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“Descobrir como € bom chegar quando se tem paciéncia.
E para se chegar onde se quer que seja ndo € preciso dominar a forma, mas a razo.
E preciso antes de mais nada querer. S6 ndo conseguimos quando nao tentamos.”

Amyr Klink



RESUMO

O formaldeido € um agente quimico, classificado como carcinogénico em humanos e animais
experimentais, amplamente utilizado nos laboratorios de Anatomia Patologica. A exposi¢cdo a
esta substancia esta epidemiologicamente associada a cancro e a alteragées nucleares
detectaveis através do teste dos micronucleos por bloqueio da citocinese. Este método é utilizado
extensivamente em epidemiologia molecular, uma vez que permite determinar varios
biomarcadores de genotoxicidade, tais como: micronucleos (biomarcadores de quebra ou perda
de cromossomas), pontes nucleopldsmicas (biomarcador de re-arranjo cromossémico, ma
reparagao e/ou fusdo de telomeros) e protusdes nucleares (biomarcador de eliminacdo de DNA
amplificado e/ou complexos de reparacao de DNA).

O objectivo deste trabalho é investigar a relagdo entre a frequéncia de alteracées nucleares e
factores genéticos e ambientais, em individuos expostos e nao-expostos ocupacionalmente a
formaldeido. Para tal, foram constituidos 2 grupos: 56 individuos expostos ocupacionalmente a
formaldeido (casos) e 85 individuos ndo expostos (controlos). Foram recolhidos sangue periférico
e células epiteliais esfoliadas da mucosa bucal. Realizou-se o estudo dos biomarcadores
genotdéxicos e extraccao de DNA para estudo dos polimorfismos nos genes XRCC3 e ADHS.

Os resultados obtidos fornecem evidéncia inequivoca para associacao entre a exposicao
ocupacional a formaldeido e a presenca de alteragbes nucleares. Os habitos tabagicos e o
consumo de alcool, exercem efeitos significativos na presenca de micronucleos na mucosa bucal,
pontes nucleoplasmicas e protusdes nucleares. Relativamente aos factores genéticos,
verificaram-se associag¢oes estatisticamente significativas entre o polimorfismo do gene da ADH3
e a presenca de micronucleos em linfécitos periféricos e do polimorfismo do gene XRCC3 nas

protusdes nucleares.

Palavras-Chave: Formaldeido, exposi¢ao ocupacional, biomarcadores genotoxicos, polimorfismos
genéticos, factores ambientais.



ABSTRACT

Formaldehyde is a chemical agent, classified as carcinogenic in humans and experimental
animals, widely used in laboratories of Pathology. The exposure to this substance is
epidemiologically linked to cancer and nuclear changes detected by the cytokinesis-block
micronucleus test. This method is extensively used in molecular epidemiology, since it determines
several biomarkers of genotoxicity, such as micronuclei (biomarkers of chromosomes breakage or
loss), nucleoplasmic bridges (biomarker of chromosome rearrangement, poor repair and / or
telomeres fusion) and nuclear buds (biomarker of elimination of amplified DNA).
The aim of this study is to investigate the relationship between the frequency of nuclear changes
and genetic and environmental factors in individuals exposed and non-occupationally exposed to
formaldehyde. To this end, were made 2 groups: 56 individuals occupationally exposed to
formaldehyde (cases) and 85 unexposed individuals (controls). It was collected peripheral blood
and exfoliated epithelial cells of oral mucosa and carried out the study of biomarkers of genotoxic
and DNA extraction for verification of polymorphisms in XRCC3 and ADH3 genes.

The results provide unequivocal evidence for association between occupational exposure to
formaldehyde and the presence of nuclear changes. The smoking and alcohol consumption have
significant effects in the presence of micronuclei in oral mucosa, nucleoplasmic bridges and
nuclear buds. For genetic factors, there were significant associations between gene polymorphism
of ADH3 and the presence of micronuclei in peripheral lymphocytes and gene polymorphism in
XRCC3 and nuclear buds.

Keywords: Formaldehyde, occupational exposure, genotoxic biomarkers, genetic polymorphisms,

environmental factors.



LISTA DE ABREVIATURAS

ADH — Alcool desidrogenase

ALDH — Aldeido Desidrogenase

CBMN — Micronucleos em células bloqueadas na citocinese (Cytokinesis-Block MicroNucleus)
CIIT — Chemical Industry Institute of Toxicology

ESTeSL — Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa

EPA — Environmental Protection Agency

FA — Formaldeido

FISH — Fluorescent in situ Hibridization

HUMN — Human MicroNucleus

IC — Intervalo de Confianca

IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry

MGG — May-Grinwald Giemsa

MN — Micronucleos (Micronucleus)

MNT — Teste dos Micronucleos (Micronucleus Test)

NBUD — Protusées nucleares (Nuclear Buds)

NIOSH — National Institute for Occupational Safety and Health

NNK — nitrosamina derivada da nicotina (Nicotine derived Nitrosamino Ketone)
NPB — Pontes Nucleoplasmicas (Nucleoplasmic Bridges)

OR - Odds Ratio

OSHA — Occupational Safety and Health Administration

PCR — Polimerase Chain Reaction

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

SNP — Polimorfismos num anico nucleétido (Single-nucleotide polymorphism)
SPSS — Statistical Package for the Social Sciences

XRCC3 — X-Ray Cross-Complementation 3

vi



AGRADECIMENTOS

Para a concretizacdo deste trabalho foi fundamental a colaboragdo dos meus

orientadores aos quais expresso o0 meu agradecimento.

Ao Professor Doutor Miguel Brito, orientador externo, pela partilha de saber cientifico,
pela sua disponibilidade, esclarecimento de duvidas e amizade.

Ao Professor Doutor Manuel Carmo Gomes, orientador interno, pela sua
disponibilidade no esclarecimento de conceitos, praticas e duvidas especialmente na
area da Estatistica.

Para além destes, muitas outras pessoas especiais contribuiram para a materializacao
deste trabalho, pelo seu apoio constante, incentivo, confianca, disponibilidade,

ensinamentos e amizade.

A todos eles agradeco por estarem presentes no meu caminho e terem contribuido

para que este fosse mais tranquilo.

Vi



iNDICE GERAL

PAG.
1. INTRODUGAO......cceiiiiieeeieeireeerennnnnnsnnneeesseeeseeeeseseessssnssnsssnnnees 1
1.1. QUESTAO DE PARTIDA. ... ettt et et e ettt et e e e e e e e nenens 1
L= O = N {03 1Y/ T 1
1.2.1. OBJECTIVO GERAL. ...ttt e ee e 1
1.2.2. OBJECTIVOS ESPECIFICOS. ...ttt e e 2
2. ESTADODE ARTE.....c.c oot rc v s s e s s s s e e e eas 2
P2 O T Y 7Y = T 2
2.2. BIOMARCADORES GENOTOXICOS .. .. tututuentneeaeaeaeaeanaeatanananananananns 4
2.2.1. MICRONUCLEOS. ...ttt ttiteteie ettt et et et e e e eeeens 4
2.2.2. PONTES NUCLEOPLASMICAS. ... .ueieeeeeeeeeee e eeeneenns 6
2.2.3. PROTUSOES NUCLEARES. ... .uvuiuiteteiieteteeeeeeaete e aeeeneeaeaan 6
2.3. TESTE DOS MICRONUCLEOS. ... . tttatateteeeeeeeeeae e eeeeeeaaeenes 7
2.4. ASSOCIACAO PREDITIVA COM DESENVOLVIMENTO DE CANCRO.............. 8
2.5. POLIMORFISMOS GENETICOS ...t uuttiteneeenaneateneeeeeneeaneneeanananens 8
2.5.1. X-RAY CROSS-COMPLEMENTATION GROUP 3......cccvvinieeeenanennn. 9
2.5.2. ALCOOL DESIDROGENASE 3......coveeiieeeeieeeeee e, 10
3. METODOLOGIA. ... s s e s e s e s e e e rnnae 11
3.1, TIPODE ESTUDO. .. ue ettt ete et e et e ae e 11
3.2. LOCAL DO ESTUDO.....uuitiiieee e e, 11
3.3, AMOSTRAGEM. ..ttt et et ettt e 11
3.4. VARIAVEIS EM ESTUDO ...t tuteitaneaeeteeaeeaeeaeeteeaaeteeneeneeneananas 12
3.5. INSTRUMENTOS DE RECOLHA DE DADOS......uvieninenarereenenaneneeenannns 12
3.5.1. QUESTIONARIO. .t ttetete et et ettt e e e e e e e e e e e e e aeaes 12
3.5.2. LISTADE OBSERVAGAOD. ... .ttt et eteee et et eeeeteaeeaeeeeneneenis 13
3.5.3. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS. ....uetiiieiieieeieeeeeeaeeeeeenns 13
3.5.3.1. CULTURA DE LINFOCITOS ...t tutteeeeteeae e e eee e e e e 13
3.5.3.2. POLIMORFISMOS GENETICOS. .. utututtiniiieneaeeneneneeneneneanenenenns 14
3.5.3.2.1. EXTRACCAO DE DNA DE SANGUE PERIFERICO PELA TECNICA 14
DE FENOL-CLOROFORMIO. ... e ueeiieeeteeieeteeaeeaeeineenenenens

3.5.3.2.2. EXTRACCAO DE DNA DE CELULAS EPITELIAIS.......c.cvvvnen.... 14
3.5.3.2.3. TRATAMENTO COM HEPARINASE l.....cciiviiiiiiiiiiiieen 14

viii



3.5.3.2.4. ESTUDO DO POLIMORFISMO XRCC3 T241M POR PCR EM

TeEMPO REAL.............

3.5.3.2.5. ESTUDO DO POLIMORFISMO DA ADH3 ILE349VAL POR PCR-

3.5.3.3. CELULAS EPITELIAIS..........
3.5.4. PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

3.5.5. CONSIDERACOES ETICAS-LEGAIS. ...cevvveeeee e,
4. RESULTADOS. ....cciiiiiiiiii i s s sre s s s sansrnnransannransansennsnnnns

5. DISCUSSAO DE RESULTADOS....

6. CONSIDERACOES GERAIS...........ceeeeeeieeerenennnnnnnnneeennnsnssnnnnnnnnnns

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

15

16
17
17
17
24
27
28



iNDICE DE TABELAS

Tabela 1 — Variaveis em estudo para a verificagdo de uma possivel associa¢ao
da exposi¢ao ocupacional a FA e biomarcadores genotéxicos e polimorfismos
genéticos.

Tabela 2 — Programa utilizado para a aplicacao da técnica de PCR em tempo
real para o polimorfismo XRCC3 T241M.

Tabela 3 — Programa utilizado para aplicagdo da técnica de PCR para o
polimorfismo da ADHS3 lle349Val.

Tabela 4 — Distribuicdo de caracteristicas seleccionadas dos participantes do
estudo.

Tabela 5 — Resultados das alteracbes nucleares nas amostras de casos e
controlos.

Tabela 6 — Distribuicao genotipica e alélica dos polimorfismos XRCC3 T241M
e da ADH3 lle349Val na amostra do estudo.

Tabela 7 — Micronucleos (MN) em linfocitos periféricos.

Tabela 8 — Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianca (IC) para os parametros
significantes no estudo da variavel dependente MN em linfocitos periféricos.
Tabela 9 — Pontes nucleopldsmicas (NPB) em linfocitos periféricos.

Tabela 10 — Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianca (IC) para os parametros
significantes no estudo da varidvel dependente NPB.

Tabela 11 — Protusdes nucleares (NBUD) em linfécitos periféricos.

Tabela 12 — Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianca (IC) para os parametros
significantes no estudo da varidvel dependente NBUD.

Tabela 13 — Micronucleos (MN) em células esfoliadas da mucosa bucal.

Tabela 14 — Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianca (IC) para os parametros
significantes no estudo da variavel dependente MN em células esfoliadas da

mucosa bucal.

PAG.

12

15

16

18

18

19

20
21

21
22

22
23

23

24



1. INTRODUGCAO

As alteracgOes progressivas que ocorrem no local de trabalho, no ambiente e nos estilos de
vida nas ultimas décadas possibilitam a exposicao a diferentes substancias, nomeadamente
o formaldeido. O formaldeido é um gas incolor, solUvel na 4gua e que reage rapidamente
com o local de contacto. Actualmente esta classificado como agente carcinogénico em
humanos e animais experimentais, pela Occupational Safety and Health Administration
(OSHA) e pelo National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH). A Norma
Portuguesa 1796 (2004), entretanto, classifica o formaldeido como sensibilizante e agente
carcinogénico suspeito no Homem.

Estudos epidemioldgicos [1] em trabalhadores de industrias, embalsamadores, patologistas
e anatomistas tém associado a exposicao de formaldeido ao elevado risco de diversos tipos
de cancro, nomeadamente da cavidade nasal, nasofaringe, pulmao, cérebro, pancreas,
prostata, colon e sistema linfohematopoiético.

Desta forma, sdo desejaveis novos instrumentos dotados de maior sensibilidade para
pesquisar o risco de cancro provocado por agentes quimicos. E neste contexto que surge o
método de estudo de micronucleos em células bloqueadas na citocinese, como uma
ferramenta que permite mensurar a instabilidade gendémica a nivel cromossémico e
molecular, nomeadamente a quebra, o re-arranjo e a perda de cromossomas, bem como a
nao-disjuncdo, a amplificacao de material genético, necrose e apoptose [2]. Este método
esta inserido no Teste de Microndcleos, constituindo um instrumento valioso para a
biomonitorizacdo e programas de prevencdo. No entanto, ndo se podem descartar alguns
aspectos, tais como polimorfismos genéticos que alteram a resposta individual a agentes
toxicos e cancerigenos, bem com outros factores inerentes ao ambiente onde o individuo se

insere, como os habitos alimentares e estilos de vida.

1.1. QUESTAO DE PARTIDA
Qual a relagao entre a frequéncia de alteracdes nucleares e factores genéticos e ambientais

em trabalhadores expostos ocupacionalmente a formaldeido?

1.2. OBJECTIVOS

1.2.1. OBJECTIVO GERAL

Verificar a relacdo entre a frequéncia de alteragbes nucleares — micronucleos, pontes
nucleoplasmicas e protusées nucleares — e factores genéticos e ambientais em

trabalhadores expostos ocupacionalmente a formaldeido.



1.2.2. OBJECTIVOS ESPECIFICOS

1. Relacionar a frequéncia de alteracGes nucleares com a exposicao ocupacional a
formaldeido;

2. Investigar a relacao entre a frequéncia de alteracées nucleares com a presenca de
polimorfismos genéticos que codificam para XRCC3 e ADH3;

3. Investigar a relacao entre a frequéncia de alteracdées nucleares com estilos de vida, como

habitos tabagicos e consumo de alcool.

2. ESTADO DE ARTE

Abordagens epidemiologicas moleculares sdo utilizadas frequentemente para identificar
etiologias para os problemas de saude em humanos. O fio condutor deste tipo de
abordagens consiste no estabelecimento de associagdes entre, por um lado, condigdes e
substancias ambientais potencialmente perigosas e, por outro lado, o risco de
desenvolvimento de cancro. Uma vez que a carcinogénese é um processo prolongado, os
biomarcadores que tém sido associados a eventos biolégicos anormais tém sido
desenvolvidos e integrados em estudos epidemiolégicos moleculares. Os biomarcadores
sao determinantes quantificaveis de eventos biolégicos que permitem a discriminagdo entre
condicoes biologicas normais e anormais [3]. Classificam-se em biomarcadores de
exposicao, de efeito e de susceptibilidade genética [4]. Os biomarcadores de exposicao
reflectem a concentracdo do agente quimico no ambiente, dizendo-se biomarcador de
exposicao externa; ou no organismo, biomarcador de exposicao interna. Sao exemplos de
biomarcadores genotdxicos, inseridos nos biomarcadores de efeito, os micronicleos, as
pontes nucleoplasmicas e as protusées nucleares. De forma geral, a susceptibilidade
genética de cada individuo influencia quer a acgao dos biomarcadores de exposi¢cdo quer a
dos de efeito, e sdo exemplos disso a alcool desidrogenase 3 (ADH3), enzima envolvida no
metabolismo do formaldeido e o gene envolvido na reparacédo de quebras de cadeias duplas
do DNA, X — Ray Cross-Complementation 3 (XRCC3).

2.1. FORMALDEIDO

O formaldeido, metanal segundo a designacao da International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), é um gés incolor, reactivo, inflamavel, com um odor forte e bastante
caracteristico, podendo formar com o ar misturas explosivas [5, 6, 7, 8, 9].

Comercialmente, o formaldeido é produzido como uma solu¢gdo aquosa designada de
formalina, contendo cerca de 37 a 40% de formaldeido [10].

O formaldeido estd presente em baixas concentragdes na maioria dos organismos Vivos.
Quantidades fisiologicas de formaldeido sdo formadas endogenamente a partir da
desmetilacdo dos grupos N-, O- e S- de aminoacidos como a serina, glicina, metionina e



colina. O formaldeido exégeno é rapidamente metabolizado ap6s absorcdo. Esta pode
ocorrer pelas vias oral, dérmica ou inalatéria, dependendo a quantidade absorvida da via de
exposicao [7]. A destoxificagdo ocorre rapidamente via formagé@o de formato de diéxido de
carbono [11].

Os primeiros indicios de carcinogenicidade do formaldeido foram tornados publicos pelo
Chemical Industry Institute of Toxicology (CIIT) nos Estados Unidos em 1978, que relata o
desenvolvimento de carcinoma nasal em ratos laboratorialmente expostos a esta substancia
[5]. Em 1987, a Environmental Protection Agency (EPA) classificou o formaldeido como
substancia cancerigena em exposicdes elevadas e muito prolongadas [6]. A International
Agency for Research on Cancer (IARC), realizou véarias avaliagbes desde 1981, concluindo
em 2004 que o formaldeido € um provavel carcinogénio em humanos (grupo 2A), e apenas
em 2006 o formaldeido foi considerado agente carcinogénico (Grupo 1) com base na
evidéncia de que a exposicdo a esta substancia é susceptivel de causar cancro
nasofaringeo em humanos [5], mas sem evidéncia suficiente para causar leucemia e
carcinoma sinonasal [6]. E igualmente considerado como agente cancerigeno pela OSHA e
pelo NIOSH.

A exposicdo ocupacional a formaldeido ocorre numa grande variedade de sectores
profissionais, quer a nivel industrial quer hospitalar. A inalacdo de vapores pode induzir a
irritacdo dos olhos, nariz e tracto respiratério superior [10]. A exposicdo ocupacional a
elevadas concentracdes de formaldeido pode conduzir a irritacdo respiratoria, reaccoes
asmaticas e agravamento de casos pré-existentes de asma. Apds a exposicao, reaccoes
dermatoldgicas sdo também muito comuns, uma vez que este agente quimico além de
irritante € também alergénio [6]. O formaldeido induz efeitos citotoxicos e genotoxicos em
células de bactérias e mamiferos [12] sendo a sua genotoxicidade e carcinogenicidade
comprovada em modelos in vitro, em animais e humanos [6, 11], através de ligacoes
cruzadas DNA-proteina, aberra¢cdes cromossomicas, trocas entre cromatideos-irmaos e
micronucleos [10].

Devido as suas caracteristicas quimicas, o formaldeido tem sido utilizado como preservante
e desinfectante, salientando-se a sua utilizagdo para embalsamagédo de cadaveres e na
conservacao e fixacao de tecidos em hospitais e laboratérios [5], nomeadamente nos
servicos hospitalares de Anatomia Patolégica.

Os Servicos de Anatomia Patoldgica tém como finalidade principal realizar um diagnéstico a
partir de varios tipos de material biolégico que sao removidos de um individuo, seja sob a
forma de biopsia, pega cirurgica ou necropsia. O formaldeido € utilizado para preservar as
amostras biolégicas, de efeitos como autélise e putrefaccdo bacteriana, que normalmente
decorreriam caso o material biolégico ndo fosse submerso em formaldeido, na etapa

designada de fixagéao.



Os laboratérios de Anatomia Patoldgica, sedeados na sua grande maioria em instituicoes
hospitalares, sao locais de importante exposicdo ocupacional ao formaldeido,
nomeadamente por médicos patologistas, técnicos de Anatomia Patologica e auxiliares de
accao médica. Os profissionais contactam com esta substancia durante o exame
macroscopico do material biolégico, na diluicdo da solucdo de formaldeido (quando nao
realizada comercialmente), mudanca deste reagente em equipamentos onde este seja

utilizado e na limpeza da mesa de entradas, onde decorre o exame macroscoépico.

2.2. BIOMARCADORES GENOTOXICOS

O cancro € uma doenga complexa em que células com expressdo génica alterada,
proliferam anormalmente, metastizam outros tecidos e possuem fun¢des andémalas. Existem
mutagdes criticas em apenas um gene que aceleram a divisdo celular e inibem a morte
celular, alterando o equilibrio entre proliferagdo celular e apoptose. Estes fendmenos
encontram-se muito bem estudados e documentados em determinados tipos de cancros.
Todavia, o numero critico de mutagdes acumuladas em células cancerigenas nao pode ser
simplesmente explicado pela taxa de mutagbes e tem sido proposto que as mutacoes
conduzem a hipermutabilidade e sdo responséaveis pela carcinogénese [2]. Se assim for, a
inducdo de instabilidade gendémica serd um evento crucial e precoce para 0
desenvolvimento da carcinogénese, responsavel pela progressao de uma célula normal para
cancerigena.

O desenvolvimento do cancro requer em geral varios anos a décadas, existindo por isso
interesse em determinar biomarcadores de dano de DNA que possam ser preditivos de risco
de cancro. Segundo Hulka (1990), os marcadores biolégicos, ou biomarcadores, podem ser
definidos como alteracées celulares, bioquimicas ou moleculares mensuraveis em meios

biolégicos, tais como tecidos, células ou fluidos [13].

Exemplos dos biomarcadores de dano de DNA correntemente utilizados em estudos de
células humanas in vitro ou in vivo sdo: quebras nas cadeias de DNA, aberracoes
cromossOmicas, ensaio dos micronucleos por bloqueio da citocinese, aneuploidia,
encurtamento de telomeros, aductos de DNA, oxidagdo de DNA, metilagdo de DNA, entre
outros [2]. As aberragdes cromossémicas, as trocas de cromatideos-irmaos e o0s
micronucleos em linfécitos do sangue periférico sdo muito utilizados como biomarcadores

citogenéticos de efeitos genotoxicos [14].

2.2.1. MICRONUCLEOS
Durante a divisao celular o material genético contido no nudcleo replica e divide-se

equitativamente pelas duas células-filhas recém formadas. Durante este processo,



sobretudo na replicacao e divisdao do material genético, podem ocorrer erros, potenciados
por agentes genotdxicos, que levem a danos cromossomicos. Desta forma, pode ocorrer
separacao desigual do material genético e existir material genético que é excluido ou ndo se
incorpora correctamente no nudcleo da célula-filha, originando um nlcleo de menores
dimensbes designado de microndcleo [2]. Os microndcleos originam-se a partir de
fragmentos de cromossomas, cromossomas totais ou mais frequentemente de fragmentos
de cromossomas acéntricos que se “perdem” na anafase durante a divisao celular [15], ndo
sendo incluidos no nucleo das células filhas na telofase [16]. Quando o conteddo dos
micronucleos sao fragmentos de cromossomas, estes podem ser resultado directo de
quebra da cadeia dupla de DNA, conversao de quebras nas cadeias simples de DNA em
quebras na cadeia dupla ap6s a replicagdo celular ou inibicdo da sintese de DNA. Os
micronucleos que séo formados por cromossomas inteiros, tém a sua origem em defeitos na
maquinaria de segregacdo de cromossomas, tais como deficiéncias nos genes que
controlam o ciclo celular, falha no fuso mitético, cinetécoro ou outras entidades do aparato
mitético, dano em sub-estruturas cromossomicas, disrup¢cao mecéanica e hipometilacao de
DNA centromérico [16].

A combinacao entre o estudo dos micronucleos e Fluorescent in situ Hybridization (FISH)
com recurso a sondas especificas para a regiao pan (peri-) centromérica dos cromossomas
fornece uma metodologia que permite distinguir entre microndcleos que contém
cromossomas totais (microndcleos com centromero positivo) ou fragmentos acéntricos
(micronucleos com centrdmero negativo) [16, 17].

Este ensaio é muito sensivel, uma vez que permite a discriminacdo entre agentes
mutagénicos que induzem as quebras no DNA — clastogénicos, ou que induzem a perda/nao
disjuncdo de cromossomas — aneugénicos [16]. Os agentes clastogénicos induzem a
formacdo de microndcleos por quebra da dupla hélice de DNA, formando-se fragmentos
acéntricos incapazes de aderéncia as fibras do fuso mitético e integracdo nos nucleos das
células-filhas. No caso de cromossomas inteiros com cinetocoros danificados, ndo podem
ligar-se aos microtubulos que puxam o0s cromatideos para cada célula-filha durante a
mitose, permanecendo no exterior do novo nucleo formado. Estes danos podem ser
provocados para agentes quimicos que reajem com as proteinas constituintes dos
cinetocoros. Agentes aneuploidogénicos sdo quimicos que impedem a formagédo do fuso
mitético. Estes agentes provocam a formagédo de células multinucleadas, em que cada
nucleo contém um numero diferente de cromossomas, bem como a exclusédo de
cromatideos inteiros do nucleo da célula, formando micronucleos. Assim, através da simples
analise de micronucleos é possivel a distingdo entre agentes clastogénicos e aneugénicos
[18,19].



Os micronucleos nas células sdo uma mistura de formas transcripcionais activas e inactivas,
no entanto a maioria dos casos, estes apresentam niveis de actividade transcripcional
indetectaveis. Sendo assim, genes contidos nos micronucleos inactivos tém a sua actividade
funcional perdida e indisponivel para a manutencao geral da célula [20].

O destino dos micronucleos apos a sua formacao é pouco conhecido. No entanto, o destino
apds mitose inclui: eliminacdo de células com micronucleos por apoptose, expulsdo da
célula quando o DNA que constitui os micronucleos nao é funcional ou capaz de replicacao
e sem 0s componentes citoplasmaticos necessarios, reincorporacdo do nucleo principal
(podendo resultar em actividade biolégica normal), retencdo dentro do citoplasma da célula
com uma entidade extranuclear, quando os micronucleos podem completar um ao mais

ciclos de replicagdo de DNA/cromossoma [16].

2.2.2. PONTES NUCLEOPLASMICAS

A analise de pontes nucleoplasmicas foi validada como biomarcador de dano de DNA no
estudo de Umegaki & Fenech [21], em células humanas WIL2-NS, linha celular de
linfoblastos B, tratadas com peréxido de hidrogénio e superéxidos, apds co-incubagdo com
neutréfilos humanos activados.

As pontes nucleoplasmicas sao originadas quando os cromossomas ou cromatideos
dicéntricos sao puxados para polos opostos da célula durante a anafase, sendo indicativas
de ma reparacao do DNA, rearranjos cromossomicos, fusdo de telémeros [22] e a nao
reparacdo do dano no genoma resultante de quebras nas cadeias de DNA [23]. A ndo
reparacao de quebras em dois cromossomas pode conduzir a um rearranjo cromossomico
assimeétrico tendo como produto final um cromossoma dicéntrico e um fragmento acéntrico.
Raramente é possivel observar pontes durante a anafase antes da membrana nuclear estar
formada, uma vez que as células rapidamente terminam a etapa da anafase e teléfase,
completando a citocinese e no final, geralmente ocorre quebra da ponte nucleoplasmica
quando as células-filhas se separam [17, 24]. As pontes nucleoplasmicas podem quebrar e
formar micronucleos [17,22]. Em cerca de 40% dos casos de micronucleos, dois ou mais
destes sdo formados a partir de uma UuUnica ponte nucleoplasmica. Quando dois
micronucleos sdo observados apds a resolugdo de uma ponte nucleoplasmica, normalmente
permanece um micronucleo em cada célula-filha [20].

A contagem de pontes nucleoplasmicas fornece evidéncias directas do dano no genoma
resultante da ndo reparagao de quebras nas cadeias de DNA [22].

2.2.3. PROTUSOES NUCLEARES
As protusGes nucleares representam material nuclear que mimetiza um micronucleo e

encontra-se associado ao nlcleo principal através de uma conexdo nucleoplasmatica. E



constituido por DNA amplificado, que se localiza selectivamente em locais especificos na
periferia do nucleo. O DNA amplificado pode ser eliminado via recombinacao entre regioes
homdlogas com sequéncias amplificadas, formando os minicirculos de DNA acéntrico e
atelomérico (duplos minutos), localizados em regides distintas do ndcleo ou como excisao
de sequéncias amplificadas depois da segregacao para regides distintas do nucleo [22, 23].
Estes fendbmenos sugerem que o nucleo possui capacidade de detectar o excesso de DNA,
desencadeando processos de reparacdo de DNA e activando genes housekeeping
nucleares. Shimizu et al. [24] sugerem que o nucleo elimina o excesso de DNA amplificado
através de um processo activo que concentra DNA amplificado num ponto periférico do
nucleo, sendo posteriormente excluido da célula por extrusao formando uma “mini célula”. O
processo da formagao das protusdées nucleares ocorre durante a fase S e a duragédo deste
processo e extrusdo permanece desconhecido [22, 24, 25].

A génese da formacado de protusdes nucleares e micronucleos é muito proxima. Assim, foi
proposto que qualquer DNA que fiqgue no citoplasma, na mitose é encapsulado pela
membrana nuclear na fase S durante a reconstituicdo do envelope nuclear e sintese de
DNA, formando uma protusao nuclear. Esta protusao nuclear pode desintegrar-se do nucleo

e formar um micronucleo [17].

2.3. TESTE DOS MICRONUCLEOS

O teste dos micronucleos por bloqueio da citocinese, € o método eleito para quantificar
micronucleos em culturas de células humanas, uma vez que a contagem restringe-se
especificamente a células que se dividiram apenas uma vez. Estas células sao reconhecidas
pela sua aparéncia binucleada apo6s a inibicao da citocinese pela citocalasina B.

O teste dos microndcleos € um sistema extensivamente utilizado para determinar o dano
potencial em células humanas por agentes quimicos sendo, portanto, um bom modelo para
a monitorizacdo humana, uma vez que é exequivel a avaliacdo e comparagao de varios
biomarcadores de genotoxicidade. Com os novos desenvolvimentos, actualmente, este
método também é utilizado para medir pontes nucleoplasmicas, biomarcador de re-arranjo
cromossomico e, protusdées nucleares, biomarcador de amplificagéo génica [22].

Em estudos de biomonitorizacdo em humanos, o teste dos micronucleos é muito utilizado
como biomarcador genotoxico de exposicao e efeitos bioldgicos precoces, quer em cultura
de linfécitos como em células epiteliais [26]. Estas ultimas, tem a grande vantagem de
podem ser facilmente colhidas da boca, nariz e bexiga, através de procedimentos nao
invasivos. Para além deste facto, cerca de 90% dos cancros tem origem epitelial e, em
muitos casos, sao estes tecidos os locais alvos dos agentes carcinogénicos por exposicao
directa, seja inalacao, ingestdo ou contacto com os seus metabolitos (urotélio) [27].



2.4. ASSOCIACAO PREDITIVA COM DESENVOLVIMENTO DE CANCRO

A maioria dos tumores apresenta caridtipos anormais, envolvendo re-arranjos
cromossomicos e/ou aneupléidia. O numero anormal de cromossomas pode ocorrer por
uma variedade de mecanismos, tais como: o nimero anormal de centriolos que conduz a
mitoses multipolares, a perda de cromossomas durante a anafase como resultado de
defeitos no cinetocoro, a malsegregacdao de cromossomas durante a anafase como
resultado do defeito na separacdo dos cromatideos, a inibicdo da mitose conduzindo a
formacao de células tetrapléides e a falha na citocinese por defeitos na montagem de
microfilamentos [2,28].

A hip6tese de uma associagao preditiva entre a frequéncia de micronucleos em linfécitos
cuja citocinese foi bloqueada e o desenvolvimento de cancro € suportada por varias
premissas [29]:

1. A associagao entre a frequéncia de micronucleos e o risco de cancro foi aferida pelas
semelhangas mecanisticas entre aberragbes cromossomicas e microndcleos, as quais se
mostraram ser preditivas de cancro;

2. Elevada concordancia observada entre os métodos de aberragbes cromossomicas e
micronucleos em estudos in vitro;

3. Aumento da frequéncia de micronucleos € observado em linfécitos de pacientes com
cancro e em pacientes com sindrome de Bloom e Ataxia Telangiectasia;

4. Frequéncia de micronucleos esta associada significativamente com uma concentracao
baixa de vitaminas, como o folato, no sangue, cujas deficiéncias estdo associadas a um
aumento do risco de alguns cancros;

5. Relacao directa entre a frequéncia de microndcleos e estadios precoces da carcinogénese,
com no caso de cancro cervical;

Estudos desenvolvidos por Bonassi et al. [30] suportam a hipotese de a frequéncia de MN
nos linfocitos do sangue periférico ser um biomarcador de risco de cancro. Alteracdes da
estrutura do nucleo como micronucleos, pontes nucleopldsmicas, sdo eventos comummente
visualizados em estadios precoces de carcinogénese. Niveis elevados de micronucleos séo

indicativos de defeitos na reparagdo de DNA e na segregacao de cromossomas.

2.5. POLIMORFISMOS GENETICOS

Os polimorfismos num unico nucleétido (Single-nucleotide polymorphism — SNP) referem-se
a diferengas numa unica base na cadeia de DNA. Sao definidos como locais onde a variante
menos comum possui uma frequéncia de pelo menos 1% na populagcdo, no entanto, em
alguns casos variantes com frequéncia mais rara séo igualmente importantes [31]. Com o
aparecimento e desenvolvimento de novas tecnologias para a sequenciacdo de DNA e
deteccao de SNPs, podem ser detectadas pequenas inser¢cdes ou delecgcdes de uma ou



mais bases. Os SNPs sdo Uteis na descoberta de genes que contribuem para o
aparecimento de doencga, em dois aspectos: alguns alelos onde existem SNPs pertencem a
sequéncias de DNA que causam diferencas na funcao ou regulagao dos genes, contribuindo
assim directamente para o processo de doenca; o outro aspecto € o facto dos SNPs
poderem ser Uteis como marcadores genéticos e serem utilizados para encontrar SNPs
funcionais devido as associagdes entre SNPs marcadores e SNPs funcionais [31, 32].

A observacdo de associacdes entre biomarcadores citogenéticos e risco de cancro em
individuos aparentemente ndo expostos a xenobidticos, pode reflectir os efeitos da
exposicdo a carcinogénios nado identificados, dieta ou fontes enddgenas ou ainda,
deficiéncia em micronutrientes como o folato. Contudo, outra possibilidade é que podem
existir polimorfismos genéticos que afectem o metabolismo do xenobidtico ou capacidade
reparadora do DNA, modificando a resposta individual a genotoxicos e, consequentemente,
a risco de cancro. Estao descritos varios polimorfismos que afectam o risco de varios tipos

de cancro e o nivel de biomarcadores de exposigéo e efeito [14, 33].

2.5.1. X-RAY REPAIR CROSS-COMPLEMENTATION GROUP 3

A reparagdo de DNA é um processo universal que ocorre nas células e que permite manter
a integridade estrutural das moleculares de DNA constituintes dos cromossomas, face a
danos provenientes do ambiente, bem como de processos metabdlicos normais [34]. Desta
forma, os sistemas de reparagdo de DNA possuem um papel importante na manutengao da
integridade gendmica. Quando o DNA se encontra danificado e ndo € reparado, as
mutacdes sao propagadas durante a replicacdo celular e em dltima instancia pode
despoletar a activacao de proto-oncogenes, a inactivacdo de genes supressores de tumor
ou a perda de heterozigotia [35].

Os polimorfismos em genes de reparacdo de DNA constituem um grupo de factores de
susceptibilidade genética que podem influenciar o nivel de alteragées cromossémicas, por
afectarem a reparagdo de varias lesdes de DNA induzidas por agentes genotdxicos e
radiagdo ionizante e UV [14]. Devido a importancia de manter a integridade gendémica para
funcbes gerais ou mais especializadas das células, bem como na prevengdo da
carcinogenicidade, os genes que codificam para moléculas de reparacdo de DNA tém sido
propostos como candidatos a genes de susceptibilidade para desenvolvimento de cancro
[36, 37]. Existem numerosos genes envolvidos na reparacao de quebras na cadeia dupla de
DNA, no entanto, apenas dois possuem polimorfismos que tém sido estudados e objecto de
estudos epidemiolédgicos acerca de risco de cancro, sendo um deles o XRCC3 [36].

O XRCC3 é um dos genes de reparagao da cadeia de DNA que codifica para uma proteina
que participa na reparacdo de quebras nas cadeias duplas de DNA de homdlogos

recombinados, na manutencdo da estabilidade gendmica e interage directamente com o



RADS51 [36, 38, 39, 40, 41, 42]. O XRCC3 encontra-se no cromossoma 14, na regiao
14032.3 e o polimorfismo mais investigado é a transi¢cdo entre citosina e timina no exao 7
(XRCC3-18067C> T) [40, 41] e esta descrito pelo menos um polimorfismo no codao 241 do
XRCC3 [43]. Esta variante, constituida por uma substituicao de uma treonina por uma
metionina na posicao 241, tem sido proposta como um alelo de baixa penetrancia associada
a cancro da mama, pulmao, leucemia mieldide aguda e a risco reduzido de cancro do tracto
aerodigestivo [43, 44, 45].

Estudos de mutagénese dirigida em que foram utilizadas células com deficiéncias no
XRCC3, descrevem evidéncia de aumento de mal segregacdo de cromossomas, devido ao
aumento do numero de centrémeros; levando a formacao de fusos mitéticos multipolares,
segregagdo de cromossomas aberrante, aneupldidia, formagdo de células binucleadas e
diminuicdo da apoptose [43].

Existem ainda estudos que sugerem associacdo entre polimorfismo no XRCCS3 e risco de
cancro — concretamente, carcinoma da bexiga, melanoma. No entanto, outros estudos néao
encontraram associagdo, como no caso do cancro do pulmao [36], embora um risco
aumentado seja evidente em individuos com habitos tabagicos pesados que possuem a
variante XRCCS3 Thr/Thr [46].

2.5.2. ALcooL DESIDROGENASE 3

Os polimorfismos genéticos em enzimas metabolicamente importantes podem conduzir a
derivas relevantes no balanco da activacao e inactivacao e, subsequentemente, a alteracéo
da susceptibilidade individual a doenga.

Uma das enzimas mais importantes na metabolizacdo do etanol (cerca de 80-90%) é a
alcool desidrogenase (ADH). Esta enzima encontra-se codificada por sete genes localizados
no cromossoma 4. A enzima exibe varios polimorfismos, existindo em humanos
aproximadamente 20 isoenzimas que possuem diferencas a nivel estrutural e funcional, em
termos de propriedades cinéticas e de distribuicdo no organismo, dividindo-se em cinco
classes. A classe | de isoenzimas localiza-se em trés loci de genes: ADH1, ADH2, ADH3 os
quais geram as subunidades a, B e v, respectivamente. A ADH3 encontra-se no exado 8 e
possui dois alelos, ADH3*1 e ADH3*2, que possuem as subunidades y1 e y2,
respectivamente [47]. A subunidade y1 difere da y2 em duas substituicbes de aminoacidos,
uma arginina por uma glutamina na posi¢ao 271 e uma isoleucina por uma valina na posi¢ao
349 [48]. O aminoécido isoleucina encontra-se na ADH3*1 e o aminoé&cido valina na
ADH3*2. A enzima produzida pela ADH3*1 possui um Vpax maior (88uM/min) que a enzima
produzida pela ADH3*2 (35uM/min) [49, 50].

Existem varios estudos relatando que individuos com a variante ADH3*1 possuem maior

risco de desenvolvimento de cancro ligado a consumo de alcool do que a ADH3*2 [51],
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contudo, estudos caso-controlo relatam que a variante ADH3*1 predomina nos controlos
[49].

A ADHS3, também conhecida como desidrogenase do formaldeido dependente de glutationa,
pertencente a familia da alcool desidrogenase (ADH; EC 1.1.1.1.), é a enzima mais
envolvida na oxidacao do formaldeido, especialmente na mucosa bucal, tendo sido sugerido
que possui a funcdo metabdlica capaz de conferir proteccao [52]. De uma forma geral, as
alcool desidrogenases em mamiferos sdo metaloenzimas diméricas e citosélicas com cerca
de 375 aminoéacidos, dois atomos de zinco e massa molecular de cerca de 40 kDa por
subunidade. Cada subunidade possui dois dominios, cataliticos e de ligagédo, entre os quais
uma fenda hidrofébica forma o sitio activo.

Estudos realizados por Dicker et al., sugerem que a ADH3 é a enzima predominante e
responsavel pela oxidacao do formaldeido em niveis baixos a moderados, enquanto que as
aldeido desidrogenases com baixos K, contribuem em situagées que as concentragdes de
formaldeido s&o elevadas. Excluindo niveis de exposicdo extremos, a ADH3 ¢é

provavelmente a primeira guardia contra o formaldeido, especialmente na mucosa oral [52].

3. METODOLOGIA
3.1. TiPO DE ESTUDO
Este projecto de investigacdo enquadra-se num estudo do tipo descritivo-correlacional, uma
vez que consiste numa tentativa de explorar, medir e descrever associagdes entre as

variaveis [53].

3.2. LocAL bo EsTuDO

As colheitas foram realizadas nos laboratérios hospitalares de Anatomia Patolégica da
regiao de Lisboa e Vale do Tejo e nas instalacées da Escola Superior de Tecnologia da
Saude de Lisboa (ESTeSL). O trabalho laboratorial foi desenvolvido nos laboratérios de

Anatomia Patologica e de Genética da ESTeSL.

3.3. AMOSTRAGEM

Foram constituidas duas amostras: os casos e 0s controlos. Os casos sado trabalhadores
expostos a formaldeido nos laboratérios de Anatomia Patolégica de seis hospitais da regiao
de Lisboa e Vale do Tejo, num total de 56 individuos. Os controlos sdo estudantes, docentes
e pessoal nao docente da ESTeSL, num total de 85 individuos ndo expostos.

O método de amostragem usado para a toma de individuos expostos (os casos), foi o
método de amostragem por conveniéncia, pois a amostra abarcou apenas os individuos que

aceitaram participar no estudo. Quanto aos controlos, a amostragem foi dirigida a individuos
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que nao apresentassem exposicao profissional a formaldeido e, simultaneamente, fossem

estatisticamente comparaveis aos casos.

3.4. VARIAVEIS EM ESTUDO
As variaveis deste estudo encontram-se sistematizadas na tabela 1.

Tabela 1 — Variaveis em estudo para a verificagdo de uma possivel associagéo entre a exposi¢ao
ocupacional a FA e biomarcadores genotoxicos e polimorfismos genéticos.

Variavel Tipo de medida Escala Tipo de variavel

ldade Quantitativa Métrica Atributo

Género Qualitativa Nominal Atributo
Habitos tabagicos Quantitativa Intervalo Independente
Consumo de éalcool Quantitativa Intervalo Independente
Exposigéo a formaldeido Qualitativa Nominal Independente
Polimorfismo ADH3 Qualitativa Nominal Independente
Polimorfismo XRCC3 Qualitativa Nominal Independente
Micronucleos Quantitativa Razao Dependente
Pontes nucleoplasmicas Quantitativa Razao Dependente
Protusbes nucleares Quantitativa Razao Dependente

3.5. INSTRUMENTOS DE RECOLHA DE DADOS
Os métodos de colheita de dados utilizados para atingir os objectivos propostos tiveram
como base tanto medidas subjectivas, nomeadamente o questionario e uma lista de

observacao; como medidas objectivas, tais como os procedimentos laboratoriais realizados.

3.5.1. QUESTIONARIO

Os individuos amostrados preencheram um questionario constituido por perguntas de
diversas tipologias, incluindo dados como: idade, género, habitos tabagicos, consumo de
alcool, medicacao, doencas hereditarias, exposicdo a formaldeido e outros agentes
quimicos, actividade profissional, utilizacdo de equipamento de proteccao individual e
colectiva e, ainda actividades nos tempos livres. O questionario foi validado, através da
aplicacao de um pré-teste a um grupo de individuos pertencentes a populacao em estudo e

de seguida foi aplicado a amostra (Anexo I).
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3.5.2. LISTA DE OBSERVAGAO

A lista de observacdo consiste no instrumento de recolha de dados utilizado aquando a
visualizacdo das laminas ao microscépio éptico composto. Esta encontra-se dividida em
varios parametros, sendo estes: o numero de células visualizadas, micronucleos, pontes
nucleoplasmicas, protusées nucleares e observagdes que sejam consideradas relevantes
como apoptose e necrose. Os critérios de classificagcdo destas estruturas sao os
estabelecidos e validados pelo Projecto Internacional colaborativo HUman MicroNucleus
(HUMN) disponivel em http://www.humn.org [11].

3.5.3. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Para cada grupo — casos e controlos — foram recolhidos dois tipos de material biolégico:
sangue periférico, obtido por venopuctura e células epiteliais esfoliadas da mucosa bucal,
obtidas por zaragatoa. As células epiteliais foram exclusivamente utilizadas para a
mensuracao de micronucleos. O sangue periférico foi utilizado em diversos procedimentos,
nomeadamente na cultura de linfécitos para mensuragdo de micronucleos, pontes
nucleoplasmicas e protusdes nucleares; extraccdo de DNA para verificagdo dos
polimorfismos nos genes XRCCS3 e na enzima ADH3.

3.5.3.1. CULTURA DE LINFOCITOS

Foram colhidos 10 ml de sangue periférico de cada individuo para tubos Falcon de 15 ml
com heparina (10U/ml de sangue) como agente anticoagulante. Posteriormente, realizou-se
o isolamento dos linfécitos através de um gradiente de concentragdes utilizando Ficoll-
Paque Plus (Amersham Biosciences) e foram cultivados em meio RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino e antibiéticos (50ug/ml de streptomicina e 50U/ml de penicilina). A
divisdo dos linfocitos foi estimulada por um agente mitogénico (Fitohemaglutinina 10 pl/ml),
sendo as células incubadas durante 44h na estufa a 37°C com 5% de CO,. Apos o periodo
de estimulacdo, a citocinese foi bloqueada utilizando um agente inibidor da polimerizagao
dos filamentos de actina (citocalasina 6 pl/ml), que actuou durante 28h. Este mecanismo
induz a mitose e inibe a citocinese, ficando as células com aparéncia binucleada.
Finalmente, os linfocitos foram recolhidos e projectados em laminas de vidro recorrendo a
cytospin (Cyto-Tek® Sakura). As laminas foram coradas com a técnica de May-Grinwald
Giemsa (MGG), a qual utiliza como corantes as solugdes de May-Griinwald, que cora o
nucleo de azul e o citoplasma baséfilo de rosa; e Giemsa que aumenta a coloragao nuclear
e a capacidade de demonstrar selectivamente determinadas estruturas celulares. A anadlise
microscopica efectuou-se em MOC ZEISS Axioskop40, com 6leo de imersdo e ampliagéo
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1000X, por dois observadores independentes. Cada observador visualiza 500 células
binucleadas por individuo, perfazendo um total de 1000 células por cada individuo estudado.
3.5.3.2. POLIMORFISMOS GENETICOS

Para a pesquisa dos polimorfismos genéticos em estudo — XRCC3 e ADH3 —usaram-se dois
processos comuns: a extraccao de DNA a partir de sangue periférico através da técnica de
fenol-cloroférmio e o tratamento das amostras de DNA extraidas pela enzima heparinase.
Este ultimo procedimento deveu-se ao facto de as amostras recolhidas por venipuctura
terem sido colocadas na sua totalidade em tubos Falcon contendo como anti-coagulante a

heparina, inibidor da reacgédo de PCR. Descrevem-se em seguida ambos os procedimentos.

3.5.3.2.1. EXTRACCAO DE DNA DE SANGUE PERIFERICO PELA TECNICA DE FENOL-
CLOROFORMIO

Foi retirado 400 pl de cada amostra de sangue periférico e colocado num eppendorf com
igual volume de tampéao de lise (100 mM Tris-HCL pH 8; 10 mM EDTA; 100 mM NaCl; 0.1%
SDS) e 5ul de proteinase K 20 mg/ml e colocado a incubar a 56°C overnight.
Posteriormente, foram realizadas centrifugagdes sucessivas (13.000g, 10 minutos) com
fenol, fenol/cloroférmio e cloroférmio, respectivamente, com transferéncia do sobrenadante
para um novo eppendorf. No final, adicionou-se 40 ul de Acetato de s6dio 3M pH 5.0 e 800
ul de etanol absoluto gelado e colocou-se a -80°C durante 15 minutos. Apds centrifugacao
(13.000g, 15 minutos), descartou-se o sobrenadante, lavou-se o pellet com etanol a 70% e
centrifugou-se a 4°C (13.000g, 10 minutos). O pellet formado foi seco numa estufa a 37°C e

ressuspendido em 100 p de agua ultrapura e armazenado a -20°C.

3.5.3.2.2. EXTRACCAO DE DNA DE CELULAS EPITELIAIS

A utilizacdo de células epiteliais para extraccdo de DNA, comummente empregue em
Medicina Forense, tem a grande vantagem, comparativamente ao sangue periférico, do
método de obtencdo do material ndo ser invasivo.

Este procedimento foi realizado devido a impossibilidade da colheita de sangue em dois
individuos, pertencentes ao grupo controlo. Desta forma, foi pedido aos individuos que
bochechassem uma solugédo salina de NaCl a 0,9% e despejassem o conteudo para um
copo de plastico devidamente identificado. Apds a realizagdo de centrifugacdes, €
adicionado chelex a solugdo. O chelex é uma resina quelante que permite realizar uma

extraccao de DNA rapida, barata e efectiva.

3.5.3.2.3. TRATAMENTO COM HEPARINASE |
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Existem varias substancias que podem inibir fortemente a reac¢cdo de PCR, tais como:
proteinase K, fenol, agentes quelantes (EDTA), hemoglobina e outras proteinas das
hemacias, elevadas concentragdes de sais, SDS e heparina.

Uma vez que em todas as amostras colhidas por venipuctura utilizou-se heparina como
agente anti-coagulante, como descrito na cultura de linfécitos, foi necessario proceder ao
tratamento com heparinase I. A heparina interfere com a transcrigdo de DNA na reacgéo de
PCR e com a transcricao reversa do RNA. Este tratamento consiste na dissolugdo da
enzima heparinase | em solucdo tampao prépria (20 mM Tris-HCL, pH 7.5, 50 mM NacCl, 4
mM CaCl,and 0.01% BSA) e na adigéo de 0,83 ul desta solucao e 2ul de ddH20 a cada 7,2
pl de DNA extraido, durante 2h a temperatura de 25°C.

3.5.3.2.4. ESTUDO DO POLIMORFISMO XRCC3 T241M POR PCR EM TEMPO REAL

O estudo do gendtipo apresentado relativamente ao polimorfismo XRCC3 T241M foi
efectuado pela técnica de PCR em Tempo Real, utilizando o iCycler iQ® Multicolor Real-
Time PCR Detection System (BIO-RAD) com um programa especificado na tabela 2.

Tabela 2 — Programa utilizado para aplicacdo da técnica de PCR em tempo real para o polimorfismo
XRCC3 T241M.

Etapa Temperatura (°C) Tempo Repeticoes
e 50 2 min
2° 95 30s
3° 95 30s 2
4° 95 10 min
50 92 15% 50
60 1 min
6° 4

Os primers utilizados foram: 5° GAAGGCACTGCTCAGCTCACGCAGC 3’ (forward) e 5’
TGGCCCCCAGGGACTGCAGATGCCT 3’ (reverse).

A solucao de reaccao de PCR era constituida por 10 ul de TagMan Universal PCR Master
Mix e 1 pl de sonda especifica para o polimorfismo em estudo (rs861539, Applied
Biosystems), 5 ul de agua destilada e 4 pl de DNA em estudo, perfazendo um volume total
de 20 pl. E de valor referir que a sonda e a TagMan Universal PCR Master Mix foram
mantidas em gelo durante todo o processo de preparacao da solucéo de reaccédo. Todos 0s
componentes da solugdo de reaccdao foram armazenados a -20°C excepto a TagMan

Universal PCR Master Mix que foi armazenada a 4°C.

3.5.3.2.5. ESTUDO DO POLIMORFISMO DA ADH3 ILE349VAL POR PCR-RFLP
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Para a genotipagem da ADH3 foi utilizado o método de PCR-RFLP (PCR-restriction
fragment lenght polymorphism) com enzima de restricdo Sspl. Os primers utilizados para a
amplificacdo foram: Forward (5-GCTTTAAGAGTAAATATTCTGTCCCC-3) e Reverse (5-
AATCTACCTCTTTCCSGAGC-3’). A solucao de reaccao de PCR total foi de 20 pl: 1 ul de
DNA, 0,66 pl de cada primer, 2 ul de dNTP, 2 ul de MgCl,, 2 ul de tampao 1x PCR com
(NH4)>.SO, e 0,4 ul de Taqg 5U/ pl (Fermentas). A reaccao de PCR foi realizada no

termociclador (Biometra®) no programa apresentado na tabela 3.

Tabela 3 — Programa utilizado para aplicacdo da técnica de PCR para o polimorfismo da ADH3
lle349Val.

Etapa Temperatura (°C) Tempo Repeticoes
1° 95 5 min -
2° 94 30s 35
3° 55 30s -
40 72 30s -
5¢ 72 10 min -

Todos os produtos de PCR foram aplicados num gel de agarose a 2%, corado com brometo
de etidio, de forma a observar se existiu uma correcta amplificagéo.

Os produtos amplificados foram digeridos com 1 pl de Sspl 10 U/ul (Fermentas) em 30 pl de
solucao total durante 16h (overnight) a 37°C. Apds a digestao, os produtos digeridos foram
submetidos a electroforese em gel de agarose a 4%, corado com brometo de etidio,
realizando-se a genotipagem. Todos o0s geéis realizados foram observados através de
lampada UV e devidamente documentados em registos fotograficos.

3.5.3.3. CELULAS EPITELIAIS

A colheita do material consistiu na raspagem da mucosa bucal com recurso a escova de
citologia (endobrush) e, consequente realizacdo de esfregago em lamina de vidro. Os
esfregacos foram fixados por pulverizagdo com Mercofix®, a base de metanol. A coloragéo
das laminas fez-se pela técnica de Feulgen, sem contraste e secas ao ar. Esta técnica
permite a demonstracdo altamente selectiva de DNA. Para que essa reacgao aconteca €
necessaria uma hidrélise acida com Acido cloridrico a 5M, que tem como intuito a separagdo
selectiva das bases purinas — adenina e guanina da molécula de DNA. Os grupos aldeidos
formados nesta etapa coram de purpura por ac¢ao do Reagente Shiff. Para cada individuo
foram realizadas duas laminas. A analise microscépica foi efectuada em 2000 células, por
dois observadores independentes em MOC ZEISS Axioskop40, com 6leo de imerséo e

ampliacao 1000X, segundo os critérios definidos por Tolbert et al. [54].
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3.5.4. PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Os procedimentos estatisticos aplicados visam investigar a existéncia de associacao entre
niveis de alteracdes nucleares (microndcleos, pontes nucleoplasmicas e protusdes
nucleares), aqui conceptualizadas como variaveis dependentes, e possiveis factores de
risco (ou variaveis independentes) tais como habitos tabagicos, consumo de alcool e
polimorfismos no gene de reparagdo de DNA XRCC3 e na enzima metabdlica ADHS.
Consideraram-se sempre trés niveis nas variaveis dependentes: 0 alteragbes estruturais, 1 a
3 alteracOes, € mais de 3 alteracdes. O estabelecimento de associacdo entre as alteracoes
nucleares e os factores de risco foi efectuado através do modelo de Regressédo Ordinal
Multipla, com funcédo de ligacao Logit, recorrendo ao Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versédo 15.0. Recorreu-se ainda ao Excel® para o calculo de odds ratio e
intervalos de confianga, de acordo com a fungéo de ligacao Logit, que os outputs do SPSS
ndo apresentavam. Para determinar a diferenciacao génica e alélica e realizar o teste de

Hardy-Weinberg, utilizou-se o software Genepop verséo 4.0.10.

3.5.5. CONSIDERAGOES ETICAS — LEGAIS

Este projecto foi realizado com a autorizagcdo dos Presidentes do Conselho de
Administragdo, da Comissdo de FEtica e dos Directores de servico dos laboratérios de
Anatomia Patol6gica dos hospitais participantes, aos quais foi enviada uma carta explicativa,
solicitando a respectiva autorizagdo. Foram tidos em consideracéo os direitos da autonomia,
ou seja, todos os participantes aderem de forma voluntaria ao estudo; a privacidade,
preservada através confidencialidade do tratamento dos dados obtidos nos questionarios.
No ambito da recolha do material bioldégico foi preenchido um termo de consentimento
informado (Anexo Il) prévio por todos os participantes que informa do objectivo da
investigacao, bem como da garantia de anonimato e confidencialidade dos dados estando
de acordo com os principios éticos e deontolégicos.

4. RESULTADOS

A amostra foi constituida por 2 grupos: casos e controlos. Aos casos pertencem o0s
trabalhadores expostos ocupacionalmente a formaldeido, num total de 56 individuos.
Destes, 66% sao do género feminino e 34% do género masculino e tém uma média de
idade de 39,45 (x 11,5) anos. Os controlos sao constituidos por 85 individuos sem
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exposicao a formaldeido em que 64% sao do género feminino e 36% do género masculino
e a média de idade é de 32,42 (+8,1) anos. Estes resultados encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicao de caracteristicas seleccionadas dos participantes do estudo.

Expostos a FA Nao Expostos a FA

(Casos) (Controlos)
N.2 de individuos 56 85
Género
Feminino 37 (66%) 54 (64%)
Masculino 19 (34%) 31 (36%)
Idade (anos)
Range 20-61 20-53
Média 39,45 32,42
Desvio-padrao 11,5 8,1
Habitos tabagicos
C. nulo (0 cigarros/dia) 45 (80,36%) 60 (70,59%)
C. leve (< 10 cigarros/dia) 2 (8,57%) 13 (15,29%)
C. moderado (10-20 cigarros/dia) 4 (7,15%) 9 (10,59%)
C. pesado (>20 cigarros/dia) 5 (8,93%) 3 (3,53%)
Habitos alcodlicos
C. nulo 19 (33,93%) 19 (22,35%)
C. leve 21 (37,5%) 55 (64,71%)
C. moderado 16 (28,57%) 11 (12,94%)

Nota: C. - Consumo

Relativamente aos habitos tabagicos, a maioria dos participantes, quer casos (80,36%)
como o0s controlos (70,59%) possuem um consumo nulo no que concerne ao tabaco. De
forma geral, casos e controlos apresentam habitos leves de consumo de alcool.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 5, verifica-se que todas as alteragdes
nucleares apresentam valores mais elevados nos expostos comparativamente com o0s néao

expostos a formaldeido.

Tabela 5 — Resultados das alteragdes nucleares nas amostras de casos e controlos.

Expostos a FA Nao Expostos a FA
(Casos) (Controlos)

Micronucleos em linfécitos
Range 0-14 0-7
Média 3,96 0,81
Desvio-padréao 3,926 1,585
Pontes Nucleoplasmicas
Range 0-15 0-3
Média 3,04 0,18
Desvio-padréo 3,917 0,516
Protusoes Nucleares
Range 0-13 0-1
Média 0,98 0,07
Desvio-padrao 2,040 0,258

18



Micronucleos mucosa bucal

Range 0-9 0-2
Média 0,96 0,16
Desvio-padrao 2,071 0,531

N&o sdo observadas diferengas significativas nas frequéncias alélicas e nas frequéncias
genotipicas nos polimorfismos XRCC3 Thr241Met e ADH3 lle349Val entre a populagéo
exposto e ndo exposta (Teste X® Fisher, p> 0,01) como apresentado na tabela 6. A
distribuicdo dos genoétipos entre casos e controlos ndo obedece ao equilibrio de Hardy-
Weinberg (p <0,05).

Tabela 6 — Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos XRCC3 T241M e da ADH3

lle340Val na amostra do estudo.

Expostos a FA Nao Expostos a FA| Valor de p

(Casos) (Controlos)
Genotipo XRCC3 Thr241Met
Met/Met 13 (23,21%) 20 (24,69%) 0,6608
Thr/Met 24 (42,86%) 27 (33,33%)
Thr/Thr 19 (33,93%) 34 (41,98%)
Met 48 (0,44) 67 (0,408) 0,6288
Thr 60 (0,55) 97 (0,591)
Genotipo ADH3 lle349Val
ADH3*1/ADH3*1 15 (26,79%) 16 (19,75%) 0,35309
ADH3*1/ADH3*2 35 (62,5%) 56 (69,14%)
ADH3*2/ADH3*2 6 (10,71%) 9 (11,11%)
lle 65 (0,602) 90 (0,549) 0,4560
Val 43 (0,398) 74 (0,451)

De acordo com os resultados da regressdo ordinal apresentados na tabela 7, a idade
(p=0,004), a exposicdo a formaldeido (p<0,001) e o genétipo ADH3 1/ADH32 (p=0,011)
influenciam de forma estatisticamente significativa, a observacdo de micronucleos em

linfécitos periféricos.
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Tabela 7 — Micronucleos (MN) em linfocitos periféricos. Resultados do ajuste da regressao logistica
quando a variavel dependente tem 3 categorias de microndcleos (0, 1-3, > 3 MN). Os factores de
risco estdo na 12 coluna, abaixo dos dois ‘thresholds” da variavel dependente. Nas colunas
“Estimate” e “Std Error” estdo, respectivamente, os coeficientes de regressdo (B) e seus erros-
padrdo (SE). Os valores do teste Wald sdo (B/SE)® e testam-se por comparagdo com a distribuicdo Qui-
quadrado com df graus de liberdade, indicando-se na coluna “Sig” o respectivo p-value. Nas colunas da

direita estao limites do intervalo de confianca (95%) para os coeficientes de regressao.

95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error Wald df Sig. Lower Bound | Upper Bound
Threshold  [MNIinf = 0] -,465 1,402 ,110 1 ,740 -3,212 2,283
[MNIinf = 1] 1,445 1,405 1,059 1 ,304 -1,308 4,198
Location Idade ,061 ,021 8,078 1 ,004 ,019 ,102
Género Feminino ,292 414 ,496 1 ,481 -,520 1,104
Género Masculino 09 . . 0 . . .
C. tabaco nulo ,371 ,793 ,218 1 ,640 -1,184 1,925
C. tabaco leve -,558 1,021 ,299 1 ,585 -2,560 1,444
C. tabaco moderado -,019 ,972 ,000 1 ,984 -1,924 1,885
C. tabaco pesado 039 . . 0 . . .
C. &lcool nulo -,963 ,589 2,673 1 ,102 -2,119 ,192
C. &lccol leve -,128 ,568 ,051 1 ,822 -1,241 ,985
C. alcool moderado 09 . . 0 . . .
Sem Exposicao FA -2,039 ,415 24,127 1 ,000 -2,852 -1,225
Exposigdo FA 09 . . 0 . . .
ADH3*1/ADH3*1 -1,283 ,695 3,409 1 ,065 -2,644 ,079
ADH3*1/ADH3*2 -1,566 ,616 6,471 1 ,011 -2,772 -,359
ADH3*2/ADH3*2 02 . . 0 . . .
XRCC3 Met/Met -,318 ,483 ,434 1 ,510 -1,264 ,628
XRCC3 Thr/Met ,028 ,423 ,004 1 ,947 -,802 ,858
XRCC3 Thr/Thr 02 0

Link function: Logit.
a. This parameter is set to zero because it is redundant.

Os odds ratio (OR) foram calculados de forma habitual (e.g. para a idade, OR= exp (0.061)
= 1.062), bem como os correspondentes intervalos de confianca (tabela 8). Verifica-se que,
em relacdo a idade, por cada 1 ano de idade a mais, existe um aumento da predisposigao
em 6,24% para a presenga de micronucleos em linfécitos periféricos. Os individuos néo
expostos a formaldeido, possuem uma diminuicdo da predisposicdo a presenca de
micronucleos em cerca de 86,98%. Relativamente ao gendtipo da enzima ADH3, os
individuos heterozigo6ticos estao protegidos em cerca de 79,11% relativamente ao
homozigético ADH3 2/ADH32. O homozigético ADH3 1/ADH3'1 também é apresentado
como um factor de proteccdo (72,27%) em relacdo ao homozigético ADH32/ADH3 2,

embora sem relevancia estatisticamente significativa.

20



Tabela 8 — Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianga (IC) para os parametros significantes no
estudo da variavel dependente MN. O OR mede o quociente entre a probabilidade de se observarem
classes de maior ordem (com mais micronucleos) e a probabilidade de classes de menor ordem
(com menos micronucleos) quando aumenta 1 ano na idade, ou quando a Exposicdo a formaldeido

(FA) nao existe, ou quando se é heterozigético ADH3*1/ADH3*2.

Intervalo de Confianca
Parametro OR Limite Inferior| Limite Superior %
Idade 1,062400045 1,01896731 1,10768407 6,240005
ExP°f'9a° a 'iA 0,130194243 0,057716213 0,29368768 -86,98058
ADH3 1/ADH3 2 0,20891651 0,062522542 0,698085952 -79,10835

No que respeita a associagao entre a observacao de pontes nucleoplasmicas e os factores
de risco, a tabela 9 mostra que apenas a exposicao a formaldeido (p<0,001) e os habitos

leves de consumo de alcool (p=0,032) sao estatisticamente significativos.

Tabela 9 — Pontes nucleoplasmicas (NPB) em linfocitos periféricos. Resultados do ajuste da
regressao logistica quando a variavel dependente tem 3 categorias de pontes nucleoplasmicas (0, 1-
3, > 3 NPB). O significado das colunas € o mesmo que da tabela 7.

95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error Wald df Sig. Lower Bound | Upper Bound
Threshold [NPB = 0] -1,638 1,556 1,109 1 ,292 -4,687 1,411
[NPB = 1] -,019 1,546 ,000 1 ,990 -3,050 3,012
Location Idade -,035 ,023 2,289 1 ,130 -,081 ,010
Género Feminino 447 ,508 774 1 ,379 -,549 1,444
Género Masculino 02 . . 0 . . .
C. tabaco nulo 1,046 ,896 1,364 1 ,243 -,710 2,803
C. tabaco leve ,830 1,178 ,497 1 ,481 -1,478 3,138
C. tabaco moderado 747 1,159 416 1 ,519 -1,524 3,018
C. tabaco pesado 02 . . 0 . . .
C. &lcool nulo -,858 ,625 1,887 1 ,170 -2,083 ,366
C. alcool leve -1,373 ,642 4,577 1 ,032 -2,630 -,115
C. alcool moderado 02 . . 0 . . .
Sem Exposicdo FA -2,645 ,494 28,686 1 ,000 -3,613 -1,677
Exposicédo FA 0@ . . 0 . . .
ADH3*1/ADH3*1 ,592 ,856 ,478 1 ,489 -1,086 2,270
ADH3*1/ADH3*2 -,428 ,794 ,291 1 ,589 -1,985 1,128
ADH3*2/ADH3*2 0@ . . 0 . . .
XRCC3 Met/Met -,135 579 ,054 1 ,816 -1,270 1,000
XRCC3 Thr/Met ,243 ,486 ,251 1 617 -,709 1,195
XRCC3 Thr/Thr 0@ 0

Link function: Logit.
a. This parameter is set to zero because it is redundant.

A nao exposicao a formaldeido diminui em 92,9% a predisposicao a existéncia de
pontes nucleoplasmicas e os habitos leves de consumo de alcool conferem protecgao
em cerca de 74,66% a existéncia de pontes nucleoplasmicas comparativamente com
os habitos pesados de consumo de alcool. Embora o ndo consumo de alcool apareca
também como factor de proteccdo, ndo é um resultado estatisticamente significativo
(tabela 10).
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Tabela 10 — Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianca (IC) para os parametros significantes no
estudo da varidvel dependente NPB. O OR mede o quociente entre a probabilidade de se
observarem classes de maior ordem (mais pontes nucleoplasmicas) e a probabilidade de classes de
menor ordem (menos pontes nucleoplasmicas) quando a Exposicao a formaldeido (FA) nao existe,
ou quando o consumo de alcool é leve (alcool = 1)

Intervalo de Confianca

Parametro OR Limite Inferior| Limite Superior %
Exposigao a FA 0,070980521 0,026960276 |  0,186876219 -92,90195
Alcool =1 0,253407877 |  0,072051542 |  0,891244661 -74,65921

Os resultados da tabela 11 apresentam associagdes significativas entre a observacao de
protusdes nucleares e o género (p=0,018), a exposicdao a formaldeido (p<0,001) e o
gendtipo heterozigético do XRCC3 — Thr/Met (p=0,006).

Tabela 11 — Protusdes nucleares (NBUD) em linfocitos periféricos. Resultados do ajuste da
regressao logistica quando a variavel dependente tem 3 categorias de protusdes nucleares (0, 1-3,>
3 NBUD). O significado das colunas € o0 mesmo que da tabela 7.

95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error Wald df Sig. Lower Bound| Upper Bound
Threshold  [NBUD = 0] ,340 1,840 ,034 1 ,853 -3,266 3,947
[NBUD = 1] 3,839 1,964 3,822 1 ,051 -,010 7,688
Location Idade -,008 ,029 ,068 1 ,794 -,064 ,049
Género Feminino 1,731 ,730 5,624 1 ,018 ,300 3,161
Género Masculino 0@ . . 0 . . .
C. tabaco nulo -,526 1,027 ,263 1 ,608 -2,539 1,486
C. tabaco leve -,910 1,520 ,359 1 ,549 -3,890 2,069
C. tabaco moderado ,203 1,358 ,022 1 ,881 -2,458 2,864
C. tabaco pesado 02 . . 0 . . .
C. dlcool nulo -1,514 ,795 3,631 1 ,057 -3,072 ,043
C. dlcool leve -1,295 ,806 2,585 1 ,108 -2,875 ,284
C. &lcool moderado [ . . 0 . . .
Sem Exposicao FA -2,216 ,632 12,290 1 ,000 -3,456 -,977
Exposicdo FA 0@ . . 0 . . .
ADH3*1/ADH3*1 -,096 ,968 ,010 1 ,921 -1,993 1,800
ADH3*1/ADH3*2 -1,279 ,904 2,000 1 157 -3,051 ,493
ADH3*2/ADH3*2 02 . . 0 . . .
XRCC3 Met/Met 1,498 ,802 3,491 1 ,062 -,073 3,070
XRCC3 Thr/Met 1,971 ;712 7,668 1 ,006 ,576 3,367
XRCC3 Thr/Thr 02 0

Link function: Logit.
a. This parameter is set to zero because it is redundant.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 12, o facto de se pertencer ao
género feminino, aumenta em 464,38% a predisposicao para a observacao de
protusdes nucleares.

Os individuos ndo expostos a formaldeido, possuem uma diminui¢cao da predisposigao
a presenca de protusdes nucleares em cerca de 89,10%. O gendtipo XRCC3 Thr/Met
predispde em 618,02% a existéncia de protusdes nucleares relativamente ao gendtipo
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XRCC3 Thr/Thr enquanto que o gendtipo XRCC3 Met/Met predispde em 347,39%,
embora este Ultimo ndo seja um resultado estatisticamente significativo, pode-se
especular acerca da possibilidade de o genétipo XRCC3 Thr/Thr poder ser protector.

Tabela 12 — Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianga (IC) para os parametros significantes no
estudo da variavel dependente NBUD. O OR mede o quociente entre a probabilidade de se
observarem classes de maior ordem (com mais protusdes nucleares) e a probabilidade de classes
de menor ordem (com menos protusdes nucleares) quando é do género feminino, ou quando a

Exposicao a formaldeido (FA) ndo existe, ou quando se € heterozigdtico XRCC3 Thr/Met.

Intervalo de Confianca
Parametro OR Limite Inferior| Limite Superior %
Genero 5,643752665 1,350355066 23 58782882 464,3753
Exposigao a FA 0108992993 |  0,031566936 |  0.376326433 -89,1007
XRCC3 Thr/Met 71801748 1778896825 |  28,98139422 618,0175

A tabela 13 apresenta como variaveis independentes significativas significativamente
associadas a existéncia de micronlcleos na mucosa bucal, a auséncia de habitos

tabagicos (p<0,001) e a exposigao a formaldeido (p=0,004).

Tabela 13 — Microntcleos (MN) em células da mucosa bucal. Resultados do ajuste da regressao
logistica quando a variavel dependente tem 3 categorias de micronicleos em células da mucosa
bucal (0, 1-3,> 3 MN). O significado das colunas é o mesmo que da tabela 7.

95% Confidence Interval
Estimate | Std. Error Wald df Sig. Lower Bound| Upper Bound
Threshold  [MNboca = 0] 23,006 1,867 151,807 1 ,000 19,346 26,665
[Mnboca = 1] 24,833 1,921 167,079 1 ,000 21,067 28,598
Location Idade ,037 ,026 1,962 1 ,161 -,015 ,088
Género Feminino -,120 ,598 ,040 1 ,841 -1,292 1,052
Género Masculino 0@ . . 0 . . .
C. tabaco nulo 21,122 1,123 353,667 1 ,000 18,921 23,323
C. tabaco leve 20,196 ,000 1 20,196 20,196
C. tabaco moderado ,501 ,000 1 ,501 ,501
C. tabaco pesado 02 . . 0 . . .
C. élcool nulo ,860 ,872 ,971 1 ,324 -,850 2,569
C. &lcool leve 1,572 ,857 3,368 1 ,066 -,107 3,251
C. alcool moderado 0@ . . 0 . . .
Sem Exposicao FA -1,645 ,564 8,488 1 ,004 -2,751 -,538
Exposi¢do FA 0@ . . 0 . . .
ADH3*1/ADH3*1] -,337 ,862 ,153 1 ,696 -2,027 1,352
ADH3*1/ADH3*2 -1,296 ,766 2,862 1 ,091 -2,797 ,205
ADH3*2/ADH3*2 0@ . . 0 . . .
XRCC3 Met/Met -,018 ,675 ,001 1 ,979 -1,341 1,305
XRCC3 Thr/Met ,103 ,584 ,031 1 ,860 -1,041 1,247
XRCC3 Thr/Thr 0@ 0

Link function: Logit.
a. This parameter is set to zero because it is redundant.
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Os individuos que nao possuem habitos tabagicos, possuem uma forte diminuicdo da
predisposi¢ao a presenga de micronucleos na mucosa bucal, local de contacto directo do
formaldeido. A nao exposicao a formaldeido diminui em cerca de 80,69% a predisposi¢cao a

micronucleos na mucosa bucal, como se apresenta na tabela 14.

Tabela 14 — Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianga (IC) para os parametros significantes no
estudo da varidvel dependente MN em células esfoliadas da mucosa bucal. O OR mede o quociente
entre a probabilidade de se observarem classes de maior ordem (com mais micronucleos) e a
probabilidade de classes de menor ordem (com menos micronucleos) quando a Exposicéo a

formaldeido (FA) néo existe, ou quando o consumo de tabaco é nulo (tabaco = 0).

Intervalo de Confianca

Parametro OR Limite Inferior| Limite Superior %

Tabaco =0 1490118294 164887715,7 13466452136 1,49012E+11

0,193097017 0,063869117 0,583794794 -80,69029825

Exposicao a FA

5. DISCUSSAO DE RESULTADOS

Devido ao elevado potencial genotoxico do formaldeido, a elevada exposigao a este sugere
riscos ocupacionais a trabalhadores com exposigao prolongada. Neste estudo, todas as
variaveis dependentes — micronucleos em linfécitos periféricos, pontes nucleoplasmicas,
protusdes nucleares e micronucleos em células da mucosa bucal, apresentaram uma
associacao estatisticamente significativa com a exposicdo a formaldeido. Assim, a
exposicao a formaldeido consiste num factor de risco que actua no aumento de todos os
biomarcadores genotoxicos propostos neste estudo (tabela 5).

O dano nos cromossomas e os efeitos nos linfécitos podem ser causados cumulativamente
pelo facto do formaldeido escapar do primeiro local de contacto originando alteracdes
nucleares nos linfcitos periféricos dos individuos expostos a formaldeido [12].

Os resultados obtidos para os linfécitos periféricos demonstram (tabelas 7 e 8), tal como o
estudo de Ye et al. [55], que os linfécitos podem ser afectados em situagdes de exposicao a
longo prazo. Estes resultados sugerem que existe potencial dano genotdxico em individuos
com exposi¢des a longo prazo a concentragdes elevadas de formaldeido.

Os efeitos genotdéxicos locais apds exposicdo a formaldeido tém sido claramente
demonstrados em estudos experimentais com animais, através da formagdo de ligagbes
cruzadas DNA-proteina, aberra¢cdes cromossomicas estruturais e células aberrantes. Em
humanos existe um aumento da frequéncia de micronucleos em células da mucosa bucal e
nasal [18]. Estudos realizados por Titenko Holland et al. e Burgaz et al. demonstraram que
as frequéncias de micronucleos sdo maiores em células do epitélio bucal apés exposicao a
formaldeido [56, 57], tal como neste estudo em que se verifica uma associagao
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estatisticamente significativa entre a presenca de micronucleos na mucosa bucal e a
exposicao a formaldeido (tabelas 13 e 14).

Estudos sugerem que os polimorfismos genéticos em genes especificos podem afectar o
nivel de dano nos cromossomas associado a exposicoes ambientais a agentes genotoxicos.
Os polimorfismos genéticos sdo potencialmente importantes na formagao de microndcleos,
dependendo da exposicdo, material biolégico examinado e etnicidade da populagcéao
estudada [15]. Os individuos expostos a formaldeido em contexto ocupacional, tém
exposicoes frequentes, isto é, repetidas por longos periodos de tempo. Desta forma, esta
exposicao “cronica” pode conduzir a acumulagdes de dano no DNA e, consequentemente,
aumento do risco de mutacdes [10].

A instabilidade cromossdmica tem sido associada a mutagédo no gene XRCC3 e em outros
genes envolvidos na reparagdo da recombinagdo de homdlogos [38]. Evidéncias bioldgicas
e bioquimicas indicam um papel directo do gene XRCC3 na reparagdo das quebras de
cadeias duplas. Dados funcionais também sugerem que o polimorfismo XRCC3 Thr241Met
pode estar associado, mas ndo de forma significativa, a uma diminuicao da capacidade de
reparagdo de DNA. Desta forma, parece razoavel considerar o polimorfismo no gene
XRCC3 como candidato de baixa penetrancia na etiologia de cancro [38]. Apesar de
existirem estudos em que nao foi observada influéncia dos gendtipos do XRCC3 na
frequéncia basal de microndcleos [58], neste estudo verificou-se uma associacao
estatisticamente significativa entre o genétipo XRCC3 Thr/Met e a presenca de protusdes
nucleares. Este resultado vem de encontro a relatos de que os heterozigéticos XRCC3
Thr/Met apresentam maiores quebras de cromatideos em fumadores e trocas de
cromatideos-irmaos [14] e que os portadores da variante do alelo Thr241Met possuem
elevados niveis de aductos de DNA em linfocitos, indicando que este polimorfismo esta
associado a baixa capacidade de reparacao de DNA e que pode aumentar o risco de varios
cancros [40, 59].

A existéncia de baixa expressdo ou baixa actividade enzimatica da ADH3 possui
provavelmente um impacto a nivel da defesa contra o stress causado pelo formaldeido em
tecidos com exposicao directa a toxicidade deste agente quimico como, por exemplo, o
epitélio oral. Apesar de Hedberg (2001), referir que sintese ou actividade diminuida da
proteina ADH3 poder aumentar o dano genético derivado da exposi¢cao e, combinada com o
tabaco, aumentar potencialmente o risco de cancro na cavidade oral de fumadores, este
resultado nao se observou neste trabalho. No entanto, foi determinada uma associagéo de
proteccdo estatisticamente significativa com o gendtipo ADH3 1/ADH32, relativamente ao
homozigético ADH3*2/ADH3 2, em microntcleos de linfécitos periféricos. Segundo o estudo
de Drenthet al. (2001), a presenca de alelos heterozig6ticos possui um papel protector,
corroborando este resultado [47].
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Em estudos epidemioldgicos, € importante avaliar a influéncia de factores de confundimento
na associacao entre doenca (lato sensu) e exposicao, tais como o género, a idade, habitos
tabagicos e alcodlicos.

Neste trabalho ndo foram encontradas diferengcas estatisticamente significativas entre
género feminino e masculino relativamente a frequéncia de microndcleos, pontes
nucleoplasmicas e micronucleos em células esfoliadas da boca, apenas nas protusdes
nucleares, confirmando estudos de Fenech et al. (1999) e Wojda et al. (2007),
demonstrando que o género feminino apresenta entre 1,2 e 1,6 vezes mais micronucleos do
que o género masculino, [60, 61].

Tem sido postulado que a idade diminui a capacidade da metabolizagdo de xenobidticos,
bem como a indugcdo de enzimas envolvidas no metabolismo [61] aumentando
progressivamente a instabilidade cromossomica e a perda de eficiéncia em mecanismos de
reparagdo de DNA, resultando na acumulagdo de lesdes genéticas [60]. Neste estudo, a
idade, foi estatisticamente associada apenas ao numero de micronucleos em linfécitos
periféricos. Assim, por cada 1 ano de idade a mais, existe um aumento da predisposi¢ao em
6,24% para a presencga de micronucleos em linfécitos periféricos (tabelas 7 € 8).

O fumo do tabaco tem sido epidemiologicamente associado a um aumento de risco de
cancro, em especial na cavidade oral, laringe e pulmdes, os quais contactam directamente
com alguns componentes do fumo do cigarro. Este estudo detectou maior frequéncia de
micronucleos em células esfoliadas da boca em fumadores, comparativamente a nao
fumadores (tabelas 13 e 14), corroborando o estudo realizado por Speit et al. (2006) [56].
Este resultado é facilmente justificavel pelo facto do fumo do tabaco, classificado como
carcinogénico, contactar directamente com a mucosa bucal.

Apesar de outros estudos [62, 63] reportarem um aumento do numero de micronucleos em
linfécitos, pontes nucleoplasmicas e protusdes nucleares devido a nitrosamina derivada da
nicotina (NNK), neste estudo nao se verificaram quaisquer associacdes entre habitos
tabagicos a as referidas alteragdes nucleares. Todavia, no estudo realizado por Bonassi et
al. [64] que utilizou os dados do projecto HUMN, é referido que individuos n&o fumadores ou
fumadores com um consumo tabagico inferior, ndo apresentam alteracoes significativas. De
forma geral, o efeito do fumo do tabaco na frequéncia de alteragdes nucleares permanece
algo controverso.

O A&lcool é reconhecidamente um dos agentes que influenciam de forma genotdxica as
células, sendo citado como um forte agente potenciador do desencadeamento de lesdes
cancerigenas [65]. Neste estudo detectaram-se associagoes estatisticamente significativas
entre a frequéncia de pontes nucleopldsmicas e o consumo leve de bebidas alcodlicas. O
consumo leve de alcool é também classificado como social. A explicagdo para o resultado
que o consumo leve de alcool confere proteccao (tabelas 10 e 11) pode dever-se ao facto da
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maioria dos sujeitos participantes no estudo, especialmente os nao expostos a formaldeido,
terem sido classificados como consumidores leves. Relativamente a associacdao entre
frequéncia de microndcleos e consumo de alcool, esta ndo foi observada, corroborando o
estudo de Stich & Rosin (1983), que referem auséncia de diferencas estatisticamente
significativas na frequéncia de micronucleos em individuos que consumiam bebidas

alcoolicas [66].

6. CONSIDERACOES GERAIS

Nos estudos de genotoxicidade ambiental, deve-se ter em conta uma perspectiva holistica
onde se tem em consideragdo a interacgdo entre exposicdo ocupacional a agentes
genotdxicos, habitos de vida, nomeadamente ambientais e alimentares, e o background
genético.

A resposta individual pode variar de acordo com varias condi¢ées, tais como: absorgéo e
metabolismo do genotoxico, reparacdo de DNA, morte celular (apoptose, necrose), controlo
do ciclo celular e resposta imunolégica. A formacao de micronucleos em células em divisao
€ o resultado da quebra de cromossomas devido a lesdes nao reparadas ou mal reparadas
ou mal segregacao de cromossomas devido a disfungdes mitéticas. Estes eventos podem
ser induzidos por stress oxidativo, exposicdo a clastogénios ou aneugénios, defeitos
genéticos no checkpoint do ciclo celular e/ou genes reparadores de DNA e ainda por
deficiéncias em nutrientes necessarios como co-factores no metabolismo do DNA e
segregacao de cromossomas [15].

O efeito dos polimorfismos genéticos na formacao de microndcleos, e outras alteracoes
nucleares, € complexo, sendo influenciado em larga extensao por polimorfismos em genes
de proteinas, envolvidas no metabolismo de xenobibticos, proteinas reparadoras de DNA e
enzimas envolvidas no metabolismo do folato. Esta heterogeneidade reflecte a presenca de
multiplas exposicdes internas e externas e o numero de alteragbes cromossémicas que
eventualmente resultardo na formacdo de micronucleos [15]. Os biomarcadores de
susceptibilidade individual contribuem de forma significativa para varios niveis de risco [67].
Deve-se considerar sempre que muitos outros genes estdo envolvidos na reparacao do
dano no DNA e que pode existir a possibilidade de estes polimorfismos poderem estar num
desequilibrio de linkage relativamente a outros factores causais [45].

O teste dos micronucleos em células epiteliais esfoliadas tem sido utilizado em varios
estudos de biomonitorizagdo de efeitos genotoxicos apds exposicdes ocupacionais e
ambientais. E esperado que o teste dos micronticleos em células epiteliais seja um
biomarcador especifico de local de exposi¢cdo a agentes genotoxicos e de risco de cancro,
sendo uma ferramenta (til no estabelecimento de limites de exposicdo a substancias

genotéxicas em humanos [56]. Para além disso, a obtencao de células epiteliais da boca
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recorre a um método menos invasivo comparativamente com a colheita de sangue para
estudo dos linfocitos [68].

Em concluséao, este estudo fornece evidéncia inequivoca para associagao entre a exposicao
ocupacional a formaldeido e a presenca de alteracdes nucleares, quer a nivel dos linfécitos
periféricos quer das células da mucosa bucal, sendo este o factor de risco transversal a
todas as alteracdes nucleares. Algumas das variaveis referentes aos estilos de vida, como
os habitos tabagicos e o consumo de alcool, exercem efeitos significativos na presenca de
micronucleos na mucosa bucal, pontes nucleoplasmicas e protusées nucleares.
Relativamente aos factores genéticos, verificaram-se associacbes estatisticamente
significativas entre o polimorfismo do gene da ADH3 e presenga de micronucleos em
linfécitos periféricos e do polimorfismo do gene XRCC3 nas protusdes nucleares.

Uma das maiores dificuldades no desenho de possiveis associa¢des entre polimorfismos e
efeitos € a necessidade de grandes amostras, especialmente para estudos de alelos raros
ou interaccbes gene-gene ou gene-ambiente [69]. Uma vez que os resultados aqui
apresentados se baseiam numa amostra pequena, devem ser realizados estudos com uma
dimensao maior, de forma a confirmar estes resultados e explicar a influéncia putativa dos
polimorfismos, quer em genes reparadores de DNA como em enzimas metabdlicas, no dano
cromossomico [15].

A instabilidade genética criada pela perda esporadica de mecanismos de resposta ao dano
infligido no DNA é muito importante na iniciagdo e/ou progressao de cancro. Nao existe
duvida que os tumores possuem grande numero de alteracées genéticas e que a sucessao
destas alteracbes é necessaria para culminar num processo cancerigeno. Desta forma, é de
incalculavel interesse estudar os mecanismos celulares que conduzem a alteragdao genética

e, em particular, a instabilidade genética [70].
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QUESTIONARIO

Seccao | — Identificacao

1.1. Género: M[ | F[]
1.2. Idade:{ ]

1.3. Nome:
(Apenas para identificacao da exposigao)

Seccao Il — Historial Social

2.1. Carga tabagica

- Fuma ou alguma vez fumou? Sim[ ] Nao[]
- Se sim, com que idade comecou a fumar regularmente? anos
- Continua a fumar? Sim[] Quantos cigarros por dia?

Ndo[ ] Quando parou de fumar?
2.2. Consumo de alcool
Com que frequéncia consome alcool?

Qual a quantidade que consome?

2.3. Habitos alimentares

Assinale com uma cruz (X) a frequéncia didria com que consome 0s seguintes

alimentos:

Alimentos Nunca | Inferior a1 1a2 3a4 Mais de 5
vez por vezes por | vezes por | vezes por
semana semana semana semana

Carnes brancas

(peru, frango)

Carnes  vermelhas

(vaca, porco)

Figado

Alface

Cereais integrais

Pao
Frutas citricas
(laranja, lim&o,

morango, tangerina,

péssego)




Alimentos

Nunca

Inferior a 1
vez por

semana

1a2
vezes por

semana

3a4
vezes por

semana

Mais de 5
vezes por

semana

Frutas nao citricas

(péra, maca,
banana)
Frutos Secos

(amendoins)

Peixe

Seccao lll — Historial Ocupacional

3.1. Presente Ocupacao

Area de Trabalho:

Funcao exercida:

Fungéao exercida ha anos

Descrigao do tipo de trabalho:

Tempo de actividade na empresa:

(anos)

Existe exposicdo ao formaldeido no seu posto de trabalho? Sim[ ] Nao[ ]

Se sim passe para o ponto 3.2.

Se néo passe para o ponto 3.3.

3.2. Exposicao ao formaldeido no local de trabalho

3.2.1. Ocupagbes ou actividades exercidas actualmente com exposicdo
formaldeido.
Dias
Funcao exercida I-(I)c:r:; por
P semana

1
2
3

ao

Xi




3.2.2. Ocupagdes ou actividades exercidas anteriormente com exposicdo ao

formaldeido
Funcao exercida Horas | Dias De... a

por por
dia semana | (anos)

1

2

3

4

3.3. Exposicao a outros produtos no local de trabalho
Considera estar exposto a algum destes produtos?

- Fenol []
- Metanol []
- Acido acético [ ]
- Soda caustica [ ]

- Acido cloridrico ]

- Hipoclorito de sédio [ ]
(lixivia)

- Particulas []

Seccao IV — Susceptibilidade individual

4.1. Tem, ou teve, alguma doenca respiratéria? Sim[ ] Nao[ ]

Se sim, qual?

Toma alguma medicagdo? Sim[ ] Néao[ ]

Se sim, qual?

4.2. Tem, ou teve, alguma dificuldade respiratéria? Sim[ ] Nao[ ]

Se sim, qual?

Toma alguma medicagdo? Sim[ | Nao[ ]

Se sim, qual?

4.3. Tem, ou teve, alguma doenca oncolégica? Sim[_] Nao[ ]

Se sim, qual?

Toma alguma medicagdo? Sim[ | Nao[ ]

Se sim, qual?
4.4 Existem doengas oncologicas em familiares directos?
Sim[] Nao[]

Se sim, quais?

Xii



4.5. Toma algum suplemento alimentar?
Sim[] Nao[]

Se sim, quais?

4.6. Toma presentemente algum dos seguintes medicamentos?
Sim[] Nao[]

Se sim, quais?

[ ] Folifer

[] Neurobion
[ ] Folacin
[ ] Outro

Seccao V — Equipamento de Proteccao Colectiva

Existem medidas de protecgéo colectiva? Sim[_] Nao[ ]
Se sim, quais?
Sistema de exaustdo de ar? Sim[_] Nao[ ]
Sistema de insuflagdo de ar? Sim[ ] Nao[ ]
Sistema de climatizagédo? Sim[ ] Nao[ ]

Seccao VI — Equipamento de Proteccao Individual

Utiliza equipamento de protecgao individual? Sim[] N&o [ ]
Se sim, especifique:

Botas de protecgdo: Sim[ ] Néao[ ]

Luvas: Sim[ | Né&o[ |

Méascara das vias respiratérias: Sim[ ] Néao [ ]
Oculos de protecgdo: Sim[] Nao[]
Vestuario adequado: Sim[ ] Nao[ ]
Protectores auriculares: Sim[_] Nao[ ]
Capacete: Sim[ ] Nao[ ]

Seccao VIl — Tempos Livres

Que tipo de actividades desenvolve para além da sua actividade profissional?
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ANEXO I

Consentimento Informado



TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

A Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa encontra-se a desenvolver um
projecto de investigacdo com o tema: “Caracterizacao da Exposi¢cdo ao Formaldeido e
Conhecimento dos Eventuais Efeitos na Saude”.

Este projecto tem como objectivos primordiais a caracterizagdo da exposi¢cdo deste
agente quimico em diversas situagdes de trabalho, bem como a investigagdo de
eventuais efeitos genotoxicos.

De modo a concretizagdo dos nossos objectivos, pretendemos recolher amostras de
sangue periférico e tecido epitelial do interior da cavidade bucal a individuos expostos
profissionalmente a formaldeido.

A metodologia a utilizar é a referenciada por diversos autores, que tem como objectivo
analisar detalhadamente a exposicdo dos trabalhadores ao formaldeido e,

consequentemente, contribuir para minimizar essa exposi¢ao.

Acresce-se que a privacidade assim como a completa confidencialidade dos dados
obtidos sera assegurada.
Se tiver alguma duvida podera esclarece-la com as responsaveis pelo projecto.

Obrigada pela atencéao e disponibilidade.

Eu,

(preencha com o seu nome completo), dou 0 meu consentimento livre e informado,

para participar na realizagéo da colheita acima referidas, autorizando posterior uso e
publicagdo dos dados.

Data /]

Assinatura
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