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RESUMO

Nos laboratérios de Anatomia Patoldgica utilizam-se diversos Compostos
Organicos Volateis (COV), como o formaldeido e o xileno, considerados Carcinogénicos,
Mutagénicos e Toéxicos para a Reprodugdao (CMR). Estas substancias sdao reconhecidas
como genotodxicas e citotdxicas, pelo que a sua manipulagdo apresenta riscos para a
saude humana. O ensaio do micronucleo (MN) bucal, ¢ um método ndo invasivo, util e
simples para detetar estes efeitos em individuos expostos. O objetivo desta
investigacdao, foi avaliar o risco de genotoxicidade e citotoxicidade dos COV, nos
profissionais de Anatomia Patoldgica da ilha de S. Miguel através da quantificacdo de
células micronucleadas (MN) enquanto biomarcadores de genotoxicidade e células com
outras anomalias (ONA) para a citotoxicidade. A metodologia utilizada consistiu na
constituicao de dois grupos de exposicao: um grupo exposto de 21 profissionais dos trés
laboratérios existentes, Hospital Divino Espirito Santo (HDES), Laboratério Particular de
Anatomia Patolégica (LABAP) e Laboratério Germano de Sousa (Hospital CUF Acores), e
outro grupo ndo exposto (referéncia) constituido por 50 individuos recrutados
aleatoriamente em outros servigos do HDES, sem qualquer exposicdao ocupacional a
COV. Para realizar todos os procedimentos laboratoriais, apds a colheita de células da
mucosa bucal, foi escolhida a citologia em monocamada ThinPrep® por se apresentar
mais eficaz, utilizou-se a coloracdo de Feulgen modificada, visualizacdo e quantificacdo
no microscopio dptico e digitalizacdao de imagem. Este biomarcador permitiu avaliar a
genotoxicidade e citotoxicidade com base nos danos provocados no DNA. Concluiu-se
gue os profissionais de Anatomia Patoldgica da ilha de S. Miguel apresentaram um risco
cerca de quatro vezes maior do que o grupo ndo exposto aos COV, o que revelou ter um
significado preditivo da frequéncia de células MN e ser um fator de risco acrescido para
a saude. Apesar da legislacdo existente, sdo necessarias medidas combinadas de
protecdo, biomonitorizacdo individual e coletiva, bem como investimento nas
instalacGes para assim poder controlar este ambiente de perigo. Sugere-se mais estudos

gue abordem um grupo com maior numero de profissionais.

Palavras-Chave: Dano DNA; células mucosa bucal; microntcleos; formaldeido; xileno;

exposicdo ocupacional.
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ABSTRACT

In Pathological Anatomy laboratories, several Volatile Organic Compounds (VOC)
are used, such as formaldehyde and xylene, classified as Carcinogenic, Mutagenic and
Toxic for Reproduction (CMR) chemical reagents. These substances are recognized as
genotoxic and cytotoxic, which is why their handling poses risks to human health. The
oral micronucleus (MN) assay is a non-invasive, useful and simple method to detect
these effects in exposed individuals. The main objective was to evaluate the risk of
genotoxicity and cytotoxicity of VOC in Pathological Anatomy professionals on the island
of S. Miguel. To achieve the proposed goal, two cytological techniques were compared,
in terms of quality, number of cells to be visualized, staining durability, preservation and
reproducibility, to choose the most effective one to perform the MN assay in cells of the
oral mucosa. The methodology was based on the constitution of an exposed group
belonging to 21 professionals from the three existing laboratories, namely HDES, LABAP
and Germano Sousa (CUF), and another non-exposed group to serve as a reference
composed of 50 individuals randomly recruited from other services of the HDES. All
procedures were performed, using ThinPrep® monolayer cytology, modified Feulgen
staining, visualization with counting under an optical microscope and digitalization. This
biomarker made it possible to evaluate genotoxicity and cytotoxicity based on damage
caused to DNA, accounted for through MN, and other nuclear anomalies (ONA), such as
karyorrhexis, pyknotic and karyolytic cells. As a result, VOC proved to have a predictive
significance for the frequency of MN cells, leading to the conclusion that it is an
increased risk factor for the health of these professionals, approximately four times
greater than that of the unexposed group. Despite existing legislation, combined
protection measures, individual and collective biomonitoring, as well as investment in
facilities are necessary to control this dangerous environment. More studies are
suggested that cover, in detail, each of the techniques used and a group with a greater
number of professionals, combined with the choice of a reference group matched by

age, sex and different professional categories.

Keywords: DNA damage; buccal mucosa cells; micronuclei; formaldehyde; xylene;

occupational exposure.
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1. INTRODUCAO

1.1. Introdugao

Nos Laboratérios de Anatomia Patoldgica utilizam-se diversos reagentes
considerados téxicos, cancerigenos, mutagénicos e teratogénicos, como o formaldeido
e o xileno. Além disso, a mistura com outros reagentes potencia um ambiente quimico
muito diversificado, com riscos incalculdveis para a saide humana (ASTDR, 2010; DGS,
2018). No caso do xileno a sua medicdo através do sangue é muito limitada devido a
este possuir um metabolismo muito rapido, assim a detecao mais utilizada é ao nivel do
acido metilhipurico na urina que para ser validado, a medicdo tem de ser efetuada logo
apos a exposicdo (ASTDR, 2007). Para o formaldeido, pelo contrario, existem varios tipos

de dosimetros (ASTDR, 2010).

O Decreto-Lei n? 39/2018, de 11 de Junho, estabelece a politica da Unido
Europeia, segundo os valores da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e refere-se
especificamente as instalagdes que utilizam Compostos Organicos Volateis (COV),
sugerindo precaucdes quanto a necessidade de ndo ultrapassar os valores de exposicao
permitidos que comprovadamente causam danos humanos irrepardveis. Neste ambito,
alertam para a substituicao de alguns dos quimicos por outros com propriedades menos
agressivas em relacdo a classificacdo como Cancerigenas, Mutagénicas ou Tdxicas para
a Reproducdo (CMR). Existe tomada de consciéncia da realidade e um incentivo a criar
um ambiente de seguranca nas instalacdes e na formacao dos profissionais em termos

de conhecimento e de biomonitorizacdo individual (DGS, 2018).

Alguns dos substitutos do formaldeido apresentam bons resultados, sendo que
ndo se consegue eleger um fixador alternativo com total convicgdo, comparativamente
ao formaldeido. E necessério que seja sempre executado a validacdo e viabilidade da
aplicacdo dos substitutos, realizando-se testes experimentais para avaliar a potencial
implementacdo, o que ainda nao foi conseguido na rotina dos laboratérios de Anatomia

Patoldgica (Do Vale, 2019).

As células epiteliais da mucosa oral sdo usadas em ensaio dos micronucleos (MN)
na detecdo precoce de eventos genotdxicos, como principais vias de contato através da

ingestdo e inalagdo, assim a frequéncia de MN é um dosimetro muito sensivel para

1



detetar alteragdes precoces no DNA (Torres et al., 2019). Estudos de biomonitorizagao
em populagdes humanas, utilizando biomarcadores de genotoxicidade como os MN e
de citotoxicidade como outras anomalias nucleares (ONA), nomeadamente a cariorréxe,
a caridlise e a picnose, sao ferramentas muito Uteis para a avaliagdo de riscos genéticos
decorrentes da exposicdo a produtos quimicos, pois permitem avaliar os danos no DNA

(Holland et al., 2008; Cobanoglu et al., 2019).

Segundo Ladeira et al. (2012), a exposicdo ocupacional ao formaldeido em
trabalhadores de laboratérios de Anatomia Patoldgica resultou num incremento de
ONA, onde os valores de MN foram mais elevados nos individuos expostos, com especial

énfase na etapa do exame macroscopico.

Recentemente, Sommer et al. (2020), reforcou a importancia da utilizacdo dos
MN para a avaliacdo da genotoxicidade em programas de biomonitorizacdo humana,
realcando a importancia do desenvolvimento e utilizacdo de metodologias como a
automatizagao da técnica. As técnicas da citologia esfoliativa bucal e de citologia liquida
tém validagao clinica para o diagndstico e permitem observar a morfologia das células
epiteliais e contribuir para o estudo da citomorfometria (Mayocchi et al., 2022; Kim et

al., 2024).

Verificou-se que o ensaio dos MN em células bucais humanas, nao foi ainda
testado em citologia de monocamada no contexto de avaliar a genotoxicidade e
citotoxicidade em simultaneo em trabalhadores de laboratérios de Anatomia
Patoldgica, apesar da exposicdo a substancias toxicas em contexto ocupacional ser
elevada. Por outro lado, o apuramento de procedimentos citoldgicos rapidos e eficazes
gue permitam avaliar atempadamente os riscos desta exposicdo, é crucial para a
biomonitorizacdo e desenvolvimento de medidas preventivas nesta atividade

profissional.

A escolha da questdo de investigacdo, prende-se com a importancia, cada vez
maior, atribuida a protecdo dos profissionais que necessitam de biomonitorizacdo
constante: Qual a melhor metodologia citoldgica para avaliar o risco de genotoxicidade
e citotoxicidade que os profissionais de Anatomia Patoldgica correm devido a exposicao
ocupacional a COV? Para responder a esta questao, foram formulados os seguintes

objetivos, que segundo Fortin (1999), vdo enunciar as orienta¢des da investigacao.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Avaliar o risco de genotoxicidade e citotoxicidade dos COV nos profissionais de

Anatomia Patoldgica da ilha de S. Miguel.
1.2.2. Objetivos especificos

1. Comparar duas técnicas citoldgicas, em termos de qualidade, nimero de células
a visualizar, durabilidade da coloragao, preservagao e reprodutibilidade;
2. Escolher uma técnica citoldgica eficaz para realizar o ensaio de MN em células da

mucosa bucal.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO CONCETUAL

Neste capitulo pretende-se apresentar os conceitos sobre os quais a perspetiva
do estudo foi realizada. Este assume um cardter prospetivo, para Fortin (1999), em que
as observagdes sao colhidas e comega a investigacdo com a finalidade interventiva de
verificar efeitos para a saude, avaliando a genotoxicidade e citotoxidade através da

citologia da mucosa oral.
2.1. Caraterizagdao da mucosa bucal
2.1.1. Epitélio da mucosa jugal (bochecha)

A cavidade oral é revestida pela mucosa bucal, esta apresenta carateristicas
diferentes nas varias regides da boca consoante a sua localizacdo, mobilizacdo e funcdo
de revestimento, mastigatdria ou especializada. As bochechas sdo constituidas pela
mucosa jugal, um epitélio estratificado escamoso ndo queratinizado; a sua renovagao
ocorre entre 10 a 12 dias, pelo que neste periodo as células da camada basal atingem a
superficie onde permanecem cinco a seis dias, até dar-se a descamacdo (Arana &

Katchburian, 2017).

Como referido por (Junqueira & Carneiro, 2005), a Figura 1 esquematiza as
camadas da bochecha desde o musculo em contato com a pele, seguida da submucosa
que estd em continuidade com a |dmina prépria onde se observa papilas dérmicas. A
camada inferior/basal correspondente ao estrato germinativo do epitélio, onde se

formam as células epiteliais, sobrepde-se a camada intermedidria e a superficial.

Camada = —
superficial —I: . "-"_1 -
Camada

intermediaria

Camada —
basal [

Lamina _|
propria

Submucosa —

Figura 1. Esquema demonstrativo das diversas camadas da mucosa da bochecha.

Fonte: https://odontologistas.com.br/histologia-da-mucosa-oral
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E no estrato basal ou germinativo que ocorrem as ONA, pois é aqui que as células
se dividem para depois migrarem para a superficie. Aquando da esfoliagdo da mucosa,

sao as células da superficie e da camada intermediaria que sao colhidas.
2.1.2. Micronticleos (MN) e outras anomalias nucleares (ONA)

Os diferentes tipos de células bucais esfoliadas, como mostra a Figura 2, destaca
a sua profundidade, como as células da camada basal ou intermediaria (quando a
colheita é vigorosa ou por rutura epitelial), e as ONA que permanecem na camada

superficial até atingirem a sua maturidade (Bolognesi et al., 2015).
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Figura 2. Tipos de células bucais esfoliadas. Fonte: Bolognesi et al. (2015).

Segundo Bolognesi et al. (2013), as células micronucleadas caraterizam-se por
terem no citoplasma um nucleo principal e um ou mais MN. Estes apresentam também
forma redonda ou oval, afinidade para a coloracdo de Feulgen e idéntica textura. Ndo
estdo ligados ao nucleo e ficam bem delimitados, os seus tamanhos podem variar entre
1/3 a 1/16 da dimensdo do nucleo. Thomas et al. (2009), refere que as células com mais
do que um MN sdo pouco frequentes, mas podem ser encontradas com mais facilidade

em individuos expostos a compostos genotoéxicos.

De acordo com Fenech (2007), a formacdo de MN tem origem em cromossomas
ou fragmentos de cromossomas de células em divisdo celular que ndo ficam
incorporados no nucleo da célula. No entanto, Terradas et al. (2016), indica que estes

afetam as func¢des nucleares bdsicas como a reparacdo e replicacdo do DNA, dando
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origem a alteragdes na cromatina que contribuem para a instabilidade do genoma.
Sommer et al. (2020), acrescenta que os MN podem ser resultado de processos naturais,
como o metabolismo e envelhecimento, ser induzidos por fatores ambientais (incluindo

a exposicao em ambiente ocupacional) ou associados a diversas doengas.

Para além dos MN existem varios tipos de ONA, como as células com a cromatina
condensada, cariorréxe, caridlise, picnose, células binucleadas e com pontes nucleares
(Thomas et al., 2009). No entanto, neste estudo apenas serdo abordadas a picnose,

caridlise e cariorréxe.

As células normais possuem um nucleo oval ou redondo, geralmente apresentam
um tamanho maior e menor proporgdo nucleo/citoplasma, a fonte de DNA encontra-se

apenas no nucleo (Thomas et al., 2009).

Células picnéticas, tém o citoplasma do tamanho de uma célula normal, sdo
angulares e de forma achatada, o nucleo é pequeno, denso, encolhido, formado pela
condensacdo da cromatina e com a dimensdo de 1/3 a 2/3 do nucleo de uma célula
normal, este cora pelo Feulgen de forma uniforme e intensa e sao representativas de

células em processo de apoptose (Bolognesi et al., 2013).

Nas células carioliticas o citoplasma é idéntico ao de uma célula normal, sdo
angulares e de forma achatada, o nucleo é esbatido, sendo chamado de “fantasma”,
uma vez que desapareceu e ficou a marca, ndo cora com o Feulgen por ndo possuir DNA,

aparecem nas fases posteriores da necrose e apoptose (Bolognesi et al., 2013).

Quanto as células cariorréxe, tém o citoplasma do tamanho de uma célula
normal, angular e plano, o nicleo contém cromatina condensada, densamente agregada
e com menor ou maior fragmentacdo nuclear consoante se encontra na fase inicial ou
avancada de degradacao, respetivamente, conferindo ao niicleo um aspeto densamente
salpicado. Sdo indicativas de desintegracdo nuclear nas fases posteriores da apoptose

(Bolognesi et al., 2013).

Segundo Holland et al. (2008), a frequéncia de MN e de ONA em diferentes tipos
de células serve para demonstrar os efeitos citogenéticos de fatores ambientais,
exposicoes ocupacionais, estilos de vida e diversas patologias. Aponta como principal

limitagdo, da utilizagdo destes biomarcadores, a discordancia e variabilidade inter e



intralaboratorial. Bolognesi et al. (2015), fez uma comparacao em trés laboratdrios,
verificou inconsisténcias na pontua¢do das laminas, isto permitiu concluir que havia
necessidade de melhorar a identificacdo das células na abordagem do ensaio do MN
bucal, sugere assim que a validacdao de critérios mais rigorosos na classificagdo das
[aminas, poderia beneficiar com a juncdo em uma Unica categoria de todas as células

associadas a morte celular.
2.1.3. Ensaio dos micronucleos em células bucais

Neste estudo, o tipo de teste a ser abordado corresponde ao ensaio dos
micronucleos em células bucais, utilizado para biomonitorizacdo do impacto da
exposicao a agentes genotoxicos, citotdxicos, estilos de vida como consumo de tabaco e
alcool, idade, cancro e doencas neurodegenerativas (Sommer et al., 2020). Este é um
procedimento pouco invasivo que permite medir e avaliar os danos no DNA, bem como
determinar a proliferacdo, diferenciacdo, morte e citostase celular, a partir de células

colhidas da mucosa bucal (Holland et al., 2008; Thomas et al., 2009).

A frequéncia de MN no epitélio bucal € um dosimetro bioldgico altamente
sensivel e pode ser usado como um biomarcador para detetar danos precoces no DNA,
tal como afirma (Torres et al., 2019). Entretanto (Yang et al., 2023), explica que se estes

danos forem detetados atempadamente, podem ser reparados com o tempo.

Rodrigues et al. (2012), avancaram que os MN nos epitélios orais sdo
reconhecidos como um biomarcador preditivo do risco de cancro numa populacdo de
individuos saudaveis, cujos resultados contribuiram para explicar as elevadas taxas de

incidéncia de cancro.

Tolbert et al. (1992), na Figura 3, mostra esquematicamente algumas vias para
produzir corpos extranucleares contendo DNA. Os efeitos da exposicdo aos agentes
genotoxicos e citotoxicos e as alteracdes no DNA decorrentes desta exposicao,
demonstram que as células com ONA sdo tdo frequentes como a micronucleagdo e
alertam para o fato de poder existir erros na classificacdo, atribuindo um maior nimero
aos MN, quando os outros processos celulares podem refletir também eventos
relevantes para a carcinogénese. Aponta a citotoxicidade com ligacdo a promocgdo do

cancro através da estimulacdo da proliferacdo celular e a apoptose induzida por



genotoxicidade como um marcador de resposta a eventos de iniciagdo do cancro.

Sublinha a importancia de considerar o conjunto de toda a morfologia celular.

CLASTACAL MM
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Figura 3. Diagrama dos efeitos genotdxicos e citotoxicos, Fonte: Tolbert et al. (1992).

O modelo de Thomas et al. (2009), Figura 4, permite distinguir todos os tipos de
células (MN e ONA) e as correspondentes lesGes no DNA, como a ma segregacao
cromossomica e morte celular que as originaram. Os biomarcadores medidos neste
ensaio sao associados a um risco aumentado de envelhecimento, cancro e doencas
neurodegenerativas. Assim, estdo assinaladas com letras, as células abordadas neste
estudo, correspondendo a: A - normal, B—micronucleada (MN), C—cariélise, D — picnose

e E —cariorréxe.
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Figura 4. Modelo esquemadtico do ensaio dos microndcleos bucais. Fonte: Thomas et al. (2009).



2.1.4. Projeto HUMN/HUMXxL

O estudo de Holland et al. (2008), fazia prever que os dados de MN pudessem
ser incorporados num banco e utilizados para analise de fatores de variabilidade e,
posteriormente, estabelecer o valor preditivo da frequéncia MN em células bucais, para
tecidos especificos ou generalizados, com vista a intervir no risco de cancro. Isto tornou-
se possivel com o desenvolvimento dos projetos internacionais HUman MicronNucleus

(HUMN) e Human MN assay in exfoliated cells (HUMNx).

Estes projetos definem-se como programas de colaboragdo internacional,
inicialmente estabelecido em 1997, com o objetivo de estudar a frequéncia de MN nas
popula¢cdes humanas, compartilhar protocolos e medicdo de critérios dos valores
obtidos, primeiro em linfécitos do sangue periférico e mais tarde em células da mucosa
bucal (Holland et al., 2008). Apresenta-se como resposta a uma grande variabilidade de
contagens individuais que indicavam a necessidade de um exercicio de pontuacdo intra
e interlaboratorial, de modo a padronizar a sua aplicacdo, mecanismos e melhorias da

capacidade técnica (Bolognesi et al., 2013).

Assim, o HUMN lancou o HUMNy., permitindo um consenso na padronizacdo e
validacao do ensaio de MN, tendo em conta as limita¢des dos procedimentos existentes
e uma consolidacdo de maior alcance para a biomonitorizacdo de danos no DNA
(Thomas et al., 2009; Bonassi et al., 2009). Como resultado foi definido o limite de
normalidade (baseline level) para a frequéncia de células micronucleadas: 0,3-1,7

MN/1000 células (Bonassi et al., 2011).
2.2. Ambiente em Laboratdrios de Anatomia Patologica
2.2.1. Compostos Organicos Volateis (COV)

A Anatomia Patoldgica é uma especialidade médica que analisa os d6rgdos,
tecidos e células, tendo como objetivo o diagndstico, tratamento, progndstico e
prevencado. Engloba fundamentalmente as valéncias de histopatologia (bidpsias, pecas
cirdrgicas e exames extemporaneos), citopatologia (esfoliativa e aspirativa), técnicas
complementares (histoquimica, imunocitoquimica e biologia molecular), (Direcao-Geral
da Saude, 2017). Em relagcdo aos grupos profissionais podemos identificar os

Patologistas (P), os Técnicos Superiores Diagndstico e Terapéutica (TSDT), os Assistentes



Técnicos (AT) e os Assistentes operacionais (AO), que estao expostos aos riscos quimicos
inerentes as suas fungdes, neste estudo ndo se justificou fazer distingdo, devido ao

reduzido nimero de cada categoria.

O D.L. n? 39 de 2018, garante a melhoria da qualidade do ar, através da
imposicdo de requisitos as instalagdes que utilizam COV com efeitos para a saude, em
especial o formaldeido e o xileno, por serem utilizados em quantidades muito elevadas.
Além destes, muitos outros produtos quimicos sdo manuseados em varias etapas e
procedimentos do laboratério, nomeadamente no processamento, descalcificacdo,
inclusdo, coloracdes de rotina, montagem, histoquimica, imunohistoquimica que,
segundo a Classificacdo Rotulagem e Embalagem de produtos quimicos (CLP), se
distribuem por quase todas as categorias de perigo (Regulamento Europeu n2
2020/878). Os COV, contém atomos de carbono e sdo caracterizados por possuirem uma
alta pressao de vapor sob condi¢cdes normais de temperatura e pressao e, por esse
motivo, volatilizam facilmente quando em contato com o ar, segundo a Agéncia

Portuguesa do Ambiente (APA).

Desde 2016, o formaldeido é caracterizado como um carcinogénico 1B de acordo
com o Regulamento CLP, o qual estabelece as regras de classificacdao, embalagem e
rotulagem de substancias e misturas perigosas. E classificado, de acordo com a alinea b)
do artigo n.2 2 da Diretiva 90/394/CE, relativa a protecdo da seguranca e da saude dos
trabalhadores contra os riscos profissionais ligados a exposicdo a agentes quimicos no
trabalho, como um agente quimico perigoso e uma substdncia carcinogénica e

mutagénica.

O formaldeido encontra-se também sujeito a Diretiva 2004/37/CE do
Parlamento Europeu, relativa a protecdo dos trabalhadores ligados a exposi¢cdo a
agentes cancerigenos ou mutagénicos durante o trabalho, a qual se encontra
atualmente sujeita a uma proposta de alteracdo sugerida pelo Parlamento Europeu,
refere o seguinte “A luz dos novos dados cientificos e técnicos e das boas prdticas,
técnicas e protocolos comprovdveis para a medigdo dos niveis de exposi¢céo no local de
trabalho, a Diretiva 2004/37/CE, incluindo os valores-limite vinculativos previstos de
exposicdio ocupacional, devem ser revistos periodicamente, pelo menos de cinco em

cinco anos e, se necessdrio, revistos em conformidade”. Profissionais, no periodo da
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gravidez encontram-se especialmente protegidas por estas medidas, diretiva

2008/1272/CE.

Quanto ao valor-limite de exposicdo (VLE), para o formaldeido, a legislacdo refere
que este sé por si ja tem resultados adversos para o trabalhador, uma defini¢ao do VLE
“limite da concentragdo média ponderada presente no local e medido na zona de
respiragdo do trabalhador num determinado periodo de tempo” sé pode contribuir para
a reducdo dos riscos. Esta deve ser feita de trés em trés meses no periodo de atividade
e verificar a ligagdao com outros fatores de risco. O VLE estava previsto ser alterado a 14
de julho de 2024, o valor utilizado até ao presente é de VLE = 0,3 ppm, estabelecido pela

Norma Portuguesa (NP) 1796:2014.

Dos varios trabalhos cientificos que estudaram os efeitos provocados pelo
formaldeido em laboratérios de Anatomia Patoldgica, destaca-se o de Akbar-Khanzadeh
et al. (1994), que encontrou na etapa da macroscopia valores de exposicdo muito
elevados com efeitos na saude dos profissionais, tendo estes autores proposto a
ventilagao local, exaustdo combinada e boas praticas de trabalho, como medidas
mitigadoras. Resultado similar, com a macroscopia a apontar o maior valor de exposicao,
e a verificar que exaustdo e ventilacdo sdo essenciais nos laboratérios (Ladeira et al.,

2012).

Dado ndo se perspetivar a eliminacdo do formaldeido, Viegas (2010) alerta para
a medi¢ao dos seus niveis sobretudo nos ambientes fechados e a caraterizagdo a
exposicao profissional em laboratdrios de Anatomia Patoldgica. O mesmo foi constatado

como uma questdo preocupante para a saude por (Rovira et al., 2016).

Perante a indicacdo comprovada que o formaldeido possui caracteristicas
neurotdxicas e efeitos tdxicos sistémicos, a sua inalagdo durante o periodo pds-natal
inicial é prejudicial. Embora a prevencdo completa seja impossivel, devem ser tomadas

precaucdes para diminuir e prevenir este efeito toxico (Songur et al., 2010).

Niaz et al. (2015), consideram que uma exposicao prolongada ao xileno pode
causar efeitos perigosos no sistema respiratdrio, sistema nervoso central, sistema
cardiovascular e sistema renal. O xileno entra no organismo e provoca alteracdes que se

encontram ilustradas na Figura 5, como um mecanismo de toxicidade e de interagdes
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com o sistema enddécrino que devem ser acompanhadas, uma vez que constituem uma

ameaca para a saude humana.

Mechanism of
toxicity
Oxidative DNA damage
< DNA stand breaks
< DNA fragmentation Alltering in:
% DNA Degradation * Signaling pathway
< Apoplosis - = Cellular homeostasis
S Necrosis | =iIncreased inhibitory effect
| of GABA
L - Il"

Figura 5. Representagdo esquemdtica do metabolismo do xileno, o mecanismo de toxicidade e os efeitos
toxicos para a saude. Fonte: Niaz et al. (2015).

A ASTDR (2007), referindo-se aos mecanismos toxicocinéticos do xileno, por este
possuir propriedades lipofilicas, é rapidamente absorvido por todas as vias de exposicdo
e distribuido pelo organismo, se ndo for metabolizado é também rapidamente eliminado
pelo ar expirado. A principal via de metabolismo envolve oxidases de funcdo mista no
figado, resultando principalmente na formacdo de isdmeros do acido metilhipurico que
sdo eliminados na urina. Em humanos, a absorcdao do xileno foi estimada em > 50%

através dos pulmdes por inalacdo e < 50% através do aparelho gastro intestinal.

O estudo de Franklin et al. (2009), realizou uma avaliagdo ambiental simultdnea
do formaldeido e do xileno, e constatou a presenca de riscos diversificados no
laboratério de Anatomia Patoldgica associados a acidentes de trabalho e doencgas
profissionais. No entanto, dependendo da atividade realizada, ocorreram picos de
elevada concentragdo para o formaldeido, o que é considerado risco grave e iminente.
Assim, os autores justificam a implementacdo de medidas preventivas, em investimentos
adicionais na adesdao de protocolos de biosseguranca e na introducao de formagao
continua que possibilitem aos laboratdrios atingir situagdes de normalidade.
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Outro estudo realizado por Agapito (2023), no qual sdo comparados os
resultados da medigdao dos COV, formaldeido e xileno durante trés anos, revelou que os
profissionais estdo expostos a valores muito acima do permitido, em particular na sala
de citologia, macroscopia, inclusao e coloragdes, tendo elaborado um Plano de
Intervencdo, tedrico e pratico com esclarecimento sobre fatores de risco e as suas

consequéncias.

Belo (2011), contribuiu para a caraterizacdo e quantificacdo da exposicdo
simultanea a formaldeido e xileno, sugerindo a alteracdo de alguns procedimentos no
local de trabalho e alertando os responsaveis com o objetivo de salvaguardar a saude
destes profissionais. Do mesmo modo, Kato et al. (2007), avaliaram os riscos associados
ao uso do xilol em laboratérios de Anatomia Patoldgica, baseado nas informacdes dos
trabalhadores, concluindo existir uma necessidade de formacao, visando a prevencao

dos riscos ocupacionais e ambientais provenientes da utilizacao deste.

A DGS (2018), lancou o Programa Nacional de Saude Ocupacional (PNSOC) 2013-
2017, com o objetivo de vigiar a salde dos trabalhadores expostos a agentes quimicos
CMR. A Figura 6, demonstra como um unico individuo, pode contar com vdrias
exposicoes, neste caso aos COV, formaldeido e xileno (este ultimo considerado da

familia do tolueno), em simultaneo.

CLASSE DE PERIGO DO AGENTE QUIMICO

Carcinogenicidade Mutagenicidade Toxicidade
em células reprodutiva
germinativas

M.* total de exposiches'!
profissionais registadas 105.063 64.146 38.998
pelos estabelecimentos

Formaldeido Formaldeido Tolueno
= Agente guimico com
Ag q'..uﬁ (28,3% das 105.063 (46, 3% das 64,146 {34, 39% dos 38598
ma'% EJ::;)GSIC = exposicdes profissionais exposicdes profissionais exposicdes profissionais
profissionais registadas) registodas) registadas)

Figura 6. Exposicdes registadas para o formaldeido e tolueno. Adaptado da DGS (2018); o numero de
exposigcdes profissionais ndo corresponde ao numero de trabalhadores (a).
Cardoso (2023), alerta para a melhoria continua das medidas de prevencdo onde
€ importante monitorizar com regularidade a presenca e o nivel de substancias toxicas

no profissional (monitorizacdo bioldgica) e no ambiente de trabalho (monitorizacdo



ambiental). Permitiu ainda identificar os quimicos CMR, determinar o contexto de

exposicao e planear a¢des de acordo com os resultados obtidos.
2.2.2. Ensaio dos microntcleos e a associagao da exposi¢ao a COV

O principal objetivo na triagem dos COV, quanto a sua genotoxicidade, é
reconhecer um possivel perigo para as popula¢des humanas, com resultados fidveis e

um valor preditivo (Stick et al., 1983).

Garcia et al. (2012), num estudo de efeitos genotdxicos e citotoxicos em
trabalhadores com exposicdo ocupacional a COV, verificaram existir uma associacao
entre a exposicao ocupacional e a ocorréncia de MN nas células epiteliais orais e realgam
o aumento do risco quando ndo sdo utilizados equipamentos de protecdo individual e
coletivo. Recomendam revisdo e reforco da prote¢do e biomonitorizacdo de danos no

DNA.

Os MN sdo considerados biomarcadores do potencial genotéxico dos COV e
apontados como principal fator de risco para efeitos a longo prazo na saude (Fenech,
1997; Fenech, 2000). Ainda outros autores, investigaram os efeitos de exposicoes
ambientais e ocupacionais, concluiram existir uma forte ligacao entre a expressao de MN
e os niveis de exposicdo, mostraram também que patologias como o cancro e as doencas
neurodegenerativas, foram induzidos por muitos compostos quimicos, quando feita a
comparacdo entre um grupo exposto e outro ndo exposto (Holand et al., 2008; Bolognesi

et al., 2015; Cobanoglu et al., 2019).

Ladeira et al. (2012) confirmam a evidéncia da associacdo entre a exposi¢cdo ao
formaldeido, através da biomonitorizacao dos profissionais de Anatomia Patoldgica e a
presenca de alteracdes nucleares. O tempo de exposi¢cdo ao formaldeido foi estudado
por Sivasankari et al. (2018), concluindo que a frequéncia média de MN é maior no grupo

Cuja exposicao é superior a 15 anos.

A triagem com dosimetros adaptados e o uso combinado de todos os testes
permite tirar conclusdes da exposicdo individual nos Laboratdrios, consideram estes
instrumentos indispensaveis para avaliar com sensibilidade, especificidade e estimar a

velocidade da alteracdo provocada (Woijcik et al., 2014).
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O estudo de Linhares et al. (2023), acredita que a exposi¢cao ocupacional é um
fator de risco e reforc¢a a utilidade do ensaio do MN, como uma ferramenta importante,
para a vigilancia de trabalhadores potencialmente expostos a contaminantes
genotoéxicos, como é o caso dos COV. Esta abordagem ndo estabelece apenas a
frequéncia de MN, mas também de outros biomarcadores reveladores de danos no
genoma, como a morte e proliferagdo celular, os quais garantem uma avaliagao mais

vasta, que para além da genotoxicidade abrange a citotoxicidade (Fenech et al., 2007).

Thomas et al. (2009), apresentam um conjunto de varidveis importantes a serem
consideradas quando se usa o ensaio do MN, em estudos epidemioldgicos, relativos a
parametros de citotoxicidade e genotoxicidade, como a idade, género, peso, o indice de
massa corporal, os habitos tabagicos e de consumo de alcool, histérico familiar de
doencas como o cancro, cardiovasculares e neurodegenerativas, medicacdo, mutacdes
ou predisposicdes genéticas, habitos alimentares, exposicdo a carcinogénicos ou
radiacdes, assim como o gendtipo, por acreditarem que provavelmente tem impacto nas

células da mucosa oral.

A genotoxicidade e citotoxicidade do genoma é avaliado através da citologia, para
detetar MN e ONA, Basha & Essawy (2018), consideram que as células epiteliais bucais,
refletem com precisdao as alteragdes citotdxicas e instabilidade gendmica devido a sua
alta taxa de renovacdo que conduz as células a superficie da mucosa. Estas células ficam
expostas a fatores genotdxicos e citotoxicos por inalagdo e/ou ingestdo com efeitos
secundarios inevitaveis para a saude (Oliveira et al., 2017; Ceppi et al., 2010). Segundo
Antdnio et al. (2017), enquanto as altera¢des genotodxicas se apresentam sob a forma de

MN, as citotdxicas evidenciam-se pelos tipos celulares de picnose, caridlise e cariorréxe.

Ceppi et al. (2010), afirma ainda que o ensaio de MN, pode ser aperfeicoado com
o numero de células visualizadas, o ajuste do modelo estatistico utilizado e o controle

dos fatores de confusdo.

Além disso, Tomaz et al. (2016), concluiram no seu estudo, de forma isolada, que
os habitos de vida influenciaram os critérios celulares avaliados. Desta forma, sugerem

mesmo uma terapéutica baseada no combate a estes fatores.
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2.3. Métodos citologicos para recolha de amostras
2.3.1. Citologia convencional

A citologia convencional é o método mais antigo que existe de citologia
esfoliativa da mucosa bucal, permitindo o estudo e interpretacdo das caracteristicas das
células que sdao descamadas natural ou artificialmente da mucosa. Esta consiste em
utilizar a técnica da colheita de células esfoliadas para observacao da citomorfologia das
células em esfregaco. Técnicas quantitativas, com base na avaliagdo de parametros como
variacbes em tamanho do nucleo e citoplasma e em alteracdes na relacdo
nucleo/citoplasma, pode aumentar a sensibilidade diagndstica porque é obijetiva,
precisa, com baixo custo e pode ser realizada em vdrios locais da mucosa bucal (Lucena

etal, 2011).

O estudo de Babshet et al. (2011) confirma que a citologia convencional é eficaz
com escova e pode ser realizada facilmente com menor custo. Pode ser usada para
triagem de lesdes bucais suspeitas e pode ter aplicacdes onde os recursos sdo escassos.
Sao carateristicas desta citologia a sensibilidade, especificidade e valor preditivo. Este
estudo concluiu que a escova dentdria é fidvel e pode ser utilizada facilmente com

menor custo e sem desconforto.

2.3.2. Citologia liquida

Surgiram no mercado varios sistemas de citologia de base liquida. SurePath e
ThinPrep®, foram aprovadas nos EUA pela Food and Drug Administration (FDA), e sdo os
métodos mais utilizados em todo o mundo. Smith (2011), refere que a introdugdo da
citologia em monocamada melhorou a qualidade das amostras, estas tornaram-se mais
adequadas e produtivas, sdo apropriadas para a leitura automatizada. No sistema
ThinPrep®, aglomerados de células e muco sdo quebrados por agitacdo mecanica, em
seguida a solucdo conservante liquida é filtrada através de um filtro de membrana e
transferida para uma lamina de vidro onde faz o “imprint”. O processador
ThinPrep®2000 apenas processa uma amostra de cada vez, no entanto, o equipamento
ThinPrep®3000 e ThinPrep®5000 permitem o processamento simultdaneo de até 80 e
160 amostras, respetivamente. Este método citoldgico, ainda surge na literatura quase

sempre comparado com a citologia esfoliativa tradicional.
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Hayama et al. (2005) defendem que tanto a citologia de preparagdo de base
liguida quanto o esfregaco convencional sdo diagndsticos confidveis, no entanto o
método de citologia liquida mostra uma melhoria na preservagdao da amostra,

adequacdo da amostra, visualizagdao da morfologia celular e reprodutibilidade.

A observacgao das células epiteliais da mucosa oral, através da citologia em base
liquida é uma ferramenta util para avaliacdo citomorfoldgica, biologia molecular e
imunocitoquimica, pois permite com uma unica colheita ter material para todas as
técnicas e realizar laminas com amostras adequadas boa preservacao e visualizacdo da
morfologia celular, € uma potencial ferramenta de rastreio para a cavidade oral com
aplicacdo pratica (Kujan et al., 2006). Os resultados obtidos no estudo de Ramos et al.
(2014), revelam que é possivel analisar a frequéncia de MN em células do epitélio bucal
utilizando a citologia em monocamada e que esta se apresenta como uma excelente

forma de obter vdrias amostras, melhorar e refinar a metodologia citoldgica.

Alsarraf et al. (2018), verificaram a necessidade de estudos clinicos para avaliar
a precisao da citologia oral na detecdo precoce de doencas. Referem que a citologia oral
liquida, oferece vantagens significativas em comparacdao com a citologia esfoliativa
convencional. Porém, Herbert & Johnson (2001), demonstraram resultados de baixa
sensibilidade, especificidade e recomendag¢des contra a sua utilizacdo, devido ao
elevado custo tanto dos equipamentos como dos consumiveis para a realizacdo da
técnica, justificam assim que este método apenas seria compensatdério se o seu beneficio

fosse igual ou superior ao método de citologia convencional.

Neste contexto, Lucena et al. (2011), estabelecem quais as principais vantagens
e desvantagens das duas técnicas e concluem que sdo necessarios mais estudos com
critérios citoldgicos claros para diagndstico e correlagdo cito-histopatolégica no que
concerne a citologia oral, no entanto admitem que a citologia liquida reduz muitas

lacunas existentes na técnica convencional.

Busamia et al. (2018), fizeram a comparacdo das duas técnicas, citologia
esfoliativa e em camada fina (citologia liquida) através de citocentrifugacdo. A analise da
amostra revelou que as citologias processadas com a técnica de citologia liquida foram
mais vantajosas, devido a distribuicdo fina e uniforme de material celular, que permitiu
uma observacdo mais precisa e detalhada dos nucleos e das células; além disso,
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verificaram que com a técnica em camada fina ndo existia sobreposicdao. Este
procedimento permitiu ser posteriormente observado através de técnicas sofisticadas
de diagndstico como citometria e analises moleculares, com a utilizagdo de programas

de computador onde o resultado da interpretagao é mais fiavel.

A citologia liquida pode ser utilizada na preparagao de amostras para avaliar a
frequéncia de MN em individuos que estdo ocupacionalmente expostos a agentes
potencialmente cancerigenos, tendo em conta a melhoria geral na preservag¢dao da
amostra e na visualizacdo da morfologia celular (Arul et al., 2017). De acordo com Kim
et al. (2024), a citologia liquida estd validada para a quantificacdo de biomarcadores,

com amostras preservadas, adequadas e reprodutiveis.
2.4. Automatizacao e digitalizacao da citologia oral

A pontuacdo automatizada de MN em células bucais poderia aumentar a
viabilidade da pontuacgdo, o que conduziria a um poder de andlise mais elevado. Assim,
seria mais rapidamente atingido um ndmero minimo de células basais e normais
diferenciadas necessario para determinar a frequéncia de MN, e um adequado
coeficiente de variacdo para medicoes repetidas. O projeto HUMNy., tem como objetivo

planear e abordar estas questdes consideradas fundamentais (Holland et al., 2008).

O ensaio de MN é passivel de quantificacdo automatizada por citometria de fluxo,
no entanto o sistema, que poderia melhorar a sua aplicacao em estudos populacionais,
ainda precisa de ser desenvolvido e validado (Thomas et al., 2009). Apenas é possivel o
reconhecimento de células mononucleadas, binucleadas e polinucleadas, alcangado por
algoritmos matematicos (Rodrigues et al., 2018). De acordo com Seager (2014), o
desenvolvimento de um protocolo e classificacdo padronizada, para utilizar em
diferentes laboratérios na avaliacdo de MN por andlise automatizada de imagens, seria
vantajoso para determinar taxas de variacao inter-laboratorial. Apesar das limitacdes do
rastreio manual ainda existirem, o rdpido progresso tecnoldgico em novos
equipamentos, tanto de citologia em camada fina como em sistemas de triagem
automatizados, tém conduzido a aprovacdo de alguns métodos pela FDA (Valente &

Schantz, 2001).
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Para compreender o problema atual da citologia digital e inteligéncia artificial em
citologia, a Sociedade Americana de Citopatologia (ASC), a Academia Internacional de
Citologia (IAC) e a Sociedade Papanicolaou de Citopatologia (PSC), decidiram identificar
os problemas que estdo na origem de ainda ndo ter sido atingido um consenso.
Concluiram que a maioria dos participantes ndo digitalizava laminas de citologia em
comparagao com a digitaliza¢do da histologia, porque é necessario fazer algo mais para
validar este procedimento. No entanto, existem planos para evoluir no futuro, onde os
principais desafios e areas de melhoria para a digitalizagdo da lamina inteira estdo na
baixa qualidade da imagem em comparacdo com as imagens de histologia. Apontam
ainda o custo para aquisicdo do programa que tem capacidade para desenvolver esta
area. Referem ainda as areas que tém de ser desenvolvidas na inteligéncia artificial,
nomeadamente a triagem de laminas de citologia, a quantificacdo de biomarcadores e

o controlo de qualidade (Kim et al., 2024).

As mudancas nas tecnologias da patologia digital podem trazer solugGes praticas,
aplicagdes clinicas e novos desafios, de acordo com Yao et al. (2022), o uso da
citopatologia digital continuard a evoluir nos préximos anos com o aumento e a procura
de avaliagbes rapidas e quantificacdo de biomarcadores. A questdo levantada por Eloy
et al. (2024) de gquantas laminas faltam até adotar totalmente a citologia digital, € um
apelo para realizar as mudancas necessarias e contribuir mundialmente para esta
realidade, através de uma investigacdo pratica, que surge de um grupo denominado o
Centro de citologia digital, com o objetivo de chegar a um consenso em relacdo a a esta

metodologia.
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3. METODOLOGIA

A finalidade da metodologia é descrever o desenho do estudo e as experiéncias
realizadas para responder a questdao formulada na introdugao (Fortin, 1999). Para tal
serdo abordados pormenorizadamente os procedimentos técnicos efetuados, apds a
definicao do estudo e dos seus participantes, assim com assegurar todas as questdes

éticas envolvidas.
3.1. Caraterizagao do estudo

O presente trabalho é um estudo observacional do tipo caso-controlo, uma vez
que identifica as relagdes possiveis entre as varidveis, utiliza métodos de colheita de
dados quantitativos e qualitativos, assim como instrumentos de medida estruturados e
nao estruturados, as analises sdo descritivas, comparativas e com ligacdo entre fatores

(Fortin, 1999).
3.2. Participantes no estudo

O grupo de estudo, na sua totalidade, é constituido por 71 individuos. Sendo o
grupo controlo, exposto aos COV, formado por 21 profissionais dos trés laboratérios de
Anatomia Patolégica existentes na ilha de S. Miguel, dos quais 15 pertencentes ao
Hospital do Divino Espirito Santo (HDES) de Ponta Delgada, trés do Laboratdrio de
Anatomia Patoldgica Particular (LABAP), Ponta Delgada e os restantes trés do
Laboratério Germano de Sousa no Hospital da CUF, Lagoa, (87,5% dos profissionais
ficaram representados). O grupo de referéncia é composto por 50 individuos recrutados

aleatoriamente em outros servicos do HDES.

Os individuos foram considerados adequados para participar no estudo apds
esclarecimento pessoal, resposta ao questionario (Anexo 1), elaborado para o efeito
sobre as ocupacgdes profissionais, idade, habitos de vida como o consumo de tabaco,

alcool, elixir bucal e assinatura do consentimento informado (Anexo Il).
3.3. Consideragdes Eticas

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Universidade dos

Acores (UAC), Parecer n2 59/2023 de 22 de novembro de 2023, (Anexo lll), e aprovagao
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de mudanga de titulo, solicitada a UAC pelos autores, considerando que este evidéncia
com maior clareza os resultados da investigacdo (Anexo 1V) e pela Comissdo de Etica do

HDES, Parecer n? S-HDES/2024/29 de 11 de janeiro de 2024 (Anexo V).

Também foi pedida autorizagdo aos Diretores dos trés laboratérios de Anatomia
Patoldgica, participantes no estudo: sendo HDES (Anexo V e VI), LABAP (Anexo VII) e

Laboratério Germano de Sousa — Hospital CUF Agores (Anexo VIII).
3.4. Procedimentos Técnicos Laboratoriais

A realizacdo da componente pratica foi efetuada no Laboratério de Anatomia
Patoldgica do HDES e no Laboratério de Histologia da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

da UAC.
3.4.1. Selegao da técnica citologica

No sentido de otimizar todos os procedimentos que se iriam desenvolver no
laboratério, comecou por se verificar a qualidade da escova que poderia ser mais
adequada para a colheita. Foi necessario confirmar se a amostra, através das duas
metodologias, se apresentava com o numero suficiente de células, adequada e
preservada. Para isso, foi realizada nos dois tipos de citologia, a coloracdo padrao
Papanicolaou (PAP) e feitas varias experiéncias de otimizacdo da coloracao de Feulgen,
relativamente a duracao de cada etapa, a concentragdes e temperatura. Posto isto,

ambas as metodologias avangaram para a fase das colheitas.
3.4.2. Colheita das amostras

Para cada um dos grupos, exposto e ndo exposto, foram colhidas amostras do
epitélio bucal nas duas bochechas, obtidas com escovas cytobrush (Anexo Xlll). Cada
participante realizou a sua prdpria colheita. Para o efeito, cada individuo recebeu duas
escovas (protegidas num invdlucro individual preparado pelo servico de esterilizacdo do
HDES), em que com uma delas fez um movimento rotativo numa das bochechas 5x e
apos rodar a escova, repetir o mesmo procedimento. Posteriormente, foi retirada a
segunda escova, e repetido o mesmo procedimento na bochecha oposta e as escovas
colocadas no invélucro. Apds a colheita das amostras, foi realizado o esfregaco com o
material biolégico contido em uma das escovas, deslizando a escova do lado esquerdo

da lamina, e repetindo o procedimento com o outro lado da escova e o lado direito da
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lamina. No final,colocou-se imediatamente numa tina de transporte de laminas
contendo etanol a 96% para fixar a amostra e servir como meio de transporte até a
etapa da coloracdo. Repetiu-se o procedimento com a segunda escova, para obtencao
de uma segunda lamina de forma a obter duas laminas de esfregagos convencionais. De
seguida, e imediatamente, as duas escovas foram mergulhadas no frasco da citologia
liguida ThinPrep®, que contem uma solucdo fixadora e estabilizadora composta
essencialmente por metanol, PreservCyt ™. No final destes procedimentos, as escovas
foram descartadas.

O material usado na colheita foi preparado previamente para cada participante,
Figura 7, coincidente com a check list para as colheitas das células da mucosa bucal
(Anexo XIV), o questionario e inquérito devidamente preenchidos e assinados, assim
como a sua entrega, em duplicado para o participante (tendo a maioria optado por tirar

a foto ao documento e levar consigo via telemovel).

Etanol

o

Figura 7. Material usado na colheita para os esfregagos do epitélio bucal.

As amostras para citologia liquida Thinprep® podem permanecer neste
fixador/conservante PreservCyt ™ (Anexo XIl) o tempo que for necessario (até um més
ou mais), este processo facilita muito o investigador, uma vez que podem ser realizadas
varias colheitas em locais distintos e distantes.

3.4.3. Processamento das amostras citoldgicas

Este passo técnico corresponde ao inicio do trabalho laboratorial propriamente

dito, para obtencdo das laminas que irdo ser posteriormente coradas e observadas.
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3.4.3.1. Citologia convencional

No caso das laminas da citologia convencional, estas encontravam-se em etanol
a 96% (desde o momento da colheita). As 142 |laminas (duas |laminas por cada individuo),
foram colocadas em suporte de laminas e ficaram a aguardar as restantes também em

etanol a 96%, preparadas para a realizacdo da coloragdo de Feulgen.

3.4.3.2 - Citologia liquida Thinprep®

No caso das amostras colhidas para citologia liquida, que ficaram a aguardar na
solucdo Preservcyt ™ as mesmas necessitam ser processadas num equipamento
concebido para o efeito, o ThinPrep® 2000 da Hologic. Para tal, cada frasco de amostra
PreservCyt ™ foi colocado no processador (onde foi escolhido o programa 2 para
amostras finas e um filtro préprio para citologia ndo ginecoldgica) que como mostra a
Figura 8, realiza-se através de trés passos, primeiro uma ligeira operacdo de dispersao,
procede a separacdo do sangue, do muco e de detritos ndo diagndsticos e recolhe no
filtro a amostra de células planeado para ser representativo de toda a amostra,
conforme as instrucdes do fabricante, para o pocessamento de citologia ThinPrep®
(Anexo XV).

O processador ThinPrep® controla a taxa de fluxo, através do filtro durante o
processo, para evitar que a representagao celular seja muito escassa ou densa. Uma fina
camada de células é transferida para uma lamina de vidro num circulo com 20 mm de
didametro e a ldamina é automaticamente depositada numa solucdo fixadora (etanol a
96%). Em resumo, o processador efetuou trés operagdes: dispersdo, colheita das células
para o filtro e a sua transferéncia para a lamina. Foram realizadas 71 laminas (uma

lamina por cada individuo).

1. Dispersao 2. Colheita de células 3. Transferéncia
de células

Figura 8. Processo de preparagdo das amostras ThinPrep®. Fonte: www.hologic.com
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Todos os consumiveis utilizados para a realizagdo deste método citolégico foram

patrocinados pela empresa Hologic, (Anexo X).
3.4.4. Coloragao de Feulgen modificada

A reagao nuclear de Feulgen para a coloragdo especifica do DNA em amostras
cito-histoquimicas in situ foi introduzida por Feulgen e Rossenbeck em 1924, citados por
(Chieco & Derenzini 1999). Estes cientistas desenvolveram um tratamento quimico, a
hidrdlise com HCI, para produzir grupos aldeidos livres na estrutura do DNA. Apds este
procedimento torna-se possivel aplicar nas células a coloragao de Feulgen (Chieco &

Derenzini 1999); Biesterfield (2011); Mello & Campos Vidal (2017) e Kasten (2003).

Foi dado o termo de “coloracdo de Feulgen modificada”, porque optou-se por
ndo se utilizar o reagente de metanol concentrado como fixador das laminas, assim
como na coloracdo propriamente dita, alterar os seus tempos e reagentes, que foram

totalmente adaptados e trabalhados pelos autores deste trabalho, Anexo XIX.

O primeiro procedimento foi a preparacdo e verificagdo minuciosa de todas as
solugdes a serem utilizadas nesta coloragdo citoquimica, tendo por base a sele¢do
realizada inicialmente e também a contribuicdo de Bancroft (2013). O Acido Cloridrico
(HCL), reagente p.a. 37%, (CAS n.2 7947-01-0, referéncia: 30721, marca Fluka), Anexo
XVI, foi preparado numa solucdo a 5 M e utilizado no momento, apds diluicdo em agua
destilada. Seguidamente procedeu-se a elaborac¢do da solucao de contraste - Verde luz
a 0,25% (CAS n.2 5141-20-8, referéncia: L5382, marca Sigma), Anexo XVII, em agua

destilada.

Para garantir a utilizacdo de um reagente de Schiff estdvel, pronto a usar, foi
testado e utilizado o comercialmente disponivel pela empresa Enzifarma, cuja
referéncia: 05-M07007, e marca Bio-Optica, foi oferecido para efetuar a coloracdo deste

estudo (Anexo IX e Anexo XVIII).

Na realizacdo da coloracao de Feulgen, foram utilizadas as trés laminas de cada
participante (duas da citologia convencional e uma da citologia liquida). Estas foram
colocadas nos suportes de laminas e mergulhados em tinas com HCL a 5M, durante 10
minutos, para promover a hidrélise acida das cadeias de DNA, deixando apenas os

grupos aldeidos que se pretende corar. Passado este tempo, os suportes com as laminas
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foram transferidos para outras tinas com o reagente de Shiff por 45 minutos no escuro.
De seguida cada suporte foi colocado em agua morna corrente (a uma temperatura de
cerca de 38°C), durante cerca de 3 minutos para ativar o reagente de Shiff. Esta etapa
da técnica é controlavel macroscopicamente, pois a amostra vai adquirindo um tom

rosado e o mesmo pode ser confirmado por visualizagao no microscépio.

ApOds este passo, as laminas sdo passadas por dgua destilada e colocadas em
Verde luz a 0,25% estritamente durante 10 segundos, de forma que os nucleos nao
sejam corados igualmente pela solugao de contraste. De seguida, é feita a diferenciacao
e desidrata¢do em etanol a 96%, etanol a 100% seguida da clarificacdo/diafanizacdo em

xileno.

A demonstracdo de todos os passos seguidos da técnica de coloracdo de Feulgen

modificada estdo representados na Figura 9 e Anexo XIX.

Reagente Diferenciacao
Shiff Desidratagio

Figura 9. Esquema representativo da coloragdo de Feulgen modificada.
Foram coradas 213 laminas, correspondentes a duas laminas da citologia

convencional e uma lamina ThinPrep®, por cada participante.

Como resultados esta técnica cora os nucleos de rosa, pois permite a detecdo de
DNA. A solucdo Verde luz cora o citoplasma com a intensdo de contraste para melhor

individualizacdo e visualizacdo das células.
3.4.5. Montagem das laminas

O procedimento da montagem das laminas, que significa colocar uma lamela
sobre a lamina com o objetivo de proteger a amostra e poder ser visualizada ao

microscopio, foi realizado no equipamento automatico CV5030 da Leica (existente no
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laboratério de Anatomia Patoldgica do HDES) e a solugdo de montagem usada foi
Mouting media Leica® (Anexo XX). Seguidamente, as laminas foram colocadas em

tabuleiros e deixadas secar no escuro.
3.5. Visualizagao das laminas

Nesta etapa de visualizagdo, apds consenso, foi decidido visualizar apenas as
[aminas ThinPrep®, uma vez que a citologia convencional ndo conseguiu obter resultados

satisfatérios, sendo que a maioria das células desapareceu das laminas.

Desta forma, apenas as 71 laminas de citologia em monocamada prosseguiram
para a contagem dos diferentes tipos de células: normais, picnose, caridlise, cariorréxe
e com MN. Estas foram observadas recorrendo a um microscépio éptico composto da

Leica CM, Leica Biosystems, a uma ampliacdo de 400X.

A avaliacdo das células micronucleadas e com outras anomalias nucleares foi
efetuada de acordo com os critérios de pontuacdo de Thomas et al. (2009). Para cada
individuo, foram contabilizadas 2000 células, incluindo as células normais, células MN,
e células ONA, especificamente, células picnéticas, células carioliticas e células com
cariorréxe. Foram avaliadas as células com nucleo intacto e sem sobreposicao entre
citoplasmas e nucleos, segundo o critério de avaliacdo de anormalidades nucleares em
células esfoliadas da mucosa bucal (Tolbert et al., 1992, Thomas et al., 2009). Estas foram

contabilizadas com a ajuda de um contador manual.

Tolbert et al. (1992), fizeram remodelagdes nos critérios de pontuac¢do dos MN e
na inclusdao de ONA no sistema de pontuacdo e demonstraram que os seus critérios sao
bem-sucedidos em detetar excesso de micronucleacdo em controlos positivos. Deste
modo também constataram evidéncias de que as ONA s3o tdo comuns como a

micronucleacdo e que, por isso, existe o potencial para extenso erro de classificagdo.

Paralelamente, as laminas foram todas digitalizadas no equipamento Aperio
GT450 da Leica Biosystems, operacdo efetuada nas instalagdes da firma, em jeito de

patrocinio a este estudo (Anexo XI).

As laminas digitalizadas tiveram a finalidade de treinar, para uniformizar e
adquirir um consenso minimo ao conjunto de laminas observadas, obter imagens e

sugerir uma substitui¢ao futura da ardua visualizagao ao microscépio.
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3.6. Anadlise estatistica

Primeiramente, efetuou-se a analise descritiva para as varidveis qualitativas e

guantitativas em estudo.

De forma a verificar a Normalidade da amostra foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk, concluindo-se que a amostra ndo seguia uma distribuicdao normal, selecionando-

se assim testes ndo-paramétricos para a realizacdo da inferéncia estatistica.

As varidveis qualitativas [sexo (feminino vs. masculino), habitos tabdgicos (ndo
fuma vs. fuma), consumo de dlcool (ndo consome vs. consome) e uso de elixir bucal (ndo
usa vs. usa)] foram analisadas através do teste do Qui-Quadrado. As varidveis
quantitativas referentes a idade, frequéncia de células micronucleadas e frequéncia de
células com outras anomalias nucleares (ONA: conjunto de células picnédticas, carioliticas
e cariorréxicas) foram analisadas através do teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney

para amostras independentes.

A associagdo entre as variaveis, frequéncia de células com MN e a idade (no total
e em cada grupo), foi realizada através da correlacdo de Spearman. Enquanto a
associacdo da frequéncia destas células com o sexo, fumo, o consumo de alcool, o
consumo de tabaco e uso de elixir nos dois grupos exposto e ndo exposto em conjunto

ou separadamente, foi feita pela correlagao de Pearson.

Para analisar a associacao entre a exposi¢cdo a COV no grupo de profissionais de
laboratdrios de Anatomia Patoldgica e a frequéncia de células MN, foram calculados o
risco relativo (RR) e os intervalos de confianca a 95% (IC 95%), usando um modelo linear
generalizado (Regressdo de Poisson), ajustado para a idade, sexo e uso de tabaco, alcool

e elixir.

O IBM SPSS Statistics 29.0.0 for Windows foi utilizado para realizar todas as

analises estatisticas. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p< 0,05.
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4. RESULTADOS

Neste capitulo, pretende-se apresentar os resultados das técnicas utilizadas e

estudo estatistico, a luz da questdo de investigacdo e dos objetivos formulados.
4.1. Comparacgao e selegao das técnicas citologicas

Para atingir os objetivos especificos deste trabalho que se tratava de comparar
as duas técnicas citoldgicas e selecionar a mais eficaz para realizar o ensaio de
micronucleos em células bucais, apresenta-se na Figura 10, a coloracdo de Papanicolaou
(PAP), que fornece uma imagem geral da qualidade da técnica pela metodologia

convencional, sendo que A corresponde a objetiva 100x e B a 400x respetivamente.
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Figura 10. A e B — Citologia Convencional 100x e 400x.
Na Figura 11, podemos observar a coloracdao PAP, a evidenciar a qualidade da

técnica pela metodologia Thinprep®, onde A corresponde a objetiva 100x e B a 400x,

respetivamente.

abh w

Figura 11. A e B - Citologia ThinPrep® 100x e 400x.

Ao analisarmos detalhadamente as duas técnicas, constatdmos que ambas

apresentavam uma boa qualidade em termos de nimero de células a visualizar,
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durabilidade da coloracdao, preservagao e reprodutibilidade. Apesar da citologia
ThinPrep® ter maior qualidade e outras carateristicas que a diferenciam
substancialmente, o seu preco é muito superior. Decidiu-se utilizar as duas

metodologias, como inicialmente estava previsto.

Quanto ao tempo que as amostras podem ser conservadas, a diferenga ja ndo se
apresentou satisfatéria. Na citologia convencional, se a coloracdo de Feulgen for
realizada uma semana apds a colheita esta apresenta bons resultados. No entanto as
amostras que aguardaram um més ou mais até ser realizada a colora¢do de Feulgen, na
citologia convencional, com fixacdo e conservacdo em etanol a 96%, ndo consegue

resistir ao tratamento da reacao de Feulgen.

Apds as escolhas preliminares, para completar os objetivos do estudo
propriamente dito, nas laminas com a técnica de ThinPrep® e a coloracdo de Feulgen
modificado obteve-se os resultados da Figura 12, correspondentes as células A—Normal,

B — MN, C - Picnhose, D — Caridlise e E — Cariorréxe.

® < P

A B C D E

Figura 12. Células da mucosa bucal: técnica ThinPrep® e coloragéo de Feulgen modificada.

As células normais, avaliadas pela metodologia ThinPrep®, como se observa na

Figura 13, apresentam-se sem sobreposicdo, boa preservacdo e sem detritos.

100x

400 '

Figura 13. Células normais da mucosa bucal 100x e 400x: técnica Thinprep® e coloragdo de Feulgen modificada.
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Neste contexto, a Figura 14 mostra como a metodologia em monocamada
demonstra com clareza o detalhe nuclear em A — Célula com um MN, B — Célula com dois
MN, C— Célula com 1 MN e um polimorfonuclear (este ndo tem DNA e ndo é idéntico ao
nucleo) e D — Célula com ponte nucleoplasmatica (a qual nao foi contabilizada, neste

estudo).

A B c D

Figura 14. Detalhe nuclear e diferenciagdo celular: técnica ThinPrep® e coloragdo de Feulgen modificada.

4.2. Carateristicas demograficas e habitos de vida

A descricdo das carateristicas gerais dos grupos estudados, exposto (grupo de
estudo) e ndo exposto (grupo de referéncia), sdo apresentadas na Tabela 1. A
amostragem é constituida por 71 individuos, sendo que 21 pertencem ao grupo exposto,
dos quais 16 sdo do sexo feminino e 5 do masculino, e 50 ao grupo de referéncia, que é
composto por 42 individuos do sexo feminino e 8 do masculino (Tabela 1); ndo se
observaram diferencas significativas entre os dois grupos no que se refere a distribuicdo

do sexo (Tabela 1).

Em termos de idade, verificou-se que esta diferiu significativamente entre os dois
grupos, sendo a média de idades no grupo ndo exposto mais elevada (47,72 + 1,53 anos)

comparativamente com o grupo exposto (39,38 + 2,60 anos) (Tabela 1).

Para as restantes variaveis categoricas (consumo de tabaco, consumo de alcool,
uso de elixir bucal), ndo se obtiveram diferencas significativas entre ambos os grupos

(Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas, estilos de vida e danos no DNA das amostras em estudo (Expostos e Nado

expostos).
Grupo exposto (n=21) Grupo ndo exposto (n=50) Valor;)ji

;22351 (Z’;‘Z)vio_pa o 39,38 + 2,60 47,72 1,53 0,009*
SEXO

Masculino 5(23,8%) 8 (16%)

Feminino 16 (76,2%) 42 (84%) 0,437
CONSUMO DE TABACO

Sim 5(23,8%) 10 (20%)

Néo 16 (76,2%) 40 (80%) 0,720
CONSUMO DE ALCOOL

Sim 15 (71,4%) 27 (54%)

Néo 6 (28,6%) 23 (46%) 0,173
USO DE ELIXIR

Sim 8(38,1%) 27 (59%)

Néo 13 (61,9%) 23 (46%) 0,221
GENOTOXICIDADE

MN 3,62 £ 0,86 1,14+0,16 0,002*
CITOTOXICIDADE

ONA 74,81 + 8,56 48,96 * 3,92 0,005*
Picnose 38,90 £ 5,25 28,56 £ 3,79 0,050*
Caridlise 10,76 £1,79 9,60+1,91 0,201
Cariorréxe 25,14 £3.94 10,80+ 1,93 <0,001*

Valor de p 2 compara os grupos

categoricas. * p<0,05.

usando o teste Mann-Whitney para varidveis continuas e o X2 para variaveis
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4.3. Genotoxicidade e citotoxicidade
4.3.1. Micronucleos

Os resultados evidenciam diferencas significativas entre o grupo de estudo em
relacdo ao de referéncia para danos no DNA. A Figura 15 representa a frequéncia das
células com microntcleos por 2000 células epiteliais bucais, sendo em média de 1,14 +
0,16 células com MN no grupo ndo exposto e de 3,62 + 0,86 no grupo exposto,

identificadoras de efeitos genotdxicos (Tabela 1).
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Frequéncia de células micronucleadas
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Méo exposto Exposto

Grupo

Figura 15. Distribuicdo da frequéncia de células micronucleadas nos grupos Ndo exposto e Exposto. A linha dentro da
“caixa bigodes” corresponde a mediana e as linhas verticais aos valores minimo e mdximo, o simbolo (°) representa
os valores discrepantes e o (*) os valores extremos discrepantes; letras diferentes representam diferengas significativas

entre os dois grupos.

4.3.2. ONA: Picnose, Caridlise e Cariorréxe

Em relacdo a frequéncia (média * EP) de células com ONA, também se apresenta
significativamente maior no grupo exposto do que no grupo ndo exposto, sendo
respetivamente de (74,81 + 8,56) e de (48,96 + 3,92), por 2000 células epiteliais bucais,
Tabela 1 e Figura 16.
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nucleares

Frequéncia de células com outras anomallas

Méo exposto Exposto
Grupo

Figura 16. Distribui¢do da frequéncia de células com ONA nos grupos Ndo exposto e Exposto. A linha dentro da “caixa
bigodes” corresponde a mediana e as linhas verticais aos valores minimo e mdximo; o simbolo () representa os valores
discrepantes e o (*) os valores extremos discrepantes; letras diferentes representam diferengas significativas entre os
dois grupos.

As ONA estudadas foram a picnose, a caridlise e a cariorréxe. A frequéncia (média
+ EP) de células com picnose foi ligeiramente maior, no grupo Exposto (38,90 + 5,25)
comparativamente ao grupo ndo exposto (28,56 * 3,79), mas ndo diferiu

significativamente entre estes, Tabela 1 e Figura 17.
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Figura 17. Distribui¢éo da frequéncia de células Picndticas nos grupos NdGo exposto e Exposto. A linha dentro da “caixa

bigodes” corresponde a mediana e as linhas verticais aos valores minimo e mdximo; o simbolo () representa os valores

discrepantes e o (*) os valores extremos discrepantes.
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Em relagdo a caridlise também nado se observaram diferencas significativas, sendo
a média da frequéncia destas células de 10,76 + 1,79 no grupo Exposto e de 9,60 + 1,91

para o Nao exposto (Tabela 1 e Figura 18).
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Figura 18. Distribuigdo da frequéncia de células com caridlise nos grupos Néo exposto e Exposto. A linha dentro da
‘caixa bigodes” corresponde a mediana e as linhas verticais aos valores minimo e maximo,; o simbolo (°) representa
os valores discrepantes e o (*) os valores extremos discrepantes.
Relativamente a cariorréxe, esta foi significativamente diferente em ambos os
grupos, sendo a média da frequéncia no grupo Exposto de 25,14 + 3,94 e no grupo de

referéncia de 10,80 + 1,93, Tabela 1 e Figura 19.
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Figura 19. Distribuicdo da frequéncia células com cariorréxe nos grupos Ndo exposto e Exposto. A linha dentro da
“caixa bigodes” corresponde a mediana e as linhas verticais aos valores minimo e mdximo; o simbolo (°) representa

os valores discrepantes; letras diferentes representam diferencas significativas entre os dois grupos.
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Para resumir, ambos os grupos sdo significativamente diferentes em relagdo a
frequéncia de células com cariorréxe (sendo a frequéncia mais elevada no grupo
exposto) no entanto, ndo apresentam diferencas significativas no que concerne a

frequéncia de células carioliticas e picnéticas.
4.4. Associagao entre as variaveis estudadas
4.4.1. Correlagao entre os MN e a idade

Utilizou-se a Correlagao de Spearman para analisar a associa¢ao da frequéncia de
células com MN com a idade da populagcdo em estudo, o conjunto do grupo Exposto e
Nao exposto, obtendo-se um coeficiente r (71)=0,021 e p=0,861, demostrando que ndo
é significativa a associacdo de MN com a idade. No sentido de explorar a possivel
associacdo da idade em cada um dos grupos, Exposto e Ndo exposto, também se
verificou que estas nao sao significativas (r (21)=0,303 p=0,181, e r(50)=0,141 p=0,328,
respetivamente). Assim, conclui-se que ndo existe uma correlacao entre a frequéncia de

células com MN e a idade dos individuos, Tabela 2.

Tabela 2 - Correlagdo de Spearman entre os valores médios de células com MN e a idade para a amostra total (Expostos

e Ndo Expostos), grupo Exposto e grupo Ndo exposto. C representa o Coeficiente de correlagéio e p a significdncia.

Amostras N c p
Expostos e Ndo Expostos \ 71 0,021 0,861
Expostos | 21 0,303 0,181
Ndo expostos | 50 0,141 0,328

4.4.2. Correlagdo entre os MN e as variaveis Sexo, Alcool, Fumo e Elixir

Apds a utilizacdo da Correlacdo de Pearson, ndo se observou uma associacao
significativa entre o sexo, incluindo os dois grupos juntos, e a frequéncia de células com
MN (r (71) =- 0,079 p=0,514. Ao testar esta associacdo dentro de cada grupo, também
se verificou a inexisténcia de uma correlacdo significativa para o grupo Exposto, r (21) =-

0,067 p=0,774 e para o grupo Nao exposto, r (50)=-0,142 p=0,324, Tabela 3.

Para analisar a correlacdo da frequéncia de MN e o alcool, podemos verificar que
nos dois grupos - Exposto e Ndo exposto, quer de forma individual, r(21)=-0,206 p=0,369
e r(50)=-0,118 p=0,416, respetivamente, como em conjunto, r(71)=0,026 p=0,830, que

ndo existe uma associagao entre os MN e a ingestdao de alcool, Tabela 3.
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Similarmente, também ndo se observaram correlagdes significativas entre a
frequéncia de MN e consumo de tabaco, quer para os dois grupos individualmente
(Exposto e Ndo exposto, r(21)=-0,10 p=0,967 e r(50)=-0,053 p=0,717, respetivamente)
como em conjunto (r(71)=-0,28 p=0,818), Tabela 3.

No que concerne a variavel Elixir, o conjunto dos dois grupos revela que para ndo
existe associagdo entre os MN e a utilizagdo de elixir, que para os dois grupos
individualmente (r (21) =-0,117 p=0,614 e r (50) = 0,174 p=0,226, respetivamente) como
em conjunto (r (71) =-0,041 p=0,734), Tabela 3.

Tabela 3. Correlacdo de Pearson entre os valores médios de MN e Sexo, Alcool, Fumo de tabaco e uso de Elixir para a

amostra total (Expostos e Ndo Expostos), grupo Exposto e grupo Ndo exposto. C representa o Coeficiente de correlagdo

e p a significancia.

N C P
Sexo
Exposto e Ndo Exposto | 71 - 0,079 0,514
Exposto | 21 -0,067 0,774
Ndo exposto | 50 -0,142 0,324
Alcool
Exposto e Ndo Exposto | 71 0,026 0,830
Exposto | 21 0,206 0,369
Nado exposto | 50 -0,118 0,416
Tabaco
Exposto e Ndo Exposto | 71 -0,28 0,818
Exposto | 21 -0,10 0,967
Nado exposto | 50 - 0,053 0,717
Elixir
Exposto e Ndo Exposto | 71 0,041 0,734
Exposto | 21 -0,117 0,614
Nado exposto | 50 0,174 0,226

Em suma, pode-se afirmar que nenhuma das varidveis estudadas esta associada

a frequéncia de MN nos dois grupos deste estudo.
4.5 — Exposi¢cao ocupacional aos COV: avaliagao de risco

A exposicdao aos COV revelou ser um fator significativo na determinagdo da
frequéncia de células com MN. Apds ajuste do modelo de regressao para o consumo de
tabaco, consumo de alcool, uso de elixir, sexo e idade, foi verificado um risco

significativo (cerca de 4x superior) para o aumento de células micronucleadas no grupo
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de profissionais exposto ocupacionalmente aos COV (RR = 3,77; 95% IC, 2,52-5,65), p <
0,001; Tabela 4). A analise dos fatores de confundimento ndo mostraram efeitos

significativos no modelo, exceto para a idade (Tabela 4).

Tabela 4. Ajuste da associagdo entre as carateristicas dos participantes no estudo expostas aos COV e a frequéncia de

células com MIN. @ RR, Risco relativo, 95% IC, 95% intervalo de confianga.

Idade 71 1,03 (1,01-1,04)

Sexo

Masculino 13(18,3) 0,76 (0,48-1,20) 0,236
Feminino 58(81,7) 1

Consumo de tabaco

Sim 15(21,1) 1,24 (0,83-1,83) 0,293
N3o 56(78,9) 1

Consumo de Alcool

Sim 42 (59,2) 1,30 (0,88-1,93) 0,188
Nao 29 (40,8) 1

Uso de Elixir

Sim 35(49,3) 1,02 (0,71-1,47) 0,896
N3o 36(50,7) 1

Grupo

Exposto 21(29,6) 3,77 (2,52-5,65) <0,001*
Grupo

N3o exposto 50(70,4) 1

Um modelo linear generalizado (Regressdao de Poisson), aplicado a varidvel
frequéncia de células micronucleadas, com a exponencial bk correspondente ao risco

relativo para a varidvel dependente.
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5. DISCUSSAO

Com a finalidade de interpretar os resultados, serdo abordadas e analisadas a
selecdo da melhor técnica citolégica, a associacdo entre varidveis vs genotoxicidade e
citotoxicidade, a frequéncia de células MN e células ONA, a correlagdo entre as variadveis

e a andlise do risco para os profissionais.
Sele¢dao da melhor técnica citoldgica

A melhor técnica citoldgica encontrada para avaliar a genotoxicidade e
citotoxicidade foi a citologia em monocamada, neste estudo através da metodologia
ThinPrep®, porque para além de ter grande nimero de células com boa preservagao,
evidenciou-se adequada para realizar a colheita, a coloracdo de Feulgen modificada e a

digitalizacao.

Bussamia et al. (2018), fizeram um estudo comparativo com os dois tipos de
citologia, esfoliativa e em camada fina através da citocentrifugacdo, em células da
mucosa bucal e demonstraram que esta técnica tem vantagens quando comparada com
a citologia convencional, ja que a distribuicdo fina e uniforme de material celular
permitiu uma observagdo mais precisa dos nucleos e das células, além disso, ndo existia
sobreposicdo celular e apresentou-se benéfica em casos de hiposalivacéo. O

inconveniente é em relagao ao seu custo ser muito mais dispendioso.

Em contrapartida, a citologia convencional tem uma utilizacdo de baixo custo,
sobreposicao celular e ndo é pratica para a realiza¢dao da colheita, ndo foi adequada para
a coloracdo de Feulgen e também ndo seria possivel a sua digitalizacdo. Muitos foram
os estudos realizados com a citologia convencional, como o de Ladeira et al. (2012), que
utilizou um fixador a base de metanol (Mercofix®) ou outros estudos como o de Linhares

et al. (2023) que recorreu ao metanol concentrado, para a fixacdo das laminas.
Associacdo entre variaveis vs. genotoxicidade e citotoxicidade

Sdo reconhecidos nos COV efeitos cancerigenos, mutagénicos e com efeitos para
a reproducdo (DRS, 2018), capazes de provocar alteracdes no DNA, como formacdo de
MN e ONA, pelo que é expetavel que estes efeitos se encontrem mais evidentes no grupo
exposto ao ambiente dos laboratérios de Anatomia Patoldgica comparativamente com

o grupo de referéncia.
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Em relagdo as carateristicas demograficas, verificou-se que a idade média do
grupo Exposto foi significativamente menor (39,38 + 2,60) do que a do grupo nao
exposto (47,72 + 1,53). Esta diferenca pode-se dever ao fato da constituicdo de ambos

os grupos ter sido aleatdria e nao foi alvo de emparelhamento.

Para as varidveis categdricas, como o sexo consumo de dalcool, consumo de
tabaco e uso de elixir ndo se obtiveram diferencas significativas entre ambos os grupos.
Esta auséncia de diferencas entre os dois grupos é considerada relevante, pois as
varidveis podem afetar a frequéncia de MN nas células bucais e, por isso, devem ser
controladas, tal como referem Holland et al., (2008); Bonassi et al., (2011); Ramos et al.,

(2014).

Curiosamente, Nersesyan (2006), refere que a exposicdo das células da mucosa
oral a agentes genotdxicos, como os contidos no fumo do tabaco, ndo leva a inducao de

micronucleos nestas células.
Frequéncia de células com micronucleos

Quanto a frequéncia de células com MN, verifica-se que no grupo exposto é de
3,62 + 0,86 e no grupo ndo exposto é 1,14 + 0,16 por 2000 células epiteliais bucais
analisadas. Comparando estes resultados com os valores de referéncia da frequéncia
espontanea de células com MN de Bonassi et al. (2011), onde 0,3-1,7 MN/1000,
significando um intervalo de 0,6-3,4 por 2000 células e desvio padrdo de 0,32 e 1,70,
podemos observar que os nossos dados se enquadram nestes valores, quer sejam do
grupo ndo exposto ou do grupo exposto, embora exista um aumento significativo da
frequéncia de células micronucleadas no grupo exposto. Holland et al. (2008), refere
gue as frequéncias mais reportadas se situam entre 0,05-11,5 por 1000 células ou seja
(0,10-23), com a maioria dos valores entre 0,5-2,5 por 1000 células ou seja 1-5 em 2000
células. Outros estudos apresentam resultados semelhantes como os de Akbar-
Khanzadeh (1994), Thian et al. (2001), Ladeira et al. (2012), Ramos et al., (2014). Apesar
disso, valores superiores de MN foram observados no grupo dos individuos expostos,
denotando a preponderancia da exposi¢cao. Um exemplo onde a frequéncia de células
micronucleadas foi significativamente maior no grupo exposto (5,26 vs. 1,33 MN/2000

células), é referida por Torres et al. (2019).
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Por outro lado, Sivasankari (2018), afirma que a frequéncia de MN é superior no

grupo que teve mais de 15 anos de exposi¢ao ao formaldeido.
Frequéncia de células com outras anomalias nucleares

Os resultados revelaram também um aumento significativo na frequéncia de
células com ONA, sendo para o grupo Exposto, de 74,81 + 8,56 e para o grupo Nao
exposto de 48,96 + 3,92. Os COV podem produzir efeitos sobre o organismo muito
tempo depois de ter ocorrido a exposicdo, como refere a DGS (2018), este fato pode

explicar o efeito citotéxico encontrado.

Para analisar estes valores comparou-se a distribuicdo da frequéncia entre as
células ONA estudadas, nomeadamente a Picnose, Caridlise e Cariorréxe. Em relacdo a
Picnose obtivemos uma frequéncia de 38,90 + 5,25 para o grupo exposto face a 28,56 +
3,79; no grupo de referéncia. No que respeita a caridlise este valor foi praticamente o
mesmo entre o grupo exposto e nao exposto, ou seja, 10,76 £ 1,79 e 9,60 £ 1,91
respetivamente, ndo apresentando diferencas significativas entre estes dois grupos.
Contudo, a cariorréxe destacou-se nas ONA, com uma frequéncia de 25,14 + 3,94 no

grupo exposto e 10,80+1,93 para o grupo nao exposto.

As células em cariorréxe aparecem em estadios avancados de necrose e
apoptose (Bolognesi et al., 2013; Antdnio et al., 2017), geralmente associados a graves

danos no DNA.
Correlagdo entre as variaveis

No que respeita a correlacdo entre a frequéncia de células com MN e outras
varidveis, constatou-se que ndo existe uma associacao significativa entre os MN e a
idade dos participantes. Este facto contraria alguns estudos que apontam a idade como
promotora de MN, Holland et al., (2008) e junta-se a outros onde a frequéncia de MN
ndo aumentou significativamente com a idade, como os estudos de Sarto et al., (1987);
Rodrigues et al., (2012); Torres et al., (2019). Citogeneticamente, o envelhecimento esta
associado a uma série de alteracGes celulares graves, incluindo o tamanho, morfologia e
alteracdes na expressao e proliferacao celular, (Bolognesi et al., 1999; Zietkiewicz et al.,
2009), citados por Ladeira (2014). Apesar disso, valores superiores de MN foram

observados no grupo exposto, denotando a preponderancia da exposi¢gdo ocupacional.
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Ficou demonstrado que a varidvel sexo (masculino ou feminino), ndo foi
significativa para a presenca de MN. Em relagdo ao consumo de dlcool, tabaco ou
utilizacdo de elixir bucal, também ndo estdo associadas ao aumento destes. Resultados
semelhantes, para estas varidveis de confundimento foram observados recentemente

por Linhares et al. (2023) e Caponio et al. (2024).
Analise do risco para os profissionais

Neste estudo, a exposicdo aos COV revelou ter um efeito significativo na
frequéncia de células com MN no modelo de regressao utilizado. Apds ajuste para o
consumo de alcool, tabaco e uso do elixir, foi verificado um aumento do risco de
formacao de células micronucleadas associadas a exposi¢cdo aos COV, ou seja, no grupo

de trabalhadores expostos (RR = 3,77; 95% IC, 2,52-5,65; p < 0,001).

Vérios autores, referindo-se aos reagentes utilizados nos laboratérios de
Anatomia Patoldgica, classificam-nos como graves potenciadores de risco para a saude
humana ao longo dos anos, em particular para o xileno (Morley et al. 1970, Ogata et al.
1971, Niaz et al. 2015), para o formaldeido e mostrando que o xileno nao é considerado
téxico para os orgaos hematopoiéticos (Uchida et al. 1993, Akbar-Khanzadeh (1994),
Songur et al. 2010, Ladeira et al. 2012, Rovira et al. 2016) e em estudos com os dois

reagentes, como o de Agapito (2023).

A DGS (2018), refere-se aos COV em causa, em termos de carcinogenicidade e
mutagenicidade, para o formaldeido, e toxicidade reprodutiva para o xileno, como
sendo 0 maior numero de exposicOes profissionais registado pelos estabelecimentos e
particularmente em laboratérios de Anatomia Patoldgica, o que pode explicar o risco

encontrado neste trabalho.

Torres et al. (2019), referem que a frequéncia de células com MN no epitélio
bucal é um dosimetro bioldgico altamente sensivel e pode ser utilizado para detetar

danos precoces no DNA provocada pela exposicdo até mesmo a baixas doses.
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6. CONCLUSAO

Este estudo, permitiu responder a questao de investiga¢do, através da escolha
de uma técnica citoldgica eficaz e com qualidade avaliar o risco de genotoxicidade e
citotoxicidade dos COV, nos profissionais de Anatomia Patoldgica existentes na ilha de
S. Miguel. Concluiu-se que estes tém cerca de quatro vezes maior risco de carcinogénese

do que o grupo de referéncia.

Verificou-se que a técnica de citologia em monocamada, ThinPrep® da Hologic,
correspondia aos parametros de qualidade para uma boa observacdo das alteracdes
nucleares, pelo que se completou todos os procedimentos com esta técnica. E de
salientar que face as exigéncias pretendidas, nomeadamente fazer um elevado nimero
de colheitas e em diversos locais (que poderiam ser em outras ilhas ou fora delas),
realizar todos os procedimentos ao mesmo tempo para rentabilizar reagentes e recursos
humanos, ser possivel repetir laminas no equipamento ThinPrep® (evitando repeti¢des
aos participantes), obter uma contagem das células mais eficiente pelo fato de que cada
[amina tem, entre 5000 a 10000 células e conseguir digitalizar as laminas em
equipamento automatico, foram metas eficazes alcancadas com este trabalho. Para além
disso ndo necessita da utilizacdo de metanol concentrado na fixacdo, uma vez que a
solucdo de colheita Preservcyt ™, parte integrante do Kit da citologia ThinPrep®, contém

este componente.

Sugere-se que outras investigacdes possam avancgar neste ambito. Através do
ensaio do micronlcleo bucal, é possivel orientar e validar indicadores de
biomonitorizagdo com qualidade e avaliar os efeitos genotdxicos e citotdxicos nos
laboratérios de Anatomia Patolégica, ndo apenas do formaldeido e xileno, mas na
totalidade dos COV utilizados. Todos os procedimentos podem ser agilizados e
ultrapassados com processos de automatizagdo. Seria interessante estudos com um
maior numero de participantes no grupo exposto, tal ndo foi possivel, pelo fato de
implicar colheitas na ilha Terceira, Madeira ou Continente, foram feitas diligéncias neste

sentido, porém apresentou-se como uma limitacdo temporal.

Espera-se que este estudo possa contribuir essencialmente, para a melhoria da

gualidade de vida deste grupo de profissionais e sirva como impulsionador de medidas.
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Anexo Il - Consentimento informado

Tapao o CoMSINTIMENTO IRFCRMADD PARA PARTICIFALAD R L5TUDO DE INVESTIGACRD

Dignacio de erisdo: Compasssdo o chan nioreron ciroddginm povo avalog e da gess rosicisoole & cEodo ceridacie

fmbin do shade: projen de dmerisdo de erisdasie Moris de Fitima Baptivis 4o Cums e Mesvrsio sn Cincas Bosidicn ds
Lmwpridede dou Ao (Drisstsdorey Dowicres Armisdo don Sanion Aodriguss (U, Perkcs Yestern Gecis (U] ¢ Corina Ledeirs
JESTISEL [

Eadrngaicr Pasporuwwl:

Dowior Armeircda dea Samica Bodrigue, Unsersdeds doa Aqrren. Pooia Deigede. Ska M6 e

WS E50 LR = i rodriges el e pi

Por fovor, bifa com ohimgde o dgen fr fovmegto.

Eu iname cermpleiol], b e -airssdo, oompreardi &
g aclio que me o lorresda sobe o miludo Que @ Eecemd e rmbee, Seugnado “Comporopdo dr don mefodm de dEmEd
EEsidpiom pora aesingio o preodowicisingd o o lcdonicosodr ©.
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Anexo Il - Comiss3o de Etica da UAC

UsivERSI DAGE D05 &A{ORES

COMISSAD DE ETICA

PARECER 59/2023

Registe: Mhmmibvmigdo UAC0237X00T . Pedido de Parecer sobre Projeso de
Dissenacis d= Mesmado

Requeremte: Marin de Fisima Simes Avile Bapaisio, esmdante do Mesoredo em
Cilncies Bomédices, da Faruldeds de Cidneias ¢ Tecnologia, do Usiversidode dos

Apodes
Titule de Propess: Comparagdo de dnes rdomioas cinddplons para aveliopds da
genanaricidade ¢ cliorarictdnde
Enguadramemsio

O Codigo de Etica da Universidade dos Aqores, aprovado pelo Despacho n® 9793/ 2014,
publicado no Didno da Repiblice, 3 série < 5° 167, de X7 dz agosio de D015, prevé oo
n*2 do amige 3* que (4] Comisslo d= Etico compete & emisslo de pareceres sobee as
quesides oo forem remetides & oo spreciagio pela convenidade scadémica, &
pronincia sobee s aspeios ficos dos projews de mvestgagio submetdos pelos
nicless, centros ow  investigadores  individmis, bem como & produgdo  de
recomendagiies sempre goe se considerem necessdnis

A endlize da documemecko remends & Comissie pemitiv venficsr que o
procedinesnios o sdowar sahaguardam no gerl os aspetos éticos da investgegiio.
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UNIVERSI DADE D05 ACORES

COMISSAD DE ETICA

Assim, o Comisshbo deliberou sprevar o propto Comparagde de duas dosloss
civdpicas para avaliagdo da gesosoricidads & cifstamcidade, wl como submetido.

Poniz Delgsda, 22 de movemsbeo de S

(s Membres da Comissio de Erica que deliberaram,

o por Wi b nas ds Com Gasps s o et e i e Db el P e 0 e e
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Anexo IV - Comissdo de Etica da UAC (Pedido mudanca de titulo Tese)

UNIVERSIDADE DOS ACORES

ConfirmaLao de Rececao

UNIVERSIDADE DO5 ACDRES
Reitoria

Frlarinam
Subrebda

Introdugiic

I preserie pedido de aliersgio de registo do ir

ALTERACAO DE REGISTO DO TRABALHO FINAL

M5 SARST THIRG /20045015

1907 34 183517 por Maria de Filima S Aoils Bapsta

LLT T nca mrmm do Shposto no arbge HLY do

Frgulsmentn Ceral Sm Mewtrsdos da Universdede Sou Sgoms

Frcomendamom & leiun sSenta So Regulamenic Gersl dos Meuredm da Univeniceds dos Aporen. pans um necen sirs
# devids conhecimenio do mousdramenio regu lamentar do pedida.

Faria de Fibma S &wils Bapssa

b EERTELE ]

EIEERT?

P canadia da kbl bairs, n¥L2 - 5245 - 104 Capwlas
T

M2210358 3w pt

Padido dw sufion gl o do Tiulo de Tee de Wedredo

FacuiZade de Cslncas ¢ lemologa

Mo em Ddncin Bomsdicn

Asmindo doa. tarioa Rodrpues

Parsoer_ s, ks iew_u d Prof Armindn dos Sanfou Rodri Lt

Parxia Yerniura Garos
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Fareoar Parsrer aitwragiic de Stuln_ugred Prof. Fetrics Verrtors Garcis pef
Homa Carina Lachsira

Farsoar Parscer_sheracio de Hiuls-Prof. Carina Ledeina pf

Home

Farscar

TRuls fo rabalha Aol aglia da » i de P profmicnan de ansiomis peolage
+Hinal sirarsin doemasio doa microndcleos e ol burah.
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Anexo V - Comissdo de Etica do HDES

a Regido Amcnoma dos Agones -
Scrovaris Hig kol ds Saide

"l..__.-' i IMreia Megionl da Saisde
5, - Hosrial Laves Lspimic Saec de Ponia
p W licmea. FPER
ViEelerdmin = 4 Fx, o Senhor{al

DATA: [ira. Maria de Fitima Bapiisia

M Referéncia =

S-HOES 202419
DATA: LRA0L2024

Assunio: Pededo de parecer puira o reslizagdo do projeso de invesigEcio amyiaragdr ov disas
Pevaipve eftalapioan peara avlingda che genniicie iy ¢ cilomipidade

Encarrega-me a Senhora Presidente do Conselho de Administracio do FIDESFT,
EFER. de informar a ¥, Exa. de que foa aoborzsda a realizacse do projeto de
imvestipacio Comperanie de duay donlcer cifeldpioers pane avallapde da genonixicidade ©
ciforicidndr ™ o Hospital do Divino Espirito Santo solicicsdo por Y. Exa, apds parecer
favorivel da Comisado de Etica para a Saiide deste Hospital.

Lo o el hiores camprimsnios,

A Presidente do Corselbe de Adminisiragio <o HIES, EFER

*r(i,_h (. 4 Q"

[Dra. Manwela hMeneses

Ao mcion

(o = O — L e " )L



Anexo VI - Autorizacao Diretor Servico Anatomia Patoldgica HDES

PARECER DO DIRETOR DO SERVICD

b, itee Ranuel Dias Carneien, abateo assinede, na qualidade de Diretar da Serdco de
Anatamia Patokdgica, declasn que o Projebe de imestgagio “Comparsgio de duas
pécrmicas crokigicas para sedlisgio da genoioicidids @ cioboccdade”, & makeante e
opartyng, tendo o Servigo de Anatomia Pabologics as condighes necewsifias pard @ sul

real icagdo

Declars que a sua realicagio nio raguer oondipdes especials e ooorme i e
prejuinz de atividade assistencial do Sendiqo.

I:l Dieclare que @ sua reflitad DeweTd cooimer COM &S seguinkes corlifias:

Parta Delgada, 03 de Movernbro 2023

fi

Witnr Manue| DiEs Carneiro
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Anexo VII - Autorizacao Diretor LABAP

Exmas. Seahar Iir. Josd Cabral
Mretor do LABAF

A signaninis estd, no dmbisa do Mestado em Cidncins Riomiédiess da Universidade dos Agores,
desorvolver o mabalho de investigaeho “Comspamagio de duns thenicas citobigices pam avaliagio
da genotoxicidade o citotoxicidade™, sol & orenisclo do Dowor Armindo Rodrigues, Professor
Caledeitico ds Usdversideds dos Agores, Dowom Peericin Gancie, Professem Associsda da
Universidade dos Agores, ¢ Doulora Caring Ladeire, Professor Adjunta da Escola Superiar dy
Tecnodogin da Sadde de Lishoa do Instissto Politéenico de Lishos P imprescindivel para esté
trahalba proceder i realizacio de inquéritos e recolha de material pana estudoe na populagdo alvo.
A signetiria compromete-se 2 menter iods 2 confidencaalidade inerente a0 tratisenie dos dados

m apRea.

Mesie sentido, venhe solicitor msforizacic ac LABAF, para pariicipar no estudo, oom os
profissionais que valunlsrmmenie o queiram faxer,

Aproveiiy ainda para refinr gue spresento iotal disponsilidede para quakquer csclarocimenso
adicional.
Comm 05 melbores cemprimenios,

Partz Delgada, 19 de Janeiro de 2024
Mo TR G P Bt

Mlaria die Fatirra Simas Avile Baptista



Anexo VIII - Autorizacao Diretor Servico Anatomia Patolégica Hospital CUF
Acores

@ GERMANG DE SOuia

LT FEEINT ER iy A ]

DECLARAGAG

fui Padre Clthng Monsin s Obairs, Hedico tular ds chduls OM n® 53518, na
quiliinda da Diretor Thenetd do DM de Anetomia Pacoltgicn Germans de Soaa,
doctifo piie Of St alaios Seited & Faaitacle o tabslho do slne Hars & Fitims
Simas Avits Bagtistn, inttulado “Comparscio dn duns Mhemcas Siloldgicrs pam makacio
din genotooscidads @ cilohimicdede” em profisionai @ nas instalaghes do noEo

isbanlddia,

Coimbira, 18 de jansiro de 2024

Rui Castana Clrveirs

S e e fa—

[ T B -5 ST Ry S S
[ LR TRE TR R
O FidE Al L W S
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Anexo IX - Carta Pedido Patrocinio Enzifarma

Exme. Sr. {Sra.) Mretor (a)
Empresa Enzifarma

& pipgfaidnia @std, s st ie do Memirado am Cdncias SombaScat da Univansidade &5 Aconas, 2
disamvolvar o trabalhs & irsstigacdo "Comparaghs &e duas homicas citoligices pars avaliagdo da
pEnoiosicinde o ciolosicidade™, sob a onenmagdo do Doulor Srminds Aodrigess, Profesess Cabadn oo
da Linissrehd aeded g Agonas, Dowlora Pairicia Gancia, Profecesra Associada da Unisarnidads dod Afore, &
Dosctora Caring Ladeira, Profesors Adjusts da Escola Supsrior de Teonologia da Sadsda oo Liskoa do
Inmitios Politdonico da Lsbaa

Mos Laborandios da Ananomia Parokigeca 550 Traguestemanis utilizadas sibisncias o ageaes
G COMTE  CONMPOEI0E OgaeiCos vwoldnaks, OOy e aain pio, O Torme 8ekao &0 ol EMas substlediac
Sho felOnaCidas oMo gRRobdecat & Cionddcat, pHO que & Sea masipulaghs presesla Moot para a
s Bldimatd. & andlcs das anomalias redeares o oHulat bucss ealclisdeg, Siravds O Ta5ls GG
Mo OCkees, o U mEtedn A80 ivaken Ol & sl pae ol Ba Gt alEros aim ind idads Saposhog
A eI T O S bt

O projeto a desnvolver Tam Oomo Oobjelivos: compaiss duat Dhonicas chRobdgcas, uma
cofreamtiona @ cutra Egueda & monocam ada, om e de geakd ade, nimero S ok 3 vitua i,
durabilidads da coloracss, sedcibilidade & custo, @ avalar o fsco de gemoboescidade & Cobooscidada e
profissioma & lsiorandrios de asaiomia patokdgica, atravds da guantifice 3o de mioronGdeot (PN &

cuiras anoirmalias macleares | ORls | e oldulas da mooosa Bucal

O pencESiments axperimaTial comgraunds o raalizaghs & 180N CROKGI e S0iE Erusos
drabog, somdd SO i dedons e@aalon a Do sios Dingd neood Weldnais (00N e comiseTs oo ptional
[profEsicdman da Andlomis Papslbgica] & S0 ndd eaSiebod & afle ambome [@ress de afandncial,
parTilands dados s Panias am rdafso & oulhoG delirmisanies como a dade, o sead, o Tamso & Tigs
di ex@osicio. Een SmMuRdsen com @ WChica Comseecional, sec malieda a cilolgia Bguida
moncdEMada pare & devonmra e dos e comparaTieie. A totalidsde G Bminas s submetida a
Coobo el din P lgiee® eSS TCad 5 A5 o reSem i Ba 1Les B o St S vt B33 1 af O fn das 30 microsodpd
gfco, sendo choarvadas IOOD cobdic por mdividuo na moaodooga comeescional @ 2 doologia e
MO M, gus e oo s o SR o S Tom ST o fulbmeTida & leibets am scanfsr. Do
eme trabalho, praende-se aealiar qual & Domica GDoiGEica Mais vanlapcan o Do S qualisade,
siFgibilidade & CUND pars Jvalial 05 FRooG Femoidedcos @ CioDdedont & dar um CoNrisu 0o, am oy
ofupacional, 3o profesiorai de Asainmia Fanokigica.
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£ imprescind he para esie trabalho proceder realizacdoda oo G Fedlgen modificada aa

aucolha pugere o Kit da cobdragao de DMA da Bio-opaica para procedsr & coloracio de 1003 & [minas
ulilizadas A0 esheln Gui @ Eeewd o CaTCa Of 300 Aa populacio avo A sigratiria COMpOMEE-o 3

mater 10058 36 naconmed 2005 S0 Tabiicaate indrinle B0 proceied hRoguImioo das asat e

Hotte wntdo, weekd sobciar o Enalarma o pabrociees do BT que oom praandd 05 rodgiale
MEESSarion o risa | fad da TECNECE O Faulgin, para Do at af amosinas.

AprowHIs inda para el Gle apesaiTio Totdl dogonBsliGde pars Guabiiier Sl
afcional & coMgrnimaio-n & colaborar Com 3 SEpnasa na & prasan taged dot rcaltado obbdot

CEnr 04 Ml § Clontin i I T0S,

Ponta Delgada, 18 de Oubebro da 2013
o &Y TS

basia di Fatima Smas Avila Bapthia
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Anexo X - Carta Pedido Patrocinio Hologic

Exmes. Sr. {5ra.) [Hreoer (@)
Empresa Holegie

& pgtatdnia astd, s amiie do Mestrado e Gdncias BombScas & Universidade & Agonas, 2
dismamsolr o tabalhs & irestgaido "Comparags & duas shonices disldgicss para Swaliaido da
panoionitidade @ choiosicidade™, sob a onemagio do Doutor Arminds Acdrigess, Prolessce Catndralioo
da Univershd el g Aronas, Doutora Fatvicia Gancia, Profeseora Aociada da Unisssrneids dog Ao, &
Cezgbowra Caning Ladeira, Profesors Adjusta da Ecoola Supsresr oo Teonokogia da Sodde oo Lisboa oo
Insitubs Politdonion de Lshoa

Mos Laboraidnios da Anmomia Patokdgca s Traquianbima e ulilissd s, s beta ncias o sgines
i COMDEM COMPOEI0E G of wollie s, Coamd: Do dee i pha, o Torma ke ilo & o Hlol. ERa sulstdadias
Sl reconbavidas como gemobdeicat & Ciiobdefcat, pao quE & SaE M pulaglo aprasenta feooE para a
saddie Blimata. & andce das anomalias nedoires o oHulas bucas esfoliadae, aravds a0 18500 305
meronGckos, d e mdtsdo a0 nvasen ol & siegles para avellar s eleEro @ ind eSans aposhoa
A gEhe g g substdacia.

O projeto a dossnwlver om oomo ofjedived: oomMpaa duat Whinicas cRobdgicat, uma
cofreieional @ cutra Equida e monocamada, em barmes de quakidade, ndmaro e clbdad 3 visualise,
durmildhds da oodores, srciblidide & oSto, & avabar o sy de gifoiseiscidade & Oobocid =i &
profissidan do |dborahiros do afalomia patokigeca, atravds da guantifice 3o de mronddoos [N} &

DulTas S0l s feacho snas. | Cs | et Cidu las d& oo Bucal

D procedimesis aapadimanial cogrsants o maliachksy da 1doneca CRokEED e 0L Frugos
disiniod, semdy S0 indiviSods eeilod o Comgosios Orgdniood Woldosic (D0 e Comeshs ocu padonal
[profesiran de Anatomia Fapoldgica) & S0 ndo egposios 2 afle ambeme [@rese de refendncial),
partiFands dados cend Banies &m relachy & oulroe delirmisaniet oom o a dade, o sden, o Ta Mg o T
di posicie. B @muldeeo com & whonica comeencional, se realimda a ciiologia liguida een
Mool Mada pare 3 desonsra e dos dfanos comparathe. A botalidade G Reine seh submatida i
R0 dic Foulges modificada. A ancenabat nuckans s o vibes beda ofou anificadas 30 microsohpns
oy, sefdo obedrvadas DOOO0 clkdic por mdviduo (e moodooga comencions @ & doologa e
MO Mada, U e rotcsata o aiEpeman o aiom aToo o submetida & b am s nmer. Com
e trabalho, pretende-se avaliar gual a tomica dicldgica mais vantajda & temos de gualifade,
sercibiidade & cunD pars avaliar 05 FRO0G gemoDleicos @ Cilobiedons @ dar um ConiriBulo, em conieis
ocupacional, aos profisioran di Asainmia Patokigesa.
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E imgercindived para efie rabalho proceder & realizafio da onica e doodogia lgesida @ &
ewoodha sugera o Kit da citologia nlo gisec obigica da Hologic para obier of elsiog comgaratives desejados
na Fecolla @ prodissamano de material para astad o na populacss alvr. A signatdria Com promeis -Se &
Manier Tod s s recomendaifies do Tabwicasmbe ineranmes 30 TFalasanin das amosiiat & Brooiss s Tin
no aquigamants da Hodogic

Mosts fenlide, verka sobicitar a V. Exd. 0 pabrocineg de um G S 1000 sl § e GOt
100 frascos, 100 filros @ 100 laminas, gara a neadizacho da oo

Aprovain ainda para refery gue agdetets Total degonibilade pars aeom b e e lar oo
afcional & COMEED MEDo- M & Colaborar Com & EEpndsa Na apresEn @EcEs ok resaltados obtidos

CEN O Pl 5 O e TS,

FoiTia Dalgada, 1E da Outubio de 2033

Hpa g, l_'&-\_ [ "-'\—h Eopia

Maria de Fatima Semas Asvila BaotGra
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Anexo Xl - Carta Pedido Patrocinio Leica

Exmei. Sr. {%ra.) rewr ()
Empresa Leica

& pigtatdiia astd, s aeiiie do Mectrado e Olincias Bhom sScas da Univanidad o &6 ALoies, 3
disaitvelvar o trabalhs & iristgacio "Comparachs du duas pdonicas ciioldgicss pafa avaliatio da
pEnoioeitidade o ciotoeitidada”™, sob a orfemaddo do Doutor Smindo Aodrigesss, Proleseos Caledritioo

da Uinivarsid ade dos Agones, Doutora Patrica Gancia, Professora &ssociada da Universidats dog ADOnes, &
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Anexo XII - Soluc3o PreservCyt ™ ThinPrep®

Instrugdes de utilizagao ( E

. ®8d
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Solucao ThinPrep™ PresernvCyt™
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Anexo Xl - Escovas Cervex-Brush ®
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Anexo XIV - Check List para as colheitas das células mucosa bucal

PROCEDIMENTO DAS COLHEITAS PARA CITOLOGIA DA MUCOSA BUCAL

1.
2,

B.
[}

Consantimento informado (X2) @ guastionario

Dar duas escovas (num involucro individual preparade pelo senigo de
esterilizagao do HDES), em que com uma delas o participante faz um
mavimento retativo numa das bochechas 3x @ vira 8 scova, que No MEsMo
lado roda novamente 3x. Retira & segunda ascova para repetir 0 mesmo
procedimento na bochecha oposta e vai colocando as escovas no involucre.
Entrega imediatamente a colheita das duas amostras.

Com a amostra de uma das escovas deslizo de |ado por um dos lados da
lamina, repito o procedimanto pelo outro lado da escova @ outro lado da
lamina e utilizo o fixador Mercofix a base de metanol (com a finalidade de
facilitar o transporte @ assegurar o tempo que for necessario uma fixagso
sdequads). Realizadas os esfregagos comvencionais mergulho as duss
escovas no frasco da citologia iquida Thin prep (Helogic), que contem uma
solucao fixadora e astabilizadeora compoesta essencialmente pelo Metanol.
Por fim s escoves sio descartadas no respativo involucro,

As citologias podem ficar neste passo o tempo que for necassario (até
LM Mas ou mais)

As laminas da citologia convencional est2o prontas, no entanto @
necessario processar @ citologia lguida num equipemento da Hologic
dando origem a uma lamina, por meio de uma tecnologia de imprint.

Todas as laminas sao colocadas em Alcool a 96%

Segue a coloragao citoquimica da DNA Feulgen

Elaborado por: Fatima Baptista
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Anexo XV - Instrucdes para processamento de citologia ThinPrep®

Th

1

2000 System

Instrucoes de Utilizacao

o

Nl by by Tt P O | a1
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Anexo XVI - “Data Sheet” (DS) Acido Cloridrico
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Anexo XVIII - DS Reagente de Schiff
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"Bio -~ Optica Data Sheet
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Anexo XIX — Protocolo Coloracao de Feugen Modificada

PROTOCOLO COLORAGAO FEULGEN MODIFICADA

1 — Hidratacdo das laminas (1)

2 — Acido Cloridrico 5 N — 10 min.

3 — Reagente de Shiff (cora o nucleo) — 45 min.

4 — Lavagem com Agua corrente morna para acdo do reagente de shiff— 3 min.
5 — Light green a 0.25% ( cora o citoplasma) — 10 segundos
6 — Diferenciagdo Alcool a 96% x2

7 — Desidratagdo com Alcool 100% x2

8 — Clarificacdo/Diafanizacdo — Xilol x2

9 — Montagem Automadtica com Mouting média Leica
Preparacgao das solugdes

Acido Cloridrico 5 N (Normalidade=Molaridade=1 mole=84 ml)

Logo 5 moles = 5 N - Significa 5X84 ml de HCL e completar até 1000 m| de Agua destilada
420 ml e completa até 1000 ml de Agua destilada
210 ml e completa até 500 ml de Agua destilada

Reagente de Shiff

Pronto a usar da marca Biooptica

Light green a 0.25%

Verde LUZ ......oeevveveeeeeennenn. 0.25 gr
Agua Destilada ..................... 100 ml
Resultados

Nucleos (DNA) —rosa
Citoplasma - verde

Legenda

(1) — As laminas estavam fixadas em alcool a 96% (quer a citologia convencional que foi colocada

diretamente quer a citologia em camada fina que foi processada e colocada em alcool a 96%).

Elaborado por Fatima Baptista
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Anexo XX - Mouting media Leica® e equipamento montador de laminas CV5030

Jeica

BIOSYSTEMS

Produtos v  Ciéncias daVida v  Formagdo  Assisténcia  Contacto

Inicio « Consumiveis de histologia = Mounting Media & Adhesives - Leica CV Mount

Leica CV Mount

A solugdo CV Mount é adequada para todos os dispositivos robéticos para colocagdo de
laminulas, assim como para procedimentos de aplicag&o manual de laminulas

Este reagente para laminulas ndo contém nenhum solvente organico perigoso.

Montador de Laminas CV5030 - Leica
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