente, como
responsaveis por alteragfes labirinticas, estdo as disfungbes metabdlicas da glicose

(diabetes, hipoglicemia reativa e hiperinsulinemia) e da glandula tiredide, problemas
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relacionados ao metabolismo lipidico e as variacdes hormonais femininas (BITTAR
et al., 2003).

Devido a variabilidade etiologica € imprescindivel reconhecer e caracterizar a
disfuncédo vestibular por meio de testes de exploracdo semiolégica dos sintomas
auditivo e vestibulares. Assim, 0 sucesso da terapéutica otoneurolégica depende da
precisdo do diagndstico sindrdmico, topografico e etiolégico. A maximizacdo das
informacBes com o uso dos computadores aprimorou o diagnostico topografico das
lesBes auditivas e vestibulares, e esse progresso do diagndstico otoneuroldgico tem
resultado na otimizacdo dos recursos no controle da vertigem aguda e crbnica de
origem vestibular (BENTO et al., 1999)

O individuo tem a percepcéo de que esta em equilibrio, mas o que o deixa
equilibrado, na realidade é um conjunto de mecanismos que se processam de modo
totalmente inconsciente. Ndo importa o que o individuo esteja fazendo, ndo precisa
ter conscientemente qualquer preocupac¢do em manter o seu equilibrio, j& que esse
se estabelece automaticamente (GANANCA et al., 1999).

Como foi anteriormente comentado, existem causas genéticas e ambientais
que podem afetar o equilibrio do individuo ao longo de sua vida. Por esse motivo a
investigacdo dessas causas é de grande relevancia cientifica para a saude. Esse é o
caso dos efeitos do tabagismo sobre o equilibrio.

2.2 Tabagismo

O consumo do tabaco existe ha varios séculos, no entanto, apenas
recentemente os seus maleficios comecaram a ser determinados e conhecidos. Os
efeitos prejudiciais verificam-se nos fumadores ativos e nas pessoas que estido
expostas ao fumo, denominadas fumadores passivos.

O tabaco € uma erva utilizada via processo inalatério, processo esse utilizado
h& mais de trezentos anos. A planta ganhou o nome de Nicotiana ap6s Jean Nicot,
um embaixador francés, residente em Portugal, que em 1560, exaltou em publico a
virtude do tabaco como agente curativo. A espécie Nicotiana tabacum é hoje a
principal fonte do tabaco fumado e a Unica espécie cultivada nos Estados Unidos e

no Brasil. A folha do tabaco contém uma complexa mistura de mais de quatro mil
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componentes quimicos: hidrocarbonetos, fendis, &cidos graxos, isopropenos,
ésteres e minerais inorganicos (ARAUJO et al., 2009).

Ainda para esses autores, o0 tabagismo é um comportamento complexo que
recebe influéncias de estimulos ambientais, habitos pessoais, condicionamentos
psicossociais e das agfes bioldgicas da nicotina. Esses estimulos podem ser de
varios tipos: os provenientes da publicidade, da facilidade de aquisicdo da droga
pelos baixos precos dos cigarros e aceitacdo social, exemplo dos pais e de lideres
fumantes, tendéncia pessoal a outras adicbes, a depressdo, além da
hereditariedade. Esses fatores constituem o modelo que explica 0 comportamento
aditivo (ARAUJO et al., 2009).

O fumo é importante causa de perda da salde. Esta associado ao
desenvolvimento de doencas respiratérias, cardiovasculares e neoplasias. A
mortalidade geral é duas vezes maior nos fumantes quando comparados aos nao-
fumantes. Constitui-se um dos fatores de risco maiores para doenga coronariana
(FUCHS, 1992). Juntamente com as neoplasias, as doencas cardiovasculares
representam a maior causa de morte no Rio Grande do Sul e em grandes cidades
do Brasil (LOLIO et al., 1993).

Apesar de ser importante fator de risco, cuja remocdo repercute
significativamente na reducdo da morbidade e mortalidade, os dados de prevaléncia
de tabagismo na populacdo geral brasileira sdo esparsos. Nos poucos estudos
populacionais, as estimativas oscilam entre 32 e 42% (POHLMANN et al., 1991). E
maior entre os homens, da terceira a sexta década de vida e posicao
socioeconémica inferior. A associacdo inversa do tabagismo com nivel
socioeconbmico também ¢é observada internacionalmente (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL, 1993).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2004 afirmou que o tabagismo
deve ser considerado uma pandemia, ja que, atualmente, morrem, no mundo, cinco
milhbes de pessoas, por ano, em consequéncia das doencas provocadas pelo
tabaco, o que corresponde a aproximadamente seis mortes a cada segundo.

Por esse motivo, a OMS junto ao Centro de Controle de Doengas (CDC,
1994) promoveram uma pesquisa mundial (Global Youth Tobacco Survey — GYTS),
tendo como objetivo acompanhar as prevaléncias do tabagismo entre os jovens e
monitorizar as tendéncias. Dados coletados de 1999 a 2002 em jovens escolares da

faixa etaria de 13-15 anos, de varios paises, revelaram prevaléncias de fumo de
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15% entre os jovens do sexo masculino e 6,6% entre os do sexo feminino. A
definicdo de tabagismo utilizada nessa pesquisa foi "ter fumado durante um ou mais
dias nos ultimos trinta dias".

No Brasil, segundo as estatisticas do Instituto Nacional de Céancer (INCA,
2001), um terco da populacdo adulta fumava, sendo 16,7 milhdes de homens e 11,2
milhdes de mulheres e estimam-se duzentos mil 6bitos anuais relacionados ao fumo.

Como a nicotina que € 0 componente psicoativo do tabaco € extremamente
aditiva, ela produz uma dependéncia comparavel a dos opiaceos e a da cocaina, 0
gue se pode comprovar quando se observa a grande dificuldade que os fumadores
tém para deixar de fumar. A dependéncia néo é so fisica da nicotina, mas é também
psicolégica dos cigarros (LANCASTER & STEAD, 2004). A dependéncia fisica
caracteriza-se pela sindrome de privacdo com a vontade imperiosa de fumar, pela
irritabilidade, dificuldade de concentracao, alteracdo do sono, tonturas e cefaléias,
entre outros. A dependéncia psicolégica advém do refor¢o positivo que os rituais de
fumar conferem: prazer de fumar, gestéo de stress e regulacdo do peso e do apetite.

Estima-se que cerca de 75% dos adolescentes experimentam o tabagismo,
mas em torno de 60% dos experimentadores evoluem para o uso diario e desses
20% a 30% tornam-se dependentes. Esse Ultimo grupo de fumantes ndo consegue
abandonar o fumo, ainda que queiram. Entre eles, um numero consideravel de
pessoas bem informadas, inclusive de profissionais ligados a area da saude (DOLL
et al., 2004).

Para Mico et al., (2000) a nicotina exerce seus efeitos no cérebro através de
receptores colinérgicos (nAChR) amplamente distribuidos no sistema nervoso
central (SNC), ja que apresenta estrutura molecular semelhante a da acetilcolina. A
administracdo continuada de nicotina altera a estrutura do SNC, aumentando a
densidade de receptores nicotinicos entre 100 e 300%, modificando a fisiologia do
SNC. Isso pode ser comprovado pela deteccdo de alteracGes na eletroencefalografia
(EEG), no metabolismo cerebral, pela mensuracdo de diferentes niveis séricos de
neurormoénios. Esses efeitos, diferentes em fumantes e ndo fumantes, também séo
verificados em fumantes antes e apés o ato de fumar.

Como a maioria das drogas de poder aditivo, a nicotina produz de modo
significativo, também sensacbes desagradaveis. Produz aversdo, € um potente
agente ansiogénico e ocasiona efeitos desagradaveis como nduseas, tosse e tontura

guando em suas primeiras experiéncias (TUCCI et al., 2003).
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Entretanto, existe um numero pequeno de estudos associando tabagismo, o
equilibrio corporal e danos no DNA celular, e uma vez, que o tabaco aumenta o
estresse oxidativo, que por sua vez interfere na funcdo de diversos oOrgaos e
sistemas corporais essa é uma questao que merece ser explorada. Sendo assim, &
de grande importancia investigar o quanto o tabagismo estd associado a disfungéo
do equilibrio e investigar também a influéncia na associacdo das diferencas do

equilibrio com o préprio estresse oxidativo.

2.3 Genotoxicidade do tabaco e principais testes para a sua avaliagéo

A genotoxicidade é uma area da genética que estuda 0s processos que
alteram a estrutura fisico-quimica da molécula desoxirribonucléico (DNA), estrutura
fisico-quimica, que é considerada a base da vida. O processo que leva a alteracéo
do DNA é denominado mutagénese. Os agentes quimicos ou fisicos que mudam a
sequéncia do DNA sao “toxicos” para o gene sendo conhecidos como agentes
genotdxicos. J4 a palavra mutacdo pode ser definida como sendo qualquer alteracao
permanente no DNA, que leva a uma alteracdo herdavel da funcao génica (SILVA et
al., 2003). E importante salientar que mutacdes podem ocorrer em qualquer célula,
tanto em células de linhagem germinativa como em célula somatica. Dois testes
para avaliar a genotoxicidade de uma dada substancia ou o efeito da exposicédo a
fatores genotoxicos sdo amplamente utilizados: o teste Analise do Micronucleo e o
Ensaio do Cometa (BOMBAIL et al., 2001)

2.4 Teste analise dos micronucleos

Micronucleo (MN) é um nucleo acessorio, originado a partir de fragmentos de
Cromossomo ou de cromossomos inteiros que nao sao incluidos no nucleo principal
durante a mitose. MNs surgem por alteracbes genéticas espontaneas ou Ssao
induzidos por agentes genotoxicos. A analise dos micronucleos tem sido utilizada

como uma ferramenta importante de biomonitoramento de populagbes. Estudos
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demonstram que consumidores de fumo e alcool, assim como grupos expostos a
determinados agentes em fung&o de sua ocupac¢ao ou estilo de vida apresentam um
elevado numero de MNs nas células bucais esfoliadas (CARRARD et al., 2007).

Ramirez & Saldanha (2002) afirmam que o MN é um ndcleo adicional e
separado do nucleo principal de uma célula, formado por cromossomos ou
fragmento de cromossomos que ndo sdo incluidos no nudcleo principal durante a
mitose. Sua formacgao se deve a alteracGes estruturais cromossdmicas espontaneas
ou decorrentes de fatores ambientais ou, ainda, a falhas no fuso mitotico, sendo,
portanto, excluido do novo ndcleo formado na tel6fase.

MNs sdo cromossomos inteiros ou parciais que ndo foram incorporados
dentro do ndcleo da célula filha durante a divisdo celular e que aparecem como uma
pequena estrutura arredondada e escura, idéntica em aparéncia ao ndcleo celular.
Do mesmo modo, podem ocorrer anomalias celulares, formadas quando
determinada quantidade de material fica levemente atrasada na mitose fazendo com
gue o nucleo resultante ndo seja oval, mas apresente uma saliéncia de cromatina
(BOMBAIL et al., 2001).

Microntcleo

FIGURAL. Célula com formag&o de um micronucleo
Fonte: Tolbert, Shy & Allen, (1992)

O teste do MN tem sido amplamente usado para medir genotoxicidade tanto
in vitro quanto in vivo. O teste in vivo é especialmente relevante porque permite
obter maiores informacdes sobre as condicbes experimentais, tais como: 0
metabolismo, a farmacocinética e os processos de reparo do DNA. E usado primeiro

para avaliar a habilidade da substancia teste para induzir danos cromossémicos
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estruturais ou numéricos, ambos associados com 0 aparecimento e/ou progressao
de tumores (KRISHNA & HAYASHI, 2000).

O Food and Drugs Administration (FDA, 2005), nos EUA, define MN como
particula microscopicamente detectavel contendo DNA nuclear, podendo conter
parte ou todo um cromossomo.

O teste do MN foi originalmente desenvolvido por Schmid (1975), explica ele
que o principio do teste baseia-se no fato de que, durante o processo de divisao
celular, principalmente na anafase, as cromatides e os fragmentos cromossémicos
acéntricos ndo sao transportados pelas fibras do fuso para os poélos opostos,
enquanto que os fragmentos com centrdmero o sdo. ApOs a telofase, os
cromossomos sem dano sao incluidos no ndcleo de cada uma das células filhas. No
entanto, alguns elementos, normalmente muito pequenos, ndo sdo incluidos nos
ndcleos formados e permanecem no citoplasma, constituindo as estruturas
caracterizadas como micronucleos.

Dentre as alterac@es eritrociticas nucleares, a ocorréncia de MNs serve como
0 primeiro passo no estudo de qualquer substancia mutagénica. O teste do MN é um
teste rapido e sensivel para detectar alteracbes cromossémicas estruturais e
numeéricas (HEDDLE et al., 1991), também é um ensaio citogenético, comumente,
usado em varios sistemas bioldégicos para o0 monitoramento de genotoxicidade
ambiental (MERSCH & BEAUVAIS, 1997).

Os eventos que levam a formacdo do MN podem ser induzidos pelo estresse
oxidativo, exposicdo a agentes clastogénicos ou aneugénicos, defeitos genéticos
nos checkpoints do ciclo celular e/ou nos genes de reparo do DNA e também pela
deficiéncia de nutrientes requeridos como co-fatores no metabolismo do DNA e na
maquinaria da segregacao cromossodmica (BONASSI et al., 2007).

Defeitos nas func¢des da apoptose também contribuem para a formacdo de
MN, como foi mostrado no trabalho de Decodier, Cundari & Krisch-Volders (2005),
onde eles verificaram que a inibicdo da apoptose, através da inibicdo da atividade
das caspases 8 e 9, aumentaram a frequéncia de células micronucleadas.

Os MNs podem ser unicos ou multiplos e segundo Tolbert; Shy & Allen (1992)
devem preencher os seguintes critérios: 1. Estrutura da cromatina similar e
intensidade de cor semelhante ou mais fraca do que a do nucleo principal; 2. Borda
evidente, sugerindo membrana nuclear; 3. Ter formato arredondado; 4. Localizacao

intracitoplasmatica; 5. Diametro menor do que 1/5 do nucleo principal.
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A presenca de MNs em células esfoliadas da mucosa bucal reflete os eventos
genotdxicos que ocorreram em células que estavam na camada basal do epitélio 1-3
semanas antes da obtencdo dos esfregacos. A deteccdo de MNs em citologia
esfoliativa deve ser interpretada como resultante da exposicdo recente a
carcindégenos ou o reparo frente a erros espontaneos durante a duplicacdo do DNA.
Existe uma grande variacdo interindividual (de até dezessete vezes) na ocorréncia
de MNSs. Isso pode ser reflexo de fatores genéticos ou da acdo de agentes
genotoxicos nédo identificados (BLOCHING et al., 2000).

A utilizagdo da citologia esfoliativa a partir do raspado de mucosas é uma
técnica barata e simples quando comparada a cultura de células, o que permite o
estudo em ambito populacional (AYYAD et al., 2006). O emprego do teste de MNs
em células esfoliadas pode ser utilizado como dosimetro interno de danos em
tecidos especificos. O epitélio bucal estd em constante contato com agentes
ambientais (genotoxicos), portanto € um sitio alvo importante para substancias
toxicas inaladas ou ingeridas (KARAHALIL et al., 1999).

As células descamadas da mucosa bucal podem ser obtidas através de
raspagem com o auxilio de espatulas de madeira ou de plastico. Titenko - Holland et
al., (1996) recomendam que se faca um bochecho prévio as coletas no sentido de se
remover bactérias ou debris celulares que podem comprometer as leituras. A
solucéo utilizada para estoque das células deve ser a mais inerte possivel como, por
exemplo, a solugéo salina 0,9% ou uma solucdo tampao em pH neutro (7,0). Esse é
um método de coleta ja validado, que permite a obtencdo de um alto nimero de
células viaveis de forma nao invasiva e bem tolerada pelo paciente (CHEN et al.,
2006).

Os estudos mostram uma diversidade consideravel quanto ao numero de
células avaliadas, que vao de quinhentas (DESAI et al., 1996; BLOCHING et al.,
2000) até mais de mil células por lamina (GATTAS et al., 2001). Isso pode ser uma
das fontes dos resultados controversos, pois em individuos saudaveis ndo expostos
a agentes genotoxicos, os MNs aparecem na propor¢cado de aproximadamente 1-3
por mil células nucleadas. Diante dessa constatagcéo, seria importante que houvesse
uma padronizacdo do numero de células a ser avaliado, permitindo que a
comparacao entre os estudos fosse realizada (BELIEN et al., 1995).

O teste dos MNs nas células descamadas do epitélio bucal é de grande

aplicabilidade para o acompanhamento de pacientes de risco para cancer bucal e de
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andlise do impacto de determinados agentes genotdxicos, como o fumo e o alcool
na mucosa bucal. Além disso, o teste dos MNs parece ser uma ferramenta
apropriada para identificar novos agentes ambientais toxicos, informando a respeito
da possibilidade de os mesmos serem genotoxicos (CARRARD et al., 2007).

Para Heddle et al., (1991) apesar da formacdo de MNs de fragmentos
cromossbmicos acéntricos ser de facil e amplo entendimento, algumas duvidas
ainda permanecem em relacdo a origem do MN. Existem, de fato, quatro
mecanismos reconhecidos, segundo esses autores, que podem dar origem ao MN e
a estruturas semelhantes: a) perda mitética de fragmentos acéntricos; b) uma
variedade de consequéncias mecanicas de quebras e trocas cromossOmicas; C)
perda mitética de cromossomos inteiros; d) apoptose, que € uma forma de
destruicdo nuclear em que o ndcleo se desintegra e fragmentos nucleares sao
formados.

Fenech et al., (1999) apontam que a utilizacdo da técnica dos MNs em células
esfoliadas de diferentes tecidos € um campo promissor, mas chamam a atencédo
para a necessidade da padronizacdo dos protocolos, da comparacdo dos resultados
de diferentes laboratorios e do estudo desse fendmeno nos diferentes tecidos, a fim
de que sejam encontradas as fontes da variabilidade dos resultados. Como o
periodo de renovacdo do epitélio bucal é de aproximadamente vinte e cinco dias, a
formacdo de MNs deve ser considerada um dano citogenético agudo e local
(SUHAS et al., 2004).

2.5 Teste ensaio do cometa

O Ensaio Cometa, também conhecido por SCGE (Single-Cell Gel
Eletrophoresis), € uma técnica capaz de detectar dano ao DNA em células
individualizadas (FERRARO, 2004), através da medicdo da migracdo em gel do DNA
dos nucledides depois de uma corrida eletroforética (SINGH et al., 1988). O nome
cometa refere-se a formacdo de uma longa cauda com os fragmentos de DNA
deixados apos a passagem da corrente elétrica (BOMBAIL et al., 2001).

Em 1988, SINGH et al.,, desenvolveram 0 ensaio cometa sob condi¢des

alcalinas (pH>13), o que intensificou a eficiéncia da técnica. Essa alteragédo
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possibilitou a deteccdo de quebras de fita simples, quebras de fita dupla, sitio alcali-
labeis, sitios abasicos, excisdo de sitios incompletos de reparo e ligacdes cruzadas
(TICE et al., 2000).

O ensaio do cometa tem sido proposto para estudos de toxicogenética devido
as suas vantagens e peculiaridades quando comparado a outros testes que
detectam substancias genotdxicas, sendo uma ferramenta fundamental de
investigacdo em estudos de reparo de DNA, biomonitoramento ambiental e teste de
genotoxicidade (ROSS et al., 1995).

O ensaio consiste nas etapas de preparacéo da suspensao celular, incubacgao
em uma solucdo de lise, etapa de desespiralizacgdo do DNA e uma corrida
eletroforética. O papel da lise no ensaio cometa é o de remover os conteudos
celulares, com excecdo do material nuclear. O DNA permanece bem condensado
devido a presenca de uma pequena quantidade de proteinas ndo histénicas. Porém,
gquando colocado na solucdo de eletroforese, com pH maior que treze, a
espiralizacdo do DNA comeca a relaxar a partir dos pontos de quebra da fita,
permitindo, dessa maneira, que 0s mesmos sejam revelados pela eletroforese na
sequéncia do teste (YENDLE et al., 1997).

A eletroforese € uma técnica utilizada para separar macromoléculas, tais
como: acidos nucléicos ou proteinas com base no tamanho, na carga elétrica e em
outras caracteristicas fisicas. Tal propriedade atribui um papel fundamental na
separacao dos fragmentos de DNA durante a execucdo do teste cometa. O uso
desse método possibilita a migracdo das moléculas através da extensao do gel,
impulsionadas por uma corrente elétrica. Nas extremidades dele estdo os eletrodos
qgue fornecem a forca dirigida. Em alguns casos, o formato das moléculas também
influencia na facilidade de migracao pelo gel (MATSUMOTO et al., 2006).

Qualquer que seja o meio a ser utilizado, todo o processamento das células
deve obrigatoriamente ser executado sem que danos adicionais ao DNA possam
ocorrer. Dessa forma, as células devem ser manipuladas ao abrigo da luz, uma vez
gue esta causa danos ao DNA (FERRARO, 2004).

O teste do cometa € utilizado para detectar lesbes genbmicas que, apds
serem processadas, podem resultar em mutacao. Diferente das mutacdes, as lesdes
detectadas pelo teste do cometa séo passiveis de correcdo. Uma vez que danos no
DNA sédo frequentes em células e tecidos especificos, uma metodologia como o

teste do cometa, que permite a deteccdo de danos e seu reparo em uma Unica
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célula, e consequentemente, em determinada subpopulagéo celular, € de extrema
relevancia para a avaliacdo de compostos genotéxicos (TICE, 1995).

O teste do cometa consiste na lise celular, relaxamento do DNA e
eletroforese, sendo possivel observar apds coloracdo, os fragmentos de DNA
provindos da quebra causada pelo agente xenobidtico, que, ao serem submetidos a
eletroforese “correm” formando uma cauda (BUCKER, CARVALHO & ALVES-
GOMES, 2006)

Deve-se ter em mente que ndo existe célula sem dano no DNA, visto que o
proprio metabolismo celular pode gerar em torno de mil lesBes diarias no
DNA/célula. O que se faz, rotineiramente, € modular as condi¢cfes técnicas (tempo
de relaxamento e eletroforese) para que um minimo de DNA migre da cabeca para a
cauda do cometa nos controles negativos (TICE, 1995).

Para Lemos et al., (2000) o parametro de andlise que o teste ensaio do
cometa fornece é a quebra de fita simples de DNA, e os segmentos gerados migram
do nucleo, de acordo com o dano ocorrido na molécula. O uso desse teste tem sido
proposto devido sua alta sensibilidade quando comparado com outros testes de
genotoxicidade.

A principal vantagem do ensaio de cometa € sua alta sensibilidade a varios
tipos de danos de DNA (BUCKER et al., 2006), sendo considerado em alguns casos
mais sensivel a acdo de agentes genotoxicos do que ao teste de microndcleo
(MATSUMOTO et al., 2006; BUCKER et al., 2006), além de outras vantagens, como:
mensuracdo de danos em células individuais e o baixo numero de células
necessario para a realizacao do teste.

O grau de dano no DNA que o teste considera pode ser descrito de varias
maneiras, como a quantidade de DNA na cauda, o comprimento da cauda e a
porcentagem de células com diferentes classes de danos (TICE, 1995).

Collins et al., (1995) publicaram um método de pontuacdo visual ("visual
scoring") através do qual se pontua cada cometa, classificando-os em graus que vao
de zero a quatro ( Fig. 2). Dessa forma, se cem cometas séo classificados em uma

lamina, o seu “score" total ficara entre zero e quatrocentas unidades arbitrarias.
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FIGURA 2: Classificagdo visual sugerida por Collins et. al. (1995). Imagens de cometas (a partir de
linfécitos), coradas com DAPI. Representam 0-4 utilizados para o escore visual.

Collins et al., (2008) enfatizam que o DNA ndo migra em fragmentos como na
eletroforese convencional, onde a distancia percorrida € inversamente proporcional
ao tamanho do fragmento. Destaca ainda que as distancias entre as quebras
originadas e detectadas pelo ensaio estdo na ordem de 109 Da, muito além da faixa
detectavel pela eletroforese convencional. Nessa, o comprimento dos fragmentos
estd na ordem de 1 mm enquanto que a cauda de um cometa mede um centésimo
desse valor. Outro fato importante destacado por esses autores é o de que mesmo
apos o tratamento com a solucéo de lise e a solucao salina da eletroforese, o nucleo
ou nucledide tem uma estrutura. Essa estrutura mantém os nucleossomos; dessa
maneira a figura da cauda do cometa seria um relaxamento da superespiralizacédo
do DNA originadas pelos danos a estrutura do DNA.

Como limitacdo do teste, vale destacar que embora existam muitos trabalhos
realizados com esse ensaio, e seus protocolos estejam bem estabelecidos em
estudos com humanos e muitos mamiferos, a auséncia de uma padronizacao dos
mesmos torna dificil o cruzamento dos dados encontrados em diferentes espécies
ou mesmo dentro de uma mesma espécie (FRENZILLI, NIGRO, LYONS & 2008),
entretanto, para comparacdes em um mesmo estudo ele é plenamente utilizavel.
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2.6 Tabagismo, genotoxicidade e equilibrio

Apesar dos estudos sobre o tema serem muito escassos, investigacdes
analisando a possivel associacao entre tabagismo e equilibrio postural séo relatadas
na literatura, como € o caso do estudo realizado que sugere terem os fumantes uma
maior instabilidade corporal do que os ndo fumantes (IKI et al., 1994). Outro estudo
recente também mostrou que idosos fumantes submetidos a treinamento para
melhoria no equilibrio postural ndo apresentavam 0s mesmos beneficios da
intervencao quando comparados a idosos ndo fumantes (BISHOP et al., 2009).

Adicionalmente, investigagcdo conduzida por Barreto et al., (2009) analisou a
prevaléncia da indicacédo de alteracdes no equilibrio dindmico em adultos jovens e
sua possivel associacdo com varidveis do estilo de vida, salude e estados
emocionais negativos (EEN) (uma vez que essas condicbes podem intervir nos
resultados obtidos). Para tanto, foi realizado um estudo epidemiolégico transversal,
nao-probabilistico, em adultos jovens (18-32 anos) de uma comunidade universitaria
com 751 individuos, 22.45+3.32 anos. O Teste de Unterberg foi aplicado para
averiguar indicacdo de alteracdo no equilibrio dinamico. Individuos com equilibrio
dindmico alterado (EDA) foram entdo comparados com os sem alteracao (controle).
O estudo mostrou que da amostra, 642 (83.6%) desviaram menos que 45° enquanto
que 109 (14.2%) apresentaram um desvio maior que 45° sendo entdo considerados
o grupo EDA. O grupo EDA apresentou maior prevaléncia de tabagismo,
abuso/dependéncia de alcool, hipertenséo arterial sisttmica e de EEN.

Com base nos resultados obtidos, investigacdes complementares seriam
importantes para entender que possiveis alteracées cito fisioldgicas o tabaco poderia
induzir nesses adultos jovens, influenciando precocemente o seu equilibrio.

Sabendo-se que o tabagismo aumenta um processo conhecido com estresse
oxidativo, e essa € uma das principais causas da genotoxicidade, e que
investigacdes sugerem grande aumento no estresse oxidativo em doencgas
neurodegenerativas que afetam o equilibrio corporal como a doenca de Hungtintons,
Parkinson e esclerose lateral amiotréfica, este tema merece maior destaque (DE
LUCA et al., 2008).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar qual a influéncia do uso do tabaco sobre os possiveis disturbios do
equilibrio e indicadores de genotoxicidade, em individuos tabagistas selecionados de
uma amostra previamente obtida, contribuindo para o seu melhor entendimento e

favorecendo o planejamento de condutas mais eficazes para esses individuos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar os indicadores do equilibrio em individuos usuarios de tabaco através
da Posturografia Dinamica “foam-laser”;

e Verificar a presenca de genotoxicidade através do Teste Analise dos
Micronucleos e Teste Ensaio do Cometa,;

e Analisar a associacdo entre indicadores do equilibrio e genotoxicidade

provocados por estresse oxidativo em usuarios de tabaco.



4. MATERIAL E METODO

4.1 Delineamento

Foi realizado um estudo caso-controle preliminar, quantitativo, transversal e
contemporaneo que comparou os indicadores do equilibrio em tabagistas e néo
tabagistas e dessas variaveis taxas de dano no DNA foi conduzido.

Optou-se por realizar em uma amostra desses individuos a avaliacdo do
sistema vestibular e dois testes para avaliar danos celulares no DNA (Teste Cometa
e Teste do Microndcleo), tendo em vista que 0 organismo é sistémico e caso
comprovado o dano celular, esse poderia estar ocorrendo em qualquer estrutura do

sistema vestibular.

4.2 Local e data das avaliacdes

Esse estudo foi realizado no Servico de Atendimento Fonoaudiologico (SAF)
da Universidade Federal de Santa Maria e no Laboratério de Biogendmica do
Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude na Universidade
Federal de Santa Maria. As avaliacdes foram efetuadas no periodo compreendido

entre marco e junho de 2009.

4.3 Considerac0fes éticas

Foram avaliados somente aqueles individuos que concordaram com a
realizagdo dos procedimentos necessarios para a execucdo da pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A), apés terem

recebido explicacdes sobre o objetivo e metodologia do estudo proposto.
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Esse estudo € um subprojeto do Projeto “Nutrigenética e Tabagismo: Estudos
In Vivo e Ex Vivo da Dieta e Atividade Fisica na Modulacdo dos Efeitos Pro-
Oxidantes do Fumo” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria com o numero 0146.0.243.000-07.

4.4 Amostra

A partir da populagéo do Projeto “Nutrigenética e Tabagismo: Estudos In Vivo
e Ex Vivo da Dieta e Atividade Fisica na Modula¢do dos Efeitos Pro-Oxidantes do
Fumo”, composta por adultos jovens (entre dezoito e trinta e dois anos), foi
selecionado um grupo de individuos tabagistas, denominado Grupo T. Para critérios
de comparacdo e sistematizacdo do grupo estudado, foi selecionado um grupo
controle de individuos néo tabagistas, denominado Grupo NT.

O tamanho da subamostra investigada foi estimado considerando um erro
amostral de 5%, e um nivel de confianca de 95%, estando esse entre 56 a 69
sujeitos. Cada grupo foi composto por trinta sujeitos. Os grupos foram corrigidos por
género, idade, perfil s6cio econémico cultural e estilo de vida.

Qualquer individuo que, por algum motivo, ndo aceitou participar da pesquisa,
ndo cumpriu os critérios de selecdo supracitados ou apresentou algum fator que
interferiu no teste, como alteracdes neurolégicas e/ou incapacidade de cumprir as

tarefas propostas foi excluido da amostra.

4.5 Metodologia

Os individuos foram convidados para participar dessa pesquisa atravées de
telefonemas e/ou e-mail. Depois de informados a respeito dos objetivos do estudo e
das avaliacdes que ganhariam se aceitassem participar do estudo, eram agendadas

as avaliacOes.
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Apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO

A), a resposta do questionario (ANEXO D) e subsequente divisdo dos grupos (T e
NT), os individuos participantes foram submetidos a realizacéo de:

e Anamnese (ANEXO B): contendo perguntas fechadas de identificacdo e

relativas aos sintomas do equilibrio, antecedentes pessoais e familiares,

guantidade diaria e tempo de exposicdo ao fumo.

e Avaliacdo audiolégica béasica: foi realizada ap6s a inspecdo visual do
meato acustico externo, a pesquisa dos limiares auditivos através da
audiometria tonal liminar (ATL) por via aérea nas frequéncias de 250 a
8000 Hz, foram ainda submetidos a logoaudiometria, com a pesquisa do
Limiar de reconhecimento de fala (LRF) e do Indice percentual do
reconhecimento de fala (IPRF), além da execucdo da imitanciometria,
através da realizacdo de timpanometria e pesquisa dos reflexos acusticos
contralaterais, os quais foram pesquisados nas frequéncias de 500, 1000,
2000 e 4000 Hz.

Para a execucdo da imitanciometria foi utilizado um analisador de orelha
média INTERACOUSTIC A27, fone TDH-39 e coxim MX-41, tom-sonda de 220 Hz
e 70 dBNA. A calibracdo do aparelho foi realizada segundo a norma ISO 389-
1991.

Os dados dessa pesquisa foram obtidos em uma cabine tratada
acusticamente, as avaliacfes realizadas em um audidmetro digital de dois canais de
marca Fonix, modelo FA-12, tipo | e fones auriculares tipo TDH-39P de marca
Telephonics.

Os participantes da pesquisa que apresentaram alteraces em qualquer um
dos exames audiolégicos foram encaminhados para avaliagdo com médico
otorrinolaringologista, com o objetivo de verificar qualquer afeccao de orelhas, nariz

e/ou garganta.
Os resultados foram anotados em protocolo padrao (ANEXO C)

e Avaliagdo do equilibrio: foi realizada através da Posturografia Dinamica
“Foam-Laser”, proposta por Castagno (1994a).
A Posturografia Dinamica “Foam-Laser” é uma das formas de avaliacdo do

equilibrio e consiste em uma cabine de dois metros de altura, confeccionada com



37

um suporte de ferro desmontavel que inclina 20°, envolta por um tecido listrado, com
listras claras e escuras de dez centimetros de espessura (Figura 3) e uma almofada
de espuma de cinquenta centimetros por cinquenta centimetros, dez centimetros de
espessura e densidade média. Sobre a cabine foi fixado um papel milimetrado

através de um suporte de ferro.

FIGURA 3 — Cabine utilizada para a avaliagdo do equilibrio

Para a realizacdo do exame um cinto (Figura 4) foi adaptado na cintura do
paciente (confeccionado de espuma e com um velcro na extremidade posterior), no
qual foi inserida uma caneta a laser, de forma que essa caneta encontrava-se atras
do corpo do paciente em diregcdo ao papel milimetrado (Figura 6). Na hora da
avaliacdo o paciente estava em pé€, descalco e com os bracos estendidos ao longo
do corpo.

A Posturografia Dindamica “Foam-Laser” € um teste que mede as oscilagbes
corporais através do “Teste de Organizagéo Sensorial” (TOS) (Figura 5). O TOS é

composto por seis etapas:
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FIGURA 4 — Cinto no qual é anexada a caneta laser.

TOS | = o0 paciente mantém os olhos abertos, olhando a frente, sob uma
superficie fixa e estavel durante vinte segundos;

TOS Il = o paciente mantém os olhos fechados, sob uma superficie fixa e
estavel durante vinte segundos;

TOS Il =& o paciente mantém os olhos abertos, sob uma superficie fixa e
estavel e a cabine se movimenta lentamente para frente e para tras durante vinte
segundos;

TOS IV = o paciente mantém os olhos abertos, olhando a frente, sob uma
espuma de 10 cm de espessura e densidade média durante vinte segundos;

TOS V = o paciente mantém os olhos fechados, sob uma espuma de dez
centimetros de espessura e densidade média durante vinte segundos;

TOS VI = o paciente mantém os olhos abertos, sob uma espuma de dez
centimetros de espessura e densidade média e a cabine se movimenta lentamente

para frente e para tras durante vinte segundos;
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TOS IV TOS V
FIGURA 5 — Teste De Organizacéo Sensorial (TOS)

No decorrer desses vinte segundos, o examinador observa o desvio corporal
antero-posterior do paciente. Esse desvio € anotado e através de um programa de
computador é calculado o &ngulo das oscilacdes.

FIGURA 6 — Papel milimetrado localizado na parte superior da cabine e fixado a um suporte de ferro.
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Os resultados foram anotados em protocolo padrao (ANEXO D)

e Coleta de Amostra Sanguinea: foi realizada por um farmacéutico, para
posterior aplicacdo dos testes e averiguacao dos possiveis danos no DNA,
atraveés da Técnica do Teste do Ensaio do Cometa.

Para a coleta sanguinea, o paciente permanecia sentado em uma cadeira e 0
braco era escolhido. Para a puncdo o braco era apoiado sobre uma mesa,
posicionado em linha reta do ombro ao punho, sem o cotovelo estar dobrado e a
palma da mé&o voltada para cima. A farmacéutica selecionava o local escolhido para
venipuncao e realizava a anti-sepsia da regido utilizando algodao hidréfilo e alcool
etilico volume 70%. Em seguida, garroteava o braco do voluntario fazendo uso de
um garrote de borracha, sem que o fluxo arterial fosse interrompido. O tempo do
garrote no braco do paciente ndo excedeu a um minuto, 0 que acarretaria um
edema, e foi retirado apds o término da venipuncdo. No ato da venipuncdo foram
utilizadas seringas hipodérmicas sem agulha de 3 e 5ml da BD Plastipak® estéril
(apirogénio - atoxico, esterilizado a 6xido de etileno) e agulhas hipodérmicas BD
PrecisionGlide® 22 e 23G1 (0,70x25 e 0,60x25, respectivamente, apirogénio -
atoxico, esterilizado a 6xido de etileno, parede fina bisel trifacetado). Os lacres da
seringa e agulha foram retirados na frente do voluntario. A farmacéutica realizou a
puncdo e em seguida desconectou a agulha e transferiu imediatamente o sangue
para tubo com anticoagulante de EDTA da Vacuette® de 2ml (K3E K3EDTA de
tampa roxa e aro branco) e homogeneizou o sangue por inversdo. O voluntario
recebeu bandagem no local onde foi realizada a puncdo. Os tubos com amostra
sanguinea foram revestidos com papel aluminio para evitar dano adicional ao DNA
da amostra pela exposicdo a luz. Agulha e seringa foram descartadas em recipiente
préprio para materiais perfurocortantes e infecto-contaminantes.

O Teste do Ensaio do Cometa foi realizado de acordo com o método proposto
por Singh et al., (1988) e modificado por Collins et al,. (1995) exceto pelo uso de
enzimas de restricdo e pelo método de coloracdo. A descricdo da técnica € misturar
5 uL da amostra (sangue total ou leucdcitos) com 90 pL de 0,75% Low Melting Point
Agarose em um eppendorf. Adicionar a solugdo em uma lamina pré-coberta com 1%
agarose normal, adicionar a laminula e deixar na geladeira por cinco minutos.

Depois retirar cuidadosamente a laminula e colocar a lamina em uma cuba com
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solucdo de lise (2.5 M NaCl, 100 mm EDTA, 10 ram Tris-HCI, 1% Triton X-100 e
10% DMSO, pH 10.00) por um dia a 4°C. Retirar as laminas da solugéao de lise e
lava-las com agua destilada. Em seguida, coloca-las em uma cuba horizontal
contendo solucéo de eletroforese (1 mm EDTA e 300 mm NaOH, pH > 13). Deixar
as laminas por vinte minutos em repouso para permitir o0 desenovelamento do DNA,
e entdo realizar a eletroforese por vinte minutos a vinte e cinco volts e trezentos
microamperes. Apos, colocar as laminas em uma cuba com solucédo neutralizadora
(0,4 M Tris-Base, pH 7,5) por sete minutos, lavar trés vezes com agua destilada e
deixar secar até o outro dia em temperatura ambiente. Reidratar as laminas por
cinco minutos e coloca-las em uma cuba contendo solugéo fixadora (15% Acido
Tricloroacético, 5% Glicerol e 5% Sulfato de Zinco) por dez minutos, lavar trés vezes
e deixar secar a temperatura ambiente. Reidratar as laminas por cinco minutos e
coloca-las em uma cuba contendo solugdo corante por vinte e cinco minutos a trinta
e sete graus centigrados. A solucdo corante foi preparada na seguinte ordem:
misturar 34 ml da Solucédo B (0,2% Nitrato de Aménio, 0,2% Nitrato de Prata, 0,5%
Acido Tungstosilicico e 0,15% Formaldeido) com 66 ml da Solucéo A (5% Carbonato
de Sédio). Depois da coloracao, lavar as laminas por trés vezes em agua destilada.
A coloracdo deve ser interrompida colocando as laminas em solucdo de Acido
Acético 1%. Apos, deixar as laminas secarem a temperatura ambiente. Cem células
sdo contadas para cada amostra (cinquenta por lamina).

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico binocular da marca
Olympus modelo CX40. As cinco categorias usadas para classificagdo do Cometa
sdo aquelas propostas por Garcia (2004) e mostradas na Figura 7.
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FIGURA 7. Classificagdo do Dano ao DNA. Classe 0 representa células sem dano e classe 4
0 mais alto dano.

Os resultados foram anotados em protocolo padrao (ANEXO E)

e Coleta de amostra de células epiteliais descamadas da mucosa oral:
Coletadas para realizacdo do teste Analise dos Microndcleos, teste que
avalia danos no DNA celular.

Para coleta de amostra de células epiteliais, foi solicitado que o voluntario
mordiscasse levemente as bochechas para soltura das células e em seguida
realizasse raspagem com uma espatula de madeira nas duas bochechas. A espatula
contendo material celular foi colocada pelo voluntario em um tubo de ensaio cbnico,
contendo de 3 a 5 ml de Solucéo Fisiologica 0,9% NaCl gelada.

Em seguida, os tubos de ensaio foram centrifugados por dez minutos a mil
RPM. Para lavagem das células, a solucéo fisiologica foi trocada, cuidando para que
ndo fossem retiradas as células contidas no fundo do tubo de ensaio. A solucéo foi
homogeneizada com as células utilizando pipeta Pasteur e centrifugadas
novamente. O procedimento de lavagem das células/centrifugacéo foi repetido duas
vezes. Em seguida, foi acrescido 1ml de solucado fisiolégica, homogeneizado e

distribuido em duas laminas (500 uL em cada). As laminas secaram em temperatura
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ambiente. Apés, foi realizada a coloragdo das mesmas, utilizando o Kit Panético de
Coloragéo da marca Laborclin.

Depois de seco, o material foi observado em microscopio éptico binocular da
marca Olympus, modelo CX40 para contagem dos microndcleos presentes e
posterior andlise dos dados. Foram contadas mil células (quinhentas por lamina). Os
resultados foram anotados em protocolo padrao (ANEXO F).

Apobs a execucao das avaliacGes acima delineadas e subsequente analise dos
testes que avaliam a genotoxicidade, os resultados obtidos foram enviados por e-

mail para cada participante desse estudo.



5. ANALISE ESTATISTICA

Apés a coleta dos dados, os resultados obtidos nesse estudo foram
submetidos a anadlise estatistica. O programa SPSS versdo 12.0 foi utilizado na
realizacdo dos testes estabelecidos. As variaveis categoricas foram comparadas por
teste do Qui-Quadrado. As variaveis continuas, por teste “t” de Student ou analise de
variancia. A andlise de variancia de uma via foi seguida de teste Post Hoc de
Bonferroni para analise multivariada. E, a verificacdo de possiveis variaveis
intervenientes foi efetuada pelo teste Regresséo Logistica.

Foram consideradas associacfes significativas aquelas cujo p < 0,05.
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ARTIGO DE PESQUISA |

AVALIACAO DO EQUILIBRIO ATRAVES DO TESTE
POSTUROGRAFICO DINAMICO “FOAM-LASER” EM UMA
POPULACAO DE ADULTOS JOVENS TABAGISTAS E NAO
TABAGISTAS

RESUMO

OBJETIVO: analisar a influéncia do tabagismo no equilibrio de adultos jovens
através da avaliagdo posturografica dinamica “foam-laser”. METODOS: o estudo
aqui conduzido foi quantitativo, tipo caso-controle, transversal e contemporaneo em
sessenta adultos jovens (18-32 anos) sendo trinta tabagistas e trinta ndo tabagistas.
Cada um desses grupos foi composto por 50% (n=15) do género feminino e 50% do
género masculino (n=15). A amostra foi selecionada a partir de mil e vinte e quatro
voluntarios incluidos em um estudo prévio do Projeto Tabagismo e Nutrigenética,
desenvolvido na Universidade Federal de Santa Maria. A selecdo da amostra foi
realizada corrigindo-se as seguintes variaveis entre 0s grupos tabagista e nao
tabagista: género, idade, perfil socioecondmico, cultura e estilo de vida.
RESULTADOS: Os participantes do estudo apresentaram uma idade média de
24,8843,71 anos ndo existindo diferencas significantes entre fumantes e néo
fumantes. Na amostra investigada ndo houve diferencas significantes entre os
géneros. A analise multivariada da comparacdo mostrou que os fumantes
apresentaram um desempenho inferior no equilibrio, quando avaliados através dos
parametros TOS I, TOS VI e na média geral do que ndo fumantes, independente de
serem homens ou mulheres. A andlise dos sistemas sensoriais, sentidos visual,
vestibular e proprioceptivo mostraram similaridades nas médias entre fumantes e
ndo fumantes. Foi ainda conduzida uma andlise com a média dos valores do TOS V
e do TOS VI, cuja alteracdo pode indicar deficiéncia vestibular, os resultados
mostraram valores de 42.65+13.76% para os tabagistas sendo significantemente
mais baixos dos observados em nado tabagistas (49.63+11,71%) (p=0,036).
CONCLUSAO: A investigacdo conduzida nesse trabalho sugere que o tabagismo
influencia negativamente no equilibrio de adultos jovens. Essa influéncia pode ser
tanto pela acdo da nicotina quanto pelo aumento do estresse oxidativo. Estudos
complementares para testar esses fatores causais sdo necessarios.

Palavras-chave: equilibrio, tontura, tabagismo.



BALANCE EVALUATION BY DYNAMIC POSTUROGRAFIC TEST
‘FOAM-LASER IN A POPULATION OF SMOKING AND NON-SMOKING
YOUNG ADULTS

ABSTRACT

PURPOSE: analyze possible relationship between smoking and balance
disturbance by dynamic posturografic evaluation “foam-laser”. METHOD: It was a
quantitative study, case-control, transversal, contemporary in 60 young adults (18-32
years), 30 smoking and 30 non-smoking. Each one of this groups was composed by
female 50% (n=15) and male 50% (n=15). The sample was selected from 1024
volunteers in a previous Universidade Federal de Santa Maria resaerch called
Smoking and Nutrigenetic project. Sample selection was made after correction of the
following variables in both group smoking and non-smoking: Sex, age,
socioeconomic profile, education and life style. RESULTS: The mean age was
24,88+ 3,71 years. Both groups were homogeneous. Gender does not show
significant diference, as well. Multivariate analysis shows that smokers had worse
balance than non-smokers when evaluated by TOS I, TOS VI, regardless of gender.
Sensorial system, vision, vestibular system and proprioception analysis show
similarities between smokers and non-smokers. An additional analysis was made
using only the mean values o TOS V and TOS VI, which alteration can signify
vestibular system deficiency, smokers had significant low values of 42.65+13.76%
and non-smokers 49.63+11,71% (p=0,036). CONCLUSION: The sample evaluated in
this research suggest the smoking exert negative influence in the young adult’s
balance. Which can be nicotine action dependent or related with oxidative stress
increase. Complementary studies shoud be done in order to test this hypothesis.

Key-Words: balance, dizziness, smoking.



1. INTRODUCAO

O equilibrio corporal € essencial para o viver e principalmente para o bem-
estar da populacdo em qualquer idade. E através dele que se obtém a capacidade
de caminhar de se exercitar e praticar todas as atividades do cotidiano. Entretanto, a
sensacao de desequilibrio identificada como tontura é altamente prevalente, sendo
considerada a segunda maior queixa entre a populagédo, perdendo apenas para a
cefaléia (GANANCA et al., 1999; HERDMAN et al., 2000).

Em si, a tontura € uma sensacao errébnea do deslocamento do objeto no meio
circundante, e a vertigem € um tipo de tontura na qual os pacientes sentem-se
rodando no meio ambiente ou tém a impresséo de que 0 meio ambiente roda em
torno deles (NORRE, 1990; GANANCA, COAVILLA & GANANCA, 1996; GANANCA
et al.,1997; CAMPOS, 1998; PEDALINI et al., 1999). Para os autores supracitados, a
tontura acomete um a cada dez individuos. Até os sessenta e cinco anos, a tontura €
a segunda maior queixa de alteracdes sensoriais, ap0s essa idade atinge o topo. A
prevaléncia de tontura em individuos com idade superior a setenta e cinco anos é de
80,0% e atinge duas vezes mais o género feminino.

Sendo o equilibrio corporal a capacidade de o ser humano manter-se ereto ou
executar movimentos de aceleracdo e rotacdes do corpo sem oscilagées ou queda,
o equilibrio do corpo depende de uma variedade complexa de integracBes que
ocorrem no sistema nervoso central (SNC), que o permite reconhecer posicoes e
movimentos da cabeca em relacdo ao corpo e ao espacgo. Assim, a postura e o
equilibrio sdo resultantes do aprendizado decorrente de toda a vida, a partir da
vivéncia de sensacdes e estimulos existentes do nosso dia-a-dia (PEDALLINI &
BITTAR 1999).

Dentre os principais fatores associados a alteracbes vasculares que
potencialmente poderiam afetar o sistema vestibular estariam: o tabagismo, a
hipertenséo arterial sistémica, a obesidade por sua associacdo com alteracdes
ateroscleroticas e inflamatérias e o diabetes mellitus (GANACA, 2000;
STEHOUWER et al., 2009; GROVER-PAEZ et al., 2009).

Por tal motivo, é importante conduzir investigacdes em populagbes ainda
jovens sobre condi¢cdes de equilibrio. Com base nessa premissa, estudo prévio

conduzido pelo grupo de pesquisa, Barreto et al., (2009), investigaram setecentos e
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cinquenta e um individuos com idade entre dezoito e trinta e dois anos, quanto a
possivel associacao entre variaveis de estilo de vida, salde e estados emocionais
negativos (depressdo, ansiedade e estresse) relacionadas com o equilibrio. Para
tanto, foi aplicado o teste de Unterberg nessa amostra. Os autores observaram que
cento e nove individuos (14,2%) apresentaram um desvio maior que 45° no teste e
que tal desvio estava associado ao tabagismo, abuso/dependéncia de alcool e
hipertenséo arterial sistémica.

Os resultados obtidos apontaram para a necessidade de investigacfes
complementares, analisando o impacto de cada uma das varidveis, que foram
positivamente associadas com indicadores do equilibrio. A primeira variavel eleita
para a investigacdo foi o tabagismo. Isso porque a Organizacdo Mundial da Saude
estima que irdo ocorrer aproximadamente dez milhdes de mortes anuais, por volta
do ano 2030, sendo metade delas em individuos em idade produtiva (entre trinta e
cinco e sessenta e nove anos) (WHO, 2003), caso as atuais tendéncias de expansao
de consumo de cigarros sejam mantidas.

Apesar do efeito negativo do fumo em quase todas as funcbes corporais,
investigagbes sobre tabagismo e equilibrio corporal podem ainda ser consideradas
incipientes. Entretanto, investigagcbes em idosos, por exemplo, sdo encontradas na
literatura ja ha cerca de vinte anos, como é o caso do estudo realizado por Iki et al.,
(1994) que investigou a estabilidade postural em oitenta homens japoneses
utilizando a técnica de plataforma de forca com olhos fechados. A amostra foi
subdividida em cinco categorias: nédo fumantes, ex-fumantes, fumantes leves,
moderados e pesados. Os resultados mostraram que fumantes exibiram resultados
posturograficos mais instaveis do que os ndo fumantes, sugerindo que o tabagismo
teria um efeito de longo prazo no sistema de controle postural. Estudos adicionais
também associaram tabagismo e instabilidade no equilibrio a marcha de idosos
(SATARIANO et al., 1996; BISHOP et al., 2009).

Apesar desses resultados e da relevancia epidemiol6gica do tema sao
necessarios estudos complementares em adultos jovens tabagistas.

Como a avaliagdo do controle postural € processo complexo, pois inclui
diversos aspectos relacionados, sua avaliagdo deve ser realizada através da
utilizacdo de varios testes. Entre eles pode ser destacada a avaliagdo das condicdes
de equilibrio através da Posturografia Dinamica Foam-laser (FLP). Essa técnica foi

desenvolvida por Castagno (1994a). Tal teste envolve a avaliacdo de seis
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parametros relacionados a oscilagdes corporais. Essas seis condicbes sao
denominadas Teste de Organizagéo Sensorial (TOS), sendo que cada uma indica a
contribuicdo de cada um dos sistemas sensoriais relacionados com a manutencao
do equilibrio com destaque a triade do equilibrio (sentidos visual, vestibular e
proprioceptivo) (SANZ, 2000).

Um estudo previamente realizado em duzentos e quatro individuos sem
queixas de alteracdo do equilibrio corporal, utilizando a avaliacdo por FLP,
descreveu valores normais para todos os parametros do teste que apresentam
diferencas entre o género e a idade (RUWER et al., 2006). Tomando esse trabalho
como referéncia e os resultados previamente encontrados por Barreto et al., (2009)
de associacdo entre equilibrio avaliado pelo teste de Unterberg e tabagismo o
presente estudo teve como objetivo analisar a influéncia do tabagismo no equilibrio

de adultos jovens através da avaliacao posturogréafica dinamica “foam-laser”.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento, populacdo e amostra

O estudo conduzido foi quantitativo, tipo caso-controle, transversal e
contemporaneo, o qual teve como objetivo comparar o equilibrio através da
avaliacdo FLP em sessenta adultos jovens (entre dezoito e trinta e dois anos) sendo
trinta tabagistas e trinta ndo tabagistas. Cada um desses grupos foi composto por
50% (n=15) do género feminino e 50% do género masculino (n=15). A amostra foi
selecionada a partir de mil e vinte e quatro voluntarios incluidos em um estudo
prévio do Projeto Tabagismo e Nutrigenética desenvolvido na Universidade Federal
de Santa Maria. A selecdo da amostra foi feita corrigindo-se as seguintes variaveis
entre o grupo tabagista e nao tabagista: sexo, idade, perfil socioecondmico, cultura e
estilo de vida. Uma vez que existia um maior numero de individuos os sessenta
voluntarios foram escolhidos de modo randomizado. O tamanho da subamostra
investigada foi estimado considerando um erro amostral de 5%, e um nivel de

confianca de 95%, estando esse entre 56 a 69 sujeitos. O grupo de individuos
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tabagistas foi denominado Grupo T e de individuos ndo tabagistas, denominado
Grupo NT.

2.2 Local e data das avaliagdes

Este estudo foi realizado no Servico de Atendimento Fonoaudiolégico (SAF)
da Universidade Federal de Santa Maria e no Laboratério de Biogendmica do
Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude na Universidade
Federal de Santa Maria. As avaliacdes foram efetuadas no periodo compreendido

entre marco e junho de 2009.

2.3Logistica geral do estudo

Os individuos foram convidados a participar dessa pesquisa através de
telefonemas e/ou e-mail. Depois de informados a respeito dos objetivos da pesquisa
e das avaliacbes que ganhariam se aceitassem participar do estudo, eram
agendadas as avaliacdes. Apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO A), a resposta do questionario (ANEXO D) e a subsequente
divisdo dos grupos (T e NT), os individuos participantes foram submetidos a
realizacdo de: (1) Anamnese (ANEXO B): contendo perguntas fechadas de
identificacdo e relativas aos sintomas do equilibrio, antecedentes pessoais e
familiares, quantidade diaria e tempo de exposicdo ao fumo; (2) Avaliacédo
audiolégica basica: foi realizada ap0s a inspecéo visual do meato acustico externo, a
pesquisa dos limiares auditivos através da audiometria tonal liminar (ATL) por via
aérea nas frequéncias de 250 a 8000 Hz, foram ainda submetidos a
logoaudiometria, com a pesquisa do Limiar de reconhecimento de fala (LRF) e do
indice percentual do reconhecimento de fala (IPRF), além da execucdo da
imitanciometria, através da realizagdo de timpanometria e pesquisa dos reflexos
acusticos contralaterais, os quais foram pesquisados nas frequiéncias de 500, 1000,

2000 e 4000 Hz; (3) Para a execugéo da imitanciometria foi utilizado um analisador
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de orelha média INTERACOUSTIC A27, fone TDH-39 e coxim MX-41, tom-sonda de
220 Hz e 70 dBNA. A calibracdo do aparelho foi realizada segundo a norma I1SO
389-1991; (4) Os dados dessa pesquisa foram obtidos em uma cabine tratada
acusticamente, as avaliacdes realizadas em um audidometro digital de 2 canais de
marca Fonix, modelo FA-12, tipo | e fones auriculares tipo TDH-39P de marca
Telephonics; (5) Os participantes da pesquisa que apresentaram alteragcfes em
qualquer um dos exames audiologicos foram encaminhados para avaliagdo com
meédico otorrinolaringologista, com o objetivo de verificar qualquer afeccdo de
orelhas, nariz e/ou garganta; (6) Os resultados foram anotados em protocolo padrao
(ANEXO C).

2.4 Avaliacéo posturografia dinamica “foam-laser”

A avaliacdo do equilibrio foi realizada através da Posturografia Dinamica
“Foam-Laser”, proposta por Castagno (1994a). A Posturografia Dindmica “Foam-
Laser” € uma das formas de avaliacdo do equilibrio e consiste em uma cabine de
dois metros de altura, confeccionada com um suporte de ferro desmontavel que
inclina 20°, envolta por um tecido listrado, com listras claras e escuras de dez
centimetros de espessura (Figura 3) e uma almofada de espuma de cinquenta
centimetros por cinquenta centimetros, dez centimetros de espessura e densidade
média. Sobre a cabine foi fixado um papel milimetrado através de um suporte de

ferro.
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FIGURA 3 — Cabine utilizada no momento da avaliacéo.

Para a realizacdo do exame um cinto (Figura 4) foi adaptado na cintura do
paciente (confeccionado de espuma e com um velcro na extremidade posterior), no
qual foi inserida uma caneta a laser, de forma que essa caneta encontrava-se atras
do corpo do paciente em direcdo ao papel milimetrado (Figura 6). Na hora da
avaliacdo o paciente estava em pé, descalco e com os bracos estendidos ao longo
do corpo. A Posturografia Dinamica “Foam-Laser” é um teste que mede as
oscilagdes corporais através do “Teste de Organizagéo Sensorial” (TOS) (Figura 5).

O TOS é composto por seis etapas:

FIGURA 4 - Cinto no qual é anexada a caneta laser.
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TOS | = o paciente mantém os olhos abertos, olhando a frente, sob uma
superficie fixa e estavel durante vinte segundos;

TOS Il = o paciente mantém os olhos fechados, sob uma superficie fixa e
estavel durante vinte segundos;

TOS Il & o paciente mantém os olhos abertos, sob uma superficie fixa e
estavel e a cabine se movimenta lentamente para frente e para tras durante vinte
segundos;

TOS IV = o paciente mantém os olhos abertos, olhando a frente, sob uma
espuma de dez centimetros de espessura e densidade média durante vinte
segundos;

TOS V = o paciente mantém os olhos fechados, sob uma espuma de dez
centimetros de espessura e densidade média durante vinte segundos;

TOS VI = o paciente mantém os olhos abertos, sob uma espuma de dez
centimetros de espessura e densidade média e a cabine se movimenta lentamente

para frente e para tras durante vinte segundos;

O
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FIGURA 5 — Teste de Organizacdo Sensorial (TOS)
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No decorrer desses vinte segundos, o examinador observou o desvio corporal
antero-posterior do paciente. Esse desvio foi anotado e através de um programa de
computador foi calculado o angulo das oscilagdes. Os resultados foram anotados em
protocolo padrdo (ANEXO D).

FIGURA 6 — Papel milimetrado localizado sobre a cabine, fixado a um suporte de ferro.

O célculo do éangulo de oscilacdo corporal utilizado na técnica FLP foi
realizado segundo Castagno, (1994a). A partir da férmula desenvolvida para essa
avaliacdo obteve-se a indicacdo de oscilacbes com o formato de contagem do
equilibrio dos TOS, sendo considerado 100% aqueles individuos que nao
apresentavam nenhum tipo de oscilagcdo (balanco) e 0% aqueles que apresentaram
um desvio maximo do equilibrio ou mesmo queda. Desse modo, a unidade dos
resultados do FLP é a porcentagem (%).

Apés a execucdo das avaliagbes acima delineadas, os resultados obtidos
foram enviados por e-mail para cada participante desse estudo.
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2.5 Andlise estatistica

Apés a coleta dos dados, os resultados obtidos nesse estudo foram
submetidos a andlise estatistica. O programa SPSS versdo 12.0 foi utilizado na
realizacdo dos testes estabelecidos. As variaveis categoricas foram comparadas por
teste do Qui-Quadrado. As variaveis continuas por teste “t” de Student ou analise de
variancia. A andlise de variancia de uma via foi seguida de teste Post Hoc de
Bonferroni para andlise multivariada. E, a verificacdo de possiveis variaveis
intervenientes foi efetuada pelo teste Regresséo Logistica.

Foram consideradas associac¢des significativas aquelas cujo p < 0,05.

2.6 Considerac0Oes éticas

Esse estudo é um subprojeto do Projeto “Nutrigenética e Tabagismo: estudos
in Vivo e Ex Vivo da Dieta e Atividade Fisica na Modulacdo dos Efeitos Pro-
Oxidantes do Fumo”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria, com o numero 0146.0.243.000-07. Foram avaliados
somente aqueles individuos que concordaram com a realizacdo dos procedimentos
necessarios para a execucao da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (ANEXO A), apés terem recebido esclarecimentos sobre o

objetivo e metodologia do estudo proposto.

3. RESULTADOS

Os individuos da amostra apresentaram uma idade média de 24,88+3,71
anos nao existindo diferencas significantes entre fumantes e nédo fumantes. A
distribuicdo das médias para os seis TOS e das analises dos sentidos observados
entre o género masculino e feminino que participaram do estudo € apresentada na
Tabela 1. Como pode ser observado, na amostra investigada n&o houve diferengas

significantes entre os géneros.
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Tabela 1 - Comparacéo entre as meédias dos parametros da Posturografia Dinadmica
Foam-Laser (FLP) entre o género masculino e feminino de adultos jovens
participantes do estudo.

Parametros Género masculino Género feminino P
TOS | 60.67+£11.32 58.11+15.36 0.065
TOS I 53,38+14.33 46,18+19.32 0.468
TOS I 62.97+£16.19 63.62+t14.74 0.106
TOS IV 52.20+14.88 49.61+15.58 0.879
TOS 'V 40.88+14.43 40.38+£13.09 0.512
TOS VI 56.55+11.09 53.13+13.87 0.889
Média 88.57+£12.25 88.90+19.49 0.296

SOM 93.84+31.44 100.18+21.23 0.938
VIS 69.20+12.26 61.76+17.87 0.364
VEST 78.03+30.00 77.92+23.04 0.988

Legenda: TOS — Teste de Organizagdo Sensorial; SOM — Sistema Somatossensorial; VIS — Sistema
Visual; VEST — Sistema Vestibular.

A seguir foram realizadas comparagfes entre os parametros do FLP, entre
fumantes e ndo fumantes, que sdo apresentados na Tabela 2. A analise multivariada
da comparacdo mostrou que os fumantes apresentaram um desempenho inferior no
equilibrio, avaliados através dos parametros TOS I, TOS VI e na média geral do que

nao fumantes, independente de serem do género masculino ou feminino.
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Tabela 2 - Comparacéo entre as meédias dos parametros da Posturografia Dinadmica
Foam-Laser (FLP) entre tabagistas e ndo tabagistas adultos jovens participantes do
estudo.

Parametros Tabagistas N&o tabagistas P
TOS | 62,00+£17,03 68,96+13,53 0.032*
TOS I 57,26+12,53 61,63+14,13 0.214
TOS I 46,62+16,55 52,94+17,63 0.157
TOS IV 62,87+16,22 63,72+£14,70 0.833
TOS 'V 48,57+16,36 53,24+13,74 0.236
TOS VI 36,73+12,83 44,67+13,55 0.024*
Média 52,77+11,23 56,91+13,65 0.05*

SOM 90,16+17,78 87,26+14,27 0.494
VIS 100,62+32,96 93,39+18,61 0.300
VEST 78,23+£33,71 77,72+£17,16 0.941

Legenda: TOS — Teste de Organizagdo Sensorial; SOM — Sistema Somatossensorial; VIS — Sistema
Visual; VEST — Sistema Vestibular.
* - SignificAncia estatistica

A andlise dos sistemas sensoriais, sentidos visual, vestibular e proprioceptivo
mostraram similaridades nas médias entre fumantes e ndo fumantes.

Adicionalmente foi conduzida uma analise com a média dos valores do TOS V
e do TOS VI, cuja alteracdo pode indicar deficiéncia vestibular, os resultados
mostraram valores de 42.65+13.76% para os tabagistas sendo significantemente

mais baixo dos observados em néo tabagistas (49.63+11,71%) (p=0,036).

4. DISCUSSAO

Os resultados aqui descritos sugerem que o0 tabagismo influencia
negativamente no equilibrio postural de adultos jovens sem queixa de tonturas ou de
problemas de instabilidade postural quando comparados a individuos com 0 mesmo
perfil demografico, que sdo nao fumantes, pelo menos em trés parametros do FLP.
A seguir esses achados serdao discutidos em relacdo a fisiologia do sistema

vestibular e as evidéncias cientificas prévias publicadas na literatura.
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A funcéo vestibular tem sido exaustivamente investigada nos Ultimos tempos
e 0 advento da posturografia dindmica constituiu-se numa preciosa contribuicdo a
exploracdo da semiologia do aparelho vestibular.

Segundo Gananca (2000), varias sdo as causas que podem interferir no
funcionamento adequado do sistema vestibular periférico e central, dentre elas,
encontram-se 0s distlrbios psicolégicos, hormonais, vasculares, genéticos,
posturais, degenerativos e traumaticos. Os autores afirmam que a diversidade de
etiologia confirma a relacéo existente entre o sistema vestibular e outros sistemas no
organismo humano, contribuindo com acentuada prevaléncia mundial de sintomas
vestibulares como a tontura.

Na ocorréncia de um conflito na integracdo das informacdes sensoriais, que
auxiliam o controle postural, pode ocorrer uma disfuncéo do equilibrio corporal, que
pode ser traduzida como tontura, podendo atingir individuos em qualquer faixa
etaria, principalmente, os adultos e idosos. A alteracdo do equilibrio corporal é a
segunda maior causa de consulta médica. (NORRE, 1990; GANANCA et al., 1997)

A tontura de origem vestibular pode ser um fator desencadeante de quedas e
guedas recorrentes, pois segundo Herdman et al., (2000), as disfuncdes vestibulares
limitam o controle postural incluindo a estabilidade e o alinhamento corporal.

Campos (1998) aponta que a tontura € mais freqiente no sexo feminino, na
proporcao de 2:1. A associacdo de doencas vestibulares com disfun¢cdes hormonais
e distarbios metabdlicos presentes nas mulheres e, ainda, a maior preocupacéo
feminina em procurar orientagcdo médica em relacdo aos homens, poderiam justificar
essa prevaléncia (PEDALINI et al., 1999).

Pedalini et al., (1999) referiram que a literatura descreve a prevaléncia de
sintomas vestibulares no sexo feminino. Em estudo realizado pelos autores, no qual
realizaram reabilitacdo vestibular em cento e dezesseis individuos, que
apresentavam labirintopatias de etiologias variadas e sentiam tontura, setenta e oito
(67,2%) eram mulheres e trinta e oito (32,7%) eram homens. Os autores acreditam
que o sexo feminino apresenta maior predisposicdo organica as disfungbes
vestibulares, devido a sua intrinseca variacdo hormonal e aos disturbios metabolicos
frequentemente encontrados na mulher.

Outros estudos apontam a mulher como mais suscetivel do que o homem as
alteracbes otoneurologicas (POLLAK, DAVIES & LUXON, 2002). Essa

"sensibilidade” poderia ser atribuida em parte a variagcdo hormonal natural que a
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mulher apresenta (BITTAR, 1996). Por tal motivo quando a amostra participante
desse estudo foi selecionada teve-se o cuidado de se incluir individuos com
caracteristicas etarias, socioecondémica, culturais e do estilo de vida que fossem
bastante similares, a fim de diminuir a variagcado nos resultados obtidos.

E importante também comentar que a posturografia dinAmica € uma técnica
muito utilizada no estudo do equilibrio, pois se baseia no conhecimento de que esse
resulta da integracdo das aferéncias visuais, vestibulares e proprioceptivas e testa o
equilibrio expondo o individuo em diferentes situacdes. Por esse motivo, a
posturografia foi escolhida como método de avaliagdo, a fim de se observar
possiveis déficits no equilibrio dos individuos analisados no presente estudo.

Assim, pode-se dizer que a posturografia constitui um conjunto de técnicas
gue estuda a postura, portanto informa sobre a funcédo vestibulo-espinhal e da
compensacdo alcancada a esse nivel por uma lesdo do sistema de equilibrio,
independente do que ocorrera em outros niveis. O seu valor no estudo do reflexo
vestibulo-espinal (RVE) é semelhante ao da eletronistagmografia para o estudo do
reflexo vestibulo-ocular (RVO) e constitui um importante complemento a avaliacéao
otoneurolégica (BARONA, GARIN & COMECHE, 1993).

Entre as provas de avaliagdo do equilibrio temos o Teste de Organizacao
Sensorial (TOS), o TOS analisa a contribuicdo relativa dos receptores
somatosensoriais, visuais e vestibulares na estabilidade global do paciente,
indicando qual dos sistemas avaliados € responséavel pela instabilidade do individuo,
assim como sua capacidade de manter o equilibrio (JACOBSON, NEWMAN &
KARTUSH, 1997; SANZ, 2000).

Os resultados aqui obtidos observaram que individuos fumantes possuiam
uma porcentagem maior de desvio do que os ndo fumantes. Nashner (1993) relata
que a disfuncdo vestibular pode ser identificada no exame de posturografia
computadorizada por meio do aumento da instabilidade corporal nas condi¢cbes
impostas pelo TOS | e V. De acordo com Rossi et al., (2003), a disfuncao
proprioceptiva € diagnosticada pelo aumento da oscilacdo corporal com os olhos
fechados em comparacdo com os olhos abertos nas condicbes | e Il dos TOS
avaliados. Desse modo, um pior resultado observado nos tabagistas pode ser
indicativo de maior instabilidade corporal e alteragc&o proprioceptiva.

O perfil alterado dos valores do TOS VI em fumantes indica problemas na

manutencao do equilibrio. Segundo Nashner & Peter (1990), resultados baixos, tanto
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no TOS V, quanto no TOS VI indicam anormalidade vestibular. Isto €, indicam
inabilidade para o uso de informagdes vestibulares. No caso o TOS VI também
indica incapacidade para suprir a influéncia da informacao visual.

Um estudo que avaliou trés mil casos de disturbios vestibulares por
intermédio posturografico, que foi realizado por Hamid, Hughes & Kinney (1991),
sugeriu como perda vestibular os casos com alteragdes no TOS V e TOS VI. No
presente estudo foram observados valores médios na média desses dois parametros
mais baixos nos tabagistas. Segundo esses autores essas alteracbes poderiam
estar associadas a hiperfuncéo do reflexo vestibulo-ocular.

A base biologica da possivel influéncia negativa do tabagismo no equilibrio
corporal pode estar diretamente relacionada a nicotina. Existem estudos sugerindo
gue a nicotina poderia induzir oscilacfes posturais. Em 1990, Mosel descreveu o
caso de um paciente de sessenta anos que apresentava ataques recorrentes de
vertigem, nistagmo vertical, ataxia, nauseas e vOmitos, que ocorriam poucos minutos
apos fumar um cigarro. Nos exames complementares foi encontrada uma lesao de
ponte, de provavel etiologia isquémica, com instalacdo assintomatica.

Entretanto, os exatos locais de ag¢do onde a nicotina induz movimentos
oculares e alteracbes posturais ndo estdo claros, uma vez que receptores e
neurdnios colinérgicos ocorrem em diferentes partes do sistema motor ocular e
vestibular. Neurénios colinérgicos dos nudcleos vestibulares medial e lateral que se
projetam para o cerebelo e medula espinhal e receptores nicotinicos foram
detectados nas células ciliadas do labirinto e em todas as divisbes do nucleo
vestibular, principalmente no nucleo medial (VIDAL et al., 1999).

Os resultados aqui encontrados também corroboram os achados prévios do
grupo de pesquisa, em gque foi observada maior prevaléncia de alteracbes no
equilibrio avaliada pelo teste de Unterberg em fumantes do que ndo fumantes
(BARRETO et al., 2009).

Outro motivo pelo qual o tabagismo poderia estar influenciando negativamente
o equilibrio de adultos jovens seria 0 aumento do estresse oxidativo que, por sua
vez, pode acarretar alteracdes vasculares que afetam o sistema vestibular (CISZAR
et al., 2009). Entretanto, esse é um tema que precisa ser ainda elucidado através de
estudos complementares.

Finalmente, é importante comentar que estudos longitudinais e de intervencao

sdo importantes de serem conduzidos para averiguar o poder da associacao entre
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tabagismo e alteracdes no equilibrio, bem como o impacto dessas alteracdes no

envelhecimento biolégico.

5. CONCLUSAO

A investigacdo conduzida nesse trabalho sugere que o tabagismo influencia
negativamente no equilibrio de adultos jovens. Esta influéncia pode ser tanto pela
acdo da nicotina quanto pelo aumento do estresse oxidativo. Estudos

complementares para testar esses fatores causais sdo necessarios.
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ARTIGO DE PESQUISA I

ANALISE DA INTERACAO ENTRE TABAGISMO, GENOTOXICIDADE
E EQUILIBRIO CORPORAL EM ADULTOS JOVENS

RESUMO

OBJETIVO: pesquisar uma possivel influéncia do tabagismo na
genotoxicidade e no equilibrio corporal em adultos jovens (18-32 anos). METODOS:
a partir de um estudo caso-controle preliminar, quantitativo, transversal e
contemporaneo, que comparou os indicadores do equilibrio em 1024 tabagistas e
nao tabagistas (Barreto et al., 2009), com idade entre dezoito e trinta e dois anos e
idade média de 24,88+3,71 anos, foi realizado uma segunda investigacdo caso-
controle a partir da selecdo randomizada corrigida para sexo, idade, perfil
socioeconémico, cultural e estilo de vida de 60 voluntarios. Foi selecionado um
grupo de individuos tabagistas, denominado Grupo T e um composto por néo
tabagistas, denominado Grupo NT. Nesses individuos foi realizada avaliacdo
posturografica e paralelamente a andlise do equilibrio foram conduzidas avaliacdes
laboratoriais sobre as taxas de dano no DNA (genotoxicidade), através do Teste
Ensaio do Cometa e Teste Andlise dos Micronucleos. RESULTADOS: as mulheres
participantes do estudo fumam em média uma maior quantidade de cigarros por dia
e tendem a ser fumantes ha mais tempo do que os homens. H4 maior taxa de
genotoxicidade pelo Teste Cometa em tabagistas do que nos néo tabagistas,
independente do género e idade da amostra. Foi realizada uma andlise de
correlacdo entre os indices de dano de DNA e parametros do equilibrio tanto em
tabagistas quanto em nédo tabagistas. Uma associacdo negativa significativa, ainda
que baixa (r’= -0.361) foi observada entre o percentual do TOS | e taxa de dano de
DNA avaliada pelo Teste Cometa. Adicionalmente, foi calculada a distribuicdo de
percentil para os seis parametros da avaliagdo FLP. Como n&o existem ainda pontos
de corte de normalidade, o percentil vinte e cinco foi utilizado para agrupar a
amostra. Assim, para o TOS | a amostra foi dividida em individuos com valores
abaixo ou igual a 59%; para o TOS Il o valor da divisdo foi 50%, para o TOS Il o
valor foi 37%, para o TOS IV o valor foi de 57%, para o TOS V o valor foi de 45% e
para o TOS VI o valor foi de 32%. A andlise estatistica confirmou a associacéo entre
tabagismo, TOS | e genotoxicidade. Os tabagistas com TOS | alterado (<59%)
apresentaram maior indice médio de dano de DNA (79,95+37,90) do que 0os nédo
tabagistas (45,94+28,52) (p=0,028), estimado pelo Teste Cometa. A freqiiéncia de
individuos com valores de TOS | < 37% foi significantemente menor no grupo
tabagista (n=11, 36,7%) do que do grupo néo tabagista (n=4, 13,3%) (p=0,037). A
razdo de chance de individuos tabagistas apresentarem valores < 59% no TOS | foi
calculada 3,76 (1,03-13,64) maior do que em individuos nado tabagistas.
CONCLUSAO: Apesar de preliminares, os resultados aqui descritos demonstram a
influéncia do tabagismo na genotoxicidade e no equilibrio estatico de adultos jovens
medido pelo parametro TOS | da avaliacdo posturografica dindmica “foam laser”.

Palavras-Chave: equilibrio, tontura, tabagismo, genotoxicidade.



INTERACTION'S ANALYZE AMONG SMOKING, GENOTOXICITY AND
CORPORAL BALANCE IN YOUNG ADULTS

ABSTRACT

PURPOSE: find out a possible interaction among smoking, genotoxicity and
corporal balance in young adults (18-32 years old). METHOD: from a preliminary
case-control, quantitative, transversal, contemporary study that compared balance
indicators among 1024 smokers and non-smokers (Barreto et al., 2009) aged
between 18 and 32 years old, mean age 24,88+3,71 years a second case-control
research was made after a sample ramdomly corrected to sex, age, socioeconomic
profile, education and life style in 60 volunteers. A somoker group was selected and
named T Group, and a non-smoker group named NT Group. In these individuals was
done Posturografic evaluation and besides the balance analyze, a laboratory
evaluation on DNA damage (genotoxicity) was performed, through Comet assay test
(Single Cell Electrophoresis assay) and Micronucleus Analyze test. RESULTS: In this
sample women in average somked more cigarettes and longer than men. There was
a greater rate of genotoxicity measured by Comet assay test, among smokers related
whit non-smokers, regardless of gender or age. A correlation analysis between DNA
damage index and balance parameter was done among smokers and non-smokers.
A negative significant association, although low was found (r’= -0.361), between
TOS | and DNA damage index measured by Comet assay test. Additionally, the
percentile distribution for six parameters of FLP evaluation was done. As cut-off point
of normality does not exist yet, 25th percentile was used in order to clustering the
sample. Thereby, TOS | sample became separated in individuals with values under
or equal to 59%; TOS Il sample was divided in 50%, to TOS Ill value was 37%, to
TOS IV value was 57%, to TOS V value was 45% and to TOS VI value was 32%.
Association between smoking, TOS | and genotoxicity was confirmed by statistical
analyze. Smokers with TOS | abnormal (<59%) had larger medium index of DNA
damage (79,95+37,90) compared with non-smokers (45,94+28,52) (p=0,028), valued
by Comet assay test. Individulas with TOS | < 37% were significantly smaller in
smokers (n=11, 36,7%) than in non-smokers (n=4, 13,3%) (p=0,037). Smokers had
an Odds Ratio of 3,76 (1,03-13,64) to have values < 59% in TOS I, larger then non-
smokers. CONCLUSION: Results in this research, although preliminary, suggest
association between smoking and genotoxicity among smokers with static balance
abnormalities measured by TOS | from posturografic dynamics evaluation “foam
laser”.

Key-words: balance, dizziness, smoking, genotoxicity.



1. INTRODUCAO

O tabagismo € um comportamento aditivo que possui alta carga de morbi-
mortalidade. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, caso persista as
tendéncias atuais de expansdo no consumo do tabaco nos proximos vinte anos
ocorrera um acréscimo de mortes anuais de 4,9 milhdes para 10 milhdes.
Aproximadamente metade dos Obitos causados pelo tabagismo ocorrerd em
individuos na idade produtiva (entre trinta e cinco e sessenta e nove anos) (WHO,
2003).

No Brasil, foi realizado um Inquérito Domiciliar sobre comportamentos de risco
e morbidades referidas de doencas e agravos nao-transmissiveis — mddulo:
tabagismo, realizado pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), do Ministério da
Saude, em todas as capitais brasileiras incluindo um total de 23.457 individuos. Os
resultados mostraram que a maior prevaléncia do uso de cigarros foi encontrada nas
capitais dos estados mais desenvolvidos: Porto Alegre (25,2%), Curitiba (21,5%),
Belo Horizonte (20,4%) e S&o Paulo (19,9%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

O tabagismo tem um impacto sistémico no organismo humano aumentando a
prevaléncia das morbidades crénicas ndo transmissiveis como o céancer e as
doencas cardiovasculares. Estudos atuais estimam que a mortalidade e a morbidade
de doencas cardiovasculares associadas ao tabaco excedem a do cancer de pulméo
(LAW & WALD, 2003).

Embora ainda ndo estejam totalmente elucidadas as causas que fazem com
gue o cigarro induza disfuncdo vascular, um niamero cada vez maior de evidéncias
suporta a hipétese de que o estresse oxidativo e a inflamacado crénica facam parte
da patofisiologia, que liga o tabaco a doenca arterial coronariana e as demais
morbidades vasculares (RAIJ et al., 2001; IJZERMAN et al., 2003; CISZAR et al.,
2009).

Desse modo, acredita-se que o cigarro possa induzir alteracées vasculares
periféricas que também atingem outros 6rgéos corporais incluindo a orelha interna, e
assim a audicdo e o equilibrio corporal. No caso, a manutencdo do equilibrio
corporal é determinada, sob a coordenacéao do cerebelo, pela integracao fisiologica

de informacdes nos nucleos vestibulares do tronco encefalico que sé@o oriundas de
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estruturas sensorais do sistema vestibular, visual e proprioceptivo (GANANCA &
CAOVILLA, 1998).

Os problemas de origem vestibular respondem por aproximadamente 50%
dos casos de distarbio do equilibrio corporal (KROENKE, HOFFMAN &
EINSTADTER, 2000) sendo assim existe uma grande preocupacdo em avaliar a
funcéo labirintica por meio de varios testes, com a finalidade de identificar possiveis
lesBes vestibulares responsaveis pelo comprometimento do equilibrio corporal.

Infelizmente, quando desordens no sistema vestibulococlear sé&o
consideradas, o diagnostico é baseado apenas na exclusdo de outras doencas ja
que as artérias desse sistema ndo podem ser diretamente visualizadas. Uma revisdo
sobre o tema feita por Szirmai (2005) comenta que as desordens no sistema
vestibulococlear poderiam ser consideradas como tendo origem vascular ndo soé
pela exclusdo da presenca de outras doencas, mas também se o0s pacientes
possuem fatores de risco vasculares.

Ainda que exista um numero muito pequeno de estudos sobre o tema,
investigacdes relacionadas ao impacto do tabagismo no equilibrio corporal sdo de
grande relevancia. Entre as investigagfes conduzidas que apontam efeito negativo
do tabaco no sistema vestibulococlear pode se destacar o estudo de Uchida et al.,
(1980) que descreveu aumento de oscilagdes posturais, com duracao de até dez
minutos induzidas em individuos apés fumar um cigarro.

InvestigacBes prévias realizadas pela nossa equipe de pesquisa envolvendo
adultos jovens sugeriram que tabagistas teriam maior prevaléncia de alteracdes do
equilibrio avaliadas tanto pelo uso do teste de Unterberg (BARRETO et al., 2009)
quanto pela avaliagao posturografica “foam laser” (BARRETO et al., submetido).

Indicadores de genotoxicidade sédo avaliados pela taxa de dano no material
genético (DNA, acido desoxirribonucléico) induzida pelo aumento de moléculas de
oxigénio desemparelhadas eletricamente, denominadas, genericamente, radicais
livres. O aumento na quantidade dessas moléculas no interior das células é que leva
ao estado conhecido como estresse oxidativo. No tabagismo o aumento da
quantidade de radicais livres ocorre por ter o cigarro uma grande quantidade de
moléculas consideradas radicais livres (CISZAR et al., 2009).

Como alteragdes vasculares associadas ao tabagismo podem envolver
diretamente processos de estresse oxidativo, um estudo complementar

considerando a presenca de genotoxicidade, tabagismo e equilibrio corporal foram
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aqui conduzidos em uma amostra de adultos jovens com o objetivo de averiguar

esta possivel associagao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento, populacdo e amostra

A partir de um estudo caso-controle preliminar, quantitativo, transversal e
contemporaneo, que comparou os indicadores do equilibrio em 1024 tabagistas e
nao tabagistas (Barreto et al., submetido), com idade entre dezoito e trinta e dois
anos e com idade meédia de 24,88+3,71 anos, foi realizado uma segunda
investigacdo caso-controle a partir da selecdo randomizada corrigida para sexo,
idade, perfil socioeconémico, cultural e estilo de vida de 60 voluntarios. O tamanho
da subamostra investigada foi estimado considerando um erro amostral de 5%, e um
nivel de confianca de 95%, estando esse entre 56 a 69 sujeitos. Assim, foi
selecionado um grupo de individuos tabagistas, denominado: Grupo T e um

composto por individuos nao tabagistas denominado: Grupo NT.

2.2 Local e data das avaliacdes

Este estudo foi realizado no Servico de Atendimento Fonoaudiolégico (SAF)
da Universidade Federal de Santa Maria e no Laboratério de Biogenémica do
Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude na Universidade
Federal de Santa Maria. As avaliacdes foram efetuadas no periodo compreendido

entre marco e junho de 2009.
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2.3 Logistica geral do estudo

Os individuos foram convidados para participar dessa pesquisa atraves de
telefonemas e/ou e-mail. Depois de informados a respeito dos objetivos da pesquisa
e das avaliacbes que ganhariam se aceitassem participar do estudo, eram
agendadas as avaliagcdes. Apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO A), a resposta do questionario (ANEXO D) e subsequente
divisdo dos grupos (T e NT), os individuos participantes foram submetidos a
realizacdo de: (1) Anamnese (ANEXO B): contendo perguntas fechadas de
identificacdo e relativas aos sintomas do equilibrio, antecedentes pessoais e
familiares, quantidade diaria e tempo de exposicdo ao fumo; (2) Avaliacdo
audioldgica basica: foi realizada ap0s a inspecéo visual do meato acustico externo, a
pesquisa dos limiares auditivos através da audiometria tonal liminar (ATL) por via
aérea nas frequéncias de 250 a 8000 Hz, foram ainda submetidos a
logoaudiometria, com a pesquisa do Limiar de reconhecimento de fala (LRF) e do
indice percentual do reconhecimento de fala (IPRF), além da execugdo da
imitanciometria, através da realizacdo de timpanometria e pesquisa dos reflexos
acusticos contralaterais, os quais foram pesquisados nas frequéncias de 500, 1000,
2000 e 4000 Hz; (3) Para a execucao da imitanciometria foi utilizado um analisador
de orelha média INTERACOUSTIC A27, fone TDH-39 e coxim MX-41, tom-sonda de
220 Hz e 70 dBNA. A calibracdo do aparelho foi realizada segundo a norma ISO
389-1991; (4) Os dados dessa pesquisa foram obtidos em uma cabine tratada
acusticamente, as avaliacdes realizadas em um audidmetro digital de 2 canais de
marca Fonix, modelo FA-12, tipo | e fones auriculares tipo TDH-39P de marca
Telephonics; (5) Os participantes da pesquisa que apresentaram alteragcfes em
qualquer um dos exames audiologicos foram encaminhados para avaliagdo com
médico otorrinolaringologista, com o objetivo de verificar qualquer afeccdo de
orelhas, nariz e/ou garganta. (6) Os resultados foram anotados em protocolo padréo
(ANEXO C).
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2.4 Avaliagcéo posturografia dinamica “foam-laser”

Adicionalmente, foi realizada avaliacdo do equilibrio através da Posturografia
Dinamica “Foam-Laser”, proposta por Castagno (1994a). A Posturografia Dinamica
“Foam-Laser” € uma das formas de avaliacdo do equilibrio e consiste em uma
cabine de dois metros de altura, confeccionada com um suporte de ferro
desmontavel que inclina 20°, envolta por um tecido listrado, com listras claras e
escuras, de dez centimetros de espessura, e uma almofada de espuma de
cinquenta centimetros por cinquenta centimetros, dez centimetros de espessura e
densidade média. Sobre a cabine foi fixado um papel milimetrado através de um
suporte de ferro.

Para a realizacdo do exame um cinto foi adaptado na cintura do paciente
(confeccionado de espuma e com um velcro na extremidade posterior), no qual foi
inserida uma caneta a laser, de forma que essa caneta encontrava-se atras do corpo
do paciente em direcdo ao papel milimetrado. Na hora da avaliacdo o paciente
estava em pé, descalco e com os bracos estendidos ao longo do corpo. A
Posturografia Dinamica “Foam-Laser” € um teste que mede as oscilacfes corporais
através do “Teste de Organizagcdo Sensorial” (TOS). O TOS é composto por seis
etapas:

TOS | = o paciente mantém os olhos abertos, olhando a frente, sob uma
superficie fixa e estavel durante vinte segundos;

TOS Il =& o paciente mantém os olhos fechados, sob uma superficie fixa e
estavel durante vinte segundos;

TOS Il = o paciente mantém os olhos abertos, sob uma superficie fixa e
estavel e a cabine se movimenta lentamente para frente e para tras durante vinte
segundos;

TOS IV = o paciente mantém os olhos abertos, olhando a frente, sob uma
espuma de dez centimetros de espessura e densidade média durante vinte
segundos;

TOS V = o paciente mantém os olhos fechados, sob uma espuma de dez

centimetros de espessura e densidade média durante vinte segundos;
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TOS VI 2 o paciente mantém os olhos abertos, sob uma espuma de dez
centimetros de espessura e densidade média e a cabine se movimenta lentamente
para frente e para tras durante vinte segundos;

No decorrer desses vinte segundos, o examinador observa o desvio corporal
antero-posterior do paciente. Esse desvio € anotado e através de um programa de
computador € calculado o angulo das oscilagdes. Os resultados foram anotados em
protocolo padrdo (ANEXO D)

2.5 Avaliagédo de indicadores de genotoxicidade

Paralelamente a analise do equilibrio foram conduzidas avaliacbes
laboratoriais sobre as taxas de dano no DNA (genotoxicidade) através do Teste
Ensaio do Cometa e Teste Andlise dos Micronucleos. Tendo em vista, que o0
organismo €é sistémico e caso comprovado o dano celular, esse poderia estar
ocorrendo em qualquer estrutura do sistema vestibular. Para tanto os seguintes
procedimentos foram conduzidos: (1) Coleta de amostra de células epiteliais
descamadas da mucosa oral: Coletadas para realizacdo do teste Analise dos
Micronucleos, teste que avalia danos no DNA; (2) para coleta de amostra de células
epiteliais, foi solicitado que o voluntario mordiscasse levemente as bochechas para
soltura das células, e em seguida, realizasse raspagem com uma espatula de
madeira nas duas bochechas. A espatula contendo material celular foi colocada pelo
voluntario em um tubo de ensaio conico, contendo de 3 a 5 ml de Solucéo
Fisiologica 0,9% NaCl gelada; (3) em seguida, os tubos de ensaio foram
centrifugados por dez minutos a 1.000 RPM. Para lavagem das células, a solugéo
fisiologica foi trocada, cuidando para que ndo fossem retiradas as células contidas
no fundo do tubo de ensaio. (4) A solugdo foi homogeneizada com as células
utilizando pipeta Pasteur e centrifugadas novamente. O procedimento de lavagem
das células/centrifugacéo foi repetido duas vezes. (5) Em seguida, foi acrescida 1mi
de solucéo fisiologica, homogeneizada e distribuida em duas laminas (500 pL em
cada). As laminas secaram em temperatura ambiente. (6) Apés, foi realizada a

coloragdo das mesmas, utilizando o Kit Pandtico de Coloragcdo da marca Laborclin;
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(7) Depois de seco, o material foi observado em microscépio éptico binocular da
marca Olympus, CX40 para contagem dos micronucleos presentes e posterior
analise dos dados. Foram contadas mil células (quinhentas por lamina). Os
resultados foram anotados em protocolo padrdao (ANEXO F)

A Coleta de Amostra Sanguinea foi realizada por um farmacéutico, para
posterior aplicacdo dos testes e averiguacao dos possiveis danos no DNA, através
da Técnica do Teste do Ensaio do Cometa.

Para a coleta sanguinea, o paciente permanecia sentado em uma cadeira e 0
braco era escolhido. Para a puncdo o braco era apoiado sobre uma mesa,
posicionado em linha reta do ombro ao punho, sem o cotovelo estar dobrado e a
palma da mao voltada para cima. A farmacéutica selecionava o local escolhido para
venipuncao e realizava a anti-sepsia da regido utilizando algodao hidréfilo e alcool
etilico volume 70%. Em seguida, garroteava o braco do voluntério fazendo uso de
um garrote de borracha, sem que o fluxo arterial fosse interrompido. O tempo do
garrote no braco do paciente ndo excedeu a um minuto, 0 que acarretaria um
edema, e foi retirado apds o término da venipuncdo. No ato da venipuncdo foram
utilizadas seringas hipodérmicas sem agulha de 3 e 5ml da BD Plastipak® estéril
(apirogénio - atoxico, esterilizado a 6xido de etileno) e agulhas hipodérmicas BD
PrecisionGlide® 22 e 23G1 (0,70x25 e 0,60x25, respectivamente, apirogénio -
atoxico, esterilizado a 6xido de etileno, parede fina bisel trifacetado). Os lacres da
seringa e agulha foram retirados na frente do voluntario. A farmacéutica realizou a
puncdo e em seguida desconectou a agulha e transferiu imediatamente o sangue
para tubo com anticoagulante de EDTA da Vacuette® de 2ml (K3E K3EDTA de
tampa roxa e aro branco) e homogeneizou o sangue por inversdo. O voluntario
recebeu bandagem no local onde foi realizada a puncdo. Os tubos com amostra
sanguinea foram revestidos com papel aluminio para evitar dano adicional ao DNA
da amostra pela exposicao a luz. Agulha e seringa foram descartadas em recipiente
préprio para materiais perfurocortantes e infecto-contaminantes.

O Teste do Ensaio do Cometa foi realizado de acordo com o método proposto
por Singh et al., (1988) e modificado por Collins et al., (1995) exceto pelo uso de
enzimas de restricdo e pelo método de coloracdo. A descricdo da técnica € misturar
5 uL da amostra (sangue total ou leucdcitos) com 90 pL de 0,75% Low Melting Point
Agarose em um eppendorf. Adicionar a solugdo em uma lamina pré-coberta com 1%

agarose normal, adicionar a laminula e deixar na geladeira por cinco minutos.
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Depois retirar cuidadosamente a laminula e colocar a lamina em uma cuba com
solucdo de lise (2.5 M NaCl, 100 mm EDTA, 10 ram Tris-HCI, 1% Triton X-100 e
10% DMSO, pH 10.00) por um dia a 4°C. Retirar as laminas da solucdo de lise e
lava-las com agua destilada. Em seguida, coloca-las em uma cuba horizontal
contendo solucéo de eletroforese (1 mm EDTA e 300 mm NaOH, pH > 13). Deixar
as laminas por vinte minutos em repouso para permitir o desenovelamento do DNA,
e entdo realizar a eletroforese por vinte minutos a vinte e cinco volts e trezentos
microamperes. Apos, colocar as laminas em uma cuba com solugcédo neutralizadora
(0,4 M Tris-Base, pH 7,5) por sete minutos, lavar trés vezes com agua destilada e
deixar secar até o outro dia em temperatura ambiente. Reidratar as laminas por
cinco minutos e colocé-las em uma cuba contendo solucéo fixadora (15% Acido
Tricloroacético, 5% Glicerol e 5% Sulfato de Zinco) por dez minutos, lavar trés vezes
e deixar secar a temperatura ambiente. Reidratar as laminas por cinco minutos e
coloca-las em uma cuba contendo solugdo corante por vinte e cinco minutos a trinta
e sete graus centigrados. A solucdo corante foi preparada na seguinte ordem:
misturar 34 ml da Solucdo B (0,2% Nitrato de Aménio, 0,2% Nitrato de Prata, 0,5%
Acido Tungstosilicico e 0,15% Formaldeido) com 66 ml da Solucéo A (5% Carbonato
de Sédio). Depois da coloracao, lavar as laminas por trés vezes em agua destilada.
A coloracdo deve ser interrompida colocando as laminas em solugdo de Acido
Acético 1%. Apds, deixar as laminas secarem a temperatura ambiente. Cem células
sdo contadas para cada amostra (cinquenta por lamina).
As laminas foram analisadas em microscépio éptico binocular da marca Olympus
modelo CX40. As cinco categorias usadas para classificacdo do Cometa sao
aguelas propostas por Garcia (2004) e mostradas na Figura 8.

ApoOs a execucdo das avaliacdes acima delineadas e subsequente analise dos
testes que avaliam a genotoxicidade, os resultados obtidos foram enviados por e-

mail para cada participante desse estudo.
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Figura 8 — Representacdo do Dano ao DNA. Classe 0 representa células sem dano e classe 4 o mais
alto dano.

Figura 9 — Classificagao dos micronucleos (MN), 1: célula sem MN; 2: célula com 1 MN; 3: célula com
3 ou mais MNs

2.6 Analise estatistica

Apbés a coleta dos dados, os resultados obtidos nesse estudo foram
submetidos a andlise estatistica. O programa SPSS versédo 12.0 foi utilizado na
realizacdo dos testes estabelecidos. As variaveis categoricas foram comparadas por
teste do Qui-Quadrado. As variaveis continuas, por teste “t” de Student ou andlise de

variancia. A analise de variancia de uma via foi seguida de teste Post Hoc de
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Bonferroni para andlise multivariada. E, a verificacdo de possiveis varidveis
intervenientes foi efetuada pelo teste Regresséo Logistica.
Foram consideradas associac¢des significativas aquelas cujo p < 0,05.

2.7 Considerac0des éticas

Esse estudo € um subprojeto do Projeto “Nutrigenética e Tabagismo: Estudos
In Vivo e Ex Vivo da Dieta e Atividade Fisica na Modulacdo dos Efeitos Pro-
Oxidantes do Fumo” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria, com o numero 0146.0.243.000-07. Foram avaliados
somente aqueles individuos que concordaram com a realizacdo dos procedimentos
necessarios para a execucao da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (ANEXO A), ap0s terem recebido esclarecimentos sobre o

objetivo e metodologia do estudo proposto.

3. RESULTADOS

Inicialmente, foram analisados os perfis dos tabagistas participantes do
estudo quanto ao tempo de uso do cigarro, quantidade média diaria, estimativa de
consumo diario de nicotina, alcatrdo e mondxido de carbono. Os resultados
comparativos entre homens e mulheres fumantes sdo apresentados na Tabela 3.
Como pode ser observado, as mulheres participantes do estudo fumam em média
uma maior quantidade de cigarros por dia e tendem a ser fumantes ha mais tempo
do que os homens. Entretanto, o consumo de nicotina, alcatrdo e monéxido de
carbono estimado a partir das marcas de cigarro utilizadas e da quantidade de

cigarros consumidas diariamente é similar entre homens e mulheres.
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Tabela 3 - Comparacdo das caracteristicas do comportamento tabagista entre

homens e mulheres adultos jovens.

Homens Mulheres
Variaveis _ . P
Média+DP MédiatDP
Tempo de Fumo (anos)
2.71+0.99 3.31+0.87 0.090
Quantidade carteiras
) _ 1.42+0.64 2.00+0.89 0.050*
cigarros/dia
Consumo estimado de
o , 10.07+2.09 9.13+1.76 0.202
nicotina/dia (mg)
Consumo estimado de
) 0.85+0.16 0.80+0.12 0.427
alcatrdo/dia (mg)
Consumo estimado de
11.71+2.05 11.00+1.81 0.329

monoxido de carbono/dia (mg)

* - SignificAncia estatistica

A comparacdo entre indicadores de genotoxicidade, maior taxa de dano ao

DNA pelo teste Cometa em tabagistas do que nos néo tabagistas. Essa taxa de
dano foi independente do género e idade da amostra (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacao entre indicadores de genotoxicidade.

Tabagistas N&o tabagistas
Variaveis . . P
MédiatDP MédiatDP

Dano ao DNA (Cometa) 55.85+34.28 38.43+29.11 0.038*

Células com 01 microntcleo 25.56+14.61 23.53+10.99 0.545

Células com 02 micronucleos 13.90+9.59 12.83+7.46 0.632
Células com 03 microntcleos

12.20+10.15 11.50+6.84 0.755

ou mais

* - Significancia estatistica

A seguir foi realizada uma andlise de correlagéo entre os indices de dano de

DNA e parametros do equilibrio, tanto em tabagistas, quanto em néo tabagistas.
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Uma associacdo negativa significativa, ainda que baixa (r>= -0.361) foi observada
entre o percentual do TOS | e a taxa de dano de DNA avaliada pelo teste Cometa.
Adicionalmente, foi calculada a distribuicio de percentil para os seis
parametros da avaliacdo FLP. O resultado é apresentado na Figura 10. Como nao
existem ainda pontos de corte de normalidade bem estabelecidos para essa
avaliacdo, o percentil vinte e cinco foi utilizado para agrupar a amostra. Assim, para
o TOS | a amostra foi dividida em individuos com valores abaixo ou igual a 59%;
para o TOS Il o valor da divisédo foi 50%, para o TOS Il o valor foi 37%, para o TOS
IV o valor foi de 57%, para o TOS V o valor foi de 45% e para o TOS VI o valor foi de
32%. A frequéncia de individuos com valores alterados é apresentada na Figura 11.
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Figura 10. Distribuicdo de percentil dos valores obtidos para os seis par&metros (TOS) da
posturografia dindmica “Foam laser”.
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A andlise estatistica confirmou a associacdo entre tabagismo, TOS | e
genotoxicidade. Os tabagistas com TOS | alterado (<59%) apresentaram maior
indice médio de dano de DNA (79,95+37,90) do que os nao tabagistas (45,94+28,52)
(p=0,028) estimado pelo teste Cometa. A frequéncia de individuos com valores de
TOS | < 37% foi significativamente menor no grupo tabagista (n=11, 36,7%) do que
no grupo ndo tabagista (n=4, 13,3%) (p=0,037). A razdo de chance de individuos
tabagistas apresentarem valores < 59% no TOS | foi calculada ser 3,76 (1,03-13,64)

maior do que em individuos néo tabagistas.
30 A
27
25 25 25 25
25 4
I I I I I 22
0 - T T T T T l
TOS I (<59%) TOS Il (<50%) TOS Il (<37%) TOSIV  TOSV(<45%) TOSVI
(<57%) (<32%)

Frequéncia de individuos (%)
= [ N
o (6] o
1 1 1

&)
L

Figura 11. Frequéncia de individuos com percentil abaixo de 25 que indica alteragfes em cada um
dos seis pardmetros TOS da Posturografia Dindmica “Foam Laser”.

4. DISCUSSAO

No presente estudo foi investigada a possivel associacdo entre tabagismo,
alteracdes no equilibrio e genotoxicidade em adultos jovens. Os resultados
mostraram niveis elevados de genotoxicidade em tabagistas com alteracdes no TOS
| (<59%), que avalia as condicdes de equilibrio estatico de olhos abertos indicando
possivel interacdo desses fatores. Infelizmente, na literatura avaliada ndo foram
observados estudos similares que permitissem uma compara¢ao dos resultados aqui
obtidos.
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Uma vez que a amostra do estudo foi composta por adultos jovens sem
queixa prévia de tontura ou outro tipo de disfuncdo vestibular o resultado obtido
sugere possivel associacdo entre tabagismo, estresse oxidativo e alteracdo no
equilibrio. Entretanto, estudos complementares terdo que ser conduzidos,
principalmente em populagdes com disfungdes vestibulares, a fim de confirmar a
associacao aqui observada.

Adicionalmente, podem ser realizadas analises bioquimicas complementares
indicativas de estresse oxidativo como € o0 caso da peroxidacdo lipidica e a
carbonilacdo de proteinas. Entretanto, os testes de genotoxicidade (dano no DNA)
sdo amplamente aceitos como medida de estresse oxidativo.

Ainda que a nossa compreensao a respeito da estrutura cromossdmica seja
incompleta, varios trabalhos tém apontado para a direcdo de que as anormalidades
cromossOmicas sejam uma consequéncia direta de danos causados na sua
estrutura. Também é reconhecido que as perdas de cromossomos, ou parte deles,
ou ainda, as aneuploidias decorrentes de problemas de nao disjuncédo, sdo fatores
importantes em muitos tipos de cancer e no processo de envelhecimento. Esses
problemas séo ocasionados por defeitos no fuso, no centrébmero ou ainda em funcgéo
do grau de condensacao dos cromossomos (FENECH, 2000).

Assim, existe um esforco crescente em avaliar os impactos ambientais,
genéticos e de mudanca no estilo de vida sobre a estabilidade gendémica na
populacdo humana. A importancia do Teste do Micronucleo vem de sua vantagem
sobre os demais testes existentes, pois é relativamente facil de realizar e fornece
resultados com forte suporte estatistico. (FENECH et al., 1999). Agentes quimicos
(fumo, alcool, héabitos alimentares), fisicos (traumas mecanicos) ou biolégicos
(biofilme dental), sdo exemplos de fatores de presenca comum ao ambiente bucal e
que podem representar um potencial de formacdo de microndcleos as células
epiteliais. (FENECH et al., 1999). Porém, ndo foi observada associacdo entre a
presenca de micronucleos, tabagismo e alteragdo no equilibrio. Talvez a falta de
associacdo entre tabagismo e micronacleos se deva ao fato da amostra ser muito
jovem e estar fumando ha pouco tempo. Por esse motivo estudos longitudinais ou
que incluam individuos de faixas etarias mais elevadas e/ou que fumem ha mais
tempo sao importante de serem conduzidos no futuro.

O teste de MNs pode ser utilizado como um indicador e/ou um dosimetro de

danos clastogénicos e aneugénicos combinados, ja que existe grande evidéncia do
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valor desse biomarcador para a identificacdo de riscos ambientais e ocupacionais
(KOTELES et al.,, 1993; ROSSNER et al.,, 2005). Para o0 mesmo fim, pode ser
utilizado também o ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula Unica, que
detecta quebras de fita simples e dupla de DNA e ainda, alteracdes estruturais da
fita, sensiveis ao pH alcalino (sitios alcali-l4beis), sem a necessidade de cultura
celular (SINGH et al., 1988; O'NEILL et al., 1993).

Essas técnicas sdo bastante utilizadas para monitorar populacdes
ocupacionalmente expostas a agentes genotoxicos, como: chumbo, oxido de etileno,
radiacdo ionizante (MALUF & ERDTEMAN, 2000a e b, MIGLIORE et al.,, 1991;
MALUF, 2004; MINOZZO et al., 2004;), incluindo habitos de vida, como o tabagismo
e abuso de drogas ilicitas (SANDBERG, 1991; CHENG et al., 1996; YU et al., 1999;
BONASSI et al., 2003; NERI et al., 2003;).

Pesquisa realizada em pacientes com leucemia para avaliar o dano de DNA
causado por drogas antineoplasicas e outros fatores ambientais, analisou que o
tabagismo nao influenciou de forma significativa o indice de dano medido pelo
ensaio cometa, nem na amostra total, nem nos grupos de pacientes com leucemia e
individuos controle. Mas, no geral, em toda a amostra estudada, o tabagismo
influenciou de forma a aumentar as frequéncias de MN (NASRALLA, 2008).

O ensaio cometa esta sendo aplicado em estudos relacionados a intervencao
dietética, com o acompanhamento do aumento dos danos de DNA resultando em
doencas, no tratamento com drogas genotoxicas e no monitoramento de individuos
expostos a substancias genotoxicas pelo estilo de vida, poluicdo ambiental ou
ocupacao profissional (FAUST, 2004; MALUF et al., 2007).

Finalmente, € importante comentar as possiveis limitacbes metodologicas
associadas ao estudo aqui realizado. Uma delas € o tamanho amostral relativamente
pequeno que ndo permite analisar outras possiveis varidveis intervenientes na
associacao, por  exemplo: investigacoes analisando tabagismo e
obesidade/sobrepeso ou tabagismo e dislipidemia que sdo importantes fatores de
risco ateroscleréticos e cardiovasculares. De qualquer modo, os resultados aqui
encontrados ja séo instigantes e, portanto, investigacdes complementares futuras
podem auxiliar no esclarecimento do efeito do tabagismo no controle do equilibrio

corporal e se esse processo realmente passa pelo aumento no estresse oxidativo.
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5. CONCLUSAO

Apesar de preliminares, os resultados aqui descritos demonstram a influéncia
do tabagismo na genotoxicidade e no equilibrio estatico de adultos jovens medido

pelo parametro TOS | da avaliagao posturografica dinamica “foam laser”.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. Estd sendo convidado a participar de um estudo cientifico denominado
NUTRIGENETICA E TABAGISMO: ESTUDOS IN VIVO E EX VIVO DA DIETA E
ATIVIDADE FiSICA NA MODULACAO DOS EFEITOS PRO-OXIDANTES DO FUMO. O
objetivo _do estudo quer comparar o estilo de vida e a genética entre individuos que fumam,
deixaram de fumar e nunca fumaram. Este estudo é muito importante porque o fumo
aumenta o risco de doengas como o cancer, o infarto, etc. e muitas vezes, mesmo que a
pessoa saiba dos seus maleficios ndo consegue parar. Estudos anteriores feitos
principalmente em outros paises tém sugerido que fumar é muito influenciado pela genética
(histéria familiar) do individuo. Ou seja, se o individuo tem pais, irméos e avés que fumam
ele possui mais chance de ser fumante do que se ele néo tiver parentes fumantes. Esta
condicdo faz com que sejam necessarios estudos que busquem identificar fatores, que por
sua vez podem ajudar a desenvolver tratamentos que possam ser utilizados para auxiliar os
tabagistas a deixar o fumo. Sendo assim, a justificativa do estudo aqui proposto é que o
mesmo ir4 incluir muitas pessoas (aproximadamente 2000) e se constituirA em um dos
maiores estudos sobre tabagismo do Brasil que tenta verificar o estilo de vida e histéria
familiar e genética associada ao tabagismo.

A sua participagdo no estudo acontecera através da coleta de informacdes feita por
um auxiliar da pesquisa que foi capacitado para interagir com o Sr(a). Na pesquisa seréo
feitas trés tipos de coleta de informacgfes: (1) inicialmente o Sr. (a) responderd uma
entrevista com perguntas sobre a sua vida e sua saude; (2) a seguir o auxiliar de pesquisa
medird a circunferéncia da sua cintura (para tanto pedird que o Sr. coloque o dedo no
umbigo que indica o local onde a medida sera feita); (3) tomada a medida da circunferéncia
o auxiliar de pesquisa, com o auxilio de uma lanceta (que é uma pequena agulha) dara uma
pequena picada no seu dedo anular e coletar4d uma gota de sangue em um pequeno tubo de
plastico. Para tanto, o auxiliar estard de luva, que sera imediatamente descartada apés o
seu uso, e fara e limpara com alcool a regiao da picada antes e depois da coleta de sangue.
O Sr(a). sentird uma pequena dor e desconforto por cauda da picada e uma pequena
ardéncia quando for limpa a area com alcool. O sangue coletado sera utilizado para
averiguar um fator genético que esta ligado ao combate dos radicais livres no organismo. Os
exames feitos serdo para ver como esta o seu colesterol, glicose e outros marcadores de
saude. Os radicais livres sdo substancias que “enferrujam” as nossas células e que
precisam ser controlados através de compostos chamados antioxidantes. Existem alguns
antioxidantes que o préprio corpo produz como a enzima superoxido dismutase dependente
de manganés (SOD2) e existem antioxidantes que nés ingerimos através de dieta rica em
frutas e vegetais. Existem estudos que mostram que variagdo neste gene em pessoas que
comem pouca quantidade de frutas e verduras aumenta o risco de doencas. Entretanto,
gquando elas se alimentam corretamente este risco praticamente ndo existe. No nosso
estudo queremos saber o que acontece quando a pessoa fuma e é portadora destas
variacdes genéticas? Sera que a alimentacdo e uma atividade moderada também diminuem
o risco de doencas nos tabagistas que portam estas variagbes genéticas? E importante
salientar que a andlise deste gene nao significara que o Sr.(a) ira desenvolver qualquer
doenca. E também importante Ihe informar que o seu material genético (DNA) que ficar
armazenado no laboratério s6 sera utilizado o estudo de outros genes caso seja feito novo
projeto, seja Ihe informado e outro Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, semelhante
a este seja assinado pelo Sr. O Sr(a). podera ser convidado, em um segundo momento,
para fazer exames adicionais de sangue e da sua condicdo cardiorrespiratéria. No caso dos
exames de sangue, sera feita coleta através de uma pequena puncdo no braco o que
podera causar um pequeno desconforto no local. O exame da condigédo cardiorrespiratoria
(que avalia a capacidade do seu coracdo) sera feito através de testes que envolvem
exercicio fisico. Neste caso, o Sr.(a) podera sentir aumento nos batimentos do coragéo, suar
e se sentir um pouco cansado. E importante comentar que os riscos da sua participac&o
no _estudo sdo minimos ou inexistentes sejam eles fisicos ou emocionais. O principal
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beneficio esperado caso o Sr(a). participe do estudo é que o Sr.(a) estara fazendo uma
checagem geral da sua saude e recebera aconselhamento preventivo personalizado. Além
disto, sabera que com a sua participacdo podera estar ajudando muitas pessoas no futuro
gue se beneficiardo direta ou indiretamente com os resultados desta pesquisa. Com base
nos resultados obtidos, caso seja detectada necessidade de uma consulta médica mais
especifica, o Sr(a). sera orientado a procurar auxilio médico. Durante todo o periodo do
estudo o Sr(a) sera acompanhado pelo grupo de pesguisa que ficara a sua disposi¢éo
para qualquer tipo de esclarecimentos que o Sr.(a) necessite envolvendo informacfes mais
aprofundadas do que esta sendo estudado e do modo (metodologia) de como esta sendo
feito o estudo. O Senhor pode optar em ser ou n&o informado sobre os resultados de
laboratério que forem realizados. Para tanto, apoés ler este Termo nds iremos Ihe questionar
sobre este aspecto para anotarmos nha sua pasta de dados (formulario). H& qualquer
momento o Sr.(a) poderd se recusar a participar da pesquisa ou_retirar 0 _seu
consentimento de uso das informac8es coletadas sem que ocorra nenhum tipo de prejuizo
ao seu cuidado.

Todas as informacdes coletadas sejam elas através de entrevista sejam dos
resultados laboratoriais serdo confidenciais. Por este motivo o Sr(a) recebera um nimero
de identificacdo que impedira a associagdo entre as informagfes e a sua pessoa. Para
participar da pesquisa o Sr.(a) ndo tera nenhuma despesa financeira.

Eu, , documento de identidade (RG)
declaro que concordo em participar do estudo
NUTRIGENETICA E TABAGISMO: ESTUDOS IN VIVO E EX VIVO DA DIETA E
ATIVIDADE FiSICA NA MODULACAO DOS EFEITOS PRO-OXIDANTES DO FUMO e que
quando fui convidado a participar do mesmo me foi explicado e lido o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido do qual me foi fornecida uma copia. Neste termo me foi
explicado que: (1) as informacgdes que forneci seréo sigilosas e privadas; (2) que terei alguns
desconfortos relacionados com a coleta de sangue e talvez com exames da funcdo do
coracdo; (3) que a qualguer momento poderei questionar ou pedir informagdes adicionais
sobre o estudo; (4) que a qualguer momento poderei me retirar do estudo sem que ocorra
nenhum prejuizo de atendimento ou outro a minha pessoa; (5) que néo terei nenhuma
despesa financeira relacionada com o estudo. (6) que a pesquisadora responsavel,
Profa.Dra. lvana Beatrice Manica da Cruz do Departamento de Morfologia do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Santa Maria estara a minha disposicéo
para responder qualquer tipo de questdo no endereco: Departamento de Morfologia,
Campus Universitario (UFSM). Av. Roraima, 1000 — Prédio 19, Sala 3126, telefone: 55-
32208736, email: biogenomica.ufsm@gmail.com

Assinatura do voluntario

Nome por extenso, nimero de registro e assinatura do Auxiliar da Pesquisa

Assinatura dos Pesquisadores Responsaveis

— Profa.Dra. lvana Beatrice Manica da Cruz

- Profa.Dra. Maria Izabel Ugalde Marques da Rocha
- Prof Dr Juan Pablo Barrio Lera


mailto:biogenomica.ufsm@gmail.com
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ANEXO B - PROTOCOLO DE ANAMNESE
Anamnese

Identificacao

Nome: Data:
Idade: Data de Nascimento: Sexo:

Profissao: Telefone:

Endereco:

Usuario de tabaco? Sim () Nao ()

Quantidade consumida diariamente?
Marca do tabaco?
Tempo de exposicéo ao fumo?

Sintomas:

( ) Ondas de calor ( ) Estresse

( ) Palpitacao ( ) Insbnia

( ) Enjoo ( ) Pressao alta

( ) Cefaléia () Irritacé@o

( ) Ansiedade ( ) Depresséao

Tontura?

() sim ( ) Nao Inicio:

Ocorréncia: esporadica ( ) frequente ( ) muito frequente ( )
Duracéao das crises: segundos ( ) minutos ( ) horas ( ) dias ()

Sensacéo de que a crise vai ocorrer?
Sensacédo de que o0s objetos giram ao seu redor?
Sensacdo de girar no ambiente com os objetos estacionarios?
Surge ou piora:

Com movimentos de cabecga ( ) Aoolharparaolado( ) Em veiculos em
Movimento () Em determinada posicdo ou mudanca de posi¢éao do corpo ( )
Sensagao:

De instabilidade ( ) De desmaio( ) De flutuagdo ( ) Pressédo na cabeca ( )
Perda da consciéncia ( ) Escurecimento da visdo ( ) Desequilibrios a marcha ( )
Nauseas ( ) VOmitos ( ) Sudorese ( ) Palidez ( ) Quedas( ) Palpitacdes ( )
Tendéncia a queda:

Direita ( ) Esquerda ( ) Para frente () Paratras ()
Desvio a marcha:
Para a direita ( ) Para a esquerda ( )

Fatores desencadeantes:
Fatores de melhora:

Queixa de perda auditiva? () sim ( ) Nao
Inicio:
Orelha direita ( ) Orelha esquerda ( )

Variacéo da audicao durante as crises? Sim () N&o ( )
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Hipersensibilidade a sons ( ) Distorcéo dos sons ( )
Sensacdo de liquido no ouvido ( ) Dificuldade para entender o que se fala ( )
Exposicao a ruido? Sim () N&ao ()
Zumbido?  Sim () Nao ()
Inicio:
Localizagdo: OD ( ) OE () Préximo ao ouvido () Na cabeca ( )
Tipo: Continuo ( ) Pulsatil () Subito ()
Constante ( ) Variavel ( ) Em crises ()

Fatores desencadeantes?
Fatores de melhora?

Antecedentes pessoais:

Doencas da Infancia ( ) Diabetes ( ) Disturbios da Tiredide ( )
Disturbios Menstruais ( ) Disturbios Cardiacos ()  Presséo Arterial Alta ()
Presséo Arterial Baixa ( ) Cirurgias ( ) Doencas de Ouvido, Nariz e Garganta( )
Tratamentos Anteriores:
Medicamentos em uso:

Antecedentes familiares:

Tontura () Perda Auditiva ( ) Zumbido () Diabetes ( )
Hipertensédo Arterial ( ) Enxaqueca ( ) Disturbios Cardiovasculares ( )



ANEXO C - PROTOCOLO DE AVALIACAO AUDIOLOGICA

CURSO DE MESTRADO EM DISTURBIOS DA COMUNICAGAO HUMANA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

AVALIACAO AUDIOLOGICA
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Nome: Género: ( )M ( )F
Data de Nascimento: / / Idade: Profisséo:
Endereco: Fone: () -
Data da Avaliacao: / / Fone: () -
Examinadora: Fga. Daniele Coronel Mena Barreto — CRFa 9105 — RS
AUDIOMETRIA TONAL LIMINAR
250 Hz 500 Hz 1000Hz | 2000Hz | 3000Hz | 4000Hz | 6000 Hz | 8000 Hz
VA OD
VO OD - - -
VA OE
VO OE - - -
LOGOAUDIOMETRIA
Orelha Direita Orelha Esquerda
LRF: dB LRF: dB
IPRF: dB % IPRF: dB %
MEDIDAS DE IMITARNCIA ACUSTICA
Timpanometria
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0
-G00 -A00 -400  -300 200 100 ] +100  +200
Reflexo Aclstico
Orelha Direita Orelha Esquerda
Freq JLimiar(Zontral Difer | Ipsi [Decay|limiar|Contral Diter | [psi | Decay
500
1000
2000
4000
(gonda OE) (gonda OO
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ANEXO D - PROTOCOLO DE POSTUROGRAFIA DINAMICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE B
CURSO DE MESTRADO EM DISTURBIOS DA COMUNICACAO HUMANA

POSTUROGRAFIA
1

Nome: Género: ( )M ( )F
Data de Nascimento: / / Idade: Profisséo:
Endereco: Fone: ()
Data da Avaliacao: / / Cel: ()
Examinadora: Fga. Daniele Coronel Mena Barreto — CRFa 9105 — RS

Distancia TOS | TOS I TOS Il TOS IV TOSV TOS VI
Nome: Género: ( )M ( )F
Data de Nascimento: / / Idade: Profissao:
Endereco: Fone: ()
Data da Avaliacao: / / Cel: ()
Examinadora: Fga. Daniele Coronel Mena Barreto — CRFa 9105 — RS

Distancia TOS | TOS I TOS Il TOS IV TOSV TOS VI
Nome: Género: ( )M ( )F
Data de Nascimento: / / Idade: Profissao:
Endereco: Fone: ()
Data da Avaliacao: / / Cel: ()

Examinadora: Fga. Daniele Coronel Mena Barreto — CRFa 9105 — RS

Distancia TOS | TOS I

TOS

TOS IV

TOSV TOS VI
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ANEXO E - PROTOCOLO DE ANALISE DO TESTE COMETA

Identificac&o: Data da Analise: / /2009
Paciente:

Lamina 1/ Analista 1:

112131456 718]9]10 Calculo do indice de Dano

(0)'

1x

2X

3X

4x

g WIN|EF

Somatério =

Lamina 1/ Analista 2:

1121314567181 9]10 Célculo do indice de Dano

Ox

1x

2X

3X

4x

G WIN|EF

Somatério =

Lamina 2 / Analista 1:

1123|456 ]7]8]9]10 Calculo do Indice de Dano

Ox

1x

2X

3X

G WIN|EF

4x

Somatério =

Lamina 2 / Analista 2:

12|34, 5/6]7]8]9]10

Calculo do indice de Dano

(0)'

1x

O WIN|F

2X

3x

4x

Somatério =




102

ANEXO F- PROTOCOLO DE ANALISE DO TESTE MICRONUCLEO

Identificacéo: Data da Anélise: / /2009
Paciente:

Lamina 1/ Analista 1:

Centos 1123 (4]|5

Resultado

T WIN|F

Lamina 1/ Analista 2:

Centos 1123 (4]|5

Resultado

TIWIN[F

Lamina 2/ Analista 1:

Centos 1123 (4]|5

Resultado

TIWIN|F

Lamina 2 / Analista 2:

Centos 1123 4]|5

Resultado

TIWIN|F-
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ANEXO G - TERMO DE CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS DA
PESQUISA

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS DA PESQUISA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA/RS
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FONOAUDIOLOGIA
CURSO DE FONOAUDIOLOGIA

Pesquisadores responsaveis:

Autora/Executora: Fga. Daniele Coronel Mena Barreto
Orientador: Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira

Co-orientadora: Prof2 Dr2 lvana Beatrice Manica da Cruz
Co-autora: Prof2 Dr2 Angela Garcia Rossi

Telefone: (55) 99340375 E-mail: danimbarreto@hotmail.com

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS DA PESQUISA

Os pesquisadores responsaveis pelo projeto “Associacdo Entre os
Disturbios do Equilibrio, Tabagismo e Indicadores de Dano no DNA” Prof. Dr.
Aron Ferreira da Silveira, Prof2 Dr2 lvana Beatrice Manica da Cruz, Prof2 Dr2 Angela
Garcia Rossi e a Fga. Daniele Coronel Mena Barreto comprometem-se a guardar

sigilo sobre a identidade dos participantes do estudo.

Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira Prof2 Dr2 lvana Beatrice Manica da Cruz

Fga. Daniele Coronel Mena Barreto Prof2 Dr2 Angela Garcia RosSi
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ANEXO H - QUESTIONARIO DO PROJETO “NUTRIGENETICA E
TABAGISMO: ESTUDOS IN VIVO E EX VIVO DA DIETA E ATIVIDADE
FISICA NA MODULACAO DOS EFEITOS PRO-OXIDANTES DO
FUMO”

1.DADOS DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO NA PESQUISA-MODELO

Instrucdes: O questionario deve ser preenchido individualmente, e deve ser
preenchido pelo entrevistador

Determine o nimero de registro do voluntario e NAO ESQUECA DE
ESCREVER ESTE NUMERO NO TCLE!

TAMBEM ESCREVA o niimero de registro do voluntario nos quadros em
branco que esta no canto superior direito da pagina.

Nome do coletador:

NUmero coletador:

Assinatura do coletador:

Rubrica:

Data da coleta: / /2008. Horério do inicio da aplicacao do

instrumento:

Determinacdo do Numero Final de Identificacdo do Voluntéario:

Sexo (1-homem , 2 —mulher) = (1 digito)

Grupo: 1-tabagista (fumou no minimo 100 cigarros nos ultimos 90 dias), 2-ndo-tabagista
(nunca experimentou tabaco), 3-ex-tabagista com mais ou igual a 10 anos de abandono-
, 4- J4 experimentou tabaco_mas nunca fumou de modo constante, 5- fuma

esporadicamente, em festas ou outras ocasifes, sem que este habito ultrapasse 100

cigarros em um periodo de 90 dias), 6- abandonou o fumo a menos de dez anos=__ (1
digito)

Procedéncia (1-Servidor/aluno, 2-Comunidade, 3-Hospital, 4-Outro)= (1 digito)
Numero do coletador= __ (trés digitos)

Numero linear dado pelo coletador=_ (trés digitos)

REGISTRO FINAL (09 DIGITOS): - -
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2. DADOS DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DO PERFIL
SOCIOECONOMICO CULTURAL

Instrucdes:
Preencha as informacdes solicitadas .

Para as questdes categoricas marque um CIRCULO no nimero da informac&o
correta. Em caso de erro, faga um X sobre este circulo, rubrique e marque o
CIRCULO na informag&o correta.

ATENCAO SE ERRAR ALGUMA INFORMACAO NAO RASURE!. Coloque um traco
sobre a informacé&o. Rubrique e escreva a informacao correta, novamente (na parte
superior ou inferior do local onde a mesma deveria ser redigida). Utilize o nimero 99
em caso de informagdes NAO APLICAVEIS. Por exemplo: idade da menarca
(homens ndo tém menarca!)

Nome do volunta

Endereco para contato:

Telefone:

Municipio de residéncia:

Naturalidade (Municipio-Estado):

Email:

Data de Nascimento: / / . Sexo: (0) Masculino (1)

Feminino

Estado civil: (0) Casado/Unido Estavel (1) Solteiro (2) Viavo (3) Divorciado,
desquitado (4) Outros

Renda (Salarios Minimos): (0) propria (1) Da familia (2) Outra ( bolsa, estagio,

etc.)

Situacado Funcional: (0) Trabalhador/Autbnomo (1) Aposentado (2) Estudante (3)

Atividades sem renda propria. Ex. do lar
O Sr.(a) ou o seu mantenedor, ou sua familia possui: Moradia: (0) Propria (1)
Alugada (2) Outros

Escolaridade (anos de estudos aprovados):(0) Nao estudou (1) <3 anos (2)<8
anos (3)8a<12anos (4) >12

Instrucdo: Pergunte ao voluntario até que nivel ele estudou. Apds, estime 0 numero
de anos estudados. Considere individuos que fizeram supletivo de 1° grau como 8
anos de estudo e de 2° grau como 8 a 12 anos de estudo.
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3. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO VOLUNTARIO

Instrucéo: Informacgéo autorelatada pelo voluntario.
Peso: (em quilos, ex. 72,5) Altura: (em metros, ex. 1,73)

Instrucdes: (1) solicite que o voluntéario figue de pé, com os pés juntos; (2) solicite
gue o voluntario coloque a mao no umbigo por cima das vestimentas; (3) tomando o
umbigo como referéncia mega a circunferéncia abdominal com a fita métrica. Anote
este numero em centimetros.

Medida da circunferéncia abdominal (em centimetros):

3.1 Caracteristicas Bioldgicas e Saude Feminina:

Instrucdo:: No caso dos homens ou de mulheres que nédo entraram ainda na
menopausa preencher os itens ndo aplicaveis com o namero 99.
Menarca (idade): Numero de filhos: Menopausa (idade):

Uso de anticoncepcionais hormonais: (0) Usa (1) Nunca usou (2) Ja usou

Uso de reposicdo hormonal: (0) Usa (1) Nunca usou (2) Ja usou

Idade que iniciou o0 uso de reposicdo hormonal:

4. CARACTERISTICAS DO ESTILO DE VIDA

4.1 Comportamento dietético

Toma café-da-manhé&: (0) Regularmente (1) As vezes (2) N&o toma
FreqUuéncia que come algum tipo de fruta (suco, in natura) ou verduras e
legumes:
(0) > 5 dias na semana (1) 3-4 dias (2) <3 dia
Frequéncia que come algum tipo de doce (sobremesa, chocolate, balas),
salgadinhos, bolachinhas:

(0) > 5dias na semana (1) 3-4 dias (2) < 3 dias
Frequéncia que come carne nas refeicdes (gado, porco, aves,peixes)

(0) > 5 dias na semana (1) 3-4 dias (2) < 3 dias
Freguéncia gue toma café preto (além do café da manha gue ndo deve ser
contado)

(O) diaria (1) eventual (2) ndo toma

Se toma diariamente, quantas xicaras de cafezinho por dia
Freguéncia gue toma chimarrdo ou cha:

(O) diaria (1) eventual (2) ndo toma

4.2 Comportamento de Atividade Fisica e Perfil Laboral

Qual a sua profissdo ou curso?

Vocé trabalha/estuda sentado a maior parte do tempo? (0) Sim (1) N&o

Quantas horas diarias permanece sentado nestas atividades?

Nos ultimos seis meses participou de atividade fisica regular por pelo menos duas
vezes na semana?

(0) Sim (1) Nao
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Qual?
(0) Caminhada orientada (1) Musculagdo (2) Atividade aerdbica (3) Musculagédo+
aerobica (4) Esportes como natacgéao, futebol, volei, etc. (5) Outros.

Quantas vezes na semana? Tempo que gasta? (0) < 1 hora (1) > 1 hora
Peca para ele distribuir o seus habitos cotidianos de segunda a sexta, nos
altimos seis meses, conforme as atividades listadas de tal monta que feche 24
horas.

Atividades Horas

Dormindo

Sentado (estudando, trabalhando, vendo tv, acessando o computador,
fazendo tricd, lendo jornal, deslocando de carro ou outro meio de
transporte, etc).

Demais atividades em pé se deslocando ou permanecendo no mesmo
lugar para o trabalho, no trabalho, supermercado, bancos, lavando louca,
cozinhando, passando roupa, fazendo a higiene pessoal e outras
atividades relacionadas. Realizando atividades que fagam o Sr(a) correr,
suar, aumentar os batimentos cardiacos como em trabalhos domeésticos,
ao lavar roupa a méo, ao limpar a casa (varrer, passar aspirador de po,
etc.), no seu trabalho diario, fazendo algum esporte (futebol, fazer
academia, etc.).

Total 24

Instrucdo: Cuidar para os voluntarios ndao considerarem como atividade sentada
somente trabalho e estudo! Em caso de individuos que declarem realizar mais de 6
horas se deslocando ou permanecendo de pé no mesmo lugar, peca para que ele
revise esta questéo e elencando que tipo de atividade ele realiza!

5. PERFIL DE SAUDE E USO DE FARMACOS
5.1 Doencas crbnicas ndo-transmissiveis prévias
Algum médico ja lhe disse que o Sr (a) tem alguma destas doencas?

Hipertensdo (0) Sim (1) | Depresséo (0) Sim (1) Nao

(pressao alta) Nao

Diabetes mellitus (0) Sim (1) | Ulcera (0) Sim (1) Nao
N&o

Dislipidemia (0) Sim (1) | Constipacao (prisao (0) Sim (1) Nao

(colesterol alto) Nao de ventre)

Infarto agudo do (0) Sim (1) | Alergia (0) Sim (1) Nao.

miocardio N&o

Angina (dor no (0) Sim (1) | Trombose, (0) Sim (1) Nao

peito) Nao Insuficiéncia cardiaca

Derrame (AVC) (0) Sim (1) | Céancer (0) Sim (1) Nao
Nao Qual?

Asma, bronquite, (0) Sim (1) | Idade?

enfisema N&o

Artrite, reumatismo | (0) Sim (1)
N&o

Problemas (0) Sim (1)

emaocionais N&o
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5.2 Doencas infecto-parasitarias prévias DE FORMA ESPORADICA de
medicamentos nos ultimos SEIS MESES.

O Sr.(a) apresentou alguma doenca viral ou infecciosa nestes ultimos 6 meses
(gripe, diarréia, infeccdo de garganta, ouvido, etc)? (0) Sim (1) Nao

Fez uso de antibi6ticos? (0) Sim (1) Nao Fez uso de anti-inflamatério? (0) Sim
(1) Nao

Fez uso de medicamentos para a febre, dor ou relaxante muscular? (0) Sim (1)
Nao

Fez uso de medicamentos para dormir (diazepan ou outros)? (0) Sim (1) Nao
Fez uso de medicamentos para permanecer acordado, ou atento, como por
exemplo ritalina? (0) Sim (1) Nao

5.3 Polifarmécia (MAIS DE SEIS MESES)

Usa medicacdo diaria para alguma doenca cronica? (0) Sim (1) Nao

N® de medicacdes ingeridas diariamente no minimo héa seis meses (exceto
anticoncepcional e reposicdo hormonal)?

Usa ou ja usou medicacdo por indicacdo médica para depresséo, ansiedade,
estresse ou outro distarbio psicolégico? (0) Sim (1) Nao

Indicacdo do medicamento

(0) Hipertensao (1) Diabetes (2) Colesterol (3) Coracdo (4) Neoplasia (cancer)
(5) Osteoporose (6) Hiperatividade

(7) Anti-inflamatdrio (8) Outros. Coloque 0s numeros marcados em

sequéncia
Obs:* Se o voluntario toma mais que um tipo coloque os nimeros em sequéncia.
Por exemplo: Medicacédo para hipertensédo, coracao, osteoporose — 035

5.4 Indicadores de saude auditiva e visual

Como vocé define a sua audi¢cao? (0) Excelente (1) Boa (2) Regular (3) Ruim
(Se o voluntério relatar problemas de audicdo em um dos ouvidos considere este
como referéncia para classificar a audicao).

Vocé tem zumbidos? (0) Os zumbidos aparecem constantemente. (1) As vezes em
determinadas situacgdes. (2) N&o tem zumbidos.

Instrucdo: Se o voluntario relatar que tem zumbido apenas em um dos ouvidos
considere este como referéncia para classificar a audicédo

Como vocé define a sua visao (0) Excelente (1) Boa (2) Regular (3) Ruim

6. TABAGISMO

O Sr(a) convive com fumantes no seu dia a dia permanecendo em ambiente
com fumaca de cigarro por mais de 04 horas ao dia? (0) Sim (1) Nao

(Aplique esta etapa somente para ex-fumantes, fumantes e fumantes
esporadicos.)

Idade que comecou a fumar?

Por quanto tempo (anos) parou de fumar ainda que tenha retornado?
Quantas vezes o Sr(a) tentou parar de fumar?

(1) Nunca tentou (2) < 3 vezes (3) Muitas vezes

Qual a marca comercial de cigarro dos ultimos seis

meses?
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Instrucao: a partir da marca relatada identifigue a quantidade de nicotina e alcatrao

e anote aqui estas concentracoes:
Nicotina: Alcatrao:

Valor (reais) da carteira de cigarros: R$

Se o Sr.(a) é ex-fumante ha quantos tempo parou de fumar?

Instrucao: Aplique o Teste Fagerstrom para fumantes e fumantes esporadicos

Teste de Fagerstrom

F1- Quantos cigarros vocé fuma por De 1 a 10 = 0 ponto Della20=
dia? 1 ponto
De 21 a 30 = 2 pontos Acima de
31 = 3 pontos
F2- Apés acordar, quanto tempo vocé Apés 1 hora = 0 ponto Entre

demora até fumar o primeiro cigarro?

meia e uma hora = 1 ponto

De 6 a 30 minutos = 2 pontos  Até 5
minutos = 3 pontos

F3- Vocé acha dificil parar de fumar em

Sim =1 ponto N&o = 0 ponto

lugares proibidos como cinemas e

Onibus?

F4- Qual cigarro do dia Ihe traz mais

O primeiro que fuma pela manha =1

satisfagcdo? ponto Outros = 0 ponto

F5- Vocé fuma mais durante a manha Sim=1ponto  N&o = 0 ponto
do que no resto do dia?

F6- Vocé fuma mesmo doente? Sim=1ponto  N&o = 0 ponto
F7- Ja tentou parar de fumar? Sim=1ponto N&o = 0 ponto

Inala (traga) o fumo?

(1) Sim (2) Nao (3) As Vezes

7. CAGE (Aplique para tabagistas, ex-tabagistas, ndao-tabagistas).

Vocé costuma beber algum tipo de bebida alcodlica mais que uma vez més? (0) Sim

(1) Nao

Instrucdo: Caso a resposta seja afirmativa (SIM), pergunte ao voluntério as

guestdes abaixo:

C1l-Alguma vez C2-As pessoas C3-A senhor (a) se | C4-Costuma tomar
o(a) senhor(a) o(a) aborrecem chateia consigo bebidas alcodlicas
sentiu que deveria | porque criticam o mesmo(a) pela pela manha para
diminuir a seu modo de tomar | maneira como diminuir o
guantidade de bebida alcodlica? costuma tomar nervosismo ou
bebida alcodlica ou bebida alcodlica? ressaca?

de parar de beber?

(0) Sim (1) N&o (0) Sim (1) N&o (0) Sim (1) N&o (0) Sim (1) N&o

8. HISTORIA FAMILIAR LONGEVIDADE, ADIGAO E DOENGAS CRONICAS NAO-TRANSMISSIVEIS.

Pai

Mae

Avo Paterno

Avo Paterna

Av0 Materno

Avo Materna

Esta vivo?

(0) Sim (1) Nao

(0) Sim (1) Nao

(0) Sim (1) Nao

(0) Sim (1) Nao

(0)) Sim (1)Nao

(0)Sim (1) Nao

Idade atual
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Idade do 6bito
(décadas)

Instrucdo: Por exemplo, morreu com 63 ou 67 anos, coloque 60 na década, ndo
cologue 0 ano exato do 6bito. Sempre que nédo souber a informacao coloque NS
(n&o sabe) e digite 3 na tabela do Excel.

Instrucdo: Para responder as questdes abaixo, formule a seguinte pergunta
geral: O Sr(a) conhece alguém na sua familia que tem historia de

Quem? Pai, mée, avd? Nao sabe ou nédo tem?

Caso exista mais de um grupo familiar afetado, NO MOMENTO DA
TRANSPOSICAO DAS INFORMACOES PARA A PLANILHA ELETRONICA,
EXCEL, coloque o numero de cada grupo em ordem sequencial, sem virgulas
entre os mesmos. Ex. Pai, irméo e avo afetados por hipertenséo: 12.

Condicao Historia Familiar — Observacédo: coloque os numeros em
seqlUéncia em caso de existirem mais que um grupo
familiar afetado. Ex. Tabagismo: pai e avo0: 12

Alcoolismo (0) Nao existe ou desconhece (1) Pai, M&e ou Irméos (2)
Pelo menos um avd (materno ou paterno)

Tabagismo (0) Nao existe ou desconhece (1) Pai, M&e ou Irméos (2)
Pelo menos um avd (materno ou paterno)

Jogador (0) Nao existe ou desconhece (1) Pai, Mae ou Irméos (2)
compulsivo Pelo menos um avd (materno ou paterno)
Obesidade (0) Nao existe ou desconhece (1) Pai, M&e ou Irméos (2)

Pelo menos um avd (materno ou paterno)

Hipertensao (0) Nao existe ou desconhece (1) Pai, M&e ou Irméos (2)
Pelo menos um avd (materno ou paterno)

Doenca (0) Nao existe ou desconhece (1) Pai, M&e ou Irméos (2)
cardiovascular Pelo menos um avd (materno ou paterno)
Doenca (0) Nao existe ou desconhece (1) Pai, M&e ou Irméos (2)
neurodegenerativa | Pelo menos um avé (materno ou paterno)
Cancer (0) Nao existe ou desconhece (1) Pai, M&e ou Irméos (2)

Pelo menos um avd (materno ou paterno)

Observacao: doenca cardiovascular (infarto, angina, insuficiéncia cardiaca, derrame
); doenca neurodegenerativa (deméncia como Alzheimer (perda da memoéria, ndo
lembra)), Parkinson, esclerose, ou outra condi¢éo)

9. INDICADORES DE DEPRESSAO, ANSIEDADE, ESTRESSE E MEDO
9.1 Nestes ultimos seis meses vocé sentiu estressado mais do que trés vezes na

semana sem nenhum motivo aparente?
(0) Sim (1) Nao
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9.2 Nestes ultimos seis meses vocé sentiu triste ou deprimido mais do que trés
vezes na semana sem nenhum motivo aparente? (0) Sim (1) Nao

9.3 Nestes ultimos seis meses vocé sentiu ansioso mais do que trés vezes na

semana sem nenhum motivo aparente?

(0) Sim (1) N&o

9.4. Vocé ja fez/faz tratamento psicoldgico ou psiquiatrico? (0) Sim (1) Nao

9.5 Enumere no maximo 3 medos ou situagdes que vocé evita:

N&o lembro de nenhum medo ( )

Instrucdo: Peca ao entrevistado que preencha a tabela da pagina seguinte

marcando com um “X” e o mais rapido possivel. Anote o tempo de preenchimento

em segundos no espaco abaixo.

Horério de inicio:

Horério de término:

10. Escala de Barrat

Rarament | As Freqiilent | Sempre ou
e,nunca |vezes |emente |quase
sempre

1. Eu planejo minhas atividades com
cuidado

2.Eu faco coisas sem pensar

3.Eu sou despreocupado, “cuca fresca”

4.Meus pensamentos sdo rapidos

5. Eu planejo minhas saidas ou passeios
com antecedéncia

6. Eu sou uma pessoa controlada

7.Eu me concentro com facilidade

8. Eu tenho facilidade para economizar
dinheiro

9. Eu acho dificil ficar sentado por muito
tempo

10. Eu costumo pensar com cuidado em
tudo

11. Eu quero ter um trabalho fixo para
poder pagar minhas despesas

12. Eu falo as coisas sem pensar

13. Eu gosto de ficar pensando sobre
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problemas complicados

14. Eu troco de trabalho freqientemente

15. Eu faco as coisas no impulso

16. Eu me canso com facilidade tentando
resolver problemas mentalmente de
cabeca

17. Eu me cuido pra néo ficar doente

18. Eu faco as coisas no momento em
gue penso

19. Eu tento pensar em todas as
possibilidades antes de tomar uma
decisédo

20. Eu troco de casa com frequéncia ou
nao gosto de viver no mesmo lugar por
muito tempo

21. Eu compro coisas impulsivamente
sem pensar

22. Eu termino 0 que eu comeco

23. Eu caminho e me movimento rapido

24. Eu resolvo os problemas por tentativa
e erro

25. Eu gasto mais do que ganho ou que
pOSSO

26. Eu falo rgpido

27. Enquanto estou pensando em uma
coisa € comum que outras idéias me
venham a cabeca ao mesmo tempo

28. Eu me interesso mais pelo presente
do que pelo futuro

29. Eu me sinto inquieto em aulas e
palestras

30. Eu fago planos para o futuro
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10. INDICADORES DE EQUILIBRIO
10.1 Teste de Unterberger

(1) Com uma fita crepe fagca uma cruz no chdo (~50 cm cada fita)

' I 50 cm

50 cm

(2) Posicione o voluntario bem no meio da cruz e se posicione na frente dele
considerando a direita e a esquerda do voluntario.

Se vocé quiser coloque outra fita nadiagonal
para marcar os 45°

Direita

450" - 450

Vocé esta aqui!

(3) Solicite que ele estenda os bragos para frente, feche os olhos e marche
sem sair do lugar contando 30 passos levantando bem os joelhos. Mostre
a ele o que tem que ser feito. O voluntario pode optar em realizar o teste
com ou sem calgados. O voluntéario é que conta ndo o pesquisador!

(4) No final dos 30 passos observe se (marque com um X):
(1) Desviou menos que 45°
(2) Desviou mais que 45°
(3) Desviou foi: (1) para direita  (2) para a esquerda

Horario do término da aplicagcdo do instrumento:

OBSERVACOES:
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ANEXO | — CARTA DE APROVACAO

MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA _ cedera/ o
Conselho Nacional de Saide Pré-Reitoria de Pés-Graduagao e Pesquisa gb 444 4
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa - CEP- UFSM ; ;
(CONEP) REGISTRO CONEP: 243 5 &

CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFSM, reconhecido pela Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa — (CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: Estudos in vivo e ex vivo da dieta e atividade fisica na modulagao dos efeitos proé-
oxidantes do fumo.

Numero do processo: 23081.012293/2007-03 )

CAAE (Certificado de Apresentagao para Apreciagao Etica): 0146.0.243.000-07
Pesquisador Responsavel: lvana Beatrice Manica da Cruz

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos de acordo com as
Diretrizes estabelecidas na Resolugado 196/96 e complementares do Conselho Nacional
de Salde. Toda e qualquer alteragdo do Projeto, assim como os eventos adversos
graves, deverdao ser comunicados imediatamente a este Comité. O pesquisador deve
apresentar ao CEP:

Dezembro/2008 Relatorio parcial
Dezembro/2009 Relatorio parcial
Dezembro/2010  Relatério parcial
Dezembro/2011  Relatorio final

Os membros do CEP-UFSM nao participaram do processo de avaliacdo dos projetos
onde constam como pesquisadores.

DATA DA REUNIAO DE APROVAGAO: 09/10/2007

Santa Maria, 18 de outubro de 2007.

%/ - %/“
rof. Dr. Carlos Efnando da Silva

-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa — UFSM
Registro CONEP N. 243.

Comité de Etica em Pesquisa - UFSM - Av. Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria - 7° andar - Campus Universitario
97105-900 — Santa Maria — RS - - Tel: 0 xx 55 3220 9362 — email: comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br




