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Resumo

O ensaio cometa é um dos ensaios de avaliagdo de genotoxicidade mais promissores de avaliacdo
do risco humano, sendo recomendado para a monitorizacdo de populacées com exposicdo cronica
a agentes genotdxicos. Os laboratérios sdo ambientes profissionais em que os trabalhadores
podem encontrar-se expostos a agentes quimicos. As drogas antineopldsicas sdo agentes
guimicos que sdo considerados carcinogénicos e, desta forma, medidas de proteccdo especiais
devem ser adoptadas. O objectivo desta investigacdo é contribuir para o desenvolvimento de um
programa de biomonitorizacdo que inclui a avaliagdo de genotoxicidade relacionada com
biomarcadores de susceptibilidade genética. Foram constituidas duas amostras: uma de
individuos expostos aos farmacos antineopldsicos (n=46), e uma amostra de controlo sem
exposicdo (n=46). Os participantes preencheram um questionario, O ensaio do cometa foi
utilizado para avaliar a genotoxicidade. Os biomarcadores de susceptibilidade genética, ou seja,
os polimorfismos OGG1 Ser326Cys foram realizados por PCR em Tempo Real. O ensaio do cometa
ndo identificou diferencas estatisticamente significativas entre aqueles expostos a citostdticos e
controlos, e a mesma falta de associacdo se verificou no que concerne aos gendtipos do OGG1,
Os resultados obtidos reforcam a necessidade da implementacdo de um programa de
biomonitorizacdo doa trabalhadores expostos ocupacionalmente a drogas neoplasicas.
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Abstract

Comet assay is one of the most promising short-term genotoxicity assays for human risk
assessment and is recommended to monitor populations chronically exposed to genotoxic agents.
Laboratories are occupational settings where chemical agents are handled and workers are
exposed. Antineoplastic drugs, in particular, are chemical agents handled in laboratories that are
considered carcinogenic for humans and special protective measures should thus be adopted
against them.

The aim of this investigation is to contribute to the development of a biomonitoring programme
that includes genotoxicity assessment related with genetic susceptibility biomarkers.

The experimental planning used was a case-control blinded study. Two samples of subjects
exposed to antineoplastic drugs (n=46), and one sample of non-exposed controls (n=46).
Participants filled-in a personal questionnaire. Comet assay was used to assess genotoxicity.
Individual susceptibility, namely the OGG1 Ser326Cys polymorphisms was investigated by Real
Time PCR. Comet assay did not identify significant differences between those exposed to
cytostatics and controls, and the same lack of association applies to the OGG1 genotypes. Our
findings emphasize the need for the implementation of a regular biomonitoring programme of
personnel occupationally exposed to drugs like cytostatics.
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1. Teoria

A utilizacdo dos métodos da biologia molecular na investigacdo epidemiolégica - designada de
epidemiologia molecular - tem enorme potencial para a definicdo de associagdes entre patologias
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oncoldgicas e exposicdo ambiental relacionada com estilos de vida, ocupagdo profissional ou
poluigdo ambiental (Portier & Bell, 1998; Vainio, 1998; Bartsch, 2000). A biomonitorizagao
humana consiste, por um lado, na pesquisa e identificagdo de condi¢cdes ambientais perigosas e,
por outro, na estimagdo do risco de desenvolvimento de cancro por exposicdo a estas condigdes.
Dado que a carcinogénese é um processo prolongado, os biomarcadores a que se tem recorrido
para reconhecer eventos bioldgicos anormais tém sido desenvolvidos no ambito de estudos
epidemioldgicos moleculares (Watson & Mutti, 2004; Bertazzi & Mutti, 2008; Manno et al., 2010).
Estes biomarcadores sdo quantificiveis e permitem a identificacdo da progressdo de condigdes
biolégicas normais para anormais ao nivel molecular. De uma forma geral, subdividem-se em
biomarcadores de exposicdo, de efeito e de susceptibilidade genética (Manno et al., 2010). Os
biomarcadores de genotoxicidade sdo um caso particular de biomarcadores de efeito e utilizam-se
na avaliacdo de efeitos gendmicos provocados por exposicdo, ambiental ou ocupacional, sendo
em geral considerados preditores de desenvolvimento cancerigeno.

Os laboratérios s3o importantes locais de exposi¢do ocupacional, uma vez que se manipula uma
pandplia de agentes quimicos que conferem um risco permanente de exposigao por parte dos
trabalhadores. A exposicio de pacientes e profissionais de salde a misturas de farmacos
antineopldsicos em ambientes hospitalares tem efeitos imprevisiveis e Unicos, uma vez que estes
medicamentos sdo provados mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos. No caso particular dos
profissionais de salide, o contacto com estas drogas, quer por manuseamento ou administracao,
acarreta riscos potenciais de exposicdo, ou seja, possivel dano oxidativo do DNA. Os
antineopldsicos, sdo um grupo de farmacos cada vez mais utilizados, quer no tratamento de
neoplasias quer no de doengas ndo malignas. Sdao um grupo heterogéneo que compreende
diversos agentes ndo relacionados mas que tém em comum a capacidade de inibir o crescimento
celular, afectando, directa ou indirectamente, o genoma (Fucic et al., 1998, Burgaz et al., 1999;
Bouraoui et al., 2011; Gulten et al., 2011; Sessink & Bos, 1999; Buschini et al., 2013). A titulo
de exemplo, a IARC classifica como carcinogénico para humanos (grupo 1) a ciclofosfamida e o
paclitaxel, ndo considerando carcinogénico para humanos o 5-fluoracil (grupo 3).

A OGG1 é considerada a principal enzima responsédvel pela remocdo de 8-OHdG em seres
humanos, realizando esta remogdo quando emparelhado com a citosina. Alguns resultados
indicam que a inactivacdo da OGG1 desempenha um papel no processo de carcinogénese. Um
polimorfismo comum deste gene, é o polimorfismo Ser326Cys (rs1052133) que resulta na
substituicdo de uma citosina por uma guanina (C — G) na posicao 1245 no exdo 7 e estd
associado a um risco aumentado de cancro (Boiteux & Radicella, 1999; Ersson, 2011).

O ensaio cometa em electroforese alcalina, permite a quantificacdo de dano no DNA de celulas
individuais. Grande parte das lesdes detectadas por esta técnica podem ndo ser posteriormente
corrigidas pelos mecanismos normais de reparagdo do DNA, ndo se detectando, portanto,
alteracBes genéticas que sejam necessariamente permanentes (Tice et al., 2000; Collins, 2004;
Azqueta et al., 2009).

O objetivo deste estudo foi investigar o papel do polimorfismo Ser326Cys (rs1052133) no gene
0OGG1 em associacdo com dano oxidativo no DNA através da aplicagdo da técnica do ensaio
cometa em electroforese alcalina de forma a avaliar os eventuais efeitos da exposigdo
ocupacional a antineoplasicos.

2. Metodologia

O planeamento experimental utilizado pode ser descrito como um estudo caso-controlo. Foram
constituidas duas amostras: uma de trabalhadores expostos (os casos) e outra de ndo expostos
(os controlos), tendo sido quantificado biomarcadores moleculares de genotoxicidade e avaliado 0
risco danos gendmicos nos expostos por comparagdo com os controlos. Desta forma, foram
reunidos 46 trabalhadores expostos a citostasticos das unidades de Farmacia, Hospital de dia €
Pediatria de dois hospitais da regido de Lisboa e Vale do Tejo e o grupo de controlo foi igualmente
formado por 46 individuos da Escola Superior de Tecnologia da Salude de Lisboa. Todos 0S
participantes preencheram um termo de consentimento informado acerca da participagdo no
estudo e na recolha das amostras, assegurando principios de confidencialidade. Foi preenchido
um questiondrio para caracterizacdo de dados demograficos e de possiveis variaveis de
confundimento, tais como exposicdes na sua ocupagdo laboral e/ou de tempos livres qué
pudessem enviesar os resultados, contacto com terapias antineoplasicas, entre outros.

A avaliacdo da genotoxicidade foi realizada com recurso ao ensaio cometa em electrofores€
alcalina. Esta técnica foi realizada em linfocitos isolados de sangue periférico recolhido por
venipunctura. Para avaliar os biomarcadores de susceptibilidade individual, nomeadamente 0>
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polimorfismos do genes de reparagdo de DNA (OGG1), foi realizado PCR em Tempo Real apéds
extraccdo de DNA por mancha de sangue.

3. Evidéncia

A amostra de expostos tem como média de idades de 33,85+1,21 anos e era constituida por 87%
do género feminino e 13% do género masculino. O grupo controlo tem como média de idades de
39,26+1,42 anos e era constituida por 73,9% do género feminino e 26,1% do género masculino.
Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (teste de Mann-Whitney, p>
0,05) entre individuos com e sem exposigdo, quanto dano oxidativo ao DNA, no entanto, o grupo
exposto apresentou valores mais elevados. Além disso, ndo houve nenhuma tendéncia
consistente em relagdo a variagdo de biomarcadores com polimorfismos OGG1.

Os resultados obtidos confirmam que aqueles que manipulam continuamente farmacos
antineoplasicos por razles profissionais sdo susceptiveis a um maior risco de dano genotdxico,
uma vez que aumenta o dano no ADN, no entanto, comparativamente com o grupo controlo néo
existe uma diferenca estatisticamente significativa. Estudos de Ursini et al. (2006) e Buschini et
al. (2013) corroboram os resultados obtidos nesta investigagao.
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