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RESUMO

A silicose € uma pneumoconiose provocada pela inalagdo da poeira de silica e
consiste em uma lesdo pulmonar com participacdo de citocinas como o Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a). Ha dois polimorfismos nos sitios -238 e -308 do
promotor do gene da TNF-a (substituicdo de uma guanina por uma adenina) que tém
sido investigados como possiveis fatores de susceptibilidade para a silicose. A
mutacdo na posi¢do -308 tem sido associada com altos niveis da citocina no sangue,
enquanto que a posicdo -238, com formas mais graves da doenca. A exposicao
ocupacional a silica continua sendo um problema de Sadde Piublica no Brasil. O
Centro de Estudos de Sadde do Trabalhador e Ecologia Humana
(CESTEH)/FIOCRUZ acompanha trabalhadores do Rio de Janeiro expostos a silica.
Este trabalho teve como objetivo a implementacdo de uma metodologia para
determinacdo do polimorfismo dos sitios -308 e -238 do promotor da TNF-a para
futura utilizagdo na avaliacdo da exposicdo a silica. A genotipagem foi feita através
da técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restricition Fragment Length
Polymorphism) usando Ncol para -308 e BamHI para -238. Foram realizados ensaios
para a implementacdo da metodologia, sendo esta aplicada em uma amostra
populacional de 79 trabalhadores assistidos no ambulatério do CESTEH, sendo todos
do sexo masculino e maiores de 18 anos. Como resultados foram fixadas as seguintes
condi¢cdes (para ambos os sitios): 100ng de DNA extraido de 500uL de sangue total é
utilizado como molde para a PCR, junto com 1,5U de Taq-DNA Polimerase
Recombinante em um volume final de 50uL. Como primers, foram usados:
5'AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT e S5'TCCTCCCTGCTCCGATTCCG como
senso e antisenso para -308 e S'AAACAGACCACAGACCTGGTC e
S'CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC para -238. Os parametros da PCR para —
308 foram: 35 ciclos de 94°C/40s, 60°C/50s e 72°C/60s, gerando um fragmento de
107pb; sitio —238: 35 ciclos de 94°C/40s, 58°C/90s e 72°C/60s, gerando um fragmento
de 165 pb. Na digestao foi utilizada a propor¢do de 5U da enzima para cada lug de
DNA, sendo incubada a 37°C por 1 hora. Os individuos com o alelo mutante perdem
o sitio atacado pela enzima de restricdo. Os trabalhadores genotipados para o sitio -
308 apresentaram 16,4% (n=13) para o gendtipo GA, 82,3% (n=65) para GG e 1,3%
(n=1) para o gen6tipo AA. O sitio —238 apresentou as frequéncias de 2,3% (n=2) para
GA, 97, 7% (n=77) para GG e zero para AA. Nesse estudo, demonstrou-se que a
presenca do alelo mutante (A) estd associada a maiores quantidades da citocina no
sangue. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre as médias da enzima
GST e a presenca ou ndo do alelo mutante. A presenga do alelo -308A apresentou
ainda um risco relativo de 3,697 para o desenvolvimento de silicose. A
implementagdo de um método toxicogenético permite a identificacdo de possiveis
determinantes de suscetibilidade individual ao desenvolvimento da doenca,
aumentando o alcanco das avaliacdes da saide do trabalhador.
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ABSTRACT

Silicosis is a pneumoconiosis caused by inhalation of silica dust and consists
of a lung injury with participation of cytokines, such as Tumor Necrosis Factor alpha
(TNF-a). There are two polymorphisms at sites -238 and -308 of the gene promoter in
TNF-a (replacement of a guanine-adenine), which have been investigated as possible
factors of susceptibility for silicosis. The mutation at position -308 has been
associated with high levels of cytokine in the blood, while at -238 with severe forms
of the disease. Occupational exposure to silica remains a public health problem in
Brazil. The Center for Studies on Workers' Health and Human Ecology (CESTEH) /
FIOCRUZ follows Rio de Janeiro's workers exposed to silica. This study aimed to
implement a methodology for determining the polymorphism of sites -308 and -238
of the promoter of TNF-a for future use in the assessment of exposure to silica.
Genotyping was made by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restricition
Fragment Length Polymorphism) using Ncol for -308 and BamHI for -238. Tests
were performed for implementing the methodology, which was applied in 79
employees assisted by CESTEH, all male and aged over 18. After the tests, the
following conditions were fixed for both sites: 100ng of DNA, extracted from 500uL
of whole blood, were used as template for PCR with 1.5 U of Taqg-DNA Polymerase
Recombinant and a final volume of 50uL. The primers were:
5'AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT and 5'TCCTCCCTGCTCCGATTCCG as
sense and antisense to -308 and 5'AAACAGACCACAGACCTGGTC and
S'CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC to -238. The PCR parameters for -308 site
were: 35 cycles using 94°C/40s, 58°C/90s and 72°C/60, generating a fragment of 107
pb. The PCR parameters for -238 site were; 35 cycles using 94°C/40s, 58°C/90s and
72°C/60s, generating a fragment of 165 pb. The digestion was made with 5U of
endonuclease for 1mg of DNA incubated at 37°C for 1 hour. Individuals with the
mutant allele lose the site which is attacked by the restriction enzyme. Workers
genotyped for the -308 site showed 16.4% (n = 13) for the GA genotype, 82.3% (n =
65) for GG and 1.3% (n = 1) for the genotype AA. The -238 site showed the
frequencies of 2.3% (n = 2) for GA, 97.7% (n = 77) for GG and zero for AA. This
study shows that the presence of the mutant allele (A) is associated with greater
amounts of cytokine in the blood. There were no significant differences between the
means of the enzyme GST and the presence of the mutant allele. The presence of the
-308 mutant allele also showed a relative risk of 3,697 for the development of
silicosis. The implementation of a toxicogenetic method allows the identification of
possible determinants of individual susceptibility to disease development, increasing
the reach of the evaluations of occupational health.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

Dois dos principais elementos quimicos mais abundantes no planeta sdo o
oxigénio e o silicio. A unido destes dois elementos forma o diéxido de silicio
(S10,), composto natural conhecido como silica. Sua manipulagdo é muito comum
em diferentes ramos da economia brasileira, como minerag¢ao, jateamento de areia,
industria de cerdmica e abrasivos, escavacdo de pogos, pedreiras, moagem de
granito, fundi¢cdo e lapidacdo de pedras. Todas essas ocupacdes profissionais
podem apresentar etapas no processo que geram uma nuvem de particulas em
suspensdo com alto teor de silica. A exposi¢cdo a poeira de silica pode levar ao
desenvolvimento de vdarias doencas, tais como cancer de pulmdo, insuficiéncia
renal, aumento do risco de tuberculose pulmonar, doengca pulmonar obstrutiva

cronica e silicose ", A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)

tem classificado a silica como substdncia cancerigena para humanos desde 1997
(2)

Uma das principais pneumopatias ocupacionais presentes no pais e no
mundo € a silicose. A silicose tornou-se uma doen¢a de grande importancia em
fun¢cdo do aumento da morbidade e, em alguns casos, da mortalidade, tendo
ocorrido principalmente entre os trabalhadores de jateamento de areia. Este fato
acabou por estimular a busca por um maior entendimento dos processos

biolégicos, epidemiolégicos e sanitdrios envolvidos com a doenga * %,

No Brasil, a silicose tem se configurado como a pneumoconiose com maior
prevaléncia do pais. Nao existe uma dimensdo exata da exposi¢cdo ocupacional a
silica,em func¢do da falta de inquéritos de avaliagdo ambiental que permitam a
configuracdo da situacdo a nivel nacional @,

4 (5), cerca de

Segundo as estimativas feitas pelo estudo de Ribeiro, 200
5.447.828 trabalhadores sdo expostos a silica com frequéncia superior a 1% da
jornada de trabalho semanal no Brasil. Ainda segundo o mesmo trabalho, o
nimero de trabalhadores expostos representou 14,6% do total quantificado no
setor formal, tendo sido utilizado como fonte de dados a Relacdo Anual das
Informacdes Sociais ©®) Um outro estudo de Ribeiro, 2008 (2), demonstra ainda a
maior prevaléncia de trabalhadores definitivamente expostos a silica o Brasil
quando comparada a de paises europeus. Estas informac¢des permitem a percep¢ao

de que, apesar dos avan¢os no campo de seguranca do trabalho e das alternativas
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técnicas a utilizacdo de processos que gerem a poeira de silica, a exposicdo de
trabalhadores a este agente téxico ainda é muito frequente em nosso pais ) Sua
importancia é tamanha que em 1997 foi criado o “Manual de Normas para o
Controle das Pneumoconioses” e o “Programa Internacional da ILO/WHO
(International Labour Organization/World Health Organization) para a Eliminacao
Global da Silicose” 7%

Por conta desta ampla distribuicdo e participacdo da silica no ambiente
laboral de significativa parcela da populacdo brasileira, levando em conta ainda
seus potenciais efeitos danosos a saide humana, ficam claros os riscos da

exposi¢cao ocupacional a esse agente e sua caracterizagdo como um grave problema

de Saude Publica.

1.2 A Silica

A silica é uma expressao utilizada para denominar um grupo de compostos
formados por diéxido de silicio, composto bindrio formado por silicio e oxigénio
(S103). Pode ter origem mineral, sintética ou ainda ser produzida por organismos
vivos. Cerca de 60% de toda a crosta terrestre € formada por silica, podendo se
apresentar na forma livre, na forma de silicatos (quando combinada com 6xidos

metdlicos) e em rochas. Quanto a sua estrutura podemos ter duas classificagdes:

cristalina e amorfa .

A forma cristalina € o componente predominante na crosta terrestre. Estes
compostos se unem a outros de igual geometria molecular, formando compostos
cuja férmula minima € SiO,. Devido a diferentes arranjos estruturais, diferentes
formas da silica podem ser encontradas na natureza como o quartzo, a cristobalita,
o silicato, a trimidita, a noganita, a kealita, dentre outras. As diferencas na
estrutura da silica cristalina, bem como diferencas em sua composi¢do resultam
em distintas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, morfologia e

o .~ 10
caracteristicas de superficie do composto ®,10),

A silica amorfa pode ser encontrada na sua forma natural (opala), como
silica biogénica (proveniente de organismos vivos) e como silica vitrea (formada

pela fusdo de materiais que contém silicio) ‘',

As formas de quartzo e cristobalita da silica cristalina inaladas sdo

consideradas carcinogénicas desde 1997, sendo classificadas como pertencentes ao
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Grupo 1 e tendo importante participacdo na exposicdo ocupacional a silica !,

Quando comparada com a forma cristalina, a silica amorfa apresenta-se menos

(1, 12)

téxica, com menor potencial fibrinogénico no pulmao , sendo classificada

(11)

como ndo cancerigena — Grupo 3 — para humanos Particulados da forma

cristalina com superficie recém-fraturada apresentam maior toxicidade as células

do pulmdo do que as que apresentam superficies definidas hd algum tempo "'

1.3 Exposicao ocupacional a silica

Viérias sdo as atividades econOmicas onde ocorre a exposi¢cdo ocupacional a
poeira que contém a silica cristalina. Alguns dos principais setores sdo: mineracao,
construgao civil, inddstria de ceramicas e industria naval. O jateamento de areia na
indudstria naval configurou um dos principais processos de exposi¢cdo ocupacional a
poeira de silica no estado do Rio de Janeiro. Sua pratica acabou por ser proibida pela
Lei n° 1979, de 23 de marco de 1992 ¥,

Apesar de ndo existirem estudos que determinem valores exatos, uma
estimativa do nimero de trabalhadores expostos a silica ocupacionalmente gira em
torno de seis milhdes, estando grande parte concentrada na construcdo civil,
mineracdo e garimpo. Mais de 30% desses trabalhadores ocupam os setores de

e A . 1,2
metalurgia, indistrias de cerdmicas e vidro %

Apesar da abrangéncia de processos laborais que utilizam materiais
silicogénicos, os riscos inerentes podem ser reduzidos por algumas medidas de
controle do ambiente de trabalho. A utilizacdo de equipamentos de protegcao
individual (EPIs) respiratorios adequados, a compartimentalizacdo e sinalizacdo de
processos que geram silica livre respirdvel ou até mesmo a mudanca de matéria
prima ou ado¢do de processos que ndo a produzam, a correta higienizacdo do
ambiente de maneira que ndo ocorra a suspensdo da poeira, programas de cunho
preventivo tanto de equipamentos como de comportamento aliados a um eficiente
monitoramento do ambiente laboral sdo os principais fatores que podem levar a

.. R N . . 1
diminui¢do da prevaléncia da silicose .

No Brasil, as Normas Regulamentadoras relativas a Seguranca e Medicina do
Trabalho, instituidas pela portaria N° 3214, regulamentando a Lei N° 6514, de 22 de
dezembro de 1977, representam uma legislagio especifica que determina uma série de

avaliacdes ambientais e de saide nos setores definidos como de risco .
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A utilizacdo de mdéscaras ou respiradores € uma das primeiras providéncias
a serem tomadas na reducdo da exposi¢cdo a poeiras em ambiente de trabalho. Essa
recomendacdo € regulada pela NR-6, na qual o respirador provém o trabalhador de
ar respirdvel em um ambiente com baixas concentracdes de oxigénio. Para que a
mascara seja capaz de filtrar poeiras é necessario que possua um filtro mecanico

capaz de reter a fracdo particulada especifica %

No caso da exposicdo a silica, a NR-15 estabelece os Limites de Exposi¢do
Ocupacional (LEO) a poeira de silica cristalina. Esses limites deveriam ser

' No entanto o Brasil,

adotados como valores guia no controle da exposicdo
assim como outros paises, acaba por adotar tais valores como limites previstos em
lei, o que dificulta sua atualizacdo em func¢do de novas descobertas cientificas,
levando os trabalhadores a serem expostos a concentragdes que oferecem alto risco

a saude, apesar de estarem dentro dos limites estabelecidos por lei (18, 19),

Atualmente, os LEOs utilizados como referéncia sao valores médios
relacionados com a duracdo das jornadas de trabalho didrias ou semanais, nao
existindo um valor fixo e de cardter universal. Os limites adotados nos diferentes
paises sdo de cunho préprio ou baseados nos valores de diferentes institui¢des
como NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health), ACGIH
(American Conference of Governmental Industrial Hygienistis) e OSHA

(Occupational Safety & Health Administration).

A NIOSH estabeleceu em 1974 a REL, Recommended Exposure Limit, de
0,05 mg/m3, fazendo referéncia as exposi¢des as formas de silica cristalina,
quartzo, trimidita e cristobalita. Esse valor foi revisado em 2002, baseado em
estudos epidemiolégicos, levando a NIOSH a assumir que aproximadamente de 1 a
7 trabalhadores em cada 100 poderiam ser portadores de silicose, sendo estes
expostos a uma concentragdo de silica cristalina de 0,025 mg/mS, 0 que representa
metade do LEO proposto. Apesar dessas evidéncias, em funcdo da impossibilidade
de andlise apurada desses novos dados, o limite de 1974 é mantido até hoje pela
NIOSH 2.

A classificagdo da silica cristalina na forma de quartzo como sendo
cancerigena, fez com que ACGIH, em 2000, reduzi-se o valor da LEO de 1,0
mg/m’ para 0,05 mg/m’. Assim como a NIOSH, demonstrou uma intencdo em
2004 de modificar o valor de TLV-TWA, Threshold Limit Values-Time-Weighted
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Average, também da forma de silica cristalina na forma de quartzo, para 0,025

mg/m3 (20, 21, 22).

Os limites de tolerancia brasileiros para exposicao ocupacional a silica
cristalina na forma de quartzo foram baseados nas recomendacdes da ACGIH
publicadas em 1974 (18), sendo valido desde 1978, no Anexo 12 da NR 15 e
corrigido para a jornada de trabalho de 48 horas semanais “**’. Na Tabela 1 sdo

apresentados alguns exemplos de valores de LEO para poeiras respiraveis.
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Tabela 1 - Valores de LEOs recomendados para a silica.

Dados de 2005 de institui¢des dos Estados Unidos da América e do Ministério do
Trabalho do Brasil (Adaptado de Tibiri¢d, 2006).

Instituicao Nomeclatura Substincia LEO (mg/m3)
NIOSH REL-TWA Silica cristalinana  REL= 0,05
forma de quartzo,
(recommended exposure tridimita ou
limit-time-weighted cristobalita como
average) poeira na fracdo
respirdvel
Jornada 10 horas didrias ou
40 horas semanais
OSHA PEL-TWA Silica cristalina PEL= 10/ %SiO; + 2
. .o respirdvel na forma
(permissible exposure limit- d
. . e quartzo
time-weighted average)
Jornada 8 horas diarias ou Silica cristalina PEL= metade do
40 horas semanais respirdvel na forma valor calculado para
de tridimita ou quartzo
cristobalita
ACGIH TLV-TWA Silica cristalina TLV= 0,05
respirdvel na forma
(threshold limit value- de quartzo,
limit-time-weighted tridimita ou
average) cristobalita
Jornada 8 horas didrias ou
48 horas semanais
TEM' Limite de tolerancia Silica cristalina LT= 8/ %Si0, +2

Jornada 8 horas didrias ou
48 horas semanais

respirdvel na forma
de quartzo como
poeira na fracdo
respirdvel

"Ministério do Trabalho e Emprego/BrasilNR-15, Anexo 12




Daniel Santos Souza 18

1.4 Silicose
1.4.1 Pneumoconiose

24 L2 0O termo

A silicose é a mais prevalente das pneumoconioses
pneumoconiose foi proposto por Zenker em 1866 e caracteriza uma doencga
pulmonar provocada pela inalagdo de poeiras minerais em ambiente ocupacional

29 As doencas sdo conhecidas pelo principal agente causador, sendo as

' De maneira

principais: a silicose, asbestose, talcose, estanhose, dentre outras
geral, as pneumoconioses podem ser divididas em dois tipos: fibrogénicas e nao
fibrogénicas.

1 .
), o termo silicose

Empregado pela primeira vez em 1870 por Visconti
refere-se a uma pneumoconiose fibrogénica incurdvel, pois se trata de uma reagao
pulmonar a inalac@o de poeira contendo particulados de silica cristalina que levam
a fibrose intersticial irreversivel do parénquima pulmonar. E uma doenca cronica,
geralmente com o surgimento de sintomas tardiamente. Como principais
caracteristicas temos alteracdes radioldgicas irreversiveis, que podem evoluir
independentemente de novas exposi¢des. Sintomas como dispnéia (falta de ar) e
tosse podem aparecer apds a detecgcdo das alteragdes radioldgicas, podendo ainda

. . PN . . s . 1
evoluir para quadros de insuficiéncia respiratéria '®,

Apesar de alguns programas de controle ambiental e de uso de protegdes
individuais, bem como modificacdes do processo industrial, a silicose ainda se
apresenta como um importante problema de Saude Publica. Baixos investimentos em
fiscalizacdo e controle dos processos de trabalho, bem como o ndo conhecimento do
risco por parte dos trabalhadores e um programa médico de atencdo nao adequado

acaba por impossibilitar a erradicacdo da doenca @)

O risco de desenvolvimento da doenca estd relacionado com uma série de
fatores. Sao exemplos o tamanho das particulas de silica (as particulas menores
que Sum de didmetro possuem maior penetrancia nas vias respiratorias inferiores,
sendo, portanto, mais toxicas), suas caracteristicas fisico-quimicas, concentragcio

destas no ar inalado, tempo de exposicdo dentre outros “”.

E importante ainda observar que, uma vez instalada, a doenca € irreversivel,

sendo progressiva na maioria dos casos mesmo que o individuo se afaste da(s)

fonte(s) de contaminagao 19
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Nos paises periféricos do sistema econdmico, onde as condi¢gdes de trabalho
se apresentam de forma precdria, quando existentes, os valores de morbidade e
mortalidade podem se apresentar altos **. Muitos pesquisadores t¢ém demonstrado
significativos valores de prevaléncia de silicose em paises como a Africa do Sul,

29, 30, 31, 1 . . ~
] 29-30-3L18) [st0 revela a necessidade de uma maior atencdo

China, India e Brasi
ao problema, buscando um maior controle da exposi¢cdo assim como diagndsticos

mais precisos e abrangentes.

No Brasil, as informacdes sobre o nimero de individuos com silicose sdo
muito escassas, geralmente se referindo a alguns ramos especificos da economia.
Dados da maior casuistica nacional de silicose, por exemplo, sdo oriundos da
mineracdo de ouro subterrdneo em Minas Gerais, com um surpreendente registro

(32)

de cerca de 4 mil casos . Outros estudos publicados relatam percentuais de

prevaléncia que variam de 3,5% em pedreiras a 23,6% no setor da indudstria naval
(33, 2)

1.4.2 Fisiopatologia e mecanismos celulares da silicose

Fisiopatologicamente, a silicose pode ser explicada, de maneira geral, como
um processo inflamatério cronico nos alvéolos (alveolite). Neste processo células
inflamatérias e do sistema imunolégico sdo ativadas, liberando mediadores
téxicos, provocando, ao final, fibrose na arquitetura pulmonar. Tal fibrose ¢é
provocada em fun¢do do acimulo de produtos do tecido conjuntivo, podendo ainda

4 . ‘ . (34
transformar células pulmonares normais em células tumorais °*.

Ao serem inaladas, as particulas de silica chegam aos espacos alveolares e
entram em contato direto com a agua, lipoproteinas e macréfagos presentes na
camada de revestimento do espago bronquioalveolar, provocando a formacio e
liberacdo de radicais livres. A maioria das particulas exdgenas, ao chegar nos
espacos alveolares, é combatida pela acdo de anticorpos e enzimas lisossomais de
células de defesa. Entretanto, as particulas de silica ndo sdo susceptiveis a tais
mecanismos imunoldégicos e desencadeiam complexos processos celulares e
moleculares que levam ao desenvolvimento da fibrose, o que prejudica as trocas

gasosas pelo parénquima pulmonar B,

Atualmente, a exata sequéncia de eventos que levam ao desenvolvimento da

doenca apds a inalacdo da silica ndao é bem conhecida, mas acredita-se que o
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macréfago alveolar desempenhe um papel central, visto que € o primeiro tipo
celular a ter um contato significativo com as particulas de silica, sendo de grande

importancia nos estudos sobre silicose ©%.

N

A endocitose de silica por macréfagos alveolares leva a morte dessas
células devido a ativacdo da cascata de reacdes que levam a apoptose G7.38) o que
libera a silica intracelular novamente para o espaco extracelular. Desta forma,
permite-se sua ingestdo por outro macréfago, gerando fagocitoses ciclicas que

provocam a continuidade do processo %

. Concomitantemente, ha a liberacido de
varios mediadores inflamatdérios por macréfagos, fibroblastos e células epiteliais,
como proteases, citocinas, metabdlitos do dcido aracdodnico, além de espécimes

reativas de oxigénio (ROS) (40, 41)

. Tais compostos provocam o recrutamento de
outras células inflamatérias da parede alveolar e da superficie epitelial do alvéolo,
provocando a alveolite.

A liberacdo continuada de ROS e proteases pelas células recém recrutadas

(42,43, 49 " Através da

acaba por provocar a destruicdo da matriz extracelular
ativacdo desses agentes oxidantes em excesso ocorrem as lesdes tipicas do
parénquima pulmonar que caracterizam a silicose. Além disso, € considerado um
importante fator do processo carcinogénico relacionado a deposi¢do de poeiras nos

alvéolos, visto que apresentam alta capacidade de lesar o DNA “0),

Ap6s o processo inflamatdrio e o dano celular, o organismo entra em uma
etapa de restauracdo do tecido lesado. No decorrer dessa cascata de eventos ha
uma reparacdo da matriz extracelular do tecido conjuntivo, com intensa produgao
de fibras coldgenas, proteoglicanas e fibronectina. Os macréfagos pulmonares,
mediante estimulo adequado, sdo capazes de produzir polipeptideos que
funcionardo como mediadores de crescimento para células mesenquimais. Na
silicose, os mediadores podem incluir citocinas fibrogénicas, como o Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e a Interleucina 1 (IL-1), o que acaba por ampliar o

processo fibrético “*.

Estudos feitos em animais demonstram que o tratamento com silica
fibrogénica sempre leva a algum tipo de dano celular com modificagdes do

48 Dessa maneira, o

epitélio bronquiolar ou alveolar tipicas de hiperplasias
cancer de pulmdo se apresenta como um possivel e importante desfecho

relacionado a exposicao a silica, estreitando sua possivel relacdo com a silicose.
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1.4.3 Manifestacoes clinicas e alteracdes histopatologicas

Existem varias manifestacdes clinicas da silicose, como a silicose simples
ou nodular, a silicose aguda (silicoproteinose), fibrose massiva progressiva e a

(43, 47)

fibrose intersticial difusa . De maneira geral podemos dividi-las em trés

tipos: aguda, cronica e acelerada “¥

. A forma aguda é provocada por elevadas
exposi¢cdes a particulas de silica recém quebradas (como ocorre no jateamento de
areia), que manifesta-se geralmente apds poucos meses de exposi¢do com rapida
evolu¢do para o 6bito. Os sintomas mais comuns sdao dispnéia intensa, astenia,
perda de peso e hipoxemia. Em exames radiogrificos sdo encontrados
espessamento septal liso nas dreas alteradas e imagem de condensagdo com

1 D

distribuicao geografica ou regiona . Quanto as alteracdes histopatoldgicas,

observam-se lesdes de pneumdcitos tipo I, presenca de exsudado lipoprotéico no

espaco alveolar e aumento de pneumdocitos tipo II “9),

A forma acelerada é aquela na qual as manifestacdes clinicas ocorrem apos
o periodo de 5 a 10 anos de exposicdo. As modificacdes clinicas e de imagens sao
similares a forma crOnica, apresentando, no entanto, ndédulos silicéticos como

principal alteracdo patoldgica “*%.

Como forma mais comum das manifestagcdes da silicose temos a cronica,
que ocorre geralmente apds periodo de exposicdo superior a 10 e 15 anos.
Assintomdtica em seu inicio pode evoluir para um quadro muito comum de
dispnéia progressiva. Exames por imagem podem revelar a presenca de infiltrado
micronodular bilateral em estdgios iniciais, podendo haver coalescéncia desses
nodulos com a progressio da doenca, gerando a chamada fibrose maciga
progressiva. Exames tomograficos podem revelar ainda dreas com enfisema,
micronddulos centrolobulares e subpleurais e aumento de linfonodos 9. 30) -~ A
principal alteracdo histopatolégica é o tipico nddulo silicético, que pode ser
encontrado no intersticio pulmonar, ao redor de bronquiolos e de vasos, em
regides subpleurais, na pleura e em linfonodos. Tal nédulo é caracterizado por
particulas de silica circundadas de forma concéntrica por fibras coldgenas envoltas

em reticulina, macréfagos e infiltrado linfocitéario 6D,
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1.4.4 Diagndstico

Além da andlise das alteracdes radioldgicas ja citadas, o histérico da
exposi¢cdo ocupacional do individuo € de fundamental importincia. O
conhecimento das caracteristicas da exposicdo e de outros possiveis fatores de
risco ou de susceptibilidade permite a elaboracdo de uma casuistica mais sdélida,

permitindo a determinag¢do da relacdo entre a exposicdo e o inicio dos sintomas
(26)

Em relagdo ao diagndstico por radiografia, sdo utilizados os padrdes
radiolégicos da OIT/2000, sendo qualificada quanto a profusdo (abundancia) e

tipos de lesao (26),

A profusdo permite a classificacdo em trés diferentes categorias de 0 a 3,

podendo ter ainda 3 subdivisdes %

1. 0/-, 0/0 e 0/1 - Resultados considerados normais, apesar da
classificacdo 0/1 ja apresentar pequenas regides de opacidade, consideradas

insuficientes para o diagndstico;

2. /0, 1/1, 1/2, 2/1, 2/2, 2/3, 3/2, 3/3, 3/+ - Essas categorias
representam uma escala progressiva de perfusdo. A categoria 1 representa uma
perfusdao baixa, com lesdes localizadas mas suficiente para o diagndstico. A
categoria 2 representa o inicio da alteracdo do padrdo vascular do pulmao, padrao

esse totalmente alterado na categoria 3.

As lesdes podem ser classificadas ainda quanto sua morfologia, valendo-se
de letras como simbolos representativos de diametros e espessuras em opacidades
redondas (regulares) e lineares (irregulares) “?®. Para opacidades redondas: p —

diametro médio inferior a 1,5 mm; q — didmetro médio entre 1,5 ¢ 3,0 mm; r

diametro médio entre 3,0 e 10,0 mm. Em relacdo as opacidades lineares: s

espessura média inferior a 1,5 mm; t — espessura média entre 1,5 ¢ 3,0 mm. u

espessura média entre 3,0 e 10,0 mm.

A radiografia de um paciente € classificada como silicose quando apresenta

resultado minimo de 1/0 7

. Em casos de falta de informag¢des no histérico de
exposicdo do paciente que permita associar as alteracdes radioldégicas com a
inalacdo da poeira de silica podem ser indicados a tomografia de alta resoluc¢do ou
a bidpsia pulmonar como uma abordagem contributiva para o diagndstico de

outras possiveis doencas ou formas atipicas de apresentacio .
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1.5 Susceptibilidade genética a silicose

Diversos trabalhos tém relacionado fatores genéticos a susceptibilidade a
pneumoconioses. O estudo de associacdes genéticas a doengas pode vir a ajudar na
compreensdo da complexa interacdo entre genes e meio ambiente no
desenvolvimento de patologias, funcionando como bioindicadores precoces na
avaliacdo do risco de desenvolvimento da patologia. Diferencas individuais na
producdo de citocinas estdo relacionadas com diferencas genéticas, o que pode
contribuir com diferentes respostas imunoldégicas e distintas suscetibilidades a
doencas. Essas diferencas genéticas sdo chamadas de polimorfismos. Estes estudos
procuram demonstrar que alteracdes de apenas um nucleotideo em posicoes
especificas da regido promotora do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
determinam o padrdo de expressdo do gene e consequentemente de producdo da

citocina ©?.

Ao contrdrio de mutag¢des, que costumam apresentar baixa frequéncia na
populacao (menores que 1%), algumas variagdes alélicas, como Polimorfismos de
Base Unica (SNPs), tém demonstrado uma associagdo com o risco de

desenvolvimento de doencas em uma série de estudos epidemiolégicos 7% 2730

92. 36,57, 38, 39. 60. 61) ' Eggas alteracdes polimérficas podem provocar vantagens ou
desvantagens no metabolismo inerente a certos tipos de patologias, contribuindo

62 " Diferentes atividades

na determinacdo de diferentes susceptibilidades
celulares podem ser promovidas frente alteragcdes na sequéncia do DNA

codificante ou relacionada ao gene.

No caso da silicose, alteragdes nos genes responsdveis pela producdo das
citocinas pré inflamatérias TNF-a e IL-1 tem demonstrado associa¢do com o

desenvolvimento de formas mais severas da doenca (52, 53, 63, 64, 61),

1.6 Fator de necrose tumoral (TNF)

Dentre as substancias que apresentam grandes possibilidades de serem
utilizadas como ferramentas complementares na busca de diagndésticos mais
precoces e para identificacdo de grupos mais sensiveis de populacdes expostas a

silica estdo as citocinas.

Existe uma ampla variedade de defini¢des para as citocinas, dependendo

das caracteristicas observadas em sua acdo, podendo ser classificadas como
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interleucinas (IL), interferon (IFN), fatores de crescimento (GF), fatores de

estimulacdo do desenvolvimento de coldnias e fatores de necrose tumoral.

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) € uma forte citocina pré-inflamatoria,
com papel de mediar a regulacdo da resposta imunoldgica em diferentes
patologias. O gene do TNF localiza-se no braco curto do cromossomo 6, dentro do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) > °®. O CPH corresponde a
um trecho do cromossomo 6 com 4000 kilobases (kb) onde encontramos varios
genes que codificam, além do fator de necrose tumoral, antigenos especificos
(complexo de Antigenos Leucocitdrios Humanos), fatores do sistema complemento

e proteinas de Choque Térmico (HSP 70), dentre outros.

As duas moléculas conhecidas sdo a TNF alfa (TNF-a) e a TNF beta (TNF-
B ou linfotoxina). Os efeitos biol6gicos de ambos sdo semelhantes, mas a TNF-3
geralmente é menos potente quando comparada a TNF-a. A TNF-a € secretada por

macréfagos e a TNF-B, preferencialmente por leucécitos.

O TNF-a apresenta funcdes biolégicas variadas e complexas, podendo
contribuir para a resisténcia a doencas ou até mesmo provocando maiores
complicagdes. De maneira geral, tem como funcdo estimular o recrutamento de
neutréfilos e mondcitos para as regides de inflamacdo e ativd-los para a
eliminacdo de possiveis microorganismos e substincias nocivas. Estimula ainda
células endoteliais e macréfagos a secretarem fatores quimiotaticos para

leucécitos e também pode induzir alguns tipos especificos de célula a apoptose
(67)

Em algumas situacdes extremas, o TNF-a pode ser produzido em
quantidades massivas, o que leva ao desenvolvimento da sindrome da resposta
inflamatoria sistémica, podendo ocasionar alteracdes no funcionamento de varios
orgaos ©0),

Viarios estudos tém demonstrado a relacdo dos diferentes polimorfismos
identificados em regides proximas ou internas ao loco do gene do TNF com o
nivel de producgdo da citocina, o que pode representar modifica¢cdes importantes na

resposta inflamatéria de varias doencas, dentre elas a silicose ©%.
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1.7 Polimorfismos -238 e -308 da regido promotora do gene TNF-a

O gene do TNF-a apresenta varias dreas polimorficas, sendo que muitas das
modificacdes representam Polimorfismos de Base Unica (SNPs — Single
Nucleotide Polymorphisms) que podem estar localizados na regido promotora do

gene ou em seu interior ®%.

Dentre as SNPs da regido promotora, os das posi¢cdes -238 e -308 tém sido
os mais estudados, apresentando importantes associacdes com susceptibilidades
para o desenvolvimento de varias doencas fibréticas, inflamatérias e infecciosas
©D A alteracdo nucleotidica nesses sitios consiste na troca de uma base guanina

(G) por uma adenina (A).

A variagdo da posicao -308 estd associada com o aumento da transcri¢do do
gene da TNF-a ©* % A presenca do alelo -308A (chamado de TNF 2) estd

associada com a suscetibilidade a varias enfermidades, com altos niveis da

(70, 71), conferindo um aumento do risco

(72, 64) T4

citocina circundante no sangue periférico
do desenvolvimento da silicose, independente da severidade da doenca
na posicdo —238, a variante —238A tém sido associada com uma depressdo da
expressdao do gene TNF-a in vitro em alguns tipos celulares, mas ndo em todas as

estudadas > 7Y s,

. Seu papel na susceptibilidade a silicose ainda € controverso
6 . . . .

56) Parece estar associado, assim como a variante —308A, com o desenvolvimento
de formas mais graves da doenga (sendo mais frequentes nos grupos com silicose)

©D ou seja, individuos com esse polimorfismo estariam predispostos a

. . L. . o1 63
desenvolver de maneira mais rapida formas mais graves de silicose .

Os SNPs das posicoes —308 e —238 da regido promotora tém sido estudados
ainda em muitos tipos de cancer ©® ’®. A variante TNF-308A tem sido associada a
um aumento do risco de desenvolvimento de cAncer de mama ’”’, Linfoma de ndo-

Hodgkin’s (78), cancer de prdstata (79), cancer de endométrio (80), carcinoma

(81), carcinoma hepatocelular 82.83) dentre outros. Trabalhos como o de

gastrico
Jang et al., 2001 79 tentam demonstrar a relacdo entre a variante TNF-238A e o
cancer gastrico. Suas observagdes demonstraram que a frequéncia do alelo era

muito baixa no grupo com cancer, o que pode evidenciar um efeito protetor.

Importantes associagdes foram observadas entre os polimorfismos TNF-308

G/A e TNF-238 G/A com o desenvolvimento de cancer de pulmao. A variante TNF-
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308A demonstrou um efeito promotor e de progressdo da doenca. Ja a variante TNF-

238A representou um efeito protetor para cancer de pulmao 58)

Um estudo feito sobre o polimorfismo do TNF-a e sua relagdo com o
cancer, compara a frequéncia dos alelos TNF-308A e TNF-238A em vdrias
populacdes do mundo. A frequéncia de TNF-308A foi de 0.038 na Korea 79 ¢
0.017, 0.14, 0.141, 0.16, 0.16, 0.172 e 0.20 nas populagdes japonesa, taiwanesa,
italiana, gambiana, tunisiana, de americanos caucasianos e sueca, respectivamente
(84.85.86) 14 para o alelo TNF-238A, a frequéncia foi de 0.071 na Korea (75) ¢ 0.03,
0.02, 0.063 e 0.09 nas populacdes japonesa, sueca, italiana e de negros da América

do Sul, respectivamente (84, 85),

Dessa maneira, os diferentes polimorfismos tém sido associados como
fatores de susceptibilidade para diversas patologias que possuem essa citocina

como fator participante, incluindo a silicose.

Estudos de exposicdo a agentes toxicos sdo estudos interdisciplinares e
multifatoriais. Muitos trabalhos do campo da Epidemiologia nos fornecem
informagdes importantissimas sobre a relacdo entre o ambiente social ou
ocupacional e a doenca. No entanto, muitas vezes ndo contemplam os
conhecimentos sobre mecanismos celulares, biol6gicos ou genéticos no processo
de adoecimento. Neste contexto, entendendo o didlogo entre os diferentes campos
e ferramentas de andlise como sendo vital no avanco dos estudos da area de
Satde-Trabalho-Ambiente, os estudos biomoleculares no campo da saudde
ocupacional ganham grande expressdo, demonstrando a importancia dos

indicadores biol6gicos para um diagndstico precoce.

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Este trabalho tem como principal objetivo a implementacdo da metodologia
para determinacdo dos polimorfismos da regido promotora do TNF-a,
especificamente em dois sitios: -308 e -238, a ser aplicada em uma populacdo de
trabalhadores expostos a silica. Este estudo faz parte de um amplo projeto que visa

avaliar os parametros toxicogenéticos e relacionados ao estresse oxidativo em
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trabalhadores expostos a silica.

2.2 Especificos

. Implementacdo de uma metodologia para genotipagem dos sitios -238 e -

308 da regido promotora do gene da TNF-a através do método de PCR-RFLP;

Genotipagem dos polimorfismos dos sitios -238 e -308 da regido promotora

do gene do TNF-a nesta populacio;

. Associacdo dos resultados da genotipagem com indicadores bioldgicos,

diferentes estdgios da silicose e outras informacdes s6ciodemograficas.

. Aplicacdo de um questiondrio a uma populacdo para levantar dados sécio-

demogréficos e informagdes sobre a exposi¢cdo ocupacional a silica;

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Toxicologia e no Ambulatério do
Centro de Estudo da Saudde do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH) da
Fundacdao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), tendo sido submetido ao Conselho de Etica
em Pesquisa (CEP) da ENSP/FIOCRUZ, recebendo aprovacdo com parecer 95/07.
Faz parte de um projeto maior que apresenta como objetivo a avaliacdo dos
parametros toxicogenéticos e da resposta ao estimulo oxidativo em trabalhadores
expostos a silica. O anexo 1 apresenta as metodologias utilizadas no projeto para a
determinac¢do de Glutationa S-transferase (GST) e Ensaio Cometa 7 0 anexo 2
apresenta a metodologia utilizada pelo projeto para a dosagem de TNF-a no

sangue %

O trabalho foi dividido em dois momentos: implementagcdao de um método para
genotipagem do polimorfismo da regido promotora do gene do TNF-a e aplicagcdo

deste método em uma amostra populacional.

3.2 Reagentes e equipamentos

Reagentes

e Desoxiribonuclease (DNAase, RNAase free), Invitrogen Life Technologies;
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e Taq DNA Polimerase, Invitrogen Life Technologies;

¢ Endonucleases de restricio Ncol e BamHI, Fermentas Ltd;

e Padrao de tamanho de DNA 100pb (1,0ug/ul). Invitrogen Life
Technologies;

e Padrdo de tamanho de DNA 50pb (1pg/uL). Invitrogen Life Technologies;

e Desoxinucleosideos 5’-trifosfato (100mM pH=7,5), Invitrogen Life
Technologies;

e Oligonucleotideos liofilizados (primers), Invitrogen Life Technologies;

¢ Proteinase K (20mg/ml), Invitrogen Life Technologies;

e DNase-free RNase (4mg/mL); Ribonuclease A tipo I-A de pancreas bovino;

Sigma;

e Ultra Pure Agarose - Invitrogen Life Technologies.

Equipamentos

e Espectrofotometro UV—-Visivel 1601 A, Shimadzu;
¢ Termociclador PCR Mastercicler, Eppendorf;

e Aparelho de fotodocumentacdo, DNR MiniBis Pro;
e Transiluminador 3 UVTM, UVP;

e C(Centrifuga 5415 R, Eppendorf.

3.3 Implementacao das metodologias para determinacdo dos polimorfismos
-238 e -308

A padroniza¢iao dessa metodologia foi baseada no método desenvolvido por
Wilson et al., 1992 ® . A técnica de genotipagem utilizada foi a de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism), sendo
composta pelas etapas de extracdo de DNA geno6mico, amplificagdo do fragmento
polimérfico, purificacdo do fragmento e digestdo enzimatica. Diversos parametros
experimentais foram testados de modo a adequar as metodologias as condigdes

laboratoriais especificas, conforme descrito nos itens 3.3.2 e 3.3.3.
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3.3.1 Extracdo de DNA

A técnica de extracdo utilizada foi baseada no manual de técnicas de
laboratério de Sambrook e Russel, 2001 (90), modificado por Mitri, 2003 (91), sendo

descrito a seguir:

Quinhentos microlitros de sangue total foram adicionados com 1500uL de
uma solucdo tampao de lise de eritrécitos (Tris-HCI 20mM, pH 7,6) seguido de
centrifugacdo a 16.000g por 30s e descarte do sobrenadante. Este procedimento foi
repetido e, posteriormente o pellet formado foi tratado com 600uL de tampao de
lise celular (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM, pH 8,0; SDS 0,1%). Apds
homogeneizacdo, foram adicionados 7uL de proteinase K (20mg/mL) seguindo-se
uma incubacdo por 2 horas a 56°C. Em seguida foram adicionados 3uL de RNAse
(4mg/mL) e os tubos foram novamente incubados por 40 minutos a 37°C. A
solucdo obtida foi entdo tratada com 200uL de acetato de potdssio (3M de Potdssio
e 5M de Acetato) e centrifugada (16.000g/3min/4°C). O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e lavado com 600uL de isopropanol e centrifugado
em temperatura ambiente por 1 minuto na mesma velocidade. Em seguida foram
acrescentados 600uL de etanol a 70% e os tubos foram centrifugados por 1 minuto
na temperatura ambiente na velocidade anterior. O precipitado de DNA obtido foi
ressuspendido em 100uL de tampdao TE (Tris-HCl 10mM, pH 7,6; EDTA 1 mM,
pH 8.0).

A concentracdo da amostra obtida foi determinada por espectrofotometria
em 260nm a partir da seguinte relacdo: 1,0 de Absorvancia=50ug/mL de DNA. Ao
final, a solucdo extraida foi estocada a -20°C e posteriormente utilizada como

molde na amplificacdo de ambos os sitios polimérficos, -238 e 308.

3.3.2 Genotipagem do sitio -238
3.3.2.1 Amplifica¢do do fragmento polimdérfico do sitio -238
A amplificac¢do foi realizada através da técnica de Polymerase Chain Reaction

(PCR), utilizando como primers as seqii€éncias descritas a seguir, na concentraciao
de 10uM, segundo Ozen et al., 2002 0.

" Condigdes utilizadas por Ozen er al. 2002: 2,5uL de solugdo tampio da enzima Tag polimerase,
1uL de cada primer, 2pL de ANTP, 0,2uLL de magnésio e 0,2pL. de Taq polimerase; PCR:
desnaturagdo a 94°C por 3min, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30s, anelamento a 59°C por
Imin e extensdo a 72°C por Smin.
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5’-AAACAGACCACAGACCTGGTC-3’(senso)
5’-CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC-3 (antisenso)

Para determinar as condic¢des ideais do processo de amplificacdo do DNA por

PCR, foram realizados 4 testes experimentais, descritos a seguir:

Experimento 1

Duas quantidades de DNA foram testadas no processo de amplificagdo:
200ng e 100ng. Os parametros fixados no termociclador foram: 35 ciclos de 94°C

por 40s, 59°C por 1min e 72°C por Imin %,

Experimento 2

Duas diferentes concentragdes de primers foram testadas: 0,2uM e 0,4uM

(respectivamente 1ulL e 2pl. de uma solugio de concentracdo 10uM).

Experimento 3

Para aumentar a especificidade da reacdo foram testadas 3 temperaturas de
anelamento distintas: 58°C, 59°C, e 60°C, sendo mantidas constantes todas as
outras condi¢des. Foram ainda testados dois diferentes tempos de anelamento (60s

e 90s) e dois diferentes nimeros de ciclos (35 e 40).

Experimento 4

Ao final dos experimentos descritos acima, foi organizado um protocolo

que foi aplicado em 14 amostras de uma tnica vez em um mesmo dia.

Os resultados foram analisados e em gel de agarose a 2%, corado com

brometo de etideo 0,5ug/mL, gerando um fragmento de 165pb.

Apé6s a amplificacdo, foi realizada purificagdo do produto de PCR com

fenol-cloroférmio (proporc¢io 1:1) e NaCl 5M, obtendo um volume final de 50uL.

3.3.2.2 Digestdo por endonucleases de restricdo

O produto gerado na PCR com 165pb foi incubado com a enzima de
restricio BamHI “”. A anilise do resultado foi feita por eletroforese em gel de

agarose 3%, corado com brometo de etideo 0,5ug/mL.

Foram testados dois diferentes tempos de duracdo: 1h e overnight. A

paralizacdo da reacgdo foi feita com a adicdo de 0,4uL de EDTA 0,5M a 65°C.
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3.3.3 Genotipagem do sitio — 308
3.3.3.1 Amplificagdo do fragmento polimérfico do sitio -308

A amplificagdo foi realizada através da técnica de PCR, utilizando os
primers descritos a seguir, na concentracdo de 10uM, segundo Yucesoy et al.,
2001b> ¥

5’-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’ (senso)
5’-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’ (antisenso)

Para determinar as condic¢des ideais do processo de amplificacio do DNA

por PCR, foram realizados 3 testes experimentais, descritos a seguir:

Experimento 1

Duas quantidades de DNA foram testadas no processo de amplificagdo:
200ng e 100ng. Os parametros fixados no termociclador foram: 35 ciclos de 94°C

por 1min, 60°C por Imin e 72°C por 1min oD,

Experimento 2

Duas diferentes concentragdes de primers foram testadas: 0,2uM e 0,4uM

(respectivamente 1ulL e 2pl. de uma solugio de concentracdo 10uM).

Experimento 3

Ao final dos experimentos descritos acima, foi organizado um protocolo

que foi aplicado em 14 amostras de uma tnica vez em um mesmo dia.
Os resultados foram analisados e em gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etideo 0,5ug/mL, gerando um fragmento de 107pb.

Apo6s a amplificacdo, foi realizada purificacdo do produto de PCR com fenol-
cloroférmio (propor¢do 1:1) e NaCl 5M, obtendo um volume final de SOuL.

3.3.3.2 Digestdo por endonucleases de restricdo

O produto gerado na PCR com 107pb foi incubado com a enzima de
restricdo Ncol ©H A andlise do resultado foi feita por eletroforese em gel de

agarose 3%, corado com brometo de etideo 0,5ug/mL. Foram testados dois

* Condicdes utilizadas por Yucesoy ef al. 2001b: primers a 0,2mM, 1,5mM de MgCl,, 10mM de
Tris-HCI, 50mM de tampao KCI contendo 0,2mM de cada dNTP, 1,25U de Taqg polimerase e
0,05% de detergente W-1; PCR: 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1min, anelamento a 60°C
por Imin e extensdo a 72°C por 1min, seguido de 95°C por 1min e 72°C por Smin.
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diferentes tempos de duracdo: l1h e overnight. A paralizacdo da reacdo foi feita
com a adi¢do de 0,4uL de EDTA 0,5M a 65°C.

3.4 Aplicacao da metodologia na populacao

3.4.1 Populagdo

A amostra populacional foi composta por trabalhadores atendidos no
ambulatério do CESTEH. Apds o aceite da participacdo no estudo através de
assinatura de um termo de consentimento, os trabalhadores passaram pelas
seguintes etapas: preenchimento de questiondrios; exame clinico; radiografia do

térax; espirometria; e coleta de amostras de sangue.

3.4.2 Avaliacao fisica e clinica

3.4.2.1 Exame fisico e entrevista

Um questiondrio (Anexo 3) foi aplicado com a finalidade de obtencdo de
informacdes sécio-demograficas e sobre o histérico ocupacional de exposi¢cdo e da
saude do trabalhador, complementadas com o exame fisico. Este questiondrio teve
como propodsito a avaliagdo do grau de acometimento dos individuos e a evolugdo
clinica dos sintomas, além da identificacdo de outras co-morbidades e possiveis
fatores de confundimento, como o tabagismo, uso de medicamentos e outras

possiveis exposigoes.

3.4.2.2 Exames radiogrdficos do térax

Foi utilizada uma técnica radiolégica padronizada pela ILO, 2000 7. A
radiografia do térax foi classificada em funcdo da profusdo das lesdes e do tipo de
lesdo no parénquima pulmonar, tendo sido divididas em categorias de 0 a 3. As

leituras de Raios-X com médias superiores a 1/0 foram consideradas alteradas.

3.4.2.3 Teste espirométrico

Foi realizada espirometria, que, de acordo com a orientacdo da American
Thoracic Society - ATS consiste numa expiragao forcada até o limite do volume de
reserva expiratoria, apds inspiracdo maxima. Este teste avalia a funcdo ventilatoria

de modo a refletir dados sobre a distensibilidade do aparelho respiratério e sobre a
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resisténcia ao fluxo aéreo. E um teste que auxilia na prevencdo e permite o
diagndstico e a quantificacdo dos distdrbios ventilatorios, tendo um importante

papel na pneumologia ocupacional ©%.

3.4.2.4 Coleta das amostras de sangue

Para a realizacdo das andlises dos polimorfismos do TNF-a foram coletados
em tubos com EDTA cerca de 10mL de sangue através de puncdo venosa. As

amostras foram acondicionadas a -20°C até o momento das analises.

3.4.3 Determinacgdo dos genotipos -238 e - 308

Os gendétipos foram determinados de acordo com a metodologia padronizada
neste estudo, que serd descrita no capitulo de Resultados e Discussdo da

padronizacdo da genotipagem.

3.4.4 Estatistica

Para todas as andlises foi utilizado o programa estatistico SPSS 13. A

andlise realizada nas comparacdes entre dois grupos foram o Teste de Fisher e y°.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Implementacdao da genotipagem

4.1.1 Extracdo de DNA gendmico

O protocolo de Sambrook e Russel, 2001, modificado por Mitri (2003)
mostrou-se eficiente para a extracdo de DNA gendOmico a partir de sangue
periférico. Foi alcancado um rendimento médio aproximado de 20pg de DNA para
cada 100pL de solucdo final, quantidade suficiente para a realizacdo da
amplificacdo por PCR com menos interferentes. Como volume adequado para a
extracao ficou estabelecido 500ul de sangue total, quantidade suficiente para

alcancar o rendimento acima citado.

4.1.2 Amplificacdo do DNA

As alteracdes no processo de amplificacdo do DNA gendmico de células
sanguineas, tendo por base as indica¢des de Yucesoy et al., 2001b e Ozen et al.,
2002, resultaram em uma metodologia simples e de f4cil execucdo, compativel com

as necessidades de um método a ser usado em rotinas de acompanhamento da silicose.

A quantidade de 100ng de DNA mostrou-se suficiente para o processo de
amplificacdo, apesar dos melhores resultados obtidos com 200ng. Desta maneira,
visando um maior aproveitamento do sangue coletado, ficou estabelecido a

utilizacao de 100ng de DNA para o processo de amplificacdo.

Em relagdo a quantidade de primer a ser utilizada, os melhores resultados

foram obtidos com 1puL.

Os melhores resultados para a especificidade do processo de amplificagdo do
sitio -238 foram obtidos com: 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 40s, anelamento a
58°C por 90s e extensdao a 72°C por 60s. Um fragmento de 165pb foi gerado como

produto da amplificagcdo do sitio -238, tendo sido armazenado a -20°C.

Depois dos experimentos descritos anteriormente, a etapa de amplificagcio
desta genotipagem ficou da seguinte forma: A reacdo foi preparada juntando-se:
100ng de DNA, 1,5U de Taq-DNA polimerase recombiante comum, dNTPs,
tampao Tris-HCI, cloreto de magnésio, 1uL da mistura de primers e 4gua destilada

estéril para completar o volume final para 50uL.
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Na Figura 1 estdo mostrados alguns resultados destes experimentos. Os
primers utilizados, escolhidos depois de uma consulta bibliogréifica (60. 69 foram
adequados ao processo de amplificacdo do DNA extraido para a avaliacdo do
polimorfismo da regido promotora do gene para TNF-a, tendo hibridizado
corretamente com a sequéncia alvo do DNA. Uma possivel explicacdo para o
problema encontrado na temperatura de anelamento dos primers utilizados na
amplificacdo do sitio -238 seria a grande diferenca da temperatura de anelamento
entre as fitas senso (59°C) e antisenso (74°C). Tal diferenca pode ter levado a um
ndo total aproveitamento do primer no processo de amplificacdo, provocando um
acimulo de primers ndo anelados que aparecem como uma banda ndo especifica
abaixo do fragmento amplificado na revelacdo por eletroforese. A Figura 1D
mostra que das 14 amostras testadas, apenas duas amostras para o sitio -308 e
quatro para o sitio -238 ndo apresentaram a amplificacdo esperada. Estes
resultados demonstram a reprodutibilidade desta metodologia e garante o seu uso

para a genotipagem dos sitios polimérficos escolhidos.
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(2) e 200ng (3) de DNA.

A: DNA padrdo de 50pb (I); Amplificagdo do sitio -238 com 100ng B: DNA padrio de 50pb (I); Amplificagio do

sitio -308 com 100ng (3) e 200ng de DNA (4).

C: Amplifica¢do do sitio -238 com: 100ng de DNA;
IuL (1) e 2uL (2) de primer; temperatura de
anelamento: 58 (3), 59 (4) e 60°C (5) por 90 segundos;
DNA padrao de 100pb (6); Amplificacdo do sitio -308
com 100ng de DNA e 1uL (7) e 2uL (8) de primer.

D: Amplificacdo do sitio -238 (em cima) e -308 (em baixo); (*) ndo apresentaram a amplificacdo esperada.

Figura 1 - Amplificacido dos fragmentos polimérficos dos sitios -238 e -308 da regido promotora do gene de TNF-a

Resultados dos experimentos de implementacdo da amplificacdo de DNA descritos do item 4.1.2.
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4.1.3 Digestao do DNA

Depois dos experimentos descritos em Material e Métodos, a etapa de
digestao desta genotipagem ficou da seguinte forma: para a digestdo dos
fragmentos do sitio -308 foi utilizada a enzima Ncol e para o -238, a enzima
BamHI. No processo de digestdao para os produtos de amplificacdo da regido -308
e -238 foi utilizada a propor¢do de 10 unidades da enzima para 10uL da mistura da
reacdo de PCR (uma quantidade de DNA entre 0,1 a 1pg), 2uLL de tampado e 18uL
de 4gua estéril por no minimo 1 hora neutralizando-se a digestdo com 0,4ulL de
EDTA 0,5M por 20 minutos a 65°C. A Figura 2 mostra o resultado obtido no

experimento descrito para a etapa de digestao.

Os individuos que possuem o alelo mutante na posicdo -308 (-308A)
eliminam o sitio de restricdo do fragmento atacado pela enzima de restricao Ncol.
Desta maneira, ao realizar a digestdo com esta enzima, os alelos selvagens
(-308G) geram dois fragmentos de tamanhos diferentes: 87 e 20pb, e os alelos
mutantes (-308A) geram um sé fragmento de 107pb, o que denuncia a ndo
clivagem do DNA. Os individuos que possuem a modificacdo na posi¢cido -238 (-
238A) eliminam o sitio de atuacdo da enzima BamHI. Assim, ao realizar a
digestdo com essa enzima, os alelos selvagens (-238G) geram dois fragmentos de
tamanhos diferentes: 123 e 42pb, e os alelos mutantes (-238A) geram um s6
fragmento de 165pb, o que denuncia a nao clivagem do DNA. As Figuras 3 e 4

demonstram os gendtipos GG, GA e AA encontrados para os sitios -238 e -308.

As alteracdes no processo de digestio do DNA amplificado também
resultaram em uma metodologia mais rdpida com a mesma efici€ncia. Com a
utilizacdo das enzimas Ncol e BamHI, respectivamente para os sitios -308 e -238,
segundo Yucesoy et al., 2001b 64 ¢ Ozen et al., 2002 (60), foi observado a
formacgao de fragmentos de 87pb e 20pb (-308) e 123pb e 42pb (-238). A repeticao
da nova rotina, com todas as modificacdes que foram introduzidas, em um
pequeno grupo de amostras em um mesmo dia serviu como parametro final desta

padronizacao.
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Digestdo overnight (I); Digestdo por 1h (3); Neutralizacdo da digestdo com 0,4uL de EDTA
0,5M por 20 minutos a 65°C (5); DNA padrao de 50pb (6); Neutralizagdo da digestdo com
0,4pL de EDTA 0,5M por 10 minutos a 65°C (7); Fragmentos de amplificagio (¥).

Figura 2 - Digestido por endonucleases de restricio dos fragmentos polimérficos dos
sitios -238 da regido promotora do gene de TNF-a depois de amplificados.
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A: DNA padrio de 50pb (1);
Gendtipo GA para o sitio -238 (2a
= DNA ndo-digerido, com 165pb;
2b = fragmento da digestdo, com

B: Genoétipo GG para o sitio -238
(2b = fragmento da digestdo, com
123bp); DNA padrio de 50pb (3);
Fragmentos de amplificacdo (*).

123bp); Fragmentos de
amplificagdo (*)

Figura 3 - Genotipagem do polimorfismo do sitio -238 da regido promotora do gene do
TNF-a por digestdo pela enzima BamHI.

A: DNA padrao de 100pb (1); Genétipo GA para
o sitio -308 (2a = DNA néo-digerido, com 107pb;
2b=fragmento da digestdo, com 87bp); Gendtipo
AA para o sitio -308 (3a = DNA nio-digerido,
com 107pb); Gendtipo GG para o sitio -308
(4b=fragmento da digestdo, com 87bp)

Figura 4 - Genotipagem do polimorfismo do sitio -308 da regido promotora do gene do
TNF-a por digestdo pela enzima Ncol
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Conforme Hajeer & Hutchinson, 2001 (79 " existem diversas posi¢des com mutacdes
pontuais tendo sido escolhidas as posicdes -308 (G—A) e -238 (G—A), numeradas a partir
do inicio da transcri¢do. Mas, segundo estes autores, a citocina TNF-a pode ter uma dupla
fun¢do no processo inflamatério sendo pré-inflamatério no inicio de processos infecciosos
e antiinflamatério ou imunorregulador nas fases mais tardias da doenca. Esta questdo terd
que ser levada em conta na associacdo destes polimorfismos com a silicose. Mas, ¢
possivel inferir que estes dois marcadores do polimorfismo do gene para TNF-a podem ser
usados nas rotinas de acompanhamento e de predi¢cdo desta doenca. A Tabela 2 sumariza
os experimentos realizados no estudo para implementacdao da metodologia, bem como seus

melhores resultados.
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Tabela 2 - Resumo dos experimentos realizados no processo de implementacdo da metodologia para
genotipagem dos polimorfismos dos sitios -238 e -308 da regido promotora do TNF-a.

Etapas

Teste

Resultados

Amplificacao

Sitio -238

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3

Experimento 4

Duas quantidades de DNA: 200ng e
100ng

Quantidade de primer: 1uL e 2uL de
uma solucdo 10uM

Temperatura de anelamento para o
sitio -238: 58°C, 59°C, e 60°C

Amplificacdo de 14 amostras de uma
Unica vez em um mesmo dia (garantia
de reprodutibilidade)

A quantidade de 100ng de
DNA mostrou-se suficiente
para o processo de
amplificacdo

Melhores resultados obtidos
com luL de primer

Melhores resultados com: 35
ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 40s, anelamento a 58°C
por 90s e extensdo a 72°C por
60s

Amplificagdo esperada em 10
amostras

Sitio -308

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3

Duas quantidades de DNA: 200ng e
100ng

Quantidade de primer: 1uL e 2uL de
uma solucdo 10uM

Amplificacdo de 14 amostras de uma
Unica vez em um mesmo dia (garantia
de reprodutibilidade)

A quantidade de 100ng de
DNA mostrou-se suficiente
para o processo de
amplificacdo

Melhores resultados obtidos
com 1pL de primer

Amplificagdo esperada em 12
amostras

Digestao (sitios -238 e -308)

Experimento 1

Tempo de duracdo: 1h e overnight

Digestao por no minimo 1
hora
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Depois destas etapas, a metodologia final para genotipagem da regido promotora de TNF-a

pode ser descrita da seguinte forma:

Etapa 1: Aliquotas de 500uL do sangue venoso coletados com heparina foram tratados
duas vezes com 1500uL de tampao de lise de eritrocitos (Tris-HCI 20mM, pH 7,6) por
centrifugacdo (16.000g/30s/t.a.) remoc¢do dos sobrenadantes e lavagem com 600uL de
tampao de lise celular (Tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA 1mM, pH 8,0; SDS 0,1%);
incubacdo com proteinase K (20mg/mL) por 2 horas a 56°C; incubacdo com RNAse
(4mg/mL) por 40 minutos a 37°C; adicdo de 200uL de acetato de potdssio (3M Potdssio,
SM Acetato), centrifugacdao (16.000g/3 min/4°C) e coleta do sobrenadante; adicdo de
600uL de isopropanol e centrifugagdo (16.000g/3 min/4°C); descarte do sobrenadante e
tratamento do precipitado com 600uL de etanol 70%; centrifugacdo (16.000g/1 min/t.a.) e
descarte do sobrenadante; secar e ressuspender em 100uL de TE (Tris-HCl 10mM, pH 7,6;
EDTA 1mM, pH 8,0); estocar a -20°C.

Etapa 2: Quantificacdo do DNA depois de uma diluicdo de 10 vezes com dgua destilada
(1,0 de absorvancia 260nm = 50ug/mL de DNA)

Etapa 3: Amplificacdo do DNA misturando: SuL de solu¢do tampdo Tris-HCl 10mM, pH 9,0,
IuL de ANTP 200uM, 2uL de cloreto de magnésio 1,5mM, 1uL de primer (mix contento
10uM das fitas senso e antisenso), 1,5U da Enzima Taqg Dna polimerase, 100ng da amostra de
DNA e dgua Mile Q autoclavada para completar S0uL.. Condi¢des do termociclador: -308) 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 40s, anelamento a 60°C por 50s e extensdo a 72°C por 60s; -
238) 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 40s, anelamento a 58°C por 90s e extensdo a 72°C
por 60s.

Etapa 4: Eletroforese em gel de agarose 2%, com tampao TAE (Tris-acetato 40mM/EDTA
ImM, pH 8,0). Condi¢des da fonte: 85 volts, 220mA, por 1:30h. Coloracdo com brometo
de etideo 0,5ug/mL (em tampao TAE).

Etapa 5: Preparo da solucdo de digestdo com 10 unidades da enzima (solu¢do estoque
5U/0,5puL) para 10uL da mistura da reacdo de PCR, 2uL de tampao (Ncol: 33mM Tris-
Acetato pH=7,9, 10mM acetato de magnésio, 66mM acetato de potdssio, 0,1mg/mL BSA;
BamHI: 10mM Tris-HCI pH=7,4, 50mM KCI, 0,1mM EDTA, ImM DTT, 200pug/mL BSA)
e 18uL de dgua estéril; incubag¢do a 37°C por 1 hora; paralisacido pela adi¢do de 0,4uL de
EDTA 0,5M, pH 8,0 e incubacdo a 65°C por 20min.

Etapa 6: Revelacdo do polimorfismo por eletroforese em gel de agarose 3% com tampao
TAE. Condi¢des da fonte: 60 volts, 220mA por 1:30h. Coloragcdo com brometo de etideo
0,5ug/mL (em tampdo TAE).
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4.2 Avaliacao da populacio estudada

4.2.1 Caracteristicas sociodemogrdficas da populagao e silicose

As informagdes obtidas a partir do questiondrio sdo de fundamental importancia
para a identificagdo de possiveis fatores de risco e de confundimento na avaliacdo da
exposicdo a silica. O adequado tratamento destes dados permite a percep¢do de que o
desenvolvimento de uma patologia se apresenta de forma multifatorial, reforcando a
importancia da aplicacdo de novas metodologias na avaliacdo da exposi¢do ocupacional a

substincias toxicas.

Os trabalhadores da populacdo estudada eram residentes no Estado do Rio de
Janeiro com as seguintes ocupacdes: trabalhadores da indudstria naval, artesdes,
vidraceiros, metalirgicos e trabalhadores de pedreiras. Todos os trabalhadores eram do
sexo masculino e maiores de 18 anos. Participaram deste trabalho individuos "expostos e
doentes" e "expostos e ndo doentes". Os individuos doentes estavam em diferentes
estdgios da doenca. A presenca de apenas individuos masculinos na amostra populacional
avaliada reforcga a caracteristica de predominancia dos homens nas atividades profissionais
que envolvem a exposicdo a silica, com pequena participa¢io feminina, que fica limitada a

atividades de lapidacdo e artesanato familiar ©?.

Estes trabalhadores ocupavam diferentes atividades profissionais e a grande maioria
(72%) relatou ter trabalhado em diferentes ramos da inddstria naval. Do grupo estudado,
34% sao profissionais ainda ativos e 66% aposentados. O tempo médio de exposicdo foi de

19 anos, com variacdo de 10 meses a 44 anos.

A maior parte dos individuos encontrava-se na faixa etdria de 40 a 49 anos (34%) e
50 a 59 anos (48%), sendo o valor minimo de 26 e o valor maximo de 71, com alta
incidéncia de baixo nivel de escolaridade (32% de analfabetos funcionais e 23% com
ensino fundamental incompleto). Alguns autores, como Lima e colaboradores, 1999 4,
demonstram que a baixa escolaridade pode se comportar como uma importante varidvel
preditora de acidentes de trabalho. Outro estudo feito por Zwerling et al., 1996 %)
demonstrou que a baixa escolaridade (considerada baixa quando menor que quatro anos)
gerava um risco cinco vezes maior de acidentes ocupacionais. No presente estudo, 83% do
grupo de individuos doentes s6 tinham o ensino fundamental completo ou incompleto
enquanto que no grupo de ndo-doentes 57% tinham esta escolaridade. Diante deste baixo
nivel de escolaridade, a busca de melhorias destas condi¢des educacionais, com cursos de
especializacdo profissional que apresentam como foco principal a prevencdo de riscos a

saide, € um importante caminho a ser tomado. A participacdo conjunta de sindicatos e de
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escolas de educacgdo profissional torna-se fundamental, tendo em vista a importancia da

silicose em uma série de atividades profissionais.

Outros dados importantes levantados pelo questiondrio aplicado foram os relacionados
com o estilo de vida dos trabalhadores. Dentre os trabalhadores entrevistados, 49,1%
relataram consumir bebidas alcodlicas. J4 em relacdo ao tabagismo, 15,9% declararam ser
fumantes, 35,4% declararam ndo ser fumantes e 42,7% declararam que eram ex-fumantes.

Estes resultados se assemelham com os obtidos por Caracciolo, 1992 6)

, no qual foi realizada
uma andlise de prontudrios de todos os pacientes atendidos no ambulatério de Saude
Ocupacional do Hospital Universitario Antonio Pedro da Universidade Federal Fluminense. O
trabalho indica uma frequéncia de 66,7% de individuos fumantes em uma populacdo, e um

possivel sinergismo entre o habito de fumar e o risco de desenvolvimento da silicose.

Nas categorias de classificagdo radiolégica da silicose, de acordo com os padrdes
técnicos da ILO (2000), entre os 78 individuos que foram genotipados, foram observadas
as seguintes frequéncias: 47 individuos (60%) com categoria O (normal); 12 (15%) com
categoria 1; 13 (17%) com categoria 2; e 5 (6,5%) com categoria 3. Um individuo do

estudo nao foi categorizado pelo exame de Raios-X (Figura 5).

50

40

30+
Numero de individuos

Normal Categoria 1 Categoria2  Categoria 3 Sem RX

Figura 5 - Distribuic@o das categorias de silicose

A tuberculose se apresenta como uma das principais comorbidades relacionada com
a silicose ©7?®_ A associacdo entre essas duas doencas j tem sido estudada desde o inicio
do século 20 “®?. Sua presenca foi avaliada em todos os trabalhadores do estudo, tendo

sido encontrado um resultado de 20,8% (16 individuos) com histérico passado da doenca.
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Somente um individuo da amostra populacional ndo foi categorizado em relacdo ao
histérico de tuberculose. Segundo teWaternaude et al., 2006 (100) ¢ Calvert et al., 2003

(101), o risco de desenvolvimento da tuberculose é aumentado em 2.8 a 39 vezes em

9 (88), ao avaliar

individuos com silicose quando comparados a individuos sadios. Joca, 200
a associacdo entre ambas as doencas na mesma populacdo deste estudo, encontrou um
risco relativo de 3,8 para os trabalhadores com silicose desenvolverem a tuberculose. Em

100 . .
100 "o risco relativo de ter

um estudo realizado na Africa do Sul com mineiros de ouro
tuberculose foi 2,8 vezes maior (Intervalo de Confianca, ou IC, de 1,9 a 4,1; p=0,05)
quando comparados silicticos e nao-silicéticos. Alguns estudos relacionam ainda uma
maior incidéncia da presenca da micobactéria com as formas agudas e mais avancadas de

silicose .

No presente estudo, a frequéncia de individuos com categorias mais
avancadas de silicose (categoria 2 e 3) que ja haviam desenvolvido tuberculose foi maior
quando comparada as formas mais leves e aos individuos normais (62,5% e 37,5%,
respectivamente). A Tabela 3 apresenta estes dados comparativos entre as categorias de

Raio-X para silicose e o histérico de tuberculose.

Tabela 3 - Relacdo entre o histérico de tuberculose e as formas mais graves de silicose.

Raio X para silicose Tuberculose

Presenca Auséncia
Normal + Categoria 1 6 53
Categorias 2 e 3 10 8

Diferencas significativas, p=0,0002 para o Teste de Fisher
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Os resultados confirmam que a presenca passada ou presente da tuberculose em
relacdo a silicose pode representar um importante fator a ser analisado . A prevencio de
possiveis reincidéncias da tuberculose ou a possibilidade de uma maior susceptibilidade no
desenvolvimento da silicose sdo fatores que podem ser evitados mediante testes
tuberculinicos prévios em periodos iniciais da evolucdo da doenga, visto que a presencga da

silicose provoca maior prejuizo da fun¢ao pulmonar.
4.2.2 Genotipagem da populacdo de trabalhadores expostos a silica

No presente estudo, foram identificados os polimorfismos dos sitios -238 e -308 da
regido promotora do gene do TNF-a nos 79 individuos da amostra populacional
selecionada utilizando a metodologia de PCR-RFLP implementada. Para o sitio -238 foram
encontrados as seguintes frequéncias genotipicas: 2,6% (2 individuos) para o gendtipo
GA, 97,4% (77 individuos) para o gendtipo GG e zero para o gendtipo AA. Para o sitio -
308, as frequéncias encontradas foram: 16,7% (13 individuos) para o genétipo GA, 82%
(65 individuos) para o genétipo GG e 1,3% (1 individuo) para o gendtipo AA. A
frequéncia dos gendtipos AA/GA na populacgiao total foi de 17,9% para o sitio -308 e 2,6%
para o sitio -238. A frequéncia alélica na populacdo de expostos a silica para o sitio -308,
foi de 0,905 para o alelo selvagem -308G e 0,095 para o alelo mutante -308A. Para o sitio
-238, a frequéncia foi de 0,987 para o alelo selvagem -238G e 0,013 para o alelo mutante -
238A.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) baseia-se em algumas premissas, como
cruzamentos aleatdérios, auséncia de mutagcdo, migracdo, deriva genética, selecdo e
tamanho infinito das populacdes. Quando algum desvio é encontrado entre os valores
observados de frequéncia em relagdo aos valores esperados em equilibrio, deve-se a algum
tipo de violagdo dessas premissas. As frequéncias encontradas para o sitio -308 e -238
demonstram que a populacdo encontra-se no Equilibrio de Hardy-Weinberg, sugerindo que
a mesma ndo estd sofrendo pressdo evolutiva, fluxo de migracdo ou mutagdes

significativas.

Considerando o diagndstico de silicose, 33 trabalhadores possuiam silicose (42,3%)
e 45 foram classificados como nao doentes (57,7%). Um dos pacientes da populagdo nao
foi categorizado para a presenca da doenca. Os pacientes foram considerados doentes de
acordo com os resultados do exame de Raio-X. A andlise dos polimorfismos nas posicdes -
238 e -308 feita no presente estudo ndo apresentou diferenca significativa na frequéncia do
alelo mutante ou dos possiveis gendtipos em relacdo a presenca ou ndo da silicose. A
distribuicdo genotipica dos polimorfismos de ambos os sitios entre os pacientes silicoticos
e ndo-silicoticos estd demonstrada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Distribuicdo genotipica dos polimorfismos nas posi¢des -238 e -308 da regido

promotora do gene do TNF-a em relagao a silicose.

Doente Nao doente
SNP -308
n % n %
GG 27 81,8 37 82,3
GA 6 18,2 7 15,5
AA 0 0,0 1 2,2
Totais 33 100 45 100
Doente Nao doente
SNP -238
n % n %
GG 33 100 43 56,4
GA 0 0,0 2 2,6
AA 0 0,0 0 0,0
Totais 33 100 45 100
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Os resultados encontrados por Yucesoy et al., 2001b (64), demonstraram uma

associacao significativa entre a distribui¢do genotipica e a frequéncia dos alelos mutantes
com as diferentes extensdes da doenca. Neste estudo, Yucesoy et al. demonstraram que a
frequéncia do alelo mutante (-308A) foi maior em formas moderadas de silicose (0,37, 97
individuos) e um pouco menor (0,24, 74 individuos) em casos severos quando comparados
ao grupo controle (0,27, 79 individuos). Em relacdo ao sitio -238, no mesmo estudo, a
frequéncia do alelo mutante (-238A) apresentou-se aumentado em formas mais severas
(0,40, 141 individuos) quando comparados com os controles (0,24, 73 individuos), porém
bem diminuido em casos moderados (0,16, 41 individuos). Estes autores determinaram
estes polimorfismos em amostras de biopsia de pulmao de trabalhadores mineiros.

Um estudo feito com mineiros da Africa do Sul ©V

, apresentou uma baixa
frequéncia de individuos doentes portadores do alelo mutante (GA e AA), tendo sido 8
trabalhadores com o gen6tipo GA e 2 com AA para o sitio -238, e 41 trabalhadores com o
gendtipo GA e 7 com AA para o sitio -308, em um universo de 121 individuos. Neste
trabalho, Corbett e colaboradores realizaram um estudo caso-controle com 241 individuos
no total (121 casos e 120 controles), sendo todos mineiros, homens da Africa do Sul.
Foram encontradas frequéncias para os genoétipos AA/GA, respectivamente em casos €

controles, de 40% e 39% para o sitio -308 e de 8,3% e 5,8% para o sitio -238.

No presente estudo, a frequéncia dos gendtipos AA/GA entre os individuos doentes foi
de 0,21 (7 individuos) para o sitio -308 e zero para o sitio -238. Para avaliar se estes
resultados se assemelham aos encontrados por Corbett e colaboradores (61), foi realizado um
teste de qui-quadrado. Foram comparadas as frequéncias gé€nicas dos individuos expostos
doentes, sendo as frequéncias genotipicas esperadas as encontrados pelo autor e as observadas
encontradas no presente estudo. No trabalho de Corbett e colaboradores foi encontrada uma
frequéncia de 0,4 (48 individuos) para a presenca do alelo mutante no sitio -308 (AA/GA) e
0,6 (73 individuos) para o gendtipo GG. Nao foi encontrada diferenca significativa entre as
frequéncias do alelo -308A (p>0,05, thotal=0,142). Quanto ao alelo -238A, nao foi possivel
determinar, pois sua frequéncia para doentes foi igual a zero. Os resultados de genotipagem
do alelo -308A deste estudo estdo de acordo com o esperado neste trabalho de Colbett ef al.
2002 ©V.

As relacdes existentes entre os polimorfismos e algumas patologias ndo sdo féaceis
de analisar. Podem estar ligadas a influéncia dos polimorfismos sobre a expressao do gene
ou de sua atuagcdo de maneira epistasica com outros genes situados no mesmo ou em outros
cromossomos. Esta interacdo poderia levar a formacao de hapldtipos que poderiam estar
associados a formas mais severas da doenca ©°*’®. O universo amostral do presente estudo

pode estar gerando uma dificuldade no tratamento dos dados obtidos em relagdo a
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associacao dos diferentes gendtipos e o desenvolvimento de formas mais graves de

silicose.

4.2.3 Indicadores biolégicos

Este estudo faz parte de um projeto mais amplo que visava avaliar a exposi¢ao de
trabalhadores a silica através de indicadores de exposicdo e susceptibilidade. Desta forma,
buscou-se relacionar os resultados da genotipagem dos polimorfismos dos sitios -238 e -
308 com os indicadores biolégicos ja avaliados nesta populacdo. A Tabela 5 mostra os

niveis dos indicadores e sua relacdo com a presenca do alelo mutante em ambos os sitios.

O ensaio cometa é um teste de genotoxicidade no qual células individualizadas sao
lisadas e submetidas a eletroforese. O deslocamento do DNA provocado pela eletroforese
configura uma cauda que se assemelha a um cometa. Quanto maior o tamanho da cauda

102 " Os valores de

formada, maior terd sido o dano causado ao DNA pelo agente toxico
Cometa UA e Cometa % nao apresentaram diferencas em relagdo a presenca ou nao do alelo -
308A. Este resultado é confirmado por alguns estudos como Joca, 2009 ®® ¢ Basaran e
colaboradores, 2003 (103), pois mostram o Ensaio Cometa como sendo um confidvel indicador

3 1039 realizaram o

bioldégico de exposicdo, mas ndo de doenca. Basaran e colaboradores, 200
estudo com uma populacdo de trabalhadores de industrias de ceramica e fundig¢do e
demonstraram o uso da técnica de Ensaio Cometa como sendo uma promissora ferramenta
para o monitoramento biolégico na avaliacdo de populacdes expostas ocupacionalmente a
silica. Joca, 2009 ®®_ utilizando a mesma populacdo do presente estudo, encontrou a média do
indicador Cometa da populagido exposta a silica significativamente maior que a média do
grupo ndo exposto, confirmando a técnica como sendo um método sensivel e confidvel para a
detec¢do de danos no DNA. No entanto, o dano causado ao DNA ndo foi relacionado
significativamente com os diferentes estdgios da doenca, fortalecendo a indicagdo do uso do

Cometa como um indicador relacionado & exposicdo a silica ®¥.
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Tabela 5 - Indicadores bioldgicos e sua relacdo com a presencga do alelo mutante em ambos 0s sitios.

Infllc?d.ores SNPs Numero Média Desvio
Biologicos Padrao
Sitio -308
Cometa UA GG 26 56,6 17,9

AG/AA 3 53,3 17,6
Cometa % GG 26 47,5 13,3
AG/AA 3 44,0 7,0
GST GG 52 1,6 0,6
AG/AA 12 1,9 0,5
Log TNF* GG 16 1,7 0,6
AG/AA 3 2,0 0,15
Sitio -238
Cometa UA GG 27 56,7 18,2
AG/AA 2 50,5 9,2
Cometa % GG 27 47,6 13,1
AG/AA 2 41,0 4,2
GST GG 63 1,7 0,6
AG/AA 1 1,8 -
Log TNF GG 18 1,7 0,53
AG/AA 1 2,2 -

* diferencas entre GG e AG/AA, f= 0,087, p= 0,087, Min — 0,098 Max — 0,397
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A Glutationa-S-Transferase (GST) é uma importante enzima relacionada com o estresse
oxidativo gerado pela exposicdo a determinadas substdncias tdoxicas. A presenca de
radicais livres tem sido relacionada com uma série de doencgas, dentre elas, a silicose. Esta
enzima pode ter um papel fundamental nos processos fisiopatolégicos que levam a
complicagdes dos processos da doenga (109 "Sua associacdo com o polimorfismo do sitio -
308 pode ser uma importante ferramenta na avaliacdo de susceptibilidade a silicose. Joga,
2009 ®® demonstrou, com a mesma populacdo analisada neste estudo, diferencas
significativas nos valores de atividade da GST entre as diferentes categorias da doencga. A
média da atividade da enzima na categoria normal foi superior a média da categoria 1
(p=0,029) e inferior a média da categoria 3 (p=0,043). No presente estudo, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre as médias de GST e a presenca ou ndo do alelo
mutante no sitio -308. Esta associa¢do entre GST e o polimorfismo -308A fica dificultada
em funcdo do baixo nimero de individuos com alelos mutantes na amostra populacional

analisada.

Em relagdo ao polimorfismo do sitio -238, ndo foi possivel observar diferencas
significativas das médias dos indicadores Cometa UA, Cometa % e GST, pois somente
dois individuos com genoétipo GA foram encontrados, impossibilitando andlises estatisticas

significativas.

A influéncia dos polimorfismos na expressdo génica e consequente quantidade de
TNF-a produzido tém sido descrito na literatura de maneira conflitante. A maioria dos
trabalhos tém associado a presenca do alelo mutante na posi¢do -308 com um aumento da

produgdo do TNF-q (0% 106 107, 108)

. No presente estudo, foi feita a comparacdo entre a
quantidade de TNF no sangue, ajustados em Log TNF, e a presenca do alelo A no sitio -
308. As andlises demonstraram uma maior média do Log de TNF para os portadores do
alelo mutante no sitio -308 quando comparados com o alelo selvagem (sig. f=0,087,
p=0,087), o que sugere que este alelo possa estar contribuindo para a maior producdo da
citocina na presenca do alelo -308A, embora esta diferenca esteja perto da significancia.
Na Tabela 5 pode ser observado que apenas 3 individuos apresentaram o alelo -308A e

72, 64 .
I. 72 % yalores mais

obtiveram estes niveis mais elevados de TNF. Segundo Yucesoy et a
altos de TNF-a podem provocar o aumento do processo fibrogénico caracteristico da

silicose, estando o alelo A relacionado com um maior risco de desenvolvimento da doenca.

Assim como para o sitio -308, os resultados nas avaliacdes da presenca do alelo A
na posicdo -238 tém sido conflitantes. Em Huizinga e al., 1997 "% a presenca do alelo

selvagem (-238(G) mostrou-se relacionado com a alta producido de TNF-a, achado este ndo
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corroborado pelo trabalho de Pociot et al., 1993 (199 No presente estudo, a média do Log
de TNF (Tabela 5) mostrou um maior valor para os portadores do alelo mutante na posicdo

-238. No entanto, esta condic¢do foi observada para apenas um individuo da populacgao.

4.2.4 Polimorfismo e categorias de silicose

A presenca do alelo mutante no sitio -308 tem sido associado com o
desenvolvimento das formas mais severas de silicose, o que poderia estar representando
um fator de susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca. De acordo com Yucesoy et
al., 2001a (72), a presenca do alelo -308A estd fortemente associada com as formas
moderada e severa da doenca (odds ajustadas de 3,6 e 1,6, respectivamente). Este dado se
assemelha com o achado no presente estudo, onde a presenca do alelo -308 A mostrou-se
positivamente associada com a categoria 3 da doenca, apresentando um risco relativo de

3.7 para o desenvolvimento de formas mais severas de silicose (Tabela 6).

Tabela 6 - Polimorfismo x Categoria Sitio —308

Resultados Raio-X
Polimorfismo
Sitio -308 Normal + OR
Categorias 1 e 2

Categoria 3

GG 61 (84,7%) 3 (60%) 1,412
AG/AA 11 (15,3%) 2 (40%) 0,382
Risco Estimado 3,697*

*OR= Odds Ratio categorial/categoria2, 95% IC 0,552 — 24,740.

Este achado pode ser relacionado com os resultados encontrados na associagao
entre o alelo -308 A e a quantidade de TNF. As categorias mais severas de silicose
apresentam maior comprometimento do parénquima pulmonar em funcdo do processo
fibrogénico mais intenso, o que € provocado, dentre outros fatores, por altos valores de

TNF-a no sangue, podendo levar a uma maior susceptibilidade a doenca.
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Em funcdo do nimero de individuos portadores do alelo mutante na posi¢cio -238 (2
individuos em 79 trabalhadores), ndo foi possivel a realizacdo da mesma andlise de risco

feita para o sitio -308.

Doencas multifatoriais configuram um dos principais problemas e um grande
desafio da Saude Publica atualmente. A complexidade das interacdes entre os mais
variados fatores genéticos, fisiologicos e ambientais deve ser considerada em qualquer

estudo de exposicdo ocupacional (110)

Caracteristicas genéticas, quando analisadas
isoladamente, ndo sdo suficientes para a determinacdo de um processo patoldgico. No
entanto, uma vez a doenca tendo sido iniciada, sdo capazes de modificar sua extensao e
gravidade ©3) A interferéncia destes fatores genéticos, que podem estar relacionados com
as diferentes susceptibilidades individuais, atuando em sinergismo com fatores
fisiologicos e ambientais podem estar determinando a evolucdo da silicose até sua forma

: 111
mais severa ( ).




Daniel Santos Souza 54

5 CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil hd uma caréncia de estudos relacionados com a exposi¢cdo ocupacional a
poeira de silica. Apesar de existirem dados de alguns trabalhos acerca da exposicao
ocupacional, com nimero de casos, prevaléncia pontual e outras estimativas da silicose no

(18)

pais , estes ndo sdo suficientes para que se possa tracar um perfil da prevaléncia ou

incidéncia de silicose no Brasil.

Apdés um levantamento bibliografico constatou-se a escassez de trabalhos que
tracem os diferentes polimorfismos da regido promotora do gene da TNF-a, bem como da
andlise do perfil da expressdao génica da citocina, e da resposta ao estimulo oxidativo em
trabalhadores expostos a silica no territério nacional. Sendo assim, uma maior apropriacao
do problema por parte da sociedade, juntamente com o desenvolvimento de ferramentas
metodolégicas que possam tornar os estudos de exposi¢do a silica mais abrangentes é de

fundamental importancia para o planejamento de interveng¢des mais adequadas.

Mais estudos de determinacdo dos polimorfismos da regido promotora do gene da
citocina TNF-a devem ser realizados em populacdes expostas € ndo expostas a silica, pois
os resultados encontrados nesta dissertacdo demonstram a possibilidade de utiliza-los
como uma ferramenta complementar nas avaliacdes da exposicdo a silica, visto que
fornecem dados relativos as susceptibilidades individuais que podem ser usados para a

elaboracao de modelos preventivos mais abrangentes e eficientes.
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6 CONCLUSOES

° A metodologia padronizada para genotipagem dos sitios -238 e -308 da
regido promotora do gene da TNF-a demonstrou ser especifica, sensivel e adequada para
estudos de base populacional, podendo ser aplicada para determinagdo destes
polimorfismos;

. O protocolo de extracio de DNA gendmico de Sambrook e Russel,
modificado por Mitri, mostrou-se eficiente, alcancando um rendimento médio de 20ug de
DNA para cada 500uL de sangue total;

. Os primers utilizados no processo de amplificagio do DNA gen6mico de
células sanguineas, baseados na literatura, mostraram-se eficientes e especificos para os
sitios polimérficos escolhidos;

. A quantidade 100ng de DNA mostrou-se suficiente para o processo de
amplificacdo de ambos os sitios polimérficos;

. A concentracdo de 0,2uM de primers (1uL da solucdo mix dos primers senso
e antisenso 10uM em 50uL de soluc¢do final da reacdo de PCR) apresentou os melhores
resultados no processo de amplificagdo para ambos os sitios;

. A temperatura de 58°C para o anelamento dos primers utilizados para
amplificacdo do sitio —238 mostrou maior especificidade, tendo sido o ciclo definido em:
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 40s, anelamento a 58°C por 90s e extensdo a 72°C
por 60s;

. O tratamento dos fragmentos polimdrficos com endonucleases de restricdo
apresentou melhores resultados com o procedimento sendo realizado por 1h;

. O baixo nivel de escolaridade apresentou associagdo positiva com o
desenvolvimento da silicose, evidenciando a importancia de uma busca por melhorias das
condi¢des educacionais, focando a prevencio de riscos;

. As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos -238 e -308 da
regido promotora do gene do TNF-a encontradas apds genotipagem da populacdo deste
estudo mostraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg;

. A frequéncia genotipica para o sitio -308 encontrada neste estudo, quando
comparada a um estudo de literatura, apresentou resultados similares. No entanto, sugere-
se o aumento de individuos no estudo para a confirmacgao deste achado;

. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os polimorfismos do
sitio -308 e o indicador biolégico Cometa, confirmando resultados apresentados na
literatura onde o Ensaio Cometa se mostra um confidvel indicador biolégico de exposicao e
ndo de doenca;
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. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os polimorfismos dos
sitios -238 e -308 e a atividade da enzima GST. Provavelmente, este resultado reflete o
numero de individuos da amostra populacional;

. A presenca do alelo -308A apresentou associa¢do positiva com a quantidade
de TNF-a no sangue, corroborando dados apresentados na literatura, nos quais a presenca
do alelo mutante no sitio -308 estaria relacionada com a maior produ¢do da citocina;

. A presenca do alelo -308A mostrou-se positivamente associada com a
categoria 3 de silicose e com o desenvolvimento de formas mais severas da doenca,;

. A aplica¢do do polimorfismo dos sitios -238 e -308 da regido promotora do
gene da citocina TNF-a em campanhas de avaliag@o do risco de silicose em trabalhadores
deverd ser associada a outros indicadores bioldgicos e informacgdes de exposicdo
ambiental, garantindo assim maior eficiéncia nas previsoes.
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II1.4 - Determinacdes dos parametros do estresse oxidativo

II1.4.1 - Catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da enzima Catalase (CAT) em eritr6citos humanos foi
realizada baseada no método de Aebi, H. (1984), (112) que tem por finalidade quantificar
a atividade da enzima CAT através da decomposi¢do de 1 mol de H202 a uma D.O em
230nm.

Solucdes utilizadas

- Solugcdo de tampao fosfato [fosfato de potdssio monobdsico 5S0mM; fosfato de sdédio
dibasico 50mM, pH 7,0];

- Solucdo de peréxido de hidrogénio [30% de H202 em solucao de tampao fosfato (50mM,
pH 7,0);

- Solucdo de cloreto de sddio isotdnico [0,9% NaCl em dgua destilada].

Procedimentos

Nota: As amostras de sangue (coletadas em tubos heparinizados) devem ser mantidas a
0°C (banho de gelo) durante toda a elaboracdo das andlises, a serem realizadas no mesmo
dia de coleta das amostras para o ndo comprometimento da atividade enzimética.

Para cada amostra, separa-se uma aliquota de 2mL em tubos e centrifuga-se as amostras
por 10 minutos a 3500 rpm (1591 G) a 4°C. Posteriormente, despreza-se o plasma
(sobrenadante). Uma aliquota contendo 500uL de sedimento de eritrocitos de cada amostra
¢ transferida para outro tubo de centrifuga refrigerada, onde se acrescenta SmL de cloreto
de sodio (solugdo salina) para a lavagem dos eritrécitos. Homogeneizam-se os tubos por
15 segundos e, em seguida, centrifuga-se as amostras por 10 minutos a 3500 rpm (1591 G)
e a 4°C. Esse processo de lavagem € repetido por mais 2 vezes. Apds as 3 lavagens,
transferese 50uL do sedimento de eritrécitos para um tubo de vidro e adiciona-se 200uL
de agua deionizada, para a hemdlise dos eritrécitos, formando assim o hemolisado
concentrado.

Este procedimento é realizado em triplicata. Posteriormente, homogeneizam-se os tubos
por 20 segundo, sendo 0os mesmos mantidos em banho de gelo até o momento da leitura no
espectrofotometro.

Momentos antes da andlise espectrofotométrica, preparam-se a solucdo de perdxido de
hidrogénio e o hemolisado diluido, através da adi¢dao de SuL. do hemolisado concentrado e
2,5mL de tampao fosfato. A leitura das amostras transcorre no modo cinético por 15
segundos a um comprimento de onda de 230nm.

Para a leitura do branco, adiciona-se na cubeta, 2 mL do hemolisado diluido e 1 mL de
tampdo fosfato e para a leitura das amostras, adicionar na cubeta, 2 mL do hemolisado
diluido e 1 mL de peréxido de hidrogénio.
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Calculos

Nao € possivel definir uma unidade internacional para a catalase, portanto recomenda-se o
uso de uma constante de reacdo de 1* ordem (k). Esta constante pode ser relacionada com
o teor de hemoglobina presente na amostra (k/g Hb), que serve como uma medida da
atividade especifica da catalase em eritrécitos. Os cdlculos de CAT sdo baseados nas
seguintes formulas:

k =(2,3/15) (log A1/A2)
k =0,153 (log A1/A2) (segundos-1)

k/mL = ka
k/g Hb = k/mL (1000/b) = 0,153 (a/b)(log A1/A2)
Onde,

A1l = absorvancia no t=0.

A2 = absorvancia no t=15 segundos

a = Fator de dilui¢cao

b = teor de hemoglobina (Hb) em grama/litro (g/L)

Nota: Para o cdlculo da atividade da enzima catalase h4 a necessidade do valor do teor de
hemoglobina nos eritrocitos. Portanto, utilizou-se exame de hemograma completo recente
(até 3 meses) ou solicitou-se o pedido do exame através do laboratorio.

I11.4.2 - Glutationa S-tranferase

A determinacdo da atividade enzimdtica da GST foi realizado por espectrofotometria UV-
Visivel, utilizando comprimento de onda de 340nm e 1-cloro-2,4- dinitrobenzeno como
substrato universal, de acordo com o método descrito por Habig et al (1981). (113)

Reagentes

- Solucdo de cloreto de s6dio isotdonico [0,9% NaCl em dgua destilada]
- Tampao Fosfato 0,1M [KH2PO4 0,1M; K2HPO4 0,1M; pH=6,5].

- Solucdo de Etanol (EtOH) 95% (v/v)

- Solucdo de CDNB 0,3M, preparada em solucao de EtOH 95%

- Solucdo de GSH 0,3M, preparada em Tampao Fosfato 0,1 M.

Procedimentos
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Lavagem de Eritrécitos

Logo apds a coleta de sangue, transfere-se, para um novo tubo de ensaio, uma aliquota
contendo 2 mL de sangue total e centrifuga-se a amostra a 3000 rpm (1169 G) por 30
minutos. Em seguida, retira-se 500uL de eritrécitos (sedimento), sendo transferido para
um novo tubo de ensaio, onde adiciona-se 5 mL de NaCl 0,9 %, para a lavagem dos
eritrécitos.

Homogeneiza-se cada tubo por 15 segundos, e posteriormente, centrifugam-se os mesmos
a 3000 rpm (1169 G) por 10 minutos. Ao término da centrifugacdo, retira-se a parte
sobrenadante, com o auxilio de uma pipeta, tomando cuidado para ndo aspirar eritrécitos
precipitados. Os procedimentos de lavagem de eritrdcitos sdo realizados 3 vezes.

Apés a terceira lavagem, transferem-se duas aliquotas de 50 pL de eritrécitos de cada
amostra para dois novos tubos, onde adiciona-se 1450uL de Agua Milli-Q e, em seguida,
homogeneiza-se por 30 segundos, ocorrendo a hemoélise.

No momento da leitura, prepara-se a mistura de PBS + GSH + CDNB em um tubo,
conforme Tabela 1, homogeneiza-se a mistura, sendo transferida, em seguida, para a
cubeta. Para o branco, adicionar 100uL de PBS no lugar do hemolisado e para a amostra,
adicionar o hemolisado diretamente na cubeta, fazendo 5 ciclos de aspiragcdo com a pipeta,
para homogeneizar. A leitura das amostras foi realizada em modo cinético, a 340 nm,
durante 1 minuto.

II1.5 - Metodologia do Ensaio Cometa
Solucoes Utilizadas

- Solucdo de Lise celular [NCI1 2,5 M; Tris-HC1 10 mM; EDTA 100mM; Lauril Sulfato de
s6dio 1%; pH 10]

- Tampao de Eletroforese [300mM / ImM EDTA]

- Tampao de Neutralizagdo [Tris 0,4 M]

- Solucdo de Brometo de etideo [40ug/mL]

- Agarose [1,5%]

- Agarose Low Melting Point (LMP) [0,5%]

- Solucao A [MMS 80mM]

- Solucdao B [MMS 0,8mM] Solucdes Controle Positivo
- Solucdao C [MMS 0,4mM]

Procedimentos
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Preparo das laminas

Inicialmente, as laminas foram lavadas com etanol absoluto e, em seguida, mergulhadas
em agarose 1,5% a 60°C. Posteriormente, limpa-se a parte inferior das laminas e deixa-se
a agarore gelificar na parte superior, horizontalmente.

Preparo das amostras controle

1- Controle celular — adiciona-se 250ulL de sangue total em tubo Eppendorf

2- Controle solvente — adiciona-se 50ul de tampdao PBS a 200ul de sangue total em
Eppendorf

3- Controle positivo MMS 1 — adiciona-se 50uLL de solu¢cdo B a 200ulL de sangue total em
tubo Eppendorf, obtendo-se concentracdo final de MMS = 16x 10-5 M (0,16mM)

4- Controle positivo MMS 2 — adiciona-se 50ulL de solucdo C a 200uL de sangue total em
tubo Eppendorf, obtendo-se concentragio final de MMS = 8x 10-5 M (0,08mM) Incuba-se
todas as amostras controle junto com as amostras-teste por 2 horas a 37+/-1°C

Preparo das células

Marca-se cada lamina com o cddigo de identificacdo do individuo e/ou das solucdes
controle. Em seguida, homogeneiza-se o sangue invertendo o tubo vacutainer varias vezes.

Transfere-se, com o auxilio de um pipetador automético, uma aliquota de 10uL de

sangue total ou de solucdo controle para tubo Eppendorf e adiciona-se, lentamente, 120ulL
de agarose LMP, previamente aquecida a 37°C, homogeneizando suavemente a suspensao
de células.

Posteriormente, espalha-se a suspensdo em uma ladmina contendo uma pelicula de agarose
a 1,5%, que foi preparada na etapa anterior, e coloca-se sobre ela uma laminula de
24x60mm, antes que a suspensdo de células na agarose se solidifique. Prepara-se 5
laminas por amostra.

Em seguida, as laminas sdo colocadas em uma bandeja e deixadas na geladeira por 5
minutos. Apos o tempo determinado, retira-se, cuidadosamente, de cada lamina as suas
laminulas e, subseqilientemente, acondiciona-se as laminas, em 130mL de solucdo de lise,
num recipiente tipo Coplin, revestido externamente com papel laminado. A partir desta
etapa, evita-se a irradiacdo de luz direta, para prevenir lesdes adicionais ao DNA.

As laminas sdo guardar na geladeira por, no minimo, 1 hora e, no maximo, 24 horas e,
apo6s este periodo, sdo arrumadas em fileiras ao lado do anodo (+) da cuba de eletroforese.
Adiciona-se, cuidadosamente, a solucdo de eletroforese a 4°C, pelas laterais da cuba, o
suficiente para cobrir as laminas, deixando-as em contato com o tampao de corrida, por 25
minutos, para possibilitar o desenovelamento do DNA e assim poder expressar as
diferentes classes de lesdes dlcali-14beis.

Ajusta-se a fonte de eletroforese nas condi¢des de operacdo (25v/300A) e procedese a
corrida de eletroforese, por 25 minutos. Ao término da corrida, retira-se, cuidadosamente,
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as laminas da cuba, lavando-as com tampao de neutralizacdo, etanol absoluto e 4gua
destilada, 3 vezes com intervalos de 5 minutos, para cada lavagem.

Deixam-se as laminas secarem em contato com o ar, a tempratura ambiente, por horas ou
mais, caso haja necessidade. As laminas secas sdo guardadas na sua embalagem original e
deixadas a temperatura ambiente.

Coloracao das laminas

Com o auxilio de uma pipeta automatica, distribui-se 40ulL de solucdo corante de

brometo de etideo (40ug/mL) em cada lamina, cobrindo-a, posteriormente, com a
laminula.

Imediatamente apds, observa-se ao microscépio de fluorescéncia.

Analise dos cometas ao microscépio

As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia, equipado com lentes
oculares e lentes objetivas planocrométicas de 10X e 40X e com filtro de excitacdo de
560nm (faixa verde) e um filtro de barreira de 590nm. Os cometas foram localizados com
a objetiva de 10X e apds a sua visualizacdo, os nucledides examinados, com a objetiva de
40X. Os cometas foram analisados e suas morfologias observadas, scanneando a lamina da
esquerda para a direita. Cada cometa foi classificado visualmente, de acordo a intensidade
da cauda, como mostra a Figura 7 e, ao final das andlises, fazendo-se o somatdrio das
classificacdes das caudas dos cometas encontrados, podendo o total de UA variar entre
zero e 150.
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3.7 Fator-alfa de Necrose Tumoral (TNF-a)

A dosagem foi realizada por KIT comercial para a dosagem de TNF-a humana da
Invitrogen Corporation, CA, USA.

O método para determinacdo na TNF-a humana é baseado em um kit de ELISA (Enzyme
Lynked-Immuno-Sobent Assay), onde um anticorpo monoclonal especifico para a TNF-a
humana € adsorvido dentro de cada poco de uma microplaca de leitura. Amostras,
incluindo padrdes de TNF e controles, e amostras desconhecidas, sdo adicionadas dentro
de cada poco.

Durante a primeira incubacdo (2 horas) o antigeno da TNF se liga ao anticorpo (captura)
adsorvido na parede do pogo. Depois da la lavagem, um anticorpo de sinalizacgdo,
especifico para TNF, é adicionado. Jd na segunda incubacdo (1 hora) o anticorpo de
sinalizacdo se liga a TNF adsorvida durante a la incubacdo. Apds a remoc¢do do excesso
do segundo anticorpo (sinaliza¢do), a enzima streptavidina-peroxidase € adicionada no
poco. Esta se liga ao anticorpo de sinalizacdo para formar o chamado “sanduiche de 4
membros”. Apds a terceira incubacio (30 min) e lavagem para remover toda a enzima nao
ligada, um substrato colorido é adicionado, atuando sobre a ligacdo da enzima com
anticorpo de sinalizacdo, para produzir cor. A intensidade desta coloracdo produzida é

diretamente proporcional a concentracdo de TNF humana presente na amostra inicial.
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£, Ministério da Saiide .
(%« Fundacao Oswaldo Cruz I\
Escola Nacional de Saidde Publica Sérgio
[{ Arouca ESCOLA RACIONAL DE SAUDE PUBLICA
ENSP

Centro de Estudos da Satide do Trabalhador e Ecologia
Humana

QUESTIONARIO DE AVALIACAO DE EXPOSICAO A SUBSTANCIAS QUIMICAS

1- Numero: 2-CESTEH numero:

A) DADOS GERAIS

1. Data de hoje: /___/ Hora do inicio: __

2. Nome do voluntario

3. Endereco:

4. CEP: [J-9-Faltando

5. Telefone de contato: [J-9-Faltando

6.Sexo:1-0M2-0F

7. Estado Civil :
1-[JCasado 2-[]Solteiro 3-[JUnido Livre 4-[]Separado 5-[]Vitivo

8. Data de nascimento: / /

9. Idade: anos

10. Vocé sabe ler e escrever? 1-[]sim 2-[ndo (ir para pergunta 12) 9-[|Faltando

11. Até que ano vocé estudou na escola?

1-[Jensino fundamental completo 2-[]ensino fundamental incompleto
3-[Jensino médio completo 4-[]ensino médio incompleto

5-[Jmais que o ensino médio. Cite:
9-[JFaltando

12. Quantas pessoas moram permanentemente em sua residéncia?
1-[Juma 2-[]duas 3-[]trés 4-[]quatro 5-[Imais de quatro
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13. Quantos comodos (quartos e salas) tém a sua casa ?
1-[Jum 2-[]dois 3-[]trés 4-[]quatro 5-[Jmais de quatro

14. Ha quanto tempo vocé mora nesta casa? ____ anos e meses [J9-Faltando

15. Como € o piso da sua casa?
1-CJ*“vermelhdo” 2-[Jcimento 3-[Imadeira (taco)

4-[]ceramica 5-[outros. Especifique: _ _ 9-[Faltando

16. Quando sua casa foi pintada pela dltima vez ? anos meses
I-[Inunca foi pintada (ir para pergunta 20) 9-[]Faltando

17. Na ocasido da pintura foi usada lixa para o preparo das paredes?
1-CJsim 2-[Jndo 9-C]Faltando

18. A sua casa possui dgua encanada?
1-[lsim 2-[Indo (pular para a pergunta 20) 9-[]Faltando

19. Os encanamentos da sua casa sao de:

1-[]plastico 2-[Imetal 3-[]outros. Especifique: _ _ 9-[Faltando

20. Qual o destino do lixo da sua casa?
1-Lrecolhido pelo lixeiro 2-[]colocado na cagcamba 3-[Jenterrado 4-[]queimado
5-[Jdeixado a céu aberto 6-[ outros. Especifique: 9-[JFaltando

21. Existe préximo a sua residéncia:
1-[]Industria de produtos de borracha
2-[]Industria de plasticos

3-[JIndustria de ceramica

4-0]Grafica

5-[JFabrica de tintas

6-[]Construcdo ou renovacao de casas
7-[]Jateamento de areia

8-[JAtividade de derreter metais
9-[]Concerto de radiadores
10-[)Soldagem

11-[Fabrica de bateria ou recarregadores
12-[]Incineracdo de Lixo

13-[] Atividade de contato com gasolina
14-[]Pintura de carros e eletrodomésticos
15-CJRefinaria

16-[Lavoura (horta/pomar)

17-1]Outros. Especifique:
18-[1Nao existe nenhuma atividade acima descrita
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22. Vocé€ morou em algum lugar que fosse préximo a:
1-[]Industria de produtos de borracha

2-[]Industria de plasticos

3-[JIndustria de ceramica

4-0]Grafica

5-[JFabrica de tintas

6-[] Construcio ou renovacao de casas
7-[]Jateamento de areia

8-[JAtividade de derreter metais

9-[JConcerto de radiadores

10-[]Soldagem

11-[Fabrica de bateria ou recarregadores
12-[]Incineracdo de Lixo

13-[] Atividade de contato com gasolina

14-T]Pintura de carros e eletrodomésticos
15-[JRefinaria

16-[Lavoura (horta/pomar)

17-11Outros. Especifique:
18-C1Nao existe nenhuma atividade acima descrita

23. A quanto tempo vocé mudou deste lugar? ____anose _____ meses [J9-Faltando
24. Seu uniforme é lavado em casa? 1-[Jsim 2-[Jndo
B) DADOS SOBRE O TRABALHO

25. Qual € o seu cargo no trabalho?

26. Como € a sua atividade de trabalho? Descreva todo o processo.

27. H4 quanto tempo trabalha neste cargo? ____anos ____meses 9-[|Faltando

28. Qual € a sua carga horaria semanal de trabalho? hs/semana. 9-[]Faltando

29. Vocé usa equipamentos de protecdo individual?
1-[Jsim 2-[Indo (ir para pergunta 38) 9-[]Faltando
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30. Quais?

1-CJLuvas

2-[JMascara
3-[JProtetor auricular
4-11Oculos

5-[] Avental

6-CJBota

7-11Capacete
8-[]Outros. Especifique:

31. Com que frequéncia vocé usa luvas?
1-[)sempre 2-[|frequentemente 3-[ raramente

32. Com que frequéncia vocé usa mdascara?
1-[Isempre 2-[]frequentemente 3-[ raramente

33. Com que frequéncia vocé usa protetor auricular?
1-[)sempre 2-[|frequentemente 3-[ raramente

34. Com que frequéncia vocé usa 6culos?
1-[Isempre 2-[]frequentemente 3-[ raramente

35. Com que frequéncia vocé usa avental?
1-[)sempre 2-[|frequentemente 3-[ raramente

36. Com que frequéncia vocé usa bota?
1-[Isempre 2-[]frequentemente 3-[ raramente

37. Com que freqiiéncia vocé usa capacete?
1-[)sempre 2-[/freqlientemente 3-[ raramente

38. Vocé fez exame médico admissional?
1-Csim 2-[Jnao

39. Vocé faz exames médicos periddicos?
1-CJsim 2-[Jnéo

40. Com qual freqiiéncia vocé faz exames periddicos?

1-[Isemestral 2-[Janual 3-[Jmaior periodicidade

41. Vocé ja foi afastado por motivo de doenga?
1-CJsim 2-[Jnéo

42. Qual doenca?
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43. Vocé ja trabalhou em:

1-[]Industria de produtos de borracha
2-[]Industria de plasticos

3-[JIndustria de ceramica

4-0]Grafica

5-[JFabrica de tintas

6-[]Construcio ou renovacao de casas
7-[]Jateamento de areia

8-[JAtividade de derreter matais
9-[JConcerto de radiadores
10-[]Soldagem

11-[Fabrica de bateria ou recarregadores
12-[]Incineracdo de Lixo

13-[] Atividade de contato com gasolina
14-T]Pintura de carros e eletrodomésticos
15-[JRefinaria

16-[Lavoura (horta/pomar)

17- Outros. Especifique:
18-C1Nao existe nenhuma atividade acima descrita

44. Vocé ja trabalhou em outro estaleiro?
1-[1 sim 2-[1 ndo (ir para pergunta 43)

45. Qual era o cargo que vocé exercia?

C) HABITOS

46. Vocé fuma?
1-[] sim. 2-[1 ndo (ir para pergunta 49) 9-[] Faltando

47. Quantos cigarros vocé fuma por dia? ____ cigarros/dia ________ macos
9-1] Faltando

48. Ha quanto tempo vocé fuma? ____ anos completos

9-11 Faltando (ir para pergunta 39)

49. Voceé ja fumou?

1-[1 sim 2-[1 ndo (ir para pergunta 51) 9-[] Faltando

50. Vocé parou de fumar hd quanto tempo? anos meses

51. Vocé toma bebida alcodlica? 1-[] sim 2-[] ndo (ir para pergunta 51) 9-[] Faltando

52. Com que freqii€éncia vocé toma bebidas alcodlicas?
1-[1 4 ou mais vezes por semana 2-[] até 3 vezes por semana 2-[] até 2 vezes por semana
3-11 1 vez por més 4-[] parei de beber 5-[] ndo sabe 9- [ Faltando
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53. Na ultima ocasido em que vocé tomou bebidas alcodlicas, o que bebeu e em que
quantidade?

1-11 ndo sabe 8- ndo se aplica 9-[1 Faltando

QUANTIDADE
BEBIDA Copos | Latas | Cdlices | Doses | Garrafas
1- Cerveja ou chopp
2- Vinho

3- Destilados (cachaga, rum,
vodca, batidas, uisque, etc).
4- Licores

54. O que vocé gosta de fazer nos momentos de lazer?

1-[] pinturas em geral 2-[] conserto em carros 3-[] outros. 9-[! faltando
Especifique:

55. Vocé faz ou j4 fez uso de algum medicamento para tratamento de cancer / tumor?
1-1] sim 2-[] ndo

56. Vocé ja faz radioterapia?
1-1] sim 2-[] ndo

57. Vocé fez exame de raio-X nas ultimas duas semanas?
1-0J sim 2-[] nao
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