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RESUMO

Introducédo: O processo da carcinogénese € desencadeado pelo acumulo de
mutacBes genéticas. Por isso, o uso de testes que identifiquem essas
alteracdes, pode ser um valioso preditor de risco para o céancer de boca. O
DNA isolado de células bucais esfoliadas pode ser empregado com sucesso
para tal fim. Para isso, a utilizacdo de solucdes de preservacdo de DNA
formuladas em laboratorio, a um baixo custo e que garantam a viabilidade do
material coletado pode ser um fator contribuinte para emprego destes testes
em grande escala populacional. Objetivo: Avaliar a preservacdo do DNA de
células bucais esfoliadas mantidas em soluc6es de preservacédo formuladas em
laboratério em comparacdo com uma solucdo comercial e uma solucao
tampdo. Materiais e Métodos: Foram manipuladas solu¢des de preservacao
de DNA: Nucleic Acid Preservation Buffer (NAP), Dimethyl sulphoxide
disodium-EDTA-satured NaCl (DESS) e Tris-EDTA-NaCl-Tween20 buffer
(TENT) e uma solucdo tampéo phosphate buffered saline (PBS). Utilizou-se
também a solucao comercial Liqui-PREP (LP). As células esfoliadas da mucosa
jugal foram divididas em cinco grupos: PBS, LP, NAP, DESS e TENT. As
amostras foram mantidas em temperatura ambiente ou a 4°C durante os
tempos: Oh, 24h, 72h, 7 dias, 30 dias, 90 dias, 180 dias e 360 dias. O DNA foi
extraido através do QlAamp DNA mini Kit. A quantificagcdo e pureza do DNA
amostral foram mensuradas através do espectrofotometro de microvolume
NanoDrop e andlise fluorométrica QuBit. Por ultimo, o DNA foi analisado
guanto a sua integridade pela eletroforese em gel de agarose e amplificacéo
através das reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Resultados: a quantidade
de DNA obtida flutuou ao longo do tempo, mas em geral o PBS forneceu
maiores gquantidades, seguido das solu¢cdes DESS e TENT. Melhores niveis de
pureza foram obtidos pela solugdo PBS. A solucdo DESS resultou em mais
amostras com DNA integro, e o0 nUmero de amostras com integridade aceitavel
foi maior no periodo até 30 dias. A amplificagdo por PCR para o primer IFNA foi
possivel para amostras armazenadas por até 7 dias. Conclusédo: a solucao
DESS é a mais adequada para a obtencdo de DNA a partir de amostras
citolégicas bucais e estas podem ser armazenadas em 4°C ou temperatura
ambiente por até 7 dias.

Palavras-chaves: Cancer de boca, DNA, Solucbes preservadoras de DNA,
Citologia Oral, Analise Molecular.



ABSTRACT

Introduction: The carcinogenesis process is triggered by the accumulation of
genetic mutations. Therefore, the use of specific tests to identify these changes
can be a valuable predictor of risk for oral cancer. DNA isolated from exfoliated
buccal cells can be successfully employed for this purpose. For this reason, the
use of low-cost laboratory-formulated DNA preservation solutions that
guarantee the viability of the collected sample may be a contributing factor for
the use of these tests in large-scale population. Aim: Evaluate the preservation
capacity of exfoliated buccal cells DNA among different laboratory formulated
preservation solutions compared to a commercial solution and a buffer solution.
Methods: The following DNA preservation solutions were manipulated: Nucleic
Acid Preservation Buffer (NAP), Dimethyl sulphoxide disodium-EDTA-saturated
NaCl (DESS) and Tris-EDTA-NaCl-Tween20 buffer (TENT) and a phosphate
buffered saline buffer (PBS). The commercial solution Liqui-PREP was also
used. Exfoliated cells of the buccal mucosa were divided into five groups: PBS,
LP, NAP, DESS and TENT. They were kept at room temperature and at 4 ° C
during the times: Oh, 24h, 72h, 7 days, 30 days, 90 days, 180 days and 360
days. The DNA was extracted with the QlAamp DNA mini Kit. The quantification
and purity of the DNA sample were measured using the NanoDrop microvolume
spectrophotometer and Qubit fluorometric analysis. Finally, DNA was analyzed
for integrity by agarose gel electrophoresis and amplification through
polymerase chain reaction (PCR). Results: The amount of DNA obtained
fluctuated over time, however, in most of the samples, PBS provided larger
amounts of DNA, followed by DESS and TENT solutions. Best purity levels
were obtained by the PBS solution, and within 30 days. The DESS solution
resulted in more samples with intact DNA, and the number of samples with
acceptable integrity was higher up to 30 days. PCR amplification for the IFNA
primer was possible for samples stored for up to 7 days. Conclusion: DESS
solution is the most suitable for obtaining DNA from oral cytological samples
and these can be stored at 4 C or room temperature for up to 7 days.

Key-words: oral cancer, DNA, DNA preservation solutions, oral cytology,
molecular analysis.



SUMARIO

1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA. ... 9

1.1.  CarcinOgENESE BUCAL..........uuuiiiiiiiiiiiieiiii e 9

1.2, COPALOIOGIA. ....eeeeeieeeieeee e 10
1.3. Citopatologia para Obtencdo de DNA.......cccoooiiiiiiiiieee 12
1.4. Solugdes de Preservagao de DNA........ooooiiiiiiiiiii e 14
1.5. Analise da Quantidade e Qualidade do DNA..........cccccviiviiieiiieeeeeiiieins 17
2. OBIETIVOS. .. ettt 19
2. 1. ODJEUIVO GEIAL....uuiiiiiiiiiiiie e 19
2.2.  ODbjetivos ESPECITICOS........uuiiieiiiiiiiiiie et 19
3. ARTIGO CIENTIFICO ..ottt e 20
I 0 T | 11 £ To [§ o= Lo PP PP PP TP TTPPPIN 21
3.2, MateriaisS € MELOUOS. .........ueeiieiiiiiiiiiie e 22
3.3, RESUIAODS. ....euiiiiiiiieii e 25
I B 1o U 37 (o J TS OO PP PP PPPPPPPP 31
3.5. Referéncias Bibliograficas...........cccceiiiiiiiiiiiii 35
4. CONSIDERAC}()ES FINAIS. .. e 37
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooiieieieeinenesnesseeieiene e 39

6. ANEXOS ... e 43



1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA
1.1 Carcinogénese Bucal

O céancer € uma das principais causas de morte da populacdo mundial e
projeta-se o diagndéstico anual de vinte milh6es de novos casos até o ano 2025.
(FERLAY et al.,, 2014). O céancer da cavidade oral pertence ao conjunto de
tumores que acometem a regido de cabeca e pesco¢co e O carcinoma
espinocelular (CEC) de boca representa mais de 90% do total das neoplasias
malignas que acometem esta regido (GUNERI; EPSTEIN, 2014; D’SOUZA;
ADDEPALLI, 2018).

Em 2012, ocorreram 300.400 novos casos da doenca e 145.400 mortes
no mundo (TORRE et al., 2015). No Brasil, o cancer da cavidade oral € o quinto
mais comum em homens e o décimo segundo mais comum em mulheres. Para
0 biénio 2018-2019, estimam-se 11.200 novos casos da doenca em homens e
3.500 casos em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado
de 10,86 casos novos a cada 100 mil homens e 3,28 a cada 100 mil mulheres.
(INCA, 2018).

Os fatores etioldégicos associados a essa patologia podem ser
intrinsecos - condicBes sistémicas e hereditariedade - ou extrinsecos -
exposicdo ao tabaco, ao alcool e a radiacdo ultravioleta (no caso especifico do
cancer de labio inferior). Diversos estudos mostram que o cancer bucal surge
como resultado do acumulo de eventos mutagénicos, decorrentes
principalmente do efeito sinérgico ou independente do consumo de tabaco e
alcool (DHULL et al, 2018; LA VECCHIA et al., 1997).

Ao fumo tem sido atribuido um papel principal, uma vez que suas toxinas
atuariam como agentes iniciadores, provocando mutacfes nos genes que
regulam os fendbmenos de proliferacdo e morte celular. Ainda que a exposicéo
ao fumo associada ao alcool tenha mostrado efeito multiplicador, o papel do
alcool como agente isolado ainda ndo € claro (OGDEN, WIGHT, 1998;
OGDEN, WIGHT, RICE, 1999). O consumo de alcool € um dos fatores de risco
para o0 desenvolvimento do cancer bucal, entretanto, os mecanismos
envolvidos no dano gerado pelo alcool sdo parcialmente compreendidos.

Determinadas concentracdes de alcool causam aumento da permeabilidade da
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mucosa bucal, potencializando a penetracdo de carcindégenos. Além disso, o
alcool é responsavel por um aumento na proliferagéo epitelial, bem como pela
modificacdo do seu processo de maturacdo. Outras alteragdes, como reducdo
da capacidade de reparo de DNA, disturbios do sistema imune e do estado
nutricional podem contribuir na sua relagdo com o desenvolvimento do cancer
bucal (CARRARD et al., 2008).

Apesar dos grandes esforcos realizados no sentido de prevenir e buscar
novos protocolos de tratamento para o CEC bucal, o progndstico desta doenca
pouco tem se modificado nas ultimas décadas tendo taxas de sobrevida que
variam em torno de 50% em cinco anos (ARGIRIS et al, 2008;
WARNAKULASURIYA, 2009). Um dos fatores importantes para tal desfecho é
o diagndstico tardio (GUNERI; EPSTEIN, 2014).

Quando as lesdes sdo detectadas nos estagios iniciais da doencga, as
taxas de sobrevida sdo de aproximadamente 80 a 90% (GUNERI; EPSTEIN,
2014). Portanto, um dos grandes objetivos é concentrar-se em medidas
preventivas para que a mortalidade por cancer de boca seja reduzida. Nesse
sentido, métodos de diagnéstico precoce sdo necessarios e a andlise de
marcadores genéticos através da citologia esfoliativa pode contribuir para os
resultados relacionados a agressividade e prognéstico desta doenca (VOKAC et
al., 2014).

1.2 Citopatologia

A citologia € um método diagndstico ndo invasivo baseado na analise de
células esfoliadas, o qual é amplamente empregado no controle do cancer
ginecoldgico (KAZANOWSKA; HAION; RADWAN-OCZKO, 2014). Entretanto, para
o diagndstico do céancer bucal, a citologia ainda ndo estd bem estabelecida.
Antigamente, pelo seu baixo indice de acuracia em razdo dos altos indices de
exames falso-positivos e falso-negativos esse exame foi deixado de lado pela
odontologia (BANOCZY, 1976).

Objetivando aumentar a acuracia deste método diagndstico, foram
estabelecidas técnicas de analise do raspado citologico como a quantificacao
dos diferentes tipos celulares encontrados, sendo elas: células basais,
parabasais, intermediarias, superficiais e inflamatdrias. Burzlaff et al. (2007)

observaram padrées de descamacédo celular da mucosa bucal alterados em
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individuos expostos a carcin6genos ou com leucoplasias e carcinoma
espinocelular. Foram encontradas em maior proporcao as células parabasais e
intermediarias nos grupos com lesGes e em menor proporcdo as ceélulas
superficiais nos individuos fumantes e alcoolistas se comparados com o0 grupo

controle.

Dentre as alteracfes celulares que ocorrem durante o processo da
carcinogénese, o aumento da relacao nucleo/citoplasma € bastante evidente e
pode ser observado antes dos primeiros sinais clinicos. Nesse contexto, outra
analise que pode ser realizada através da coloracdo de Papanicolau é a
citomorfometria, na qual se quantifica a relacdo nucleo citoplasma das células
encontradas no raspado citologico. (OGDEN; COWPE; GREEN, 1990; KHOT
et al.,, 2015). Estudos utilizando esta técnica observaram um aumento da
relacdo nucleo/citoplasma em individuos fumantes quando comparados a
individuos néo fumantes (NIVIA et al., 2015; KHOT et al., 2015). Além disso, a
literatura também mostrou um aumento significativo do didametro nuclear e uma
diminuicdo significativa do didmetro citoplasmético do raspado citolégico de

individuos fumantes se comparados ao de nao fumantes (NADAF et al., 2014).

A analise de AgNORs € outra técnica quantitativa que pode ser
empregada na analise citolégica. As Regibes Organizadoras Nucleolares
(NORs) sao sequéncias de DNA que codificam o RNA ribossémico. Quando
essas regides sdo ativamente transcritas, elas se associam a proteinas que
tém afinidade pela prata e aparecem como pontos pretos dentro do nucleo,
sendo entdo chamadas de AgNORs. A maior expressdao de AQNORSs no nucleo
celular é sinal de maior atividade proliferativa, consequentemente, maior a
necessidade de producdo de ribossomos para as células-filhas. Portanto, esta
técnica informa a velocidade do ciclo celular e ndo apenas a fracao de
crescimento (QUINN; WRIGHT, 1990; DERENZINI et al., 2000). Gedoz et al.
(2007) realizaram um estudo longitudinal que comprovou o0 aumento
progressivo da velocidade de proliferacdo celular em mucosa bucal de
pacientes fumantes. Ao mesmo tempo, demonstraram que 0 monitoramento
citopatolégico pode ser feito, mas o valor preditivo individual deve ser levado

em conta.
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Apesar dos avangos na pesquisa empregando citopatologia como
ferramenta de monitoramento e de diagndéstico de risco existe ainda a
necessidade de utilizacdo de testes mais precisos para verificar o potencial de
malignizacdo de forma individual (REIBEL, 2003). A deteccdo de alteracdes
genéticas pode ser um poderoso preditor de risco para o desenvolvimento do
cancer bucal. Como resultado, seria possivel identificar com mais precisdo
guais os pacientes devem ser acompanhados com maior frequéncia (ROSIN et
al., 2000).

1.3 Citopatologia para Obtencdo de DNA

O uso de amostra sanguinea € recorrente na area da genética molecular
sendo uma excelente fonte de DNA gendmico. No entanto, esse método de
coleta é menos aceito pelos pacientes e mais dificil de ser implementado em
estudos epidemiolégicos por fatores econdmicos ou logisticos. Nesse contexto,
a utilizacao de células epiteliais esfoliadas da mucosa bucal passou a ser uma
alternativa importante, tendo em vista que também funciona como uma fonte
promissora de DNA e podem apresentar mutacdes ndo visualizadas no
sangue. Estas células podem ser obtidas de maneira ndo invasiva, indolor e de
forma rapida. Além disso, trazem uma facil aceitacdo dos individuos, os quais
também podem praticar a auto-coleta (GARCIA-CLOSAS et al., 2001; HUANG
et al., 1999).

O procedimento de coleta das células epiteliais bucais pode ser feito de
duas maneiras: a seco ou com liquidos enxaguatérios. O método a seco utiliza
escovas citolégicas ou swabs de algoddo. Este € um método simples,
econdmico e a literatura mostrou uma menor sensibilidade das amostras ao
efeito do armazenamento em longo prazo. Além disso, ambos os tipos de
instrumentos de coleta a seco trouxeram quantidades de DNA similares. Em
contrapartida, a utilizacdo de enxaguatorios bucais, requer mais etapas de
processamento das amostras e possui um custo mais elevado (KING et al.,
2002).

Independentemente do protocolo de coleta, o DNA isolado de células
bucais pode ser usado com sucesso para realizar ensaios baseados na reacéao

em cadeia da polimerize (PCR). Huang e colaboradores (2002) utilizaram o
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raspado de células epiteliais da mucosa bucal para investigacdo do gene p53
por meio de PCR, uma das alteracdes genéticas mais frequentes nos canceres
humanos e também no cancer de boca. Sabe-se que durante a carcinogénese
e malignizacdo ha a ativacdo de prbé-oncogenes e a inativagcdo de genes
supressores de tumor, como p53. Através das células coletadas nos raspados
bucais, eles observaram que a inativacdo do gene p53 estd envolvida na
progressdo do cancer de boca. Porém, tendo em vista o grande numero de
mutagbes que possa ocorrer, a deteccdo de mutacdes pontuais em p53 como
especifica para CEC oral ndo parece ter grande utilidade (PEREZ-SAYANSM
et al., 2010).

Alves et al. (2017) avaliou o efeito do tabagismo crénico na expressao
dos genes de MLH1, MSH2 e ATM na mucosa oral de pacientes fumantes
cronicos sem alteracfes clinicas na mucosa, assim como em pacientes nunca
fumantes. Eles puderam concluir que a expressdo destes genes na mucosa
oral normal de fumantes crénicos foi reduzida. Os genes MLH1 e MSH2 estéo
envolvidos no reparo de erros no emparelhamento de bases de DNA e a perda
de suas respectivas proteinas devido a hipermetilacdo foi descrita em CEC oral
e € relatada como um dos primeiros eventos de progressao tumoral
(GONZALEZ-RAMIREZ et al. 2011; SENGUPTA et al. 2007). O gene ATM é
supressor de tumor e pertence ao grupo de genes de reparo de DNA. A
hipermetilagdo do gene ATM foi observada em um numero significativo de CEC
de cabeca e pescoco, nos quais 0s casos que exibem expressédo reduzida ou

ausente foram mais agressivos (Al et al., 2004).

Outra abordagem da citologia oral é a técnica de Hibridizac&o in situ
(FISH), a qual utiliza sondas de DNA marcadas com fluorescéncia para
detectar anomalias cromossdmicas. Vokac et al. (2014) utilizaram desta técnica
para avaliar se TERC e SOX2 - genes relacionados ao desenvolvimento de
CEC oral - sé&o marcadores apropriados para detecgédo precoce de carcinoma
espinocelular oral. Eles viram que as amplificacfes destes genes sdo comuns
em todos os carcinomas de células escamosas e sua visualiza¢do nos estagios
iniciais pode ser crucial para a detec¢cdo precoce e prognostico mais preciso

desta doenca.
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Os avancos da pesquisa na area da genética molecular proporcionaram
o melhor entendimento da patogénese de diversas doencas humanas e,
consequentemente, trazem grande aplicag&o clinica (KUCHLER et al., 2012). A
analise molecular pode ser a técnica chave para o diagnostico e tratamento do
cancer de boca. A mesma traz a possibilidade de um diagnostico precoce,
identificagdo de alteracdes antes que elas se tornem clinicamente visiveis e
avaliacdo de respostas aos diferentes tratamentos (PEREZ-SAYANSM et al.,
2010).

Para viabilidade da analise do DNA proveniente do raspado de células
da mucosa oral, 0o mesmo deve ser isolado logo apos a coleta, criopreservado
ou mantido em meios de preservacdo. O DNA degrada com o aumento do
tempo e temperatura (LUDES et al. 1993) Por isso, existe no mercado cartdes
e solucbes de preservacdo do DNA. Entretanto, nem sempre se tem acesso
imediato aos equipamentos necessarios e aos meios de preservacao
comercializados, os quais possuem um alto custo, o que pode inviabilizar a sua
utilizacdo em estudos epidemiologicos (GREEN et al., 2019; REEVE et al.,
2018). Nesse sentido, a utilizacdo de solucbes de preservacdo de DNA
formuladas em laboratoério, a um baixo custo e que garantam a viabilidade do

material coletado, € uma alternativa promissora nesta area.
1.4 Solucbes de Preservacdo de DNA

Existem formulacbes ou Kkits comerciais de armazenamento e
preservacdo de DNA por longo tempo. O SalivaGard DNA (Biométrica, San
Diego — Estados Unidos) utiliza a saliva como fonte de DNA e preserva seu
material por até 9 meses em temperatura ambiente. DNAgenotek kits (Ottawa —
Canada) também utilizam a saliva como fonte de DNA, mas garante a
preservacdao durante anos em temperatura ambiente. DNAgard Tissue
(Biomatrica, San Diego — Estados Unidos) protege o DNA de tecidos, células e
material de bidpsia por até 6 meses em temperatura ambiente. Isohelix DNA
Buccal Swabs (Isohelix, Harriestsham — Inglaterra) possui um swab e um tubo
coletor com solugdo de armazenamento, que mantém o DNA por até 3 anos.

Porém, esses produtos sao vendidos por um alto custo no mercado, tornando-
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se dificil a utilizacdo dos mesmos na area da pesquisa ou na aplicabilidade

clinica de rotina.

A ciéncia forense vem estudando solu¢bes ndo comerciais que sejam
capazes de preservar DNA. Situa¢cées como em desastres naturais em climas
tropicais exigem que as amostras sejam processadas rapidamente, a medida
que a degradacdo dos corpos € acelerada e a analise do DNA deve ser o mais
facil e eficiente possivel (ALLEN-HALL; MCNEVIN, 2012). Os principais
objetivos destas solucbes sdo evitar ou eliminar a atividade enzimética
(nucleases) que leve ao dano e degradacdo de acidos nucléicos e evitar a

degradacédo oxidativa, assim preservando o DNA (NAGY, 2010).

Existem compostos usualmente utilizados nessas solugbes de
preservacdo. H& séculos, o cloreto de sédio (NaCl) é utilizado como um
conservante. Na sua forma sélida, desidrata a amostra, inativando nucleases e
retardando o crescimento microbiano e na forma liquida, desnatura proteinas e
também inativa nucleases. Outros dessecantes, como a silica, tém efeito
semelhante. O &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) é um agente quelante
capaz de se ligar a ions metdlicos, que sdo necessarios para as nucleases
desempenharem suas funcdes, as quais sdo, consequentemente, paralisadas
ou retardadas. Detergentes como o Tween 20 também é utilizado com o
objetivo de lise celular e inativacao de proteinas. O dimetilsulfoxido (DMSO) é
outro composto frequentemente encontrado, mas seu papel ndo é preservar
diretamente o DNA. Em razdo de ser conhecido na industria quimica pela
promocdo da absorcdo dérmica de produtos com os quais € misturado, sua
funcdo na solucdo de preservacdo € aumentar a absorcdo dos outros
conservantes. O etanol remove a agua das amostras, desnatura proteinas e
nucleases e serve como um agente antimicrobiano. Além desses compostos, 0
uso de reagentes com o objetivo de tamponamento do pH da solugéo é muito
importante para a estabilidade do DNA e diminuicdo da sua taxa de

depurinacdo (NAGY, 2010; ALLEN-HALL; MCNEVIN, 2012).

Allen-hall e Mcnevin (2012) examinaram oito conservantes de tecidos,
sendo trés disponiveis comercialmente (RNAlater, DNA Genotek Tissue

Stabilising Kit and DNAgard) e cinco ndo comercializadas (sal, DMSO, etanol,
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etanol com EDTA e Tris-EDTANaCI-Tween20 - TENT buffer). Foram
comparadas a quantidade e a qualidade do DNA extraido diretamente do tecido
e da solucao conservadora na qual o tecido estava imerso, sendo as amostras
mantidas a 35°C por até 28 dias. A solucdo de DMSO foi capaz de produzir
perfis completos do DNA estudado tanto diretamente do tecido quanto da

solugao conservadora.

Se o0 ato de preservacao do tecido também liberasse o DNA em solucéo,
deixando-o pronto para reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o processo
poderia ser mais simplificado. Sorensen et al. (2015), explorou essa
possibilidade, adicionando solu¢cdes conservadoras de DNA em torno de
amostras de musculo humano fresco e em decomposicao. Eles formularam as
solucbes DMSO e TENT buffer e as compararam com solugbes ja
comercializadas (DNAgard - Biomatrica® - e DNA Genotek). Foi possivel obter
perfis de DNA do musculo fresco e decomposto preservado a 35 ° C por até 28

dias para todos os quatro conservantes.

Camacho-Sanchez et al. (2013) compararam diferentes solucdes de
preservacdo apropriadas para amostragem em campo e as testaram em
sangue e tecidos de rato. Eles compararam, para preservacdo de DNA, uma
solucéo formulada em laboratério e ndo comercializada chamada Nucleic Acid
Preservation (NAP buffer) com etanol 95% e tampao Longmire. O NAP buffer
obteve um desempenho um pouco melhor, mas o DNA de alto peso molecular
foi preservado em todas as condi¢cbes. Ou seja, eles puderam concluir que
quando a criopreservacdo é impossivel, o NAP buffer é uma alternativa
econdmica para preservacdo do DNA por pelo menos 10 meses. Menke et al.
(2017) também avaliou NAP buffer. Porém, para a investigacdo de
microbiomas gastrointestinais da vida selvagem por sequenciamento de nova
geracao. Eles comparam as fezes de ovelhas que foram mantidas por 10 dias
em NAP buffer e solucdes ja comercializadas e, no geral, NAP tinha melhores
gualidades de preservacao, tornando esse buffer uma solugdo valiosa em

estudos de microbiomas da vida selvagem.

Diante disto, podemos observar que solucbes de preservacao

formuladas em laboratério sdo tdo eficazes quanto os kits comerciais de
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preservacdao de DNA. No entanto, nenhuma dessas solugcbes foi testada em

relacdo a preservacdo do DNA de amostras citologicas de raspado bucal.
1.5 Analises da Quantidade e Qualidade do DNA

A andlise genética parte do principio que as moléculas de DNA de um
tecido podem ser extraidas de maneira simples através do uso de enzimas e
solventes organicos. Estes irdo permitir a segmentacdo do DNA dos outros
constituintes celulares, sendo possivel seu isolamento pelo processo de
centrifugacéo (PINHO, 2005).

Para a avaliacdo da quantidade e pureza do DNA gendmico obtido,
geralmente, a técnica da espectrofotometria é muito utlizada. O
espectrofotbmetro realiza a leitura da absorbancia da amostra em Vvarios
comprimentos de onda diferentes para avaliar a concentracdo e a pureza dos
acidos nucleicos. O comprimento de onda na faixa de 260 nanémetros €
quantitativo para preparacdo de acidos nucleicos. Ja as proteinas mostram
uma leitura de absorbancia na faixa de 280 nanGmetros. Por esse motivo, a
razdo entre o comprimento de onda de DNA e proteinas (260nm/280nm) indica
a pureza do 4cido nucleico da amostra extraida (GALLANGHER, 2017).

O espectofotbmetro NanoDrop € um sistema de retencdo de amostras
de microvolume que as analisa com alta precisdo e reprodutibilidade. Este
sistema funciona pela combinacdo da tensdo superficial da amostra que é
posicionada entre duas fibras oticas, permitindo a analise de pequenos
volumes e em altas concentracdes, dispensando dilui¢cdes. O total do tempo de
um ciclo de medicdo € extremamente curto e a preparacao para a leitura da
proxima amostra requer apenas a limpeza das superficies 6ticas. Ou seja, este
sistema €é muito viavel para todas as medidas espectrofotométricas
(DESJARDINS; CONKLIN, 2010; BRZOBOHATA et al., 2017).

Com o0s avangos nessa area experimental, surgiu também a analise
fluorescente de amostras de acidos nucleicos. Esta tecnologia também utiliza
do mesmo sistema de retencdo de amostras, permitindo medi¢Oes

fluorescentes com apenas 2 pL de material. O aparelho fluorébmetro Qubit mede
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a fluorescéncia de corantes especificos para o alvo de interesse. Ou seja,
mesmo em baixas concentragdes, esses corantes quando ligados as moléculas
alvo (DNA, RNA ou proteina) emitem fluorescéncia que é quantificada pelo
aparelho. Este método é mais sensivel que a espectrofotometria, tendo em
vista que a absorbancia em 260 nanbmetros pode ser lida por outras
macromoléculas e a precisdo para medi¢cdo em baixas concentracdes de DNA
e RNA é menor (BRZOBOHATA et al., 2017).

Dentre as etapas de analise do material genético, € fundamental a
amplificacéo do volume do DNA extraido. Através dessa técnica, € possivel a
amplificagéo de sequéncias de segmentos do DNA previamente determinado,
possibilitando seu estudo de diversas formas de acordo com a informacao
requerida. Nesse contexto, é necessario 0 conhecimento da sequéncia de
nucleotideos que compdem o segmento de DNA a ser estudado, sendo
importante também saber qual cromossomo estd contida e sua localizacao
dentro dele. Isto pode ser feito através do sequenciamento genético, o qual &
realizado por aparelhos sequenciadores, 0s quais estdo disponiveis em poucos
laboratorios e por um alto custo. Porém, pode ser feito através de uma técnica

bastante convencional chamada eletroforese (PINHO, 2005).

Para que a amplificacdo ocorra adequadamente € importante que o DNA
extraido esteja integro. A eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida tem
0 objetivo de separar moléculas através de géis com diferentes niveis de
porosidade. A migracdo das particulas acontece quando colocada uma
diferenca de potencial. As moléculas serdo separadas de acordo com o seu
tamanho, sendo que as maiores migrardo menos. Se o DNA submetido a
eletroforese estiver fragmentado, inUmeras bandas serao visualizadas ao invés
de uma Unica e integra banda (PINHO, 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a preservacdo do DNA de células bucais esfoliadas mantidas em
solucdes de preservacao formuladas em laboratério em comparacdo com uma

solucéo comercial e uma solucéo tampao.

2.2. Objetivos Especificos

e Comparar a concentracdo e pureza do DNA extraido e mantido
previamente em solugbes de preservacdo formuladas em laboratorio

com uma solugéo comercial e uma solucao tampéao;

e Avaliar a capacidade de preservacdo do DNA mantido nas diferentes

solucBes em diferentes tempos experimentais ao longo de um ano;

e Avaliar e comparar a capacidade de preservacdo do DNA mantido nas
diferentes solucdes sob duas condicbes de temperatura: temperatura

ambiente e a 4° Celsius (C);

e Comparar a integridade e a capacidade de amplificacdo do primer IFNA
entre o DNA extraido e mantido previamente em solucbes de
preservacao formuladas em laboratério com uma solucdo comercial e

uma solugéo tampéo.
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Resumo

Introducdo: o uso de testes mais especificos, que identifiquem
alteracdes génicas relacionadas ao cancer de boca pode ser um valioso
preditor de risco para a doenca. Para o desempenho desses testes em grande
escala populacional, as células esfoliadas da mucosa bucal funcionam como
uma fonte conveniente de DNA e o material coletado precisa estar viavel para
sua analise. Objetivo: Avaliar a preservacdo do DNA de células bucais
esfoliadas mantidas em solucdes de preservacdo formuladas em laboratério
em comparacdo com uma solucdo comercial e uma solucao tampao. Materiais
e métodos: foram manipuladas solu¢des de preservacdo de DNA: Nucleic Acid
Preservation Buffer (NAP), Dimethyl sulphoxide disodium-EDTA-satured NaCl
(DESS) e Tris-EDTA-NaCl-Tween20 buffer (TENT) e uma solucdo tampéao
phosphate buffered saline (PBS). Também foi utilizada a solucdo comercial
Liqui-PREP (LP). As células esfoliadas da mucosa jugal foram divididas em
cinco grupos: PBS, LP, NAP, DESS e TENT. As amostras foram mantidas em
temperatura ambiente ou a 4°C durante os tempos: imediato, 24h, 72h, 7 dias,
30 dias, 90 dias, 180 dias e 360 dias. O DNA foi extraido e foi analisado em
relacdo a sua concentragao, pureza integridade e capacidade de amplificacao
do primer IFNA. Resultados: a quantidade de DNA obtida flutuou ao longo do
tempo, mas em geral o PBS forneceu maiores quantidades, seguido das
solucdes DESS e TENT. Melhores niveis de pureza foram obtidos pela solugéo
PBS. A solugcdo DESS resultou em amostras com DNA integro, e o numero de
amostras com integridade aceitavel foi maior no periodo até 30 dias. A
amplificagdo por PCR para o primer IFNA foi possivel para amostras
armazenadas por até 7 dias. Concluséo: a solucdo DESS é a mais adequada
para a obtencdo de DNA a partir de amostras citoldgicas bucais e estas podem
ser armazenadas em 4°C ou temperatura ambiente por até 7 dias.
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3.1. Introducéo

O carcinoma espinocelular (CEC) de boca representa mais de 90% das
neoplasias malignas da cavidade oral (1,2). Em 2012, ocorreram 300.400
novos casos da doenca e 145.400 mortes no mundo, mostrando uma maior
incidéncia em homens do que em mulheres (3). Infelizmente, suas taxas de
sobrevida pouco se alteraram nas ultimas décadas, sendo de 50% em cinco
anos (4,5). Uma das justificativas para tal fato € o diagnéstico tardio. Uma vez
que detectado nos estagios iniciais da doenca, as taxas de sobrevida

aumentam para, aproximadamente, 80% a 90% (1).

Nesse sentido, novos métodos de diagndstico precoce ou rastreamento
sdo necessarios e a utilizacao de células epiteliais esfoliadas da mucosa bucal
passou a ser uma alternativa importante, tendo em vista que também funciona
como uma fonte promissora de DNA. Estas células podem ser obtidas de
maneira ndo invasiva, indolor e de forma rapida. Além disso, trazem uma facil
aceitacdo dos individuos, sendo um método de facil aplicagdo na pratica clinica
de rotina (6,7).

O procedimento de coleta das células epiteliais bucais pode ser feito de
duas maneiras: a seco ou com liquidos enxaguatorios. O método a seco utiliza
escovas citolégicas ou swabs de algoddo. Este € um método simples,
econdmico e a literatura mostrou uma menor sensibilidade das amostras ao
efeito do armazenamento em longo prazo. Além disso, ambos os tipos de

instrumentos de coleta a seco trouxeram quantidades de DNA similares (8)

O DNA advindo de células epiteliais esfoliadas da mucosa bucal pode ser
usado com sucesso para realizacao de ensaios baseados na reagcéo em cadeia
da polimeraze (PCR) (6,7). Através da coleta citolégica bucal ja foi possivel
observar que a inativacdo do gene p53 (gene supressor de tumor) esta
envolvida na progressao do cancer de boca (7). Além disso, que o tabagismo

cronico diminui a expresséo de genes de reparo de DNA (MLH1, MSH2 e ATM)
(9).
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Nessa perspectiva, a analise molecular pode ser a técnica chave para o
diagndstico precoce e tratamento do cancer de boca (10). Entretanto, o0 DNA
degrada com o aumento do tempo e da temperatura e para a sua viabilidade, o
mesmo deve ser isolado logo apds a coleta, criopreservado ou mantido em
meios de preservacdo (11). Porém, em diversas situacbes ndo ha a
possibilidade imediata de acesso aos equipamentos necessarios e os cartdes e
solucdes de preservagdo comercializados possuem um alto custo de mercado,
0 que pode inviabilizar a sua utilizacdo em estudos epidemiologicos ou em
grande escala populacional (12, 13). Nesse sentido, a utilizacdo de solucdes de
preservacdo de DNA formuladas em laboratorio, a um baixo custo e que
garantam a viabilidade do material coletado, é uma alternativa promissora

nesta area.

Diante disso, este estudo tem como objetivo comparar a capacidade de
preservacdo do DNA proveniente de células bucais esfoliadas, mantidas sob
diferentes tempos e temperaturas, de solucdes de preservacgao formuladas em
laboratério em comparacdo com uma solugcdo comercial e uma solucdo

tampéao.

3.2. Materiais e Métodos

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissédo de Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) e pelo comité de ética em pesquisa para seres humanos (n°
3.389.711). O seu conjunto de experimentos foi realizado no Ndcleo de
Pesquisa Basica em Odontologia, localizado na Faculdade de Odontologia da
UFRGS e na Unidade de Andlises Moleculares e de Proteinas (UAMP) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Solucdes de Preservacgéao

Foram manipuladas trés diferentes solugcbes de preservacdo de DNA,
sendo elas: Nucleic Acid Preservation Buffer (NAP Buffer), Dimethyl sulphoxide
disodium-EDTA-satured NaCl (DESS) e Tris-EDTA-NaCl-Tween20 buffer
(TENT buffer). A solugdo NAP Buffer consistiu de EDTA dissédico dihidratado

0.019M (Dinamica Quimica Contemporanea, Indaiatuba, Brasil- 91001), citrato
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de sdédio dihidratado 0.018M (Dinamica Quimica Contemporanea — 95602),
sulfato de amdénio 3.8M (Dindmica Quimica Contemporanea — 83521) e acido
sulfarico (NEON, Suzano, Brasil — 40670) para ajuste do pH 5.2 (Camacho-
Sanchez, 2013). A solucdo DESS foi composta por 0.25M de EDTA dissédico
(Dindmica Quimica Contemporanea — 91001), 20% de DMSO (Sigma Aldrich,
Darmstadtt, Alemanha — RNBD3327) e cloreto de sodio para saturagdo (Sigma
Aldrich — SLBR9752V) (Allen-Hall; McNevin, 2012; Sorensen et al., 2015). Por
altimo, a solucdo TENT Buffer consistiu de 10 mM de Trizma base (Sigma-
Aldrich — SLBLO891V), 10 mM de EDTA (Dinamica Quimica Contemporanea —
91001), 100 mM de cloreto de sédio (Sigma Aldrich — SLBR9752V) e 2% de
Tween 20 (Dako, Santa Clara, Estados Unidos — 10078013) (Allen-Hall;
McNevin, 2012; Sorensen et al., 2015). Além destas, também foi manipulada a
solucéo tamponada fosfato salina (PBS — LB LABORCLIN — 50603010). Todas
foram filtradas, aliquotadas e mantidas em temperatura ambiente.

A solugéo LiquiPREP™ ( LGM International, Inc, Melbourne, Estados
Unidos) (P0702216V), a qual é comercializada para o desempenho de citologia
liquida, também foi utilizada tendo em vista que, segundo o fabricante, ela é

capaz de preservar DNA.
Coleta das Amostras Citoldgicas

Com o auxilio de escovas citolégicas, as coletas de células esfoliadas da
mucosa jugal foram realizadas, sendo desempenhadas 15 coletas a cada 7
dias até completar o total de 225 coletas. A mucosa jugal do lado esquerdo e
direito era intercalada, sendo realizado 10 giros com a escova citolégica por
vez. As células coletadas eram soltas por 30 segundos contra a parede de um
tubo do tipo eppendorff contendo uma das solucdes. Prévio as coletas, o
voluntéario realizou bochecho com agua por 1 minuto e o mesmo examinador
(JSN) realizou todas as coletas. O voluntario consentiu com o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido apresentado (Anexo 1).

As amostras foram divididas em cinco grupos de acordo com as diferentes
solugdes, sendo eles: PBS, LP, NAP Buffer, DESS e TENT Buffer. Os mesmos
foram mantidos em duas condicbes de temperatura - temperatura ambiente

(TA) e 4° Celsius (C) - durante oito diferentes tempos prévios a extracdo de
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DNA, sendo eles: imediato, 24 horas (h), 72h, 7 dias (d), 30d, 90d, 180d e

360d. Todos os ensaios foram realizados em triplicata (Figura 1).

Amostras
n=225
Imediato 24h 72h 7 dias 30dias 90 dias 180 dias 360 dias
n=15 n=30 n=30 n=30 n=30 n=30 n=30 n=30
TA 4°C TA 4°C TA 4°C TA 4°C TA 4°C TA 4°C TA 4°C
n=15% n=15 n=1% n=l5 n=15 n=15 n=15 n=15% n=1% n=1l5 n=15% n=15 n=15 n=1%
|
PBS LP NAP DESS TENT
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Figura 1. Fluxograma mostrando as condi¢des de armazenamento das amostras. TA: temperatura
ambiente; PBS: solucéo tamponado fosfato salina; LP: Liqui-Prep; NAP: Nucleic Acid Preservation Buffer;
DESS: Dimethyl sulphoxide disodium-EDTA-satured NaCl; TENT: Tris-EDTA-NaCl-Tween20 buffer.

Extracdo do DNA

Ao completar os devidos tempos, a extracdo do DNA foi realizada com o
kit QlAamp DNA mini Kit (QiagenGmbH, Hilden, Germany), de acordo com as
instrucdes do fabricante para extracdo de amostras citoldgicas de raspado
bucal. No final, cada amostra apresentava um volume de 150ul de solucdo

contendo o DNA.
Quantificacdo e Pureza do DNA

A pureza do DNA amostral foi mensurada através do espectrofotbmetro
de microvolume NanoDrop (Thermo Scientific). A raz&o entre 0s picos
260nm/280nm indicou a pureza do DNA amostral, sendo considerado puro um
valor entre 1.8 e 2.0. Para isso, 1,5yl do DNA amostral foi dispensado no
pedestal do aparelho e a leitura foi realizada. A quantificacdo do DNA foi
mensurada através do aparelho de quantificacdo fluorométrica Qubit 2.0
(Thermo Scientific). Para a realizagéo desta, foi utilizado o Qubit DNA Assay Kit
(Thermo Scientific) conforme as instru¢ées do fabricante, sendo adicionado

10ul de DNA amostral para cada leitura.

Andlise da integridade do DNA
A andlise da integridade do DNA amostral foi verificada por eletroforese

em gel de agarose, sendo realizado um gel de agarose a 1%. Para isso, 0 p6



25

de agarose (KASVI) foi pesado e diluido em TBE 1x (KASVI) e misturado com
SybrSafe (Thermo Scientific). Em uma cuba horizontal, o gel foi disposto e em
cada poco foi pipetado 50ng de DNA misturado ao brometo de etideo 6x
concentrado. Foi realizada a corrida a 80v, 300mA por 40 minutos e, ao final, o
gel foi visualizado e fotografado. As amostras que continham concentracfes
menores que 187,5ng/150ul ndo puderam ser adicionados ao ensaio por baixa

concentragao.
Amplificagcéao por PCR

A reacao de PCR foi realizada num volume total de 20puL contendo 10ng
de DNA, primer IFNA (R: GTAAGGTGGAAACCCCCACT;
F:FAMTCGGCGTTAAGTTAATTFGTT), solucdo tampdo, oligonucleotideos,
enzima Taq DNA Polimerase e 14,3ul de agua ultrapura. Apenas uma das
amostras de cada triplicata foi selecionada para desempenhar o ensaio. Para
isso, foram selecionadas as amostras com concentracdo mais alta e melhores
valores de pureza. Foi padronizada a concentracao de 10ng/pl de DNA para a
reacao e, por este motivo, solu¢cdes com valores inferiores a 110ng/150ul foram
excluidas do ensaio. A amplificacdo do primer consistiu em 30 a 35 ciclos com
desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento em 55°C por 60 segundos
e extensdo a 72°C por 60 segundos. Em seguida foi realizada a eletroforese
em gel de agarose a 2%, com os mesmos padrées descritos acima. Porém, foi
adicionado um ladder em cada gel para verificacdo de amplificagcdo de banda
na altura de 150bp.

Analise Estatistica

Os dados do presente estudo foram computados no Programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) e a normalidade da distribuicdo dos
dados obtidos nos diferentes desfechos foi testada pela analise de histogramas
e pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os valores da concentracdo do DNA
foram avaliados por média e desvio padrao, e os grupos comparados pelo teste
ANOVA seguido do teste Post Hoc de Tukey. Os dados qualitativos referentes
a pureza, amplificacdo do primer IFNA e da fragmentagcdo de DNA foram

analisados de forma descritiva.

3.3. Resultados
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A tabela 1 mostra as médias de concentracdo de DNA em 150uL de
amostra. As solugbes PBS, DESS e TENT mostraram uma flutuagdo dos
valores de concentracdo de DNA nas diferentes temperaturas ao longo de um
ano. Porém, para a solucdo TENT essa diferenca ndo foi estatisticamente
significante. Para solugéo LP, a manutengc&do em 4°C foi importante, mas com o
passar do tempo, as concentracbes foram diminuindo constantemente
(p<0,05). Para solucdo NAP, em ambas as temperaturas, as concentracoes
foram inferiores as médias das outras solu¢cdes. Porém, em TA nos tempos
72h, 7d e 30d houve um aumento de concentragcdo se comparados aos outros
tempos (p<0,05). De maneira geral, as maiores quantidades de DNA foram
obtidas através da solucdo PBS, tanto em temperatura ambiente quanto em
4°C. Nos tempos inferiores a 30 dias, em 4°C ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre as solucbes e em TA o PBS mostrou
maiores quantidades nos tempos 24 e 72 horas (p<0,05). Em 30 dias de
preservacao, a solugdo DESS mostrou valores consideraveis de concentracéo
de DNA, sendo estatisticamente superiores as outras solucées em 4°C e em
TA (p<0,05).

Em relacdo a pureza das amostras a tabela 2 mostra, de maneira geral,
os melhores niveis de pureza dentro de até 30 dias. A solucdo PBS apresentou
melhores resultados em relacdo as outras solugdes, independentemente da
temperatura. Os piores valores de pureza foram observados para as solucdes
NAP e TENT. A solucdo LP mostrou-se sensivel em relacdo a temperatura,

pois apresentou melhor pureza quando mantida a 4°C.



Tabela 1. Concentracao total de DNA (ng) obtida nos diferentes tempos nas duas condi¢des de temperatura— média + DP (n=3).
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Solugdo Imediato 24h 72h 7d 30d 90d 180d 360d P
PBS 267(+148,5) 249(55 5)a 852(+183)a 508,5(+339) 348(x210)a,c 466,5(+262,5)a 363(x75)a 930(x523,5)a =0,05
LP 318(x129)A 63(+10,5)b;B 63(+16,5)b;B 54(+22,5)B 30(x27)a,b;B 1,5(x0,51)b,c;B 0,075(x0,00)b;B 0,79(x1,24)b;B <0.0001
NAP 96(+33)A,C,D.E 49,5(+105)b;ACD,E  271,5(31,5)b;B,D 258(+91,5)D 186(+303)a,c;A,D 61,5(x24)b,c;A,C 36(x21)b;E,C 64,5(x36)b,C;A,C <0.0001
TA
DESS 231(+205,5)A,C 153(x72)a,b;A,C 411(+121,5)b;A,C 750(x337,5)A,B 555(x303)C;A,C 187,5(x73,5)a,c;A,C 135(+79,5)b;C 213(+280,5)a,c,;A,C 0,02
TENT 186(+142,5) 190,5(+105)a,b 357(x228)b 487 5(+450) 162(+40,5)a,c 127,5(x90)a,c 360(x144)a 49,5(+43 5)b,c >0,05
p 0,05 <0,05 0,0007 >0,05 0,03 0,01 0,0005 0,0086
PBS 267(+148,5)A 364,5(x234)A,C 370,5(x237)A,C 228(+61,5)A,B 454,5(x120)a;:A,C 708(+445,5)a;A,C 1072,5(+505,5)a;C 376,5(x93)/A,C 0,03
LP 318(x129)A 370,5(x160,5)A,D 204(x97,5A,B,C,D  2085(x118,5)A,B,C.D 106,5(x18)b;B,C 75(31,5)b;A,C 31,5(x7,5)b;C 33(+19,5)C 0,0018
a2oc  NAP 96(+33) 81(51) 93(+45) 78(+36) 118,5(x99)b 52,5(x22,5)b 70,5(x22,5)b 82,5(+37,5) >0,05
DESS 231(+205,5) 591(+462) 340,5(x174) 207(+90) 718,5(x159)a,c 135(x30)b 144(+19,5)b 334,5(+184,5) =0,05
TENT 186(+142,5) 349,5(+135) 415,5(+94,5) 120(+39) 397,5(x163,5)a,b 277,5(x144)a,b 106,5(x27)b 331,5(x250,5) >0,05
p 0,05 0,05 >0,05 >0,05 0,0006 0,01 0,001 =0,05

Letras mindsculas: diferenca entre o mesmo tempo; letras mailsculas:diferenga entre a mesma solugéo; ANOVA, post-hoc Tukey
TA: temperatura ambiente; PBS: solugéo tamponado fosfato salina; LP: Liqui-Prep; NAP: Nucleic Acid Preservation Buffer; DESS: Dimethyl sulphoxide disodium-EDTA-satured NaCl; TENT: Tris-EDTA-NaCl-

Tween20 buffer;
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Solugao Imediato 24h 72h 7d 30d 90d 180d 360d
PBS 2,24(+0,46) 2,17(0,74) 2,55(+0,41) 2,13(x0,38) 1,85(0,16) 1,93(+0,72) 1,67(+0,16) 1,64(+0,11)
LP 2,09(0,37) 2,23(0,28) 2,61(+0,46) 2,21(+1,64) 1,82(+0,50) 1,79(+0,03) 1,57(+0,71) 1,42(+0,30)
NAP 1,72(+0,13) 2,71(0,38) 2,03(+0,31) 2,33(0,73) 2,13(+0,36) 2,62(0,74) 0,92(+0,23) 1,19(+0,25)
DESS 2,75(x0,12) 2,06(+0,34) 2,26(+0,43) 2,18(x0,06) 2,32(x0,24) 2,00(0,32) 1,56(+0,33) 1,75(0,19)
TENT 2,27(+0,47) 3,58(0,60) 2,26(+0,50) 3,03(0,87) 2,06(0,24) 2,30(0,46) 2,81(0,82) 1,55(+0,50)
4°C  PBS 2,24(+0,46) 2,04(0,18) 1,67(0,20) 2,08(x0,39) 2,15(x0,60) 2,31(x0,24) 2,04(+0,07) 1,72(+0,37)
LP 2,09(0,37) 1,71(20,31) 2,16(+0,41) 2,18(x0,50) 1,94(+0,37) 1,91(20,03) 2,87(0,68) 1,18(+0,65)
NAP 1,72(+0,13) 1,95(+1,02) 1,57(0,67) 2,45(0,67) 1,57(+0,04) 2,20(0,18) 2,50(1,10) 1,13(0,12)
DESS 2,75(x0,12) 2,12(x0,15) 1,61(+0,37) 3,02(x0,56) 2,02(x0,17) 2,31(x0,20) 2,72(+0,57) 1,50(+0,24)
TENT 2,27(+0,47) 1,88(+0,33) 2,31(1,18) 2,28(+0,48) 1,58(+0,29) 2,25(+0,33) 2,77(0,76) 1,53(0,10)

TA: temperatura ambiente; PBS: solugéo tamponado fosfato salina; LP: Liqui-Prep; NAP: Nucleic Acid Preservation Buffer; DESS: Dimethyl sulphoxide disodium-EDTA-satured NaCl; TENT: Tris-
EDTA-NaCl-Tween20 buffer;
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Para a analise da integridade do DNA, as amostras que continham
concentracbes menores que 187,5ng/150ul ndo puderam ser adicionados ao
ensaio devido a baixa concentracdo. A solucdo PBS obteve maior numero
amostras analisadas, seguida pela solucdo DESS, TENT, LP e NAP,
respectivamente. O DNA foi considerado com integridade aceitavel quando as
bandas mostravam intensidade forte ou moderada e o “smear” era fraco ou
inexistente. Dentre as amostras mantidas em temperatura ambiente e 4°C por
tempo menor ou igual a 30 dias, a solucdo DESS apresentou DNA com melhor
integridade se comparada as outras solucdes (Figura 1 — A e C). Para a
manutenc¢ao por tempo maior que 30 dias, em temperatura ambiente, a solucao
DESS continuou mostrando resultados melhores de integridade, mas o numero
de amostras analisadas foi baixo (Figura 1 — B). Para 0 mesmo tempo e
manutencdo em 4°C, a solucdo PBS mostrou melhores resultados se
comparada as outras solu¢des, mas seu humero de amostras com DNA integro
foi baixo se comparado ao nimero de amostras analisadas para a mesma
solucéo (Fig 1 — D). Dentre as poucas amostras analisadas para as solucdes
LP e NAP, a integridade do DNA era baixa (Figura 2).

As amostras mantidas nas solucdes PBS, DESS e TENT por até 7 dias,
tanto em TA quanto em 4°C, amplificaram o primer IFNA. ApOs esse periodo,
houve perda da qualidade de amplificacdo. Apenas as amostras mantidas em
4°C por até 30 dias puderam ser submetidas a amplificacdo para o grupo LP.
ApoOs esse periodo, a concentracdo de DNA nado era suficiente para
desempenho da andlise. As amostras do grupo LP preservadas por 72h e 7d
em 4°C amplificaram o primer IFNA. Assim como este grupo, as amostras
preservadas na solugcdo NAP amplificaram o primer IFNA apenas nos tempos

72h e 7d, mas isso ocorreu tanto em 4°C quanto em TA (Figura 3).
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Figura 2. Analise da integridade do DNA: os gréaficos representam o nimero de amostras analisadas e
integridade de DNA aceitavel por solugdo em TA e 4°C por tempos <30 dias e >30 dias; as imagens sao
representativas das bandas mostradas por cada solugdo em TA e 4°C por tempos <30 dias e >30 dias.
TA: temperatura ambiente; 4°C: 4° Celsius; PBS: solu¢do tamponado fosfato salina; LP: Liqui-Prep; NAP:
Nucleic Acid Preservation Buffer; DESS: Dimethyl sulphoxide disodium-EDTA-satured NaCl; TENT: Tris-
EDTA-NaCl-Tween?20 buffer;
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7D 1 4°C . 30D/ TA 30D 7 4°C

PBS NAP DESS TENT| PBS LP NAP DESS TENT PBS NAP DESS TENT|(PBS LP NAP DESS TENT)

Figura 3. Qualidade de amplificagdo em até 7 dias e apos 30 dias. TA: temperatura ambiente; 4°C: 4°
Celsius; PBS: solu¢do tamponado fosfato salina; LP: Liqui-Prep; NAP: Nucleic Acid Preservation Buffer;
DESS: Dimethyl sulphoxide disodium-EDTA-satured NaCl; TENT: Tris-EDTA-NaCl-Tween20 buffer;

3.4 Discussao

A deteccdo do CEC nos estagios inicias aumenta consideravelmente a
sua taxa de sobrevida e a andlise molecular pode trazer grande contribuicdo
para o diagndstico precoce e tratamento desta doenca (1,10). As células
esfoliadas da mucosa bucal sdo uma fonte promissora de DNA e as mesmas
podem ser obtidas de maneira conveniente (6,7). Porém, para sua analise, o
DNA deve ser isolado imediatamente, criopreservado ou mantido em meios de
preservacao, ja que o mesmo degrada com o aumento de tempo e temperatura
(11). Tendo em vista que existem situacdes nas quais ndo ha acesso aos
equipamentos necessarios e o0s cartbes e solucbes de preservacao
comercializados possuem um alto custo de mercado, esse estudo avaliou a
capacidade de preservacdo do DNA proveniente de células esfoliadas da
mucosa bucal mantidas em solu¢des formuladas em laboratério sob diferentes

tempos e temperaturas de armazenamento.

Nedel e colaboradores avaliaram a qualidade do DNA proveniente de
células bucais coletadas por raspado bucal comparando a integridade das
amostras mantidas por 72h em TA e 4°C sem meio de preservacado e extraidas
imediatamente. Foi possivel notar que o DNA apresentou degradacdo mesmo
sendo preservado em geladeira. Por isso, a importancia de um meio de

preservagao das amostras coletadas (14).

A solugcéo PBS é uma solugcédo tampéo, fosfato salina, de baixo custo a
qual pode ser utilizada na coleta das células do raspado bucal, tendo em vista

gque nao é toxica as mesmas. Porém, o material coletado deve ser logo
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processado ja que esta solucdo ndo possui outros componentes além de agua
e fosfato de sédio (15). Neste estudo, as amostras coletadas e armazenadas
em PBS mostraram as melhores concentragbes de DNA ao longo de um ano,
tanto em TA quanto em 4°C e, de maneira geral, a pureza das mesmas
também variou entre o0s valores considerados positivos. Como as
concentragdes de DNA foram altas, a maioria das amostras pode ser analisada
quanto a sua integridade e capacidade de amplificacdo do primer IFNA.
Entretanto, a qualidade do DNA em relacdo a sua integridade € baixa,
mostrando uma pequena melhora para as amostras preservadas em 4°C e
também nos periodos maiores que 30 dias. Isto pode ser indicativo de
contaminacéo bacteriana, ja que ndo houve amplificacdo do primer IFNA nos

periodos maiores que 7 dias.

A citologia liquida possibilita a realizacdo de varias técnicas além da
citologia convencional como: imunocitoquimica, hibridizacédo in situ e analise
molecular. A maioria destes liquidos de preservacao sdo a base de alcool e o
formaldeido também pode ser adicionado para melhora da preservacao da
morfologia celular. No entanto, a presenca de formaldeido pode diminuir
notavelmente a sensibilidade de deteccdo de acido nucleico (16). Nesse
estudo, utilizamos o Liqui-PREP para preservacdo do DNA das células
coletadas. Segundo o fabricante, este liquido contém uma mistura diluida em
menos de 20% de alcool e pode ser utilizado para biologia molecular, ja que
evita 0 crescimento bacteriano, estabilizando a amostra por até 60 dias em até
30°C. No entendo, de maneira geral, os resultados obtidos com esta solucao
ndo foram satisfatérios. Foi possivel notar uma influéncia importante da
temperatura nas amostras coletadas e mantidas em LP. A manutengdo em 4°C
mostrou concentracdo de DNA mais alta e melhores valores de pureza. Além
disso, apenas as amostras mantidas em 4°C por até 7 dias puderam ser
submetidas aos ensaios para avaliacdo da integridade. Porém, apenas o DNA
extraido imediatamente ap6s a coleta apresentou-se integro. Mesmo com
esses resultados, houve amplificacdo do primer IFNA nos tempos 72h e 7d em
4°C, mostrando que uma baixa concentracdo de DNA é capaz de desempenhar

um ensaio de PCR efetivo.
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Camacho-Sanchez, Burraco, Gomez-Mestre e Leonard (2013) (17)
avaliaram a capacidade de preservacdo de DNA advindo de amostras de
diferentes 6rgédos de ratos, mantidos em diferentes solu¢des formuladas em
laboratdrio e comercializadas, sendo uma delas o NAP buffer. Estas amostras
foram mantidas em temperatura ambiente por 7 semanas e 10 meses e as
médias de concentracdo de DNA observadas para a solucao foram de 70ng/ul
e 50ng/ul, respectivamente. Além disso, eles também avaliaram a integridade
deste DNA, o qual mostrou bandas bem marcadas com “smears” fracos em
amostras mantidas por até 7 semanas em temperatura ambiente. Entretanto,
no presente estudo, a solu¢cdo NAP apresentou uma média de concentracao de
DNA baixa e a poucas amostras mostraram valores de pureza dentro do ideal.
Ao contrario da solucdo LP, houve uma pequena melhora de concentracdo e
pureza nas amostras mantidas em temperatura ambiente. No entanto, o DNA
analisado nédo apresentou integridade desejada. Mesmo assim, houve
amplificagéo do primer IFNA para as amostras preservadas por 72h e 7d em
TA e 4°C. A diferenca entre o presente estudo e o citado acima pode ser
explicada pelo tipo de amostra analisada, ja que o mesmo foi avaliado em
fragmentos de tecido onde a quantidade celular e consequentemente de DNA é

maior.

Outra solucéo formulada no presente estudo foi a solucdo DESS, a qual
mostrou um bom desempenho. As concentragcdes de DNA foram boas até 30
dias de preservacgdao, tanto em TA quanto em 4°C. Isto € acompanhado por um
DNA bastante integro para ambas as condi¢cdes de temperatura. No entanto,
mesmo com esses resultados positivos em até 30 dias de preservacdo, nao
houve amplificacdo de qualidade do primer IFNA para periodos superiores a 7
dias, tanto em TA quanto em 4°C. Allen-Hall e McNevin (2012) (18)avaliaram a
capacidade de preservacdo de DNA para amostras de tecido muscular
mantidas nas solucbes TENT e DESS por até 28 dias em 35°C e concluiram
que a solucdo DESS foi capaz de produzir perfis completos de genotipagem
em até 28 dias de preservagdo, mas a solugdo TENT apresentou perfis
parciais. Mesmo que essa analise ndo tenha sido realizada no presente estudo,

esse resultado de efetividade da solugcdo DESS por aproximadamente 30 dias
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e pouca efetividade da solucdo TENT para preservacdo do DNA vai ao

encontro dos nossos resultados encontrados.

A solucdo TENT obteve concentracbes de DNA favoraveis para o
desempenho de todas as analises. Porém, seus valores de pureza fogem do
ideal e o DNA preservado apresenta-se pouco integro. Mesmo assim, houve
amplificacdo do primer IFNA por até 7 dias de preservacdo. Sorensen et al.
(2015) (19) exploraram a ideia de obter perfis de DNA sem a extracdo prévia ao
PCR através de amostras de tecido muscular humano fresco e de cadaveres.
Estas amostras foram colocadas nas solu¢cdes DESS e TENT e mantidas em
TA por até 28 dias. Eles concluiram que ambas as solu¢cbes de preservacao
foram capazes de amplificar o DNA sem a extragdo prévia do mesmo. No
presente estudo, mesmo nédo realizando a amplificacdo sem extracdo prévia,
ambas as solu¢Bes também foram capazes de amplificar DNA, mas por um

periodo mais curto de preservacao.

A coleta de amostras para extracdo de DNA é um procedimento critico,
pois consome muito tempo e pode envolver aspectos éticos. E, portanto,
desejavel que esse procedimento se torne mais simples, barato e produza
quantidades de DNA suficientes para o desempenho da PCR (20). A tabela 3
resumo o desempenho das solucfes a partir das analises realizadas. Podemos
concluir que as solucdes LP, NAP e TENT n&o sdo adequadas para a
preservacdo de DNA obtido por citopatologia bucal. Independentemente da
solucdo de preservacdo estudada, observamos que o tempo de
armazenamento € critico, pois para a maioria das solucdes observamos uma
diminuicdo da quantidade de DNA obtida e principalmente da integridade do
DNA. Portanto, ndo foi possivel obter amplificacdo por PCR adequada em
tempos maiores a 7 dias. A temperatura de armazenamento por outro lado nao
parece ser um fator critico para as solugbes DESS e PBS. Isto é positivo, ja
que facilita a logistica de obtencdo e armazenamento de amostras.
Considerando por fim, a integridade de DNA obtido, concluimos que a solucao
DESS € a mais adequada para a obtencdo de DNA a partir de amostras
citolégicas bucais e estas podem ser armazenadas em 4°C ou TA por até 7

dias.
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Tabela 3. Desempenho de cada solucao em relagdo as variaveis estudadas. Os simbolos em
verde mostram resultados positivos e os em vermelho resultados negativos.

TA A N N J Y X
PBS
4°C A v NP NP ¥ X
TA X X X X X X
LP
a°C X Y N X A X
A X X N2 X v X
NAP
4°c X X N2 X Y X
TA A X N ! N X
DESS
4 A X Y Y Y X
A A X NP NP | X
TENT
4°c v X N N NS X

PBS: solucdo tamponado fosfato salina; LP: Liqui-Prep; NAP: Nucleic Acid Preservation Buffer; DESS: Dimethyl
sulphoxide disodium-EDTA-satured NaCl; TENT: Tris-EDTA-NaCl-Tween20 buffer; T: temperatura; TA: temperatura
ambiente; 4°C: 4° Celsius; [ ]: concentragéo do DNA
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O céancer de boca apresenta uma taxa de sobrevida de 50% em 5
anos, a qual aumenta, consideravelmente, se a doenca é diagnosticada nos
estagios iniciais. Nesse sentido, pesquisas voltadas para prevencédo da doenca
e, consequentemente, seu diagnostico precoce sdo de extrema importancia.
Infelizmente, o tratamento do cancer de boca ainda é limitado e na maioria das
vezes 0s pacientes sdo submetidos a cirurgias radicais, aumentando muito a
morbidade da doenca. Novos métodos de diagnéstico sdo necessarios para
que haja alteracdo destes dados (GUNERI; EPSTEIN, 2014; D’'SOUZA;
ADDEPALLI, 2018; (VOKAC et al., 2014). Por isso, buscamos biomarcadores
moleculares que identifiguem individuos de maior risco ao desenvolvimento

destas lesoes.

Para tanto, protocolos bem estabelecidos para obtencdo de amostras de
DNA sdo necesséarios para que as analises sejam desempenhadas com
sucesso. Para que testes genéticos sejam acessiveis a toda populagcédo e
repetidos de maneira sistematica, 0 mesmo deve possuir um baixo custo e ser
desempenhado com facilidade (LUDES et al. 1993; GREEN et al., 2019;
REEVE et al., 2018). Nestes estudo, avaliamos a capacidade de preservacao
de DNA de solucbes formuladas em laboratério, as quais tem um custo viavel
para aplicacdo em escala populacional e as amostras coletadas para obtencao
de DNA foram de raspado citolégico bucal, ou seja, metodologia que

proporciona conveniéncia para desempenho.

Uma das solugbes analisadas, a solucdo DESS, proporcionou
preservacdo de DNA de qualidade e com capacidade de desempenho da
amplificacdo do primer IFNA para as amostras armazenadas em temperatura
ambiente ou 4°C por até 7 dias. A capacidade de preservacdo em temperatura
ambiente € muito importante para melhor aplicabilidade desta solucédo. Os
resultados relacionados ao tempo de preservacao podem ter sido influenciados
pela concentracdo de DNA para o desempenho de ensaio de PCR, a qual
poderia ser mais alta. Além disso, as amostras passaram pelo processo de
congelamento e descongelamento algumas vezes até que todos 0s ensaios

fossem realizados. Isto pode ter gerado degradacdo do DNA. Uma limitacdo
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importante do nosso estudo € a diluicdo das amostras. As amostras deveriam
ser diluidas em uma menor quantidade de buffer para que ficassem mais

concentradas e os ensaios fossem desempenhados com maior facilidade.

A solucdo PBS apresentou as melhores concentracbes de DNA e
também foi capaz de amplificar o primer IFNA por até 7 dias. Mesmo assim,
estas amostras podem estar contaminadas por outros microoganismos ja que
nao possui nenhum componente que favoregca a preservacdo do DNA na sua
formulacdo. Nesse sentido, como perspectiva futura, pretendemos realizar o
ensaio da PCR com um primer bacteriano para avaliar a capacidade de

amplificacdo do mesmo em todas as amostras.

A sequéncia desse estudo buscara avaliar o custo de cada solucédo e
também o uso de outro kit ou método de extracdo de DNA de menor custo.
Essas sdo questdes importantes para justificar a utilizacdo destas solucdes e
também a possibilidade de aplicacdo em grande escala.
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6. ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro participante,

Esta pesquisa, cujo titulo é “COMPARACAO DE DIFERENTES
SOLUC@ESPARA PRESERVA(;AO DO DNA DE AMOSTRAS CITOLOGICAS
BUCAIS” sera realizada na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) e tem como objetivo comparar a capacidade de
preservacdo do DNA proveniente de células bucais de solucbes de
preservacdo formuladas em laboratério em comparacdo com uma solucdo
comercial e uma solucdo tampéo. Se vocé concordar em participar do estudo,
tera sua boca examinada e terd células coletadas, aplicando uma pequena
escova ha sua mucosa da bochecha para obtencdo de amostras de células
para posterior obtencdo de DNA. Vocé tera que submeter-se a raspados da
parte interna da bochecha em 8 periodos diferentes, com intervalos de 7 dias,
totalizando 2 meses de participacdo no estudo.

O método de coleta de células bucais utilizado neste estudo € néo
invasivo e ndo causa nenhum dano, porém h& o risco de haver algum
desconforto durante a raspagem para coleta de células da bochecha. Serdo
utilizados materiais descartaveis e esterilizados, portanto, sem riscos
adicionais. Nao h& beneficios diretos para vocé. O beneficio indireto é a
identificacdo de uma solucdo que preserve o DNA adequadamente para
realizacdo de estudos futuros sobre o risco de desenvolver cancer de boca,

potencialmente diminuindo a mortalidade causada por essa doenca.

A participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatéria. Caso vocé decida nado participar, ou ainda, desistir apés a
assinatura desse Termo, ndo haverd nenhum prejuizo ao atendimento que
VOCcé recebe ou possa vir a receber na instituicdo. Vocé podera entrar em
contato a qualquer momento para conhecimento dos resultados obtidos com a
utilizacdo das suas amostras. Além disso, fica assegurado o direito ao sigilo de

todas as informacg0des coletadas.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo na

pesquisa e ndo haverd nenhum custo com respeito aos procedimentos
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envolvidos. Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa,

vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel, Fernanda Visioli, pelo telefone (051) 981378940, ou com o Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, o
telefone para contato é: (51) 33083738.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e

seu responsavel e outra para os pesquisadores.

Eu, (Assinatura do participante),

declaro que fui informado dos objetivos e procedimentos que seréo realizados
nesta pesquisa, bem como sei dos meus direitos e dos deveres dos

pesquisadores. Declaro, ainda, que recebi uma copia deste Termo.

Nome Completo:

Telefone:

Pesquisador Responsavel:

Assinatura:

Porto Alegre, de de 201 .




