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APRESENTACAO

A obra “Politica, Planejamento e Gestdo em Saude” emerge como uma fonte de
pesquisa robusta, que explora o conhecimento em suas diferentes faces, abrangendo
diversos estudos.

Por ser uma é&rea que investiga processos de formulagdo, implementacao,
planejamento, execucao e avaliagdo de politicas, sistemas, servigos e praticas de saude,
a sua relevancia no campo das ciéncias da saude ¢ indiscutivel, revelando a multiplicidade
de aportes teoricos e metodoldgicos, de carater interdisciplinar, transdisciplinar e
multiprofissional, influenciados por diferentes campos de conhecimento.

No intuito de promover e estimular o aprendizado dos leitores sobre esta tematica,
os estudos selecionados fornecem concepc¢des fundamentadas em diferentes métodos de
pesquisa.

Constituido por dez volumes, este e-Book &€ composto por 212 textos cientificos que
refletem sobre as ciéncias da salude, seus avangos recentes e as necessidades sociais da
populagao, dos profissionais de saude e do relacionamento entre ambos.

Visando uma organizacdo didatica, a obra esta dividida de acordo com seis
tematicas abordadas em cada pesquisa, sendo elas: “Analises e Avaliagbes Comparativas”
que traz como foco estudos que identificam ndo apenas diferentes caracteristicas entre
os sistemas, mas também de investigacdo onde mais de um nivel de analise é possivel;
“Levantamento de Dados e Estudos Retrospectivos” correspondente aos estudos
procedentes do conjunto de informacdes que ja foram coletadas durante um processo de
investigacao distinta; “Entrevistas e Questionarios” através da coleta de dados relativos ao
processo de pesquisa; “Estudos Interdisciplinares” que oferecem possibilidades do dialogo
entre as diferentes areas e conceitos; “Estudos de Revisdo da Literatura” que discutem
o estado da arte da ciéncia baseada em evidéncia sugerindo possibilidades, hipoteses e
probleméticas técnicas para a pratica clinica; e, por fim, tem-se a ultima tematica “Relatos
de Experiéncias e Estudos de Caso” através da comunicacgdo de experiéncia e de vivéncia
em salde apresentando aspectos da realidade clinica, cultural e social que permeiam a
ciéncia no Brasil.

Enquanto organizadores, através deste e-Book publicado pela Atena Editora,
convidamos o leitor a gerar, resgatar ou ainda aprimorar seu senso investigativo no
intuito de estimular ainda mais sua busca pelo conhecimento na area cientifica. Por fim,
agradecemos aos autores pelo empenho e dedicagédo, que possibilitaram a construgédo
dessa obra de exceléncia, e o trabalho aqui presente pode ser um agente transformador
por gerar conhecimento em uma &rea fundamental do desenvolvimento como a saude.

Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
Fernanda Viana de Carvalho Moreto
Thiago Teixeira Pereira
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RESUMO: O cancer da mucosa oral é um
problema de salde publica e pode ocorrer
em detrimento da exposicdo dessas células
a agentes carcinogénicos. Um dos testes
capaz de identificar essa exposicdo é o teste
de micronicleo (MN), havendo na literatura
diversas metodologias para sua execucao.
Tendo isso, o trabalho tem objetivo de comparar
diferentes metodologias do teste de MN. Para
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isso, foi executado trés protocolos ja existentes
na literatura para avaliagcdo de MN, levando em
comparagdo a melhor andlise dessas células
através da fixacdo e coloragdo das mesmas.
Apbs a execucdo, concluiu que a metodologia
proposta por Meneguetti et al, 2012 apresenta
melhor fixagcdo das células quando comparada
as outras.

PALAVRAS-CHAVE: Biomarcadores tumorais,
testes para micronucleos, mucosa bucal.

COMPARISON OF THE MICRO-NUCLEUS
(MN) TECHNIQUE FOR ASSESSING
THE MUTAGENICITY OF ORAL MUCOSA
CELLS

ABSTRACT: Cancer of the oral mucosa is a public
health problem and can occur at the expense of
the exposure of these cells to carcinogens. One of
the tests capable of identifying this exposure is the
micronucleus (MN), with several methodologies
for its execution in the literature. With this
in mind, the work aims to compare different
methodologies of the MN test. To this end, three
protocols already existing in the literature were
carried out to evaluate the MN, comparing the
best analysis of these cells through their fixation
and staining. After execution, he concluded that
the methodology proposed by Meneguetti et al.
2012 presents better cell fixation when compared
to the others.

KEYWORDS: Tumor biomarkers, tests for
micronuclei, oral mucosa.
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11 INTRODUGAO

O céancer é descrito como uma doenca decorrente do acumulo de mutag¢des nas
células, afetando principalmente o DNA e interferindo de forma direta no ciclo celular,
causando um desequilibrio (CANDIDO et al.,, 2016; SANTOS, 2017). Sabe-se que no
Brasil, o cancer da mucosa oral ocupa o 5° lugar de casos mais recorrentes em relagéo ao
sexo masculino e o 12° lugar no sexo feminino (INCA, 2018).

O carcinoma epidermoide ou carcinoma espinocelular séo os tipos de cancer que
mais acometem a cavidade a oral sendo tratados atualmente como um problema de
salde publica (STANGLER; TRENTIN; OLIVEIRA, 2008; WIETHOLTER; CAPELLETTI;
MONTENEGRO, 2017). Os locais mais acometidos séo labios, gengivas, assoalhos da
boca, glandulas salivares, palato, Gvula, mucosa da bochecha (STANGLER; TRENTIN;
OLIVEIRA, 2008).

Uma analise citopatolégica do cancer bucal demostrou alteracdes celulares como
aumento do tamanho da célula, nacleo picnético, desintegragéo do nucleo (cariorrexe) ou
dissolucdo do nucleo (caridlise). Além disso, torna-se possivel observar irregularidade da
membrana e alteragdes degenerativas na célula (FREITAS et al., 2016).

Um dos diagnésticos possiveis para identificar alteracbes celulares é através da
andlise de células expostas a agente genotdxicos que podem desencadear um processo
de carcinogénese e mutagénese (FLORES; YAMAGUCHI, 2008). Para identificar o grau de
exposi¢do da célula ao agente carcinogénico h4 o teste de micronucleo (MN) (ANDRADE
et al., 2005).

Esse teste tem sido considerado como um importante marcador biolodgico capaz de
quantificar alteracdes na molécula de DNA da célula, sendo realizado pela contagem de
células apropriadas (HAYASHI, 2016). O teste, além de ser de baixo custo, é considerado
ndo-invasivo e apresenta-se como uma boa ferramenta para profilaxia e avaliacao do cancer
oral, visto que é observado uma grande quantidade de micronucleos com a progressao da
doenca (BALLESTRERI, 2017).

Os micronudcleos (MN) se caracterizam como sendo pedagos de cromossomos que
foram perdidos decorrentes de um atraso na diviséo celular que pode ter sido provocado por
agentes fisicos, quimicos, biolégicos (HAYASHI, 2016; REIS et al., 2002). Esses pedagos
sdo encontrados no citoplasma das células interfasicas onde apresentam uma ligagéo
ao nucleo principal da célula, possuindo estrutura de cromatina e coloragdo semelhante
(HEDDLE et al, 1983).

Com base nisso, o0 presente trabalho teve como intuito adaptar e padronizar a
metodologia para analise dos MN para as condicbes encontradas no laboratorio da
Universidade Estadual do Norte do Parana, além de verificar sua aplicabilidade para os
estudos da Fisioterapia e da Odontologia.
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21 METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Bioquimica e Microbiologia da
UENP - Jacarezinho. Para tanto, foi testado 3 metodologias diferentes. A descrigao
resumida esta na figura 1.

Método 1 Método 3
Centrifugagao: 1500 rpm por 5 minutos Centrifugagdo: 1000 rpm por 10
Fixagdo: estufa e etanol 100% por cinco minutos.
minutos. Método 2 Fixag&o: Triariimetano e Xantenos
Coloragao: Azul-ecsina de metileno | Centrifugagfo: 1500 rpm por 10 minutos | Coloragio: Triariimetano, Xantenos e
(Giemsa) + lavagem em xilol. Fixagao: Metanol/ Acido acético (3:1) Tiazina.

Coloragdo: Azul-eosina de metileno
(Giemsa) + lavagem em xilol

Figura 1 - Fluxograma do trabalho

Metodologia 1

A metodologia 1 seguiu o protocolo utilizado por Araldi et al (2013), ap6s a
realizacdo da coleta de células da mucosa oral, utilizando uma escova de Papanicolau, a
amostra foi inserida na centrifuga & 1500 rpm por cinco minutos. No final da centrifugacéo,
0 sobrenadante foi descartado e coletado as células. Essas foram transferidas para as
laminas — que estavam higienizadas com alcool 70% - as quais foram levadas para uma
estufa (37 °C) por duas horas.

A fixacdo do material foi por etanol 100% em cinco minutos e, apés a secagem,
usou-se o corante Azul-eosina de metileno (Giemsa), seguindo as seguintes etapas: trés
minutos em Giemsa absoluto, lavagem em éagua destilada, um minuto em solugéo 1:5

giemsa-tampéao fosfato pH 6,0 e lavagem em xilol.

Metodologia 2

Esta metodologia foi baseada nos trabalhos de Reis et al. (2002), para tanto a coleta
da amostra foi realizada com uma escova de Papanicolau em diferentes regides da mucosa
oral. Em seguida, o material coletado foi submerso em 5 mL de tampéo fosfato (pH 7,0
e 0,2M) e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. Essa foi gotejada em laminas — que
estavam higienizadas com alcool 70% - e que foram levadas para uma estufa (37 °C) por
duas horas.

A fixagcéo se deu por metanol/acido acético numa proporcao de 3:1. A coloracao foi
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feita pelo Azul-eosina de metileno (Giemsa), seguindo as seguintes etapas: trés minutos em
Giemsa absoluto, lavagem em agua destilada, um minuto em solugéo 1:5 giemsa-tampéao
fosfato pH 6,0 e lavagem em xilol.

Metodologia 3

Estafoi adaptado do autor Meneguetti etal. (2012) e Souza et al. (2014). Apreparacao
das laminas para execucgéo deste teste de MN seguiu teve como protocolo a higienizagéo
bucal oral com gaze, com posterior coleta de células da mucosa. A esfoliagéo das células
foi feita com uma escova de Papanicolau, através de dez rotagbes do instrumento na
bochecha do sujeito, seguido de imersdo dessas escovas na solu¢do tampao fosfato (pH
7,0 e 0,2M) para transporte.

A homogeneizagao dos tubos de coleta (tubos de ensaio) foi feita em vértex, seguido
da centrifugacdo a 1000 rpm por 10 minutos. Apds, foi retirado o sobrenadante, deixando
apenas o pellet branco constituido por células da mucosa e adicionado 4 mL da solucéo
tampéo fosfato (pH 7,0 e 0,2M) e novamente centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos, esta
etapa objetivou eliminar as bactérias. O procedimento foi repetido por duas vezes, em um
total de trés lavagens.

Para a fixacdo da amostra foi utilizado 2 mL de triariimetano a 0,1% e 2 mL de
xantenos a 0,1%. A solugéo resultante foi homogeneizada em vértex e centrifugada a 1000
rpm por 10 minutos, seguido do descarte do sobrenadante com posterior adi¢géo do triplo
do volume do pellet, esta adig¢ao final foi na concentragdo de 1:1 de Triarilmetano (0,1%) e
Xantenos (0,1%). Ao término, realizou-se novamente a homogeneizacgédo. Essa foi gotejada
em laminas — que estavam higienizadas com alcool 70% - as quais foram levadas para uma
estufa (37 °C) por duas horas.

Ao término da secagem, as laminas foram coradas seguindo o protocolo de
coloracao: 10 vezes imergidas em cada recipiente contendo respectivamente: triarilmetano
a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazinas a 0,1%.

O procedimento de gotejamento foi igual aos 3 métodos e esta exemplificado na
figura 2.

Figura 2 — Exemplificagdo da etapa de gotejamento nas lamias previamente lavadas.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de micronucleo detecta uma possivel mutacdo cromossOmica, sendo
que o micronlcleo aparece pela primeira vez no processo final da mitose, existindo dois
tipos possiveis de mutagbes que podem ser detectaveis no cromossomo: aneugénese
e clatogénese (MATSUYAMA; KITAMOTO; TOMIGAHARA, 2017; WIETHOLTER,;
CAPELLETTI; MONTENEGRO, 2017) Aquela se refere a ligacdo do cromossomo as fibras
do fuso, e essa, na indugdo de quebra ou perda do mesmo (TUCKER, PRESTON, 1996).
Ambas sdo capazes de gerar micronucleos (MALUF, ERDTMANN, 2003), podendo o teste
ser aplicado em células esofagicas e bronquicas, além da mucosa oral (CARVALHO et al.,
2002).

A primeira descricdo do teste de micronucleo surgiu com Schmid (1975) em 1975. O
teste obteve éxito em relagcéo as técnicas de monitoramento de aberra¢des cromossdmicas,
ja que consiste numa técnica simples requerendo menos treinamento e pericia (ARALDI et
al., 2013; HAYASHI, 2016). Para Fenech (2000), os micronucleos possuem DNA Feulgen —
positivo, ndo havendo nenhuma conexao com o nucleo principal, sendo que sua frequéncia
pode aparecer elevada em células expostas a agentes carcinogénicos (ARALDI et al.,
2013).

Com base nisso, apds a execucéo de todas as técnicas e, seguindo as referidas
etapas, comprovou-se que a metodologia modificada de Meneguetti et al. (2012) e Souza
et al. (2014) demonstrou melhor resultado, quando comparada as demais metodologias
(Figura 3a). Pois, foi percebido que o agente fixador para as metodologias de Araldi et al
(2013) e Reis et al. (2002) néao foi eficaz em prender nas laminas as células da mucosa
bucal (Figura 3b e 3c).

A metodologia de Meneguetti et al. (2012) emprega os reagentes tiazina, xantenos
e triariimetano ao invés de metanol e giemsa para fixacao e coloragédo. Com isso, podemos
afirmar que esses resultados superiores foram obtidos devido a eficiéncia dos reagentes
utilizados.

Com esse estudo sera possivel empregar novas linhas de pesquisa e implementar
um programa de Promocéo a Saude (PS). Como por exemplo, na fisioterapia com analise
de citotoxicidade pela presenca do MN em células da mucosa e traqueia em pacientes
intubados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), uma vez que tais pacientes sédo alvos
de lesGes na mucosa oral em detrimento ao processo de intubacéo orotraqueal (IOT)
(LANDGRAF et al., 2017). Estudos propde que esses internos apresentam alteragdes
celulares significativas na mucosa, além de doencas periodontais, infec¢des e isquemia
bucal (LANDGRAF et al., 2017; NEEDLEMANI et al., 2012).

Além disso, esse estudo oferta uma possivel linha de pesquisa para o campo da
odontologia com avaliagdo do MN e provavel Cancer Bucal em individuos fumantes ou que
fazem uso de alcool visto que o epitélio oral torna-se o mais afetado por agentes quimico-
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fisicos devido a sua capacidade de absorgéo (BATISTA; CAMPOS, 2015).
Desta forma, pretendemos estabelecer uma nova linha de pesquisa e avaliar o

impacto de agdes externas e substancias toxicas em células humanas.

Figura 3 — Células da mucosa oral apos as etapas metodolégicas. a) Metodologia adaptada de
Meneguetti et al. (2012) e Souza et al. (2014); b) Araldi et al (2013); c) Reis et al. (2002).

41 CONCLUSOES

Com este trabalho foi possivel concluir que a metodologia modificada de Meneguetti
et al. (2012) e Souza et al. (2014) para a fixacdo de células e posterior anélise de MN foi
a mais efetiva e, desta forma, mostrou ser possivel a sua execugéo nos laboratérios da
Universidade Estadual do Norte do Parana — UENP — Jacarezinho. E, por consequéncia,
estabelecer uma nova linha de pesquisa envolvendo a Promocéo a Saude.
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