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RESUMO

A aplicacdo do teste de micronucleos (MN), utilizando células esfoliadas da cavidade bucal é
amplamente usada no biomonitoramento de lesdes orais pré-cancerigenas, levando em
consideracdo que a cavidade oral pode refletir a salude dos individuos. A presente pesquisa
buscou determinar a instabilidade cromossdmica e morte celular em células da mucosa bucal em
pacientes com deficiéncia cognitiva atendidos em servico de referéncia odontoldgica a pessoa
com deficiéncia intelectual e autismo em Teresina-Pl. Trata-se de um estudo qualitativo e
guantitativo amostral que visa a coleta, e a andlise de dados de material biologico. Fizeram parte
da amostra 30 individuos sem restricdo de género, com registro de atendimento de maio de 2017
a janeiro de 2019, que retornaram para reavaliacao oral de rotina. Um grupo controle pareado de
pacientes normosistémicos também foi abordado (n= 30), ap6s a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os resultados evidenciaram que a frequéncia de MN,
bem como de outras alteracdes celulares foram maiores em pacientes com deficiéncia cognitiva e
que esses achados podem se relacionar com as doencas de base. Conclui-se que a aplicacdo do
teste de MN pode ser fundamental nesses pacientes para detectar os danos no DNA
cromossOdmico e predizer os riscos para o cancer de boca, mas é imprescindivel que haja a
ampliacdo de estudos nessa area como forma de trazer melhorias na qualidade de vida dos
mesmos, de modo a contribuir com aprimoramento das medidas de prevencao.
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ABSTRACT

The application of the micronucleus (MN) test, using exfoliated cells from the oral cavity, is widely
used in the biomonitoring of precancerous oral lesions, taking into account that the oral cavity may
reflect the health of individuals. This research sought to determine chromosomal instability and cell
death in oral mucosa cells in patients with cognitive impairment treated at a dental reference
service for people with intellectual disabilities and autism in Teresina-PI. This is a qualitative and
guantitative sample study that aims to collect and analyze data on biological material. The sample
included 30 individuals without gender restriction, with attendance records from May 2017 to
January 2019, who returned for routine oral reevaluation. A matched control group of
normosystemic patients was also approached (n = 30), after signing the Informed Consent Form
(ICF). The results showed that the frequency of MN, as well as other cellular changes, were higher
in patients with cognitive impairment and that these findings may be related to underlying diseases.
It is concluded that the application of the MN test can be fundamental in these patients to detect
the damage in chromosomal DNA and predict the risks for oral cancer, but it is essential that there
is an expansion of studies in this area as a way to bring improvements in quality their lives, in order
to contribute to the improvement of prevention measures.

KEYWORDS: Genomic instability. Micronucleus. Chronic diseases.

INTRODUCAO

A cognicdo é o ato ou processo da aquisicdo do conhecimento que se da através da
percepcdo, da atencdo, associacdo, memdria, raciocinio, juizo, imaginacdo, pensamento e
linguagem (FERREIRA, 2010). E o conjunto dos processos mentais usados no pensamento na
classificacdo, reconhecimento e compreensdo para o julgamento através do raciocinio para o
aprendizado de determinados sistemas e solugcdes de problemas. Alguns fatores como
socioecondmico, psicoldgico e de saude, podem contribuir para o declinio gradual das func¢des
cognitivas (GURIAN et al., 2012).

Segundo os autores supracitados, as modificacBes e os déficits causados pela perda na
cognicao acarretam consequéncias diretas sobre a qualidade de vida das pessoas, podendo levar
ao declinio funcional, com diminui¢do e/ou perdas das habilidades para o desenvolvimento das
atividades da vida diarias (AVD). Sabe-se que tanto as doencas fisicas como as mentais podem
levar a perda da independéncia e autonomia, sendo fatores de risco importantes para a
mortalidade

E nesse contexto que podemos ressaltar a importancia do cuidador, que pode ser algum
familiar ou profissional que desempenha um papel essencial na vida didria dos pacientes
com deficiéncia cognitiva, envolvendo-se em praticamente todos os aspectos do cuidado e
assumindo responsabilidades adicionais de maneira crescente (CRUZ; HAMDAN, 2008).

Vale ressaltar que as pessoas que tém como responsabilidade cuidar de pacientes
especiais acabam tendo um impacto significativo em suas vidas. Ainda segundo Cruz e Hamdan.
(2008), alguns resultados tém evidenciado que o declinio do paciente e suas demandas

especificas sdo fatores importantes de estresse para o cuidador. Estes apresentam altos indices

RECIMAZ21 - Ciéncias Exatas e da Terra, Sociais, da Saude, Humanas e Engenharia/Tecnologia



v.2, n.4, 2021

A & RECIMA21 - REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR
RECIMAR] ISSN 2675-6218
DETERMINAGAO DA INSTABILIDADE CROMOSSOMICA E MORTE CELULAR EM CELULAS DA MUCOSA

BUCAL EM PACIENTES COM DEFICIENCIA COGNITIVA
Isabela Soares Uchoa, Francisco Ariel Paz Santos Freitas, Maria do Amparo Veloso Magalhées,
Suzanne Tatianne Teixeira Nascimento, Matheus Fernandes de Castro, Nelson Jorge Carvalho Batista

de sintomas psiquiatricos — especialmente a depressdo —, prejuizos no sistema imunoldgico,
assim como altos indices de conflitos familiares. Outros estudos sugerem que altos indices de
sobrecarga e impacto no cuidador estdo associados a institucionalizacdo do paciente.

Pessoas com deficiéncia cognitiva, além de todas as suas limitacdes, também tém
problemas de salde oral mais rapidamente progressivos, incluindo Ulceras linguais, hiperplasia da
mucosa, estomatite subdividida, ma higiene bucal, xerostomia, pior condi¢cdo periodontal e mais
carie coronéria e radicular (HERRERA; LOPEZ; OSORIO, 2015).

J& o cancer pode-se destacar como sendo fundamentalmente uma doenca genética, cuja
clonalidade, autonomia, anaplasia, invasdo e metastase dos seus constituintes, sdo fatores de
risco para a saude desses pacientes. Além disso, compreende um grupo de cerca de 100
diferentes tipos e que, democraticamente atinge todas as faixas etarias, com a cavidade oral
aparecendo junto com a pele, mama, pulmdo e colo uterino, as regides anatbmicas mais
prevalentemente envolvidas. A sintomatologia esté diretamente associada ao sitio anatémico
tamanho da lesdo e grau invasivo, além da presenca de metastase (MANOHARAN et al., 2016).

O termo boca, cavidade oral, refere-se aos labios, lingua, mucosa labial e bucal, gengiva,
palato, regido retro molar e assoalho da boca (WARNAKULASURIYA, 2010; WEATHERSPOON,
2015). O cancer de boca é uma denominacao que inclui varias localiza¢cdes primarias de tumor,
incluidas nos cédigos C0O0 a C08 da Classificagdo Internacional das Doengas (CID 10), e sua
incidéncia global anual é estimada em cerca de 263.000 novos casos, com 127.000 mortes.
(INCA, 2021).

Segundo Gupta, Jhonson e Kumar (2016) o cancer de boca é considerado uma doenca
multifatorial resultante da associacdo de elementos ambientais e genéticos, tendo o fumo, o alcool
e o HPV, particularmente HPV-16 e HPV-18, como fatores considerados de risco (SIMARD;
TORRE; JEMAL, 2014; ALMEIDA et al., 2011), além da qualidade nutricional dos individuos
(JOHNSON et al., 2011; SIMARD; TORRE; JEMAL, 2014). De acordo com pesquisa descrita por
Fenech e Bonassi (2011), variaveis como a idade, o género, dieta e estilo de vida estdo
relacionados com alteracdes presentes na mucosa oral e que sdo favoraveis ao desenvolvimento
da patologia.

O cigarro destaca-se como o maior fator de risco para o desenvolvimento da doenca,
porém alguns autores descrevem que as campanhas de educacgdo contra o tabagismo reduziram
0 consumo do cigarro, mas esta reduc@o ndo se refletiu na incidéncia da doenca, o que eles
atribuem ao aumento do HPV (RILEY Ill et al, 2013; SIMARD; TORRE; JEMAL,
2014; GARBUGLIA, 2014; RETTIG; SOUZA, 2015).

A idade, a localizacdo da lesdo, bem como extensdo e estadiamento tumoral
impactam diretamente, de forma positiva ou negativamente, no prognéstico dos pacientes com
cancer de boca (ALMEIDA et al., 2011). A diminuicdo da sobrevida com 0 aumento da idade pode

estar associada a maior incidéncia de doencas debilitantes, as maiores sequelas pos-tratamento e
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as complicacdes associadas ao envelhecimento; ja o diagnostico precoce é a medida mais eficaz
para o aumento da sobrevida (CHANG et al., 2011; CHU et al., 2011).

O céncer € um processo de mdaltiplos estagios que resulta de um acumulo de vérias
alteracBes genéticas. A inclusdo de marcadores genéticos para avaliagdo do potencial mutagénico
de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos permite uma maior compreensdo dos fatores de
predisposi¢do a ocorréncia de neoplasias (FARIA; BRAGA, 2015). Micronucleos séo fragmentos ou
cromossomas inteiros que estéo fora do ndcleo durante a mitose; através do seu estudo pode se
avaliar os efeitos genotdxicos ambiental e ocupacional. Este teste é amplamente utilizado e é uma
alternativa eficaz, simples e econdmica para detectar a perda de material genético.

Atualmente, ha multiplos testes utilizados no biomonitoramento de populagbes humanas
exposta a mutagenos, destacando-se entre eles o Teste de Microndcleo, no qual é considerado
um dos testes citogenéticos mais bem estabelecidos no campo da genética toxicolégica, com
validacdo internacional e aplicavel a qualquer populacdo celular nucleada. Este teste apresenta
vantagens sobre a analise cromossémica classica por ser um procedimento simples, eficaz e
realizado a baixo custo (FREITA et al., 2014).

Objetivou-se através dessa pesquisa, avaliar a instabilidade cromossémica e morte celular
em células da mucosa bucal em pacientes com deficiéncia cognitiva atendidos em servico de

referéncia odontolégica a pessoa com deficiéncia intelectual e autismo em Teresina-PlI.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado com base em um estudo qualitativo e quantitativo amostral que
visou a coleta, e a andlise de dados e material biolégico coletados no Servico de referéncia
odontolégica a pessoa com deficiéncia intelectual e autismo do Hospital Dirceu Arcoverde da
Policia Militar do Piaui, na cidade de Teresina, Piaui.

O estudo qualitativo trata-se de critérios subjetivos aos objetivos que buscam
compreender os fenémenos sociais (educacdo, sociologia, psicologia, antropologia, dentre
inlmeras outras areas do conhecimento). Os dados séo coletados na maioria das vezes por meio
de questionéarios, entrevistas, grupos focais, reunides, observacdo com a participagcdo do
pesquisador, dentre outras formas (MACEDO; EVANGERLANDY, 2018)

A andlise quantitativa € utilizada em pesquisas que se faz necesséria a quantificacdo por
métodos de andlises estatisticas e/ou probabilisticas, com resultados por meio de graficos
guantificados, tabelas, porcentagens e/ou célculos de erros. JA o estudo amostral ou por
amostragem tem por base a representatividade real da amostra em relacdo a populacdo
estudada, representado assim subconjunto de sujeitos extraido de uma populacdo por meio da
caracterizacdo do estudo, ou seja, o uso de estudo amostral tem como finalidade trabalhar com

RECIMAZ21 - Ciéncias Exatas e da Terra, Sociais, da Saude, Humanas e Engenharia/Tecnologia



v.2, n.4, 2021

A & RECIMA21 - REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR
RECIMAR] ISSN 2675-6218
DETERMINAGAO DA INSTABILIDADE CROMOSSOMICA E MORTE CELULAR EM CELULAS DA MUCOSA

BUCAL EM PACIENTES COM DEFICIENCIA COGNITIVA
Isabela Soares Uchoa, Francisco Ariel Paz Santos Freitas, Maria do Amparo Veloso Magalhées,
Suzanne Tatianne Teixeira Nascimento, Matheus Fernandes de Castro, Nelson Jorge Carvalho Batista

uma pequena parte dos elementos que compdem o universo (MACEDO; EVANGERLANDY,
2018).

O Servico de Referéncia Odontolégica a Pessoa com Deficiéncia Intelectual e Autismo,
implantado no dia 27 de abril de 2017, atende uma média de 20 pacientes por més, portadores de
deficiéncia cognitiva e esta localizado no Hospital Dirceu Arcoverde da Policia Militar do Piaui, na
cidade de Teresina, Piaui, que é um Hospital especializado no atendimento a Assisténcia Médico-
Hospitalar, tendo como principal finalidade prevenir doengas, promover a salde, estimular a
educacdo e desenvolver pesquisa. Dispde de um quadro de profissionais responsaveis e
comprometidos que estdo trabalhando para o bem-estar da populacdo Militar e Civil com a
Filosofia — “Humanizando e Cuidando Bem de Sua Saude”, com uma gestdo moderna pautada
nos principios de Eficiéncia e Eficicia. Situado na Av. Higino Cunha N°. 1642, Bairro Ilhotas, com
localizagéo privilegiada na zona sul, proximo a ponte Wall Ferraz, que d& acesso as zonas leste e
sudeste da cidade, sendo servido por varias linhas de transporte coletivo. Atende nas areas de
Cirurgia Geral, Cirurgia Plastica, Cirurgia Vascular. Urologia, Proctologia, Ortopedia, Ginecologia,
Gastroenterologia, Clinica Geral, Oftalmologia, Odontologia, Cardiologia Clinica, Mastologia
Clinica, Fonoaudiologia e Fisioterapia;

O Servico de Odontologia atende uma clientela cada vez maior com um grau de
exceléncia crescente. Desenvolve as seguintes atividades: dentisteria, endodontia, periodontia,
exodontia, cirurgia buco-maxilo-facial (ambulatorial e cirirgico), além de pequenas cirurgias, nas
seguintes condic¢des:

e 09 consultérios funcionando de segunda a sexta-feira das 07:00 h as 19:00 h;

e 01 consultério moderno instalado em uma area planejada em consonéancia com a legislagcéo
de acessibilidade e uma enfermaria com 04 leitos masculino e feminino para atendimento
especifico as pessoas com deficiéncia cognitiva, local especifico onde sera realizada a coleta

de materiais, com total respeito a individualidade, intimidade e particularidades de cada
paciente e seus familiares.

Fizeram parte da populacdo de estudo todos os 30 individuos sem restricdo de género,
com registro de atendimento de maio de 2017 a janeiro de 2019, que retornaram para reavaliagdo
oral de rotina. Um grupo controle pareado de pacientes normosistémicos também foi abordado (n=
30), apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Foi utilizada amostragem aleatdria simples, que inclui todos os individuos com o registro
completo com relacdo as varidveis em questdo, no periodo em estudo delimitado. Utilizou-se
como critério de exclusé@o a recusa do responséavel pelo paciente em participar da pesquisa se
negando a assinar o TCLE. O questionario tem como objetivo coletar informacdes basicas para
gue ajudem na interpretacdo dos dados analisados, fundamentando ainda mais a analise das

alterac6es cromossdmicas.
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Segundo Appolinario (2012), a amostra aleatoria simples se refere ao estudo em que a
amostra é selecionada de maneira que a escolha de um membro da populacdo ndo afete a
probabilidade de selecdo de qualquer outro membro. Cada membro da populacdo tem chances
iguais de ser selecionado para a amostra.

Para coleta de dados utilizou-se um questionario adaptado de Carrano e Natarajam,
(1988), detalhado e organizado, com perguntas abertas e fechadas, que foi respondido pelo
responsavel do paciente com deficiéncia cognitiva, um questionario em que foi abordado detalhes
da patologia e um questionario que buscou dados sobre as percepcdes do responsavel e/ou
cuidador responsavel pelo deficiente cognitivo, atendendo aos objetivos propostos na pesquisa.
As perguntas tiveram por base a verificacdo dos habitos e rotina dos individuos entrevistados
onde foi possivel analisar as condi¢des de vulnerabilidade e exposicao aos riscos de formacao de
micronucleos em célula da mucosa oral.

Segundo Gil (2010), a técnica de utilizacdo de coleta de dados por questionario tem como
base a elaboracdo de questdes previamente elaboradas. Para Appolinario (2012), as perguntas
abertas sé8o aquelas nas quais o0 respondente pode escrever livremente, dentro do espaco
pautado, enquanto que as perguntas fechadas oferecem algumas opcdes restritas de respostas
possiveis.

Todas as amostras e informacBes pessoais foram coletadas durante os meses de
fevereiro a julho de 2019, no espaco reservado para atendimento dos portadores de deficiéncia
cognitiva, em consultério especifico e enfermaria especializada no Hospital Dirceu Arcoverde da
Policia Militar do Piaui.

As amostras de mucosa bucal foram coletadas com auxilio de escova citolégica
(citobrush) e foram colocadas em um tubo eppendorf seguindo-se recomendacdes do protocolo
descrito por Thomas et al. (2009). Codificaram-se as laminas analisadas em testes cego e 0s
dados computados em planilhas. Os parametros considerados foram aqueles propostos por

Thomas et al. (2009), exemplificados na Figura 1.
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Figura 1. Células da mucosa oral visualizadas por microscopia

Fonte: Thomas et al., 2009

A coleta do material bioldgico foi realizada por meio de uma escova citoldgica (cytobrush)
retirando-se a amostra do epitélio jugal direito e esquerdo, apds um enxague bucal realizado com
agua com a funcéo de retirar material bruto que pudesse constituir um artefato no momento da
analise microscopica (THOMAS et al., 2009). As células de todos os individuos da amostra foram
coletadas de sitios da mucosa oral, ausente de ulceracbes e outras lesBes visiveis. Foram
excluidos os individuos que apresentaram doencas bucais visiveis a fim de ndo comprometer os
resultados do estudo e evitar riscos possiveis de agravamentos das lesGes preexistentes. As
amostras coletadas foram depositadas e transportadas em tubos eppendorf de 15mL contendo a
solucéo tampéo Tris-HCI pH 7,0 (0,01 M Tris-HCI (Merck), 0,1 M EDTA tetrassoddico (Vetec), 0,02
M cloreto (Merck)) e enviadas para o laboratério, onde foram processadas. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 1000 rpm por trés vezes, desprezando-se 0 sobrenadante e
completando o volume de 5 ml com o tampéo Tris-HCI. Este procedimento auxiliou na remocéo de
bactérias e restos alimentares que poderiam prejudicar a contagem. Cerca de 40ul da solugcéo
contendo as amostras foram transferidas para laminas, secas ao ar livre por 24 horas ou mais, e
posteriormente, fixadas em metanol a 80%.

A metodologia escolhida para a coloracdo foi a de Feulgen-Fast Green, que consiste na
utilizac@o do corante Schiff e contra-coloracdo de Fast-Green. Para a sua realizagdo, as laminas
foram imersas em uma solucédo de HCI e 1N por 10 minutos a uma temperatura de 60°C, lavadas
com agua e coradas no Schiff por no minimo uma hora e 30 minutos no escuro, € em seguida,

lavadas com agua. Apés, as laminas foram coradas com a solugdo alcodlica de Fast-Green a
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0,1% por 10 segundos e lavadas em agua corrente para posterior leitura. A escolha pelo sitio da
coleta de amostra de células de origem da mucosa jugal deve-se ao fato da facilidade da coleta do
material, ser uma técnica ndo invasiva e de simples execu¢do, onde a identificacdo de
micronucleos ja se mostrou de grande eficiéncia (FENECH et al., 2013).

Foram avaliadas as células e os micronlcleos de acordo com 0s seguintes critérios
sugeridos por Thomas et al. (2009) e colaboradores: (a) perimetro redondo que sugere uma
membrana: (b) ter menos que um ter¢o do didmetro do nucleo principal, mas grande o suficiente
para discernir a forma e a cor; (c) Feulgen positivo, coloracdo rosa em um campo iluminado; (d)
intensidade de coloragc&o similar ao do nucleo; (e) textura similar ao do nucleo; (f) mesmo plano
focal que o nucleo; (g) auséncia de sobreposicao, ou ligagdo com o nucleo. Além disso, outras
alteracBes nucleares que indica, danos no DNA foram analisadas e contabilizadas: (a) broto
nuclear (brokenegg); (b) célula binucleada; (c) nucleo fragmentado. A andlise consistiu de uma
avaliacdo de no minimo 100 células de cada duplicata da amostra. Na andlise, foram
consideradas variaveis como bebidas, medicamentos, idade, sexo e fumo como potenciais fatores
de interferéncia.

A pesquisa foi realizada mediante autorizacdo por escrito do representante legal da
Instituicdo supracitada, em consonancia com a Portaria do Ministério da Saude, Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa, que regulamenta as questdes operacionais e éticas dos trabalhos
cientificos envolvendo seres humanos. O presente estudo foi submetido a analise pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro Universitario Santo Agostinho (CEP/UNIFSA), com o que determina
as Resolucdes n° 466/2012 e 510/2016 do Conselho Nacional Salde do Ministério da Saude
(CNS/MS).

Toda a pesquisa baseou-se na resolucéo 466/12 e 510/2016, onde toda a coleta de dados
foi realizada de forma a ndo expor os sujeitos na qual foram decodificados em nimeros e sua
identidade mantida em sigilo, respeitando o direito de livre escolha, buscando diminuir os
desconfortos com utilizagdo de material adequada e ambiente privado, sendo que foi realizada
apos a confirmagao voluntaria, onde o pesquisador respeitou as normas e rotinas vigentes.

Apébs a coleta de dados, os mesmos foram tabulados em planilhas do programa de
computador Microsoft Excel em seguida analisados, no software BioStat 2008 v. 5. Primeiramente,
realizou-se o célculo das frequéncias (andlise univariadas) totais de microndcleos e outras
alteracBes citogenéticas nos grupos estudados. Foram realizados calculos para observar a
distribuicdo da instabilidade cromoss6mica de micronudcleos e células basais da mucosa bucal e
outras anormalidades nucleares dentro deste grupo e comparadas médias de frequéncia relativa
de varidveis como fumo, bebida, horas de trabalho, sexo, etc. Obtidas no questionario segundo
micronucleo, brokenegg, células binucleadas e nicleos fragmentado, almejando-se o intervalo de

confianca de 95%.
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ApOs a conclusdo das pesquisas e analise dos dados, os participantes tomardo
conhecimento dos resultados através de uma exposicdo do relatério final, apresentado em
palestra publica a ser realizada no auditério do HPMPI, publica¢bes cientificas e nos encontros

académicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de microndcleos foi aplicado na amostra da mucosa oral de 30 individuos sem
restricdo de género, que retornaram para reavalia¢éo oral de rotina no HPMPI. Um grupo controle
pareado de pacientes normosistémicos também foi abordado (n= 30), apds a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

No quadro 1 constam os dados obtidos em relacdo a doenca cognitiva, género e idade de
cada individuo que compds a amostra. Vale ressaltar, que os pacientes foram numerados de 1 a
30, conforme a ordem em que a coleta da mucosa oral foi realizada.

Essas informacdes foram produzidas para categorizar quais doencas de base os
pacientes apresentavam, além de estipular a correlagao entre a presenca dessas patologias com

a idade e género dos pacientes, ja que ndo houve restricdes quanto a isso.

Quadro 1 — Ndimero dos pacientes e deficiéncia cognitiva. Teresina, Piaui, 2019(n=30)

Ne Idade Deficiéncia Cognitiva
L Sexo
Individuo (anos)
1 21 M TEA
2 29 F Deficiéncia Mental Severa
3 12 M Paralisia Cerebral
4 36 F Deficiéncia Intelectual
5 37 M Deficiéncia Psicomotora
6 15 M TEA
7 27 M TEA/Deficiéncia Visual
8 28 M Paralisia Cerebral
9 28 M Sindrome de Down
10 17 F Paralisia Cerebral
11 29 M Retardo Mental Grave
12 24 F AVC Hemorréagico
13 15 M Paralisia Cerebral/TEA
14 31 M Deficiéncia Neurolégica com
atraso
15 36 F TEA
16 15 F Deficiéncia Intelectual
17 29 F Sindrome de Down
18 46 M Sindrome de Down
19 3 M TEA
20 24 M Sindrome de Down
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21 31 M Paralisia Cerebral
22 a1 = Paralisia' Cgrgbral/?qralisia
Hemiplégica Direita

23 27 M Sindrome de Down
24 24 M Hidrocefalia
25 35 F Deficiéncia Mental/Fisica
26 34 F Sindrome de Down

Hidrocefalia/Deficiéncia
27 - F

Intelectual

28 - F Deficiéncia Intelectual
29 29 F Microcefalia
30 28 F Sindrome de Down

Fonte: Autores da pesquisa

Conforme o quadro 1, existe uma variedade de doencas neurodegenerativas
diagnosticadas nos pacientes que compdem a amostra. Porém, é possivel destacar algumas que
aparecem com mais frequéncia, dentre elas, 7 individuos tem Sindrome de Down, 6 apresentam
paralisia cerebral (PC), 5 possuem transtorno do espectro autista (TEA) e 4 aparecem com
deficiéncia intelectual.

Além disso, foi possivel destacar que dos 30 pacientes, 16 sdo do sexo masculino e 24 do
sexo feminino, dessa forma, aleatoriamente a amostra foi composta por um nimero maior de
mulheres, o que significa que essas doengas se apresentaram com mais frequéncia nesse grupo.
No tocante a idade, apenas um paciente apresentou idade entre O — 10 anos, 5 pacientes estavam
na faixa de 11-20 anos, 9 pacientes apresentaram idade igual ou superior a 31 anos, mas a faixa
etaria mais frequente foi de 21-30 anos com 13 individuos. Vale frisar que ndo se obteve a idade
dos pacientes que correspondem a amostra numero 27 e 28, algumas entrevistas foram
prejudicadas por conta do cenario marcado pela pandemia do covid-19, e os prontuarios de
atendimento desses individuos estavam incompletos.

De acordo com a bibliografia levantada por Uchda e Magalhdes (2019), os trabalhos que
envolvem a aplicacao do teste de micronucleos, sdo diversos e podem ser aplicados em pacientes
que apresentam patologias variadas, como biomarcador capaz de predizer os riscos de cancer.
Porém, baseado nesse mesmo estudo, constatou-se que a quantidade de artigos encontrados
com o teste aplicado em pacientes com doenc¢as neurodegenerativas foi muito aquém comparada
com pacientes que apresentavam outros tipos de patologias, ou que se encontravam expostos a
algum material que causasse danos genéticos, tornando-se um vasto campo para ampliacédo dos
estudos.

Realizou-se o teste de MN nos pacientes com doencas cognitivas e a tabela 1 ilustra os
resultados da frequéncia de micronucleos e outras alteracdes celulares que foram encontradas em

comparacéo ao grupo controle da pesquisa.
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Tabela 1 — Frequéncia de Micronucleo, Pontes Nucleoplasmaticas, Buds Nucleares, indice de

Divisdo Nuclear, Células Binucleadas, Cromatina Condensada, Cariorrexe, Caridlise e Picnose

(média * desvio padrao) no Grupo Controle e em Pacientes com Deficiéncia Cognitiva. Teresina,

Piaui, 2019.
Grupos
Parametros Controle Pacientes com p
(n=30) Deficiéncia Cognitiva
(n=30)

Micronucleo 8.6+2.8 12.2+3.6 0.016
Pontes 0.8+0.4 1.8+0.8 0.004
Nucleoplasméticas

Buds Nucleares 1.7+1.0 3.0+1.6 0.008
IDN 1.8 £0.8 22+1.0 0.160
Células Binucleadas 14.0+4.0 30.0+15.8 0.008
Cromatina 38.0+24.2 68.2 +28.2 0.008
Condensada

Cariorrexe 18.0+16.2 34.3 £18.7 0.060
Caridlise 180.2 +124.2 292.6 +143.4 0.090
Picnose 28+1.2 6.2+1.6 0.020

IDN= indice de divisao do nuclear em 1000 células por sujeito, n = nimero de sujeitos. Teste t de

Student ou teste U de Mann Whitney.

Fonte: BioStat 2008 v. 5

ApOs a coleta da mucosa oral dos pacientes, foi realizada a colora¢do das laminas e a

contagem de 1000 células por sujeito, os resultados obtidos levaram em consideracdo os

paréametros sugeridos por Thomas et al. (2009) que estdo associados aos tipos de alteracdes

celulares que podem ser encontrados em individuos que se expdem a algum fator genotdxico ou

gue acarrete mudancas no DNA celular.
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Figura 2: Alteragdes celulares encontradas durante a analise das laminas.

r 1
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‘Célula Cariolitica Célula com Microndicl

Célula Bud
SR k U A

Célula Picnose Célula Basal Diferenciada

A : y

Célula Binucleada

Fonte: Autores da pesquisa

Thomas et al. (2009) seu estudo, descreveram cada um dos parédmetros apresentados.
Segundo eles, as células micronucleadas sdo caracterizadas pela presenca de um nucleo
principal e um ou mais nlcleos menores, que sédo estruturas que se fragmentam durante a divisao
celular. Ja as células Bud sédo assim denominadas por possuirem botSes nucleares, formagfes
gue estdo bem préximos ao nucleo principal, podendo estar relacionada a eliminacdo do DNA
amplificado. Outra alteracdo que pode ser encontrada sé@o as células binucledas, que contém dois
nucleos principais em vez de um, originadas de falhas provenientes da citocinese.

Ainda segundo Thomas et al. (2009), as células com cromatina condensada mostram um
aproximadamente padrdo nuclear estriado em que a cromatina estd se agregando em algumas
regifes do nicleo enquanto é perdidos em outras areas. Ja as células cariorréticas tém nucleos
gue sdo caracterizados por mais extensos agregacado de cromatina nuclear em relagdo a células
de cromatina condensada. Eles tém um padrdo nuclear densamente pontilhado indicativo de
fragmentagdo nuclear levando ao eventual desintegracdo do nucleo. As células picndticas por sua
vez sdo caracterizadas por um pequeno encolhimento do ndcleo, com uma alta densidade de
material nuclear e acredita-se que essas células podem estar passando por uma forma Unica de

morte celular. Por fim ss células carioliticas sdo células em que o nucleo € completamente

esgotado de DNA e é aparente como um fantasma. Portanto, essas células parecem nao ter

nacleo e representam um estagio muito tardio no processo de morte celular.

RECIMAZ21 - Ciéncias Exatas e da Terra, Sociais, da Saude, Humanas e Engenharia/Tecnologia

12



v.2, n.4, 2021

A A RECIMA21 - REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR
REC|MA2 ISSN 2675-6218
DETERMINAGAO DA INSTABILIDADE CROMOSSOMICA E MORTE CELULAR EM CELULAS DA MUCOSA

BUCAL EM PACIENTES COM DEFICIENCIA COGNITIVA
Isabela Soares Uchoa, Francisco Ariel Paz Santos Freitas, Maria do Amparo Veloso Magalhées,
Suzanne Tatianne Teixeira Nascimento, Matheus Fernandes de Castro, Nelson Jorge Carvalho Batista

O teste de hipétese descrito na tabela 1, levou em consideragao o valor a = 5%, como
nivel de significancia. Dessa forma, o P-valor sendo menor que 5% ou 0.05, pode-se considerar
como falsa a hip6tese nula, de que pacientes com deficiéncia cognitiva ndo apresentam relacédo
com a formacgdo de microndcleos em células basais da mucosa oral, devendo-se considerar a
hipotese alternativa em que essa relagdo pode existir.

Os resultados demonstraram que a frequéncia de micronicleos, bem como das demais
alteracbes celulares foi maior em pacientes com deficiéncia cognitiva do que no grupo controle.
Observou-se que o P-valor do parametro microndcleos foi igual a 0.016, sendo menor que o nivel
de significAncia estabelcido de 0.05. Isso também aconteceu nos paradmetros de pontes
nucleoplamaticas (p=0.004), buds nucleares (p=0.008), células binucleadas (p=0.008), cromatina
condensada (p=0.008) e células picnoses (p=0.020). Dessa forma, foi possivél inferir que
provavelmente exista uma relacdo entre a doenca de base associada a deficiéncia cognitiva e a
formacao de micronicleos em células basais da mucosa oral, bem como a presenca de outras
alteraces celulares.

O estudo também buscou descrever o perfil dos pacientes atendidos, com o objetivo de
estabelecer uma relacdo entre a frequéncia basal de microndcleos presentes em células da
mucosa bucal de pacientes com deficiéncia cognitiva a as variaveis nutricionais, genéticas e de
exposicdo ambiental.

Quadro 2 - Perfil dos pacientes (n=30).

Exposicao Histérico
NO a Historico de cé?\?:er Restricdo | Comportamento | Medicacdes em
substancias doencas na alimentar social uso
guimicas .
familia
01 N&o N&o N&o N0 Hiperativo | -ongati, fernegan
levozin
Longactil,
02 N&o N&o N&o N&o Instavel risperidona
fernegan
03 N&o N&o N&o Carne de Agressivo Neuleptil
porco
Clorpromazina,
04 N&o N&o N&o N&o Assustado Ep”?n” com
valproico, halo 5
mg
Levozine,
05 Nao Convulséo N&o N&o Tranquilo carbamazepina,
risperidona
Neuleptil,
06 Nao N&o N&o N&o Assustado olanzapina,
duloxetina.
07 N&o N&o N&o N&o Tranquilo N&o informado
~ ~ ~ = . Clonazepam,
08 Nao Nao Nao Nao Tranquilo depakene xarope
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09 N&o N&o N&o N&o Tranquilo N&o informado
10 N&o N&o N&o N&o Tranquilo Carbamazepina
11 N&o N&o Sim N&o Assustado HaIdoI,'
prometazina
12 N&o Rigidez N&o N&o Tranquilo Oxcarbamazepina
muscular
Ar_le_mia! : . Nao faz uso de
13 N&o deficiéncia Sim N&o Agitado .
medicamentos
motora
14 N&o N&o Sim N&o Tranquilo Tamisa 30
Carbanazepina,
15 N&o N&o N&o N&o Tranquilo olanzapina,
longatil.
16 N&o N&o N&o N&o Tranquilo N&o informado
17 N&o N&o Sim N&o Tranquilo N&o informado
18 N&o N&o N&o N&o Tranquilo N&o informado
~ ~ : ~ . Depakote,
19 N&o N&o Sim N&o Agressivo risperidona
20 N&o Hipertireoidismo Sim N&o Tranquilo N&o informado
21 N&o N&o N&o N&o Tranquilo N&o informado
22 N&o Par.all.sa a N&o N&o Tranquilo R|spe.r|d.o'na,
direita amitriptilina
23 N&o N&o Sim N&o Tranquilo N&o informado
24 N&o N&o N&o N&o Tranquilo N&o informado
~ . ~ . . Fenobarbital,
25 Nao Nao Nao Nao Tranquilo carbamazepina
26 N&o Nao Sim N&ao Tranquilo N&o informado
27 N&o Nao N&o N&ao Tranquilo N&o informado
28 N&o Nao N&o N&ao Tranquilo N&o informado
29 N&o Nao N&o N&ao Tranquilo Gardenal
30 N&o Hipertireoidismo Sim Nao Tranquilo N&o informado

Fonte: Autores da pesquisa

O estudo elaborado por Freitas, Uchba e Magalhdes (2020), abordou que varios séo 0s
parametros bioldgicos que podem ser alterados como consequéncia da interagcdo entre um agente
externo (quimico, fisico ou bioldgico) e o organismo. Entretanto, a determinagdo quantitativa dos
parametros usados como indicadores biolégicos de exposicdo, também chamados de
biomarcadores, s6 é possivel se existir correlacdo com a intensidade da exposicdo e/ou o efeito
biolégico decorrente da substancia em questao.

O papel da dieta na incidéncia de todos os canceres epiteliais tem sido destacado em
muitos estudos, além do consumo de frutas, vegetais e quantidades moderadas de carnes, podem
conferir protecdo para o cancer bucal, independente de fatores de risco reconhecidos, como o
fumo e o consumo alcoolico. Assim, resultados de estudos epidemiolégicos demonstram que o
consumo de frutas e vegetais estd sendo associado a diminuicdo do risco de cancer. O baixo
consumo de frutas e vegetais predispbe o aparecimento do cancer bucal, a medida que pode
reduzir a imunidade, desencadear processos de ceratinizacdo excessiva e aumentar os radicais

livres contribuindo para a ativagéo de oncogenes (LEITE; SILVA; MELO, 2005).
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Dessa forma, os resultados do quadro 2 sugerem que 0s pacientes ndo se expdem ou
fazem uso de substancias como alcool ou fumo, a Unica fonte de exposicdo regular estaria
associada as medicacdes de uso continuo presente na vida da maioria. Fora isso, 0s pacientes
apresentaram habitos alimentares variados, consumindo todos os tipos de alimentos, incluindo
frutas e verduras em sua dieta, apenas o paciente da amostra 03 possui restricdo alimentar a
carne de porco. Com relagdo a variavel genética apenas 9 dos 30 individuos possuem histérico de
cancer na familia e apenas 6 dos 30 possuem histérico de outras patologias sem levar em
consideracdo a doenca de base. Por essa andlise pode-se considerar que nessa amostra
provavelmente o aumento da frequéncia de MN esta mais relacionada com a deficiéncia cognitiva
dos pacientes do que com as variaveis de exposi¢do ambiental, historico familiar ou nutricional.

Muitos pacientes apresentam comportamento social tranquilo, decorrente do uso de
medicagBes que controlam as alteragdes de humor. Mesmo assim, é possivel que haja mudancas
nesse comportamento, verificou-se que os individuos se apresentaram instaveis, agressivos,
hiperativos e assustados, durante a coleta de mucosa e da aplicacdo do questionario aos seus
responsaveis, o que dificultou bastante o processo.

O quadro 3 foi produzido baseado nas principais caracteristicas dos cuidadores de

pacientes com deficiéncia cognitiva, abordando as repercussdes que os cuidados as pessoas com

limitagBes intelectuais e fisicas podem trazer para a vida de quem cuida.

Quadro 3 — Perfil dos cuidadores (n=30).

N° | Vinculo Alguém que auxilia | Tempo de que cuida AlteracBes na vida pessoal
nos cuidados do paciente

01 Mae A familia Desde 0 nascimento Nenhuma

02 Pai A familia Desde 0 nascimento Nenhuma

03 Mae Av6 materna Desde 0 nascimento Nenhuma

04 Mée Irm&o Desde o nascimento Atrapalha no momento que
precisa acalmar o paciente.

05 Mae Ninguém Desde o0 nascimento Nenhuma

06 Mae Av6 materna Desde 0 nascimento Dificulta a procura de emprego

07 Mae A familia Desde o0 nascimento Nenhuma

08 Pai Mae Desde o nascimento Nenhuma

09 Mae Ninguém Desde 0 nascimento Nenhuma

10 Mae A familia Desde o nascimento Deixa de reahzar_ atividades

pessoais
11 Pai Mae Desde 0 nascimento Nao interfere
12 Mae Ninguém Desde o nascimento Interfgre devido a d'Y'SaO do
cuidado entre os filhos.
13 Pai Mae e a madrasta Desde o nascimento Interfere nos m(_)mentos de
passeio

14 | Irméo Pais Desde o nascimento Disponibiliza maior aprendizado

15 Mae Pai Desde 0 nascimento Nenhuma

16 Mae Ninguém Desde o nascimento Nenhuma

17 Tio Tia 3 anos Traz maiores responsabilidades

18 Mae Irmaos Desde 0 nascimento Nenhuma
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19 Mae Pai Desde o nascimento Nenhuma
20 Mae Ninguém Desde 0 nascimento Nenhuma
21 Mée Ninguém Desde o nascimento Nenhuma
22 Mae Irma Desde o nascimento Vida restrita devido aos cuidados
prestados
23 Mae Irmas Desde o0 nascimento Nenhuma
24 Mae Irmaos Desde o0 nascimento Nenhuma
25 Mae Avo Desde o0 nascimento Nenhuma
26 Mae Pai Desde o0 nascimento Nenhuma
27 Mae A familia Desde o0 nascimento Nenhuma
28 Mae Pai Desde o0 nascimento Nenhuma
29 Mée Ninguém Desde 0 nascimento Nenhuma
30 Pai Ninguém Desde 0 nhascimento Nenhuma

Fonte: Autores da pesquisa.

Segundo Silva et al (2020), a condigdo crbnica acarreta implicagdes no contexto familiar,
podendo trazer diversas dificuldades na rotina vivenciada pela familia. Nestas condicdes a
dinamica familiar € modificada, sendo impostas novas condi¢gbes frente ao cuidado a crianga.
Sendo assim, geralmente a mae toma a responsabilidade para si, como a Unica capaz de ter o
cuidado diario e direto a essas criangas e acabam modificando seus habitos por defenderem a
ideia de que séo as Unicas aptas a cuidar de seus filhos/as.

Os resultados do quadro descrito acima trazem a figura materna como principal cuidadora
de pacientes com deficiéncia cognitiva, cuidados estes que se iniciam desde o0 nascimento na
maioria dos casos. Porém, € possivel analisar que a figura do pai, dos avds, tios e irmdos também
aparecem como forma de auxilio e apoio na prestacéo desses cuidados.

Mesmo diante de tantas dificuldades e obstaculos, a maioria dos cuidadores relataram
gue ndo ha interferéncias nas atividades da sua vida pessoal, por conta da prestagdo de cuidados
a esses pacientes. Porém, alguns alegaram que por conta disso, possuem dificuldades de
conseguir emprego, dividir atengdo com outros filhos, realizar atividades de lazer como passeios,
ou até mesmo de conter as alteragdes de humor dos pacientes, que como visto, pode ser um

grande desafio.

CONCLUSAO

O estudo demonstra a importancia da aplicacdo do Teste de Micronlcleo como um
biomarcador confiavel no diagndstico da instabilidade gendmica, pois este se constitui de uma
técnica acessivel pelo baixo custo, eficaz, simples e que ndo gera traumas aos seres humanos
por ndo ser invasiva, sendo também usado na deteccdo precoce de danos genéticos.

Infere-se que a aplicacdo do teste em pacientes com deficiéncia cognitiva, por mais
simples e ndo invasiva que fosse a técnica, apresentou-se como um grande desafio, por conta da

dificuldade de interacdo com os pacientes, em virtude das suas limitag8es e oscilacdes de humor
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e comportamento, mas foi fundamental para demonstrar que o aumento da frequéncia de
microndcleos, bem como a presenca de outras alteracfes celulares, provavelmente esteja
associada a doenca de base desses pacientes, que por sua vez, gera inumeras limitacdes fisicas
e intelectuais.

Dessa forma, o aumento da frequéncia de MN indica a persisténcia de dano
cromossOmico em células totalmente diferenciadas (como nas células epiteliais bucais), que por
sua vez, aumenta o risco de desenvolvimento de patologias como o cancer. Nessa perspectiva, 0
teste de MN foi utilizado como uma ferramenta importante capaz de predizer os riscos e danos
genéticos presentes nas células dos pacientes com doencgas cognitivas, que além de todas as
limitagbes causadas pela doenc¢a de base, ainda podem desenvolver cancer de boca.

O estudo também possibilitou concluir que existem inidmeros pardmetros que devem ser
levados em consideragdo e que podem estar correlacionados ao aumento da frequéncia de
micronlcleos, como por exemplo: variaveis de exposi¢do, nutricionais e genéticas. Porém, na
presente pesquisa, supfe-se que o fator mais relacionado ao aumento dos danos celulares
presentes nas células dos pacientes com deficiéncia cognitiva, foi a doenca de base.

No tocante aos cuidadores, percebeu-se que a principal figura detentora desses cuidados
€ a materna. Existem muitos obstaculos familiares e sociais que interferem nesse processo, mas
foi possivel analisar que o amor e carinho empregado nas falas e nas acdes desses cuidadores
para com seus pacientes, € maior que qualquer dificuldade.

Diante de tal importancia e eficacia evidenciada pela aplicacdo do Teste de Micronucleos
como uma ferramenta que se mostrou efetiva na deteccdo de instabilidade cromossdémica em
pacientes com deficiéncia cognitiva, sugere-se que haja ampliacdo dos estudos referente a
tematica, jA& que existem poucas publicacBes na literatura relacionadas a aplicagdo do teste
nesses pacientes.

Pesquisas como essa trazem beneficios aos pacientes, pois a partir dos dados coletados
analisou-se os fatores de riscos associados a instabilidade cromossémica de micronicleos e
células basais da mucosa bucal, em pacientes com deficiéncia cognitiva, contribuindo para as
publicacdes de temas referentes a patologias, proporcionando informacdes bem fundamentadas
em relagdo ao tema, estimulando a pesquisa em salde entre os mais diversos estudantes e
profissionais da salde, de modo a contribuir com aprimoramento das medidas de prevencéo.
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