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1. Objetivos

Estabelecer método e critérios técnicos para identificagdo de mutagdes, com foco no
aparecimento de micronucleos, em células da mucosa oral.

Elaborar manual de biomonitoramento de populacdo de risco com relacido a alteracbes
precoces e mucosa oral

2. Abrangéncia

Individuos de ambos os sexos com idade a partir de 18 anos.

3. Tematica

Mutagdes somaticas sdo consequéncias comuns em resposta a poluigdo ambiental. A
identificacdo de micronucleo em células da mucosa oral prevé uma detecgao precoce
dessas mutagdes. Esta analise simples podera evitar e prevenir a evolugao de doengas
resultando em menor gasto com saude em populagéo de risco.

4. Responsabilidades

Dentista: responsavel pela coleta de material feita em mucosa oral de pacientes
odontoldgicos, analise e interpretacao dos resultados.
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Técnico: responsavel pelo preparo das laminas, o que inclui o preparo do material
coletado em raspagem da mucosa oral, e coloragdo das laminas.

Patologista: responsavel pela analise das laminas e identificacdo de alteragbes
nucleares

Pesquisador Principal: responsavel pela condugao das diferentes etapas de realizacao
do protocolo, disponibilizar e difundir protocolo aos diversos setores profissionais
relacionados.

Pesquisador Colaborador: Auxiliar na analise de dados.

5. Definigao

A poluicdo ambiental provoca sérios danos a saude, incluindo as mutagdes genéticas
principalmente em populacdes que sofrem diretamente com a acéo dos poluentes. Estas
manifestagdes representam um grande interesse em saude publica, principalmente na
prevencao de doengas, como as tumorais (1).

O teste de Micronucleo representa uma importante ferramenta para monitorar alteracdes
genéticas precoces em populagdes expostas a poluentes ambientais (2).

O potencial mutagénico dos poluentes em regido sob influéncia de polo petroquimico da
regido de Santos/ Cubatdo sobre a mucosa oral ndo é conhecido.

O estabelecimento do método de identificacdo de micronucleos em mucosa oral permitira
o monitoramento desta populagdo com relagdo a manifestacdo precoce de doenga com
potencial cancerigeno.

Difundir esta técnica entre os profissionais de saude publica, principalmente na area
odontologica pode contribuir para a prevencédo de doengas com enorme impacto social
e de elevado custos em saude.

6. Procedimentos

6.1 Populagdo a ser estudada: Individuos atendidos em ambulatorios publicos
localizados em 2 regides distintas, sendo uma localizada no entorno do polo
petroquimico de Cubatdo e outra localizada na cidade de Praia Grande que esta
aproximadamente 30 km distante do polo petroquimico. Serdo constituidos assim, 2
grupos de individuos, o grupo “exposto aos poluentes” e o grupo controle (ndo exposto).
Serao incluidos individuos de ambos os sexos, acima de 18 anos, que concordarem em
participar através de consentimento e assinatura do TCLE.

6.2 Critérios de inclusao: auséncia de historicos de neoplasias pregressas e atuais em
cavidade oral, ndo ter sido submetido a procedimentos cirurgicos em boca recentemente.
Auséncia de doencas sistémicas (diabetes mellitus, doengas autoimunes, anemias).

6.3 Coleta de amostras: células epiteliais serdo obtidas através de raspagem gentil da
mucosa oral, consistente da mucosa jugal, realizada por espatulas de madeira apos
enxague da boca com soro fisiolégico (0,9%) estéril para remogao de possiveis detritos,
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debris e diminuicdo da quantidade de bactérias. As amostras serao transferidas para
tubos contendo liquido conservante.

6.4 Preparo das laminas: As amostras serdo centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos.
O sobrenadante sera removido e o processo repetido por 3 vezes. Em seguida sera
adicionada solugao de metanol/acido acético na proporcéo de 3:1 para fixacdo. De 3 a 4
gotas da suspensao de células serdo colocadas em Iamina de vidro estéril, limpa e seca.
Amostras serdo secas em temperatura ambiente por 24 horas. Apds a fixagdo em
ldminas as amostras serdo coradas com método de Feulgen com contra coloragao de
Fast Green (3), permitindo a observacdo de fragmentos nucleares ou alteragdes
nucleares (4).

6.5 Analise de alteragcbes nucleares: Dentro das alteragbes, primeiramente serao
analisados e contados os micronucleos (MNs) em células viaveis, fendmeno indicativo
de genotoxicidade. Além dos MNs, a identificagdo de outros fenémenos, principalmente
envolvidos na apoptose, também serdo considerados na analise por estar relacionados
a genotoxicidade (5,6). Entre esses eventos destacam-se a condensagao de cromatina,
picnose (aumento de cromatina e diminuicdo do tamanho do nucleo), carrioréxis
(fragmentagcdo do nucleo em pequenos corpos), caridlise (dissolugdo do nucleo,
auséncia de nucleo estabelecido) e broken-egg (corpos arredondados com cor
semelhante ao nucleo, porém menor e ligado ao nucleo principal por um ligamento de
cromatina). Estas alteragdes estao representadas no esquema 1.

|/____%-‘\ MNs
°0®

picnose cromatina
condensada
carriorexe @ binucleagdo
Q caridlise @ broken-egg

Esquema 1: Diagrama demonstrando alteracées nucleares e MNs comumente
relacionadas a genotoxicidade.

6.6 Analise estatistica dos dados: As variaveis consideradas serao compostas pelos
escores de pontuacgao (frequéncia com que aparecem) de genotoxicidade, citotoxicidade,
apoptose e necrose. Sera estabelecido significancia de p<0,05. A comparagao entre os
grupos sera realizada pelo teste U de Mann-Whitney (n&o paramétrico).
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7. Divulgacao dos resultados

Além de artigo cientifico, os resultados ser&o utilizados na laboragdo de manual com
informacdes técnicas sobre a identificagcao das alteracdes precoces da mucosa oral na
populacdo de interesse. O manual devera conter informagdes detalhadas sobre os
meétodos de coleta e avaliagao das amostras, permitindo a unificagao do teste em todos
0s servigos publicos de saude. Considerando-se que as técnicas de coleta, preparo e
identificacao de alteracbes nucleares sao bastante simples, baixo custo e de facil
execugao, este biomonitoramento tera grande potencial para identificagao de condigdes
pré malignas na populagdo em geral e em particular na populagdo exposta a poluigao
ambiental.
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