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Resumo

A aflatoxina Bl é um potente carcinogénico que existe naturalmente no ambiente,
especialmente em terrenos agricolas, podendo, dessa forma, ser responsavel pela contaminagéo
encontrada em determinados produtos alimentares. A nivel ocupacional, é possivel estar-se exposto
a esta aflatoxina, nomeadamente em locais de trabalho como as panificadoras, se as praticas de
armazenamento e confecdo dos alimentos ndo forem adequados. Quando esta toxina é
transformada, pelo enzima CYP3A4, no seu metabolito ativo, este pode ligar-se ao DNA das células
contribuindo para o aparecimento de mutacfes e outros danos no DNA e, consequentemente,
aumentar o risco de desenvolvimento de cancro hepatico. Este estudo tem como objetivo determinar
a quantidade de adutos de aflatoxina ligados ao DNA num grupo de trabalhadores em panificadoras
de Portugal. Da populacéo total, da qual foram recolhidas as amostras, apenas 37 dessas amostras
foram testadas para a presenca de adutos, por apresentarem uma maior quantidade de DNA, apos a
sua extracdo. Foram detetados niveis de adutos inferiores a 1 umol de aduto/mol de DNA nas 37
amostras. Estes valores indicam, muito possivelmente, que a exposicdo destes individuos a toxina
era baixa. A andlise da frequéncia dos polimorfismos nestes individuos demonstrou que alguns deles
possuem polimorfismos de risco para o desenvolvimento de cancro hepéatico na presenca de
aflatoxina B1. Neste estudo, a associagédo entre a quantidade de aduto no sangue e os polimorfismos
de risco nao foi estatisticamente significativa. Contudo, seria pertinente acompanhar os individuos
gue apresentam os polimorfismos de risco, pois estes apresentam maior risco de acumularem mais
adutos de DNA de aflatoxina no seu organismo, apds a sua exposicao, e dai a importancia de usar

este método de detecdo de adutos de DNA em populag@es de risco expostas a aflatoxina B1.

Palavras-chave: Aflatoxina B1, Adutos de DNA, Polimorfismos, Exposi¢do, Panificadoras



Abstract

Aflatoxin B1 is a potent carcinogen naturally occurring in the environment, especially on
agricultural land, and may therefore be responsible for the contamination found in certain food
products. At the occupational level, it is possible to be exposed to this aflatoxin, particularly in
workplaces such as bakeries, if food storage and confectioning practices are not adequate. When this
toxin is transformed into its active metabolite by the enzyme CYP3A4, it can bind to the DNA of the
cells contributing to the onset of mutations and other DNA damage and consequently increasing the
risk of developing liver cancer. This study aims to determine the amount of DNA-bound aflatoxin
adducts in a group of workers in bakeries in Portugal. Of the total population, from which samples
were collected, only 37 of these samples were tested for the presence of adducts, because they had a
higher amount of DNA, after extraction. Adduct levels below 1 pmol adduct / mole of DNA were
detected in the 37 samples. These values quite possibly indicate that the exposure of these individuals
to the toxin was low. Analysis of the frequency of polymorphisms in these individuals has shown that
some of them have risk polymorphisms for the development of liver cancer in the presence of aflatoxin
B1. In this study, the association between the amount of adduct in the blood and the risk
polymorphisms was not statistically significant. However, it would be pertinent to follow the individuals
presenting the risk polymorphisms, since they are at higher risk of accumulating more aflatoxin DNA
adducts in their organism after being exposed, and hence the importance of using this method of

detecting DNA adducts in at-risk individuals that are exposed to aflatoxin B1.

Keywords: Aflatoxin B1, DNA adducts, Polymorphisms, Exposure, Bakeries
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1. Introducao

1.1 Aspergillus

A producéo de aflatoxinas € efetuada por fungos do género Aspergillus, mais especificamente
do Aspergillus do grupo Flavi. Dentro deste grupo, os fungos que tém sido mais encontrados e
identificados como sendo os produtores de aflatoxinas sdo Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus
(Rodrigues et al., 2009).

A distincdo entre estas duas espécies tem sido baseada, essencialmente, no tipo de coldnias
que produzem. S&o fungos filamentosos (Lamboni et al., 2016) em que as conidias do A.flavus sao
amarelas-esverdeadas e possuem paredes finas e moderadamente rugosas e podem ter forma
esférica ou eliptica, enquanto que as conidias do A.parasiticus sdo verde-escuro e sdo esféricas e
apresentam algumas proeminicéncias a sua volta no meio Czapek Yeast Autolysate Extract Agar
(meio de referéncia utilizado na identificacao de colénias do género Aspergillus), como demonstrado
nas figuras 1 e 2 (Katsurayama et al., 2018; Martins et al., 2017; Freitas, 2000). Todas as estirpes do
A. parasiticus produzem toxinas, nomeadamente as aflatoxinas B e G enquanto que algumas estirpes
do A. flavus ndo sdo produtoras de toxinas B, neste caso, e como tal, podem reduzir os efeitos
téxicos nos terrenos agricolas contaminados com fungos (Donner et al., 2009; Kachapulula et al.,
2017; Marin et al., 2013). O A.flavus pode ser dividido em duas estirpes, tendo em conta a sua
morfologia, fisiologia e genética: estirpe L e estirpe S, em que a primeira produz menos aflatoxinas B
do que a segunda (Donner et al., 2009; Rodrigues et al.,, 2009). O A.flavus é um colonizador das
flores e das folhas das plantas, enquanto que o A.parasiticus, por norma, é encontrado no solo (Marin

et al., 2013) e todas as estirpes desta espécie sdo produtoras de toxinas (Varga et al., 2011).

A identificacdo e a detecdo destes fungos sdo feitas através do método tradicional, que
recorre aos meios de cultura apropriados para o seu crescimento, como o meio Czapek Yeast
Autolysate Extract Agar, ja referido anteriormente. Também é utilizado o meio de yeast extract with
supplements juntamente com uma técnica que permite saber se as espécies de fungo isoladas séo
capazes de produzir toxinas ou ndo (Katsurayama et al., 2018; Martins et al., 2017). Para além destes
dois meios, outros tém sido usados na identificacdo destes fungos, como o malt extract agar e
glucose yeast extract. Para a detecdo de esporos usa-se 0 meio diclorano com 18% de glicerol
(DG18) (Lamboni et al., 2016). Os meios de cultura permitem avaliar os microrganismos quanto a sua
morfologia, como por exemplo, o tamanho da colénia, a sua cor e textura, o tamanho e a textura das

conidias e a estrutura do conidiéforo (Varga et al., 2011). Para auxiliar na identificacdo da espécie e



da estirpe de Aspergillus, utilizam-se técnicas de cromatografia, como o HPLC e UHPLC acoplado a
espectroscopia de massa para detetar a presenca de aflatoxinas nas amostras e quais sdo as

estirpes produtoras de micotoxinas (Lamboni et al., 2016; Martins et al., 2017; Ruadrew et al., 2013).

A identificacdo das espécies através do meio de cultura, juntamente com as técnhicas de
biologia molecular, permitira uma melhor classificacdo da espécie e da estirpe do fungo existente nas
amostras, como ja tem sido feito, em estudos mais recentes (Katsurayama et al., 2018; Martins et al.,
2017). Devido a variabilidade genética existente dentro da mesma espécie torna-se dificil fazer uma
classificacdo baseada apenas nos métodos tradicionais. Os Aspergillus do grupo Flavi ndo podem ser
distinguidos apenas por carateristicas morfolégicas, pois isso ndo permite uma identificacdo precisa
(Varga et al., 2011).

Figura 1 - Aspergillus flavus meios Czapek Yeast Autolysate Extract Agar, Malt Extract Agar e Yeast Extract with
supplements. Fonte: Varga et al., 2011

Figura 2 - Aspergillus parasiticus meios Czapek Yeast Autolysate Extract Agar, Malt Extract Agar e Yeast Extract with
supplemens. Fonte: Varga et al., 2011.

Os Aspergillus sdo fungos filamentosos constituidos por hifas que podem ser septadas ou
asseptadas. O seu crescimento origina o micélio e no seu interior apresentam os organelos de uma
célula eucaridtica, tais como mitocondrias, aparelho de Golgi, nucleo, vesiculas citoplasmaticas,

membrana celular e muitos outros (Freitas, 2000).



1.2 Micotoxinas — Aflatoxina B1

As micotoxinas sdo um grupo de toxinas provenientes de fungos do género Aspergillus que
existem naturalmente no meio ambiente (Ruadrew et al., 2013; Varga et al., 2011; Xue et al., 2016).
Estas toxinas sdo metabolitos secundarios destes fungos (Lamboni et al., 2016) e podem provocar
doencas nos seres humanos e nos animais (Alborch et al., 2012). A aflatoxina, a ocratoxina A,
fumonisina, zearalenona e a deoxinivalenol sdo as que apresentam maior relevancia no que diz
respeito ao desenvolvimento de patologias nos individuos expostos. Existem valores maximos
admissiveis estipulados pela Legislacdo Europeia (regulamento n°165/2010) para a presenca destas
toxinas nos alimentos, especialmente em alimentos, como a farinha de milho em que o valor maximo
de aflatoxina B1 € 5 pg/kg (Drumond, 2012). As farinhas e os cereais possuem nutrientes favoraveis
a reproducdo dos fungos e consequentemente a producdo das suas respetivas toxinas (Alborch et al.,
2012). A humidade e a temperatura elevada no momento em que as sementes sao cultivadas e apés
a sua maturagdo também contribui para o desenvolvimento do Aspergillus Flavi e, por conseguinte,

para a contaminac¢ao dos terrenos de cultivo com a aflatoxina (Kachapulula et al., 2017).

A aflatoxina é uma difuranocoumarina muito téxica que ocorre naturalmente e € produzida por
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (Leong et al., 2012; Liu et al., 2006; Peng et al., 2007;
Quiles et al., 2015). Existem varios tipos de aflatoxinas, tais como a aflatoxina B1, B2, G1 e G2 que
estdo descritos na tabela 1 (Leong et al., 2012). A aflatoxina B1, figura 3, é aquela que esta presente
nos alimentos, na maioria dos casos (Komives, 1987). A aflatoxina B1 também pode entrar no
organismo e na via metabdlica através da inalacdo de matéria particulada contaminada por esta
toxina (Mo et al., 2014). Na verdade, a inalacdo desta toxina pode causar efeitos toxicos de maior
magnitude do que quando esta € ingerida, como por exemplo fibrose intersticial pulmonar, apdés uma
exposicao continua (Ju et al., 2016). O contacto com a pele e com as mucosas também pode ocorrer
(Fromme et al., 2016).



Figura 3 - Estrutura Molecular da Aflatoxina B1. Fonte: Aflatoxin DNA adduct Competitive ELISA kit” (Cell Biolabs, Inc)

Tabela 1 - Tipos de aflatoxinas produzidas por espécies de Aspergillus. Adaptado de Bbosa et al., 2013.

Tipo de

Difurocumarinas .
Aflatoxina

Espécies de Aspergillus

Aflatoxina B1
(AFB1)

Aflatoxina B2
(AFB2)

Difurocumarociclopentenonas  Aflatoxina M1

(AFMy)

Aflatoxina M2
(AFM2)

Aflatoxicol (AFL)
Aflatoxina G1
Aflatoxina G2
Difurocumarolactonas

Aflatoxina GM1

Aflatoxina Q1
(AFQ1)

A.flavus, A.parasiticus, A.arachidicola, A.nomius, A.ochraceoroseus

A flavus, A.parasiticus, A.nomius, A.arachidicola

A flavus, A.parasiticus, metabolito da aflatoxina B1 nos humanos e
animais que € proveniente do leite materno

Metabolito da aflatoxina B2 proveniente do leite de vaca em alimentos
contaminados

A.flavus, metabolito da AFB:
A.flavus, A.parasiticus, A.arachidicola, A.nomius
A.flavus, A.parasiticus, A.arachidicola, A.nomius

A.flavus

Metabolito da AFB1usado em preparacdes de figado in vitro

1.3 Toxicidade das aflatoxinas no ser humano

A toxicidade as aflatoxinas tem ocorrido mais predominantemente de forma crénica, ou seja,

pequenas quantidades destas toxinas ingeridas varias vezes durante um longo periodo de tempo

parecem afetar a longo prazo o sistema reprodutor, 0 sistema imunitario, e provocar encefalopatias e

cancro do figado (Marin et al., 2013).



Os efeitos toxicos da aflatoxina B1 tém vindo a

Epoxido-8,9-AFB1 ser estudados mais intensivamente a nivel hepatico
Aflatguioa 81 'v &f:,‘I,Q;'(',’,'f,',%ﬂ,"ﬁ_:,'ff_,‘f,‘_ devido a elevada incidéncia de cancro neste orgdo
i i ot J
‘;{'Jjj:r;‘__.gqf. %E pro induzidos por exposigdo prolongada/cronica a esta
s S : _ _
- toxina (Habib et al., 2006; Katsurayama et al., 2018;
e 2 utacao
- _ & @i Ln "/\T“ i i A
Nad?:éscém.‘;{lifo;. ‘ % Xue et al., 2016). No figado, a aflatoxina Bl é
' Celula metabolizada pelo citocromo P450, dando origem ao
estaminal de
A metabolito 8,9-epéxido (Chou & Chen, 1997), que é
igado
Figura 4 - Efeito mutagénico do metabolito da uma molécula carcinogenicamente ativa (Carvajal,

aflatoxina. Adaptado de Ju et al., 2016
2008). Este metabolito liga-se ao DNA, intercalando

entre os pares de bases, formando adutos. Estes adutos promovem mutacdes nos proto-oncogenes e
nos genes supressores de tumores induzindo assim cancro hepatico, como representado na figura 4
(Ju et al., 2016). Apo6s inducao dos danos hepéticos pelos adutos, cuja toxicidade promove o stress
oxidativo, este vai levar a progressdo da desregulacédo das células hepéticas (Ingawale et al., 2014).
A aflatoxina Bl é classificada como carcinogénica para o ser humano, grupo 1, pela Agéncia
Internacional de Investigagcdo sobre o Cancro (IARC) (Bol et al., 2016; Quiles et al., 2015; Shen &
Ong, 1996).

Os metabolitos de aflatoxina s&@o suficientemente estaveis para conseguirem entrar
diretamente dentro do nucleo da célula, mesmo antes de serem destoxificados pelos glutationas
transferases. Por vezes, o metabolito ndo entra logo no nacleo, mas mantém-se por algum tempo no

citoplasma provocando danos extranucleares (Wilson et al., 1995).

Os pulmdes sao outro orgdo alvo das aflatoxinas. O epitélio traqueal dos brénquios tem
enzimas que metabolizam a aflatoxina no metabolito ativo, que vai dar origem aos dois tipos de
adutos de DNA, que séo igualmente formados no figado (Wang & Groopman, 1999). Contudo, o
citocromo P450 tem menos importancia neste orgdo do que no figado. Mas, por outro lado, a baixa
guantidade de GST neste orgdo contribui para uma certa suscetibilidade pulmonaria a aflatoxina o

gue pode levar ao desenvolvimento de cancro pulmonar (Carvajal, 2008).

O consumo de alcool e o habito tabagico podem potenciar o desenvolvimento de cancro apos
a exposicdo a aflatoxina e estdo associados ao aumento de excrecdo do metabolito AFB1-N7-
guanina, que, por conseguinte, demonstra um aumento da ativacdo do metabolismo sobre a

aflatoxina (Carvajal, 2008; Wang & Groopman, 1999).



1.4 Metabolismo da aflatoxina e polimorfismos dos enzimas do
metabolismo

A aflatoxina B1 em si ndo é toxica, mas sim o metabolito que é formado durante o seu
metabolismo (Bren et al., 2014; Chou & Chen, 1997). O citocromo P450 possui um conjunto de
enzimas diferentes que tem um papel importante na metabolizacdo de xenobidticos (Bren et al.,
2014). O enzima citocromo P450 3A4 (EC 1.14.14.57) e o 1A2 (Wild et al., 2000; A.S. Wilson et al.,
1995; Xue et al., 2016) metabolizam a aflatoxina B1 e transformam-na na molécula genotoxica — exo-
8,9-epoxido e na molécula ndo téxica 3a-hidréxido (Bren et al., 2014). Apds a primeira fase do
metabolismo, outros enzimas atuam para se ligarem ao metabolito toxico e elimind-lo do organismo
humano. Esses enzimas fazem parte da familia dos glutationas e dos epoxidases hidrolases
(McGlynn et al., 1995; Tiemersma et al., 2001). Cada individuo possui algumas diferencas genéticas
nestes enzimas que podem diminuir a probabilidade de ocorréncia de cancro hepético ou promover o

seu aparecimento e desenvolvimento.

Estas variacfes alélicas podem ser devido a troca de uma base na cadeia de DNA o que leva
a expressoOes diferentes do mesmo enzima e, consequentemente, a sua perda de funcdo. Estas
trocas, de apenas um nucle6tido, chamam-se SNPs (single nucleotide polymorphism). O polimorfismo
mais frequente do enzima citocromo P450 3A4 é a variante proximal de promotor — CYP3A4*1B (-
392A>G) — em que a adenina (A) € a base no alelo mais frequente e a guanina (G) € a base no alelo
mutado. Esta variante €, por norma, associada ao cancro da préstata em casos mais agressivos da
doencga, servindo como um marcador de doencas malignas em estado terminal (Zanger & Schwab,
2013). Em relacdo & metabolizagdo da aflatoxina, ndo existem ainda estudos feitos que relacionem
este polimorfismo com a diminuig&o ou a estimulacdo da produgcédo do metabolito toxico, embora, em
outros estudos, realizados em animais, se tenha demonstrado que existe a possibilidade de haver
maior risco de desenvolvimento de cancro hepatico, promovido pela aflatoxina, se houver uma maior
atividade do enzima CYP3A4 (Dohnal et al., 2014).

Na fase Il do metabolismo, o enzima epoxidase hidrolase (EPHX) hidrolisa os exo-8,9-
epoxidos em 1,2-dihidrodiol de forma a que possam ser excretados pela urina e ndo se liguem ao
DNA das células hepaticas (McGlynn et al., 1995). Véarios polimorfismos associados a este enzima
estéo relacionados com a diminuicdo da atividade do mesmo. Isto significa que, na presenca de um
ou dois alelos mutados neste enzima, existe a probabilidade de haver uma maior quantidade de aduto
presente em circulacdo e o risco de desenvolver cancro hepéatico também é maior (McGlynn et al.,
1995).



O mesmo acontece com a diminuicdo da expressdao dos GST, nomeadamente 0s enzimas
GSTT1 e GSTM1, o que permite que o exo-8,9-epoxido esteja livre no figado e possa fazer danos no
mesmo. O enzima glutationa liga-se ao metabolito tornando-o sollvel de maneira a que seja
excretado do organismo. Individuos que apresentem gendtipo nulo para GSTML, ou seja, possuam
uma delecao dos alelos (GSTM1*0), apresentam um maior risco de desenvolver cancro hepatico pela
reducdo da sua funcéo de se ligar por conjugacao ao metabolito (McGlynn et al., 1995). No estudo
de Saad-Hussein et al., 2016, realizado em individuos que estavam expostos a farinha e a farripas de
madeira, ao longo do dia, no seu local de trabalho, verificou-se que aqueles que tinham o genétipo
GSTM1 nulo e GSTT1 nulo eram aqueles que apresentavam maior quantidade de aflatoxina B1
ligada a albumina, no soro. Constatou-se também que a presenca do genoétipo GSTT1 tanto em
individuos homozig6ticos como heterozig6ticos (GSTT1 +/+ e GSTT1+/0, respetivamente) conferia
uma capacidade inferior de eliminacao do metabolito quando comparada com o genétipo GSTM1, ou
seja, os individuos que possuiam estes genotipos apresentavam uma predisposicdo genética para
nao eliminar os metabolitos de aflatoxina do organismo t&o rapidamente. E por isso, 0 seu risco de
desenvolver cancro hepatico é mais elevado (Saad-Hussein et al., 2016). Existe ainda uma outra
raz8o para que estes enzimas ndo sejam tao rapidos na eliminagdo do metabolito da aflatoxina que é
o facto de que este metabolito desencadeia a producéo de espécies reativas de oxigénio, as quais 0s
enzimas glutationas também se vao ligar para que sejam eliminados, ndo havendo assim, GST’s
disponiveis para se ligar ao metabolito da aflatoxina (Bbosa et al., 2013). Estas espécies reativas de
oxigénio sdo produzidas nos hepatdcitos e também nos linfécitos, danificando o DNA induzindo o

desenvolvimento de cancro hepético (Peng et al., 2007).

Num outro estudo de Tiemersma et al., 2001, os polimorfismos do enzima epoxidase hidrolase
(EPHX) — EPHX 113HH e EPHX139HH — mostraram ter influéncia no desenvolvimento de cancro
hepatico apos exposicdo a aflatoxina, sobretudo quando o individuo também possui os alelos GSTM1
e GSTT1 nulos. Estes polimorfismos estédo relacionados com um aumento elevado de adutos no
figado. Assim, os individuos que possuam pelo menos dois destes genétipos — EPHX HH, GSTM1,
GSTT1 - sdo considerados individuos que possuem o gendétipo de risco elevado, ou seja, apresentam
uma maior probabilidade de terem mais adutos de aflatoxina no figado, e, por conseguinte, maior
risco de desenvolver cancro hepatico (Tiemersma et al., 2001; Wild et al., 2000). Por outro lado, um
estudo in vitro, demonstrou que a presenca ou auséncia do alelo da GSTML1 nos individuos resultava

na suscetibilidade a toxicidade da aflatoxina B1 (Wilson et al., 1997).



1.5 Alteracdes no DNA, Mecanismos de Reparag&o e 0s seus
polimorfismos

O metabolito 8,9-epdxido para além de reagir com o0s enzimas de fase | e de fase Il do
metabolismo dos xenobidticos também reage com o DNA, RNA, com as proteinas formadas na
sintese proteica, inibe o transporte de eletrbes e afeta também a capacidade reguladora dos
recetores nucleares (figura 5). Os recetores nucleares que sao “alertados” quando um xenobidtico
entra no organismo séo: o hidrato de carbono aril (Ahr), recetor X pregano e o recetor constitutivo da
androsterona/androstano. Estes recetores vao regular a expressdo e a atividade dos enzimas das
fases | e Il que fazem parte do metabolismo de xenobiéticos (Bbosa et al., 2013; Ratajewski et al.,
2011). Na presenca de aflatoxina, estes recetores séo produzidos em maior quantidade, pois esta
toxina aumenta a sintese do RNA mensageiro e, consequentemente, as vias metabdlicas vao ser
ativadas (Bbosa et al., 2013)
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Figura 5 - Alvos das micotoxinas ao nivel da transcrigdo e tradugdo do DNA e também ao nivel das reacdes metabdlicas.
Adaptado de Bbosa et al., 2013

A ligacdo das micotoxinas ao DNA forma os adutos que podem levar a mutacdo da sequéncia
de DNA e que depois leva a carcinogénese. O metabolito 8,9-epoxido pode ser mais tarde convertido
em 8,9-diol, ligando-se especificamente com a lisina da albumina e formando os adutos de lisina que

podem permanecer durante muito tempo no sangue periférico. A formacao do aduto N7-guanina



provoca maiores danos porque é quimicamente instavel, mas € excretado muito rapidamente
originando apurinacbes no DNA (nucleétido sem base). Este aduto também pode ser transformado
numa estrutura mais estavel: 5-N-(9-hidroxiaflatoxina)-2,6-diamino-4-hidroxiformamidopirimidina de
anel aberto (AFB1-FAPY) que permanece mais tempo no organismo e parece ser mais resistente aos
mecanismos de reparacdo de DNA (Bbosa et al., 2013; Boysen et al., 2009; Carvajal, 2008; Chou &
Chen, 1997; Komives, 1987; Marin et al., 2013; Shen & Ong, 1996). Durante a abertura do anel, que
acontece devido aos hidroxidos que reagem com o carbono 8 da cadeia de DNA que contém adutos
N7-guanina, a carga negativa na posi¢cao N9 é deslocada para um a-B-carbonil insaturado do anel de
pirimidina, o que consequentemente ir4 estabilizar a ligagédo glicosidica do anel (Boysen et al., 2009).
Este aduto ndo faz depurinagbes espontaneas, nem se remove do DNA como o aduto N7-guanina e,
como é mais estavel e altera a estrutura secundaria do DNA, pensa-se que este metabolito é aquele
gue sera mais responsavel pela mutagenicidade (Boysen et al., 2009).

Os adutos do tipo N7-guanina sao quimicamente instaveis com tempos de meia - vida entre as
2h e as 150h. A sua instabilidade é devida a mais uma carga positiva que é adicionada ao anel que
envolve a guanina, o que promove a depurinagdo do DNA. Apds exposicdo prolongada, a
acumulacdo de adutos atinge um nivel de saturacdo em aproximadamente 7-10 dias, o que significa
que, atingida a saturacao, a quantidade de adutos formada ¢é igual aquela que é removida. A carga
positiva adicional promove outras reacdes, tais como, a perda do protdo C8, depurinacdo, abertura do
anel que da origem a molécula alquilo-Fapy, neste caso € AFB1-FAPY, hidrélise da ligacao N7 com o
agente alquilante e a reorganizacédo de adutos C8. A AFB1 reage com locais nucleofilicos, tais como
S, N e O do DNA e de proteinas (Boysen et al., 2009).

O metabolito 8,9-ep6xido tem preferéncia em se ligar covalentemente a pares de bases que
tenham guaninas em sequéncias duplas de DNA (Habib et al., 2006; Wang & Groopman, 1999). O
pico desta ligagcdo ocorre duas horas apds a toxina ser absorvida pelo organismo (Wang &
Groopman, 1999).

Estes metabolitos alteram também os mecanismos epigenéticos (Hamid et al., 2013) como a
metilacdo, provocam a modificacdo das histonas, afetam a maturacdo dos microRNAs e fazem
alteracdes de um Unico nucleétido como é caso da troca de um pare de bases G:C para T:A, na
terceira base do coddo 249 do TP53 que causa mutacdes no p53, sendo um gene supressor de
tumores (figura 6). Estas alteragbes vao ter influéncia sobre o aumento ou a diminuicdo da
proliferacédo celular, a expressdo génica e a diferenciacdo celular. Uma mutagdo neste gene vai
alterar a expressao dos genes de reparacao, ciclo celular, a diferenciacdo de células e a apoptose.

Sendo assim, a aflatoxina vai promover a proliferacdo excessiva de células ou a expressao errada de



enzimas celulares, levando ao desenvolvimento de cancro hepatico. Se os enzimas de reparacdo ndo
tiverem tempo de fazer o seu trabalho, ou se elas préprias tiverem alguma alteracdo nos nucleétidos,

os danos no DNA irdo, certamente, aumentar (Bbosa et al., 2013).

Os estudos realizados em individuos com cancro hepatocelular demonstraram que a
exposicdo a aflatoxina B1 promove a mutacao de transversdo de G para T no gene p53 (Anitha et al.,
2014; Habib et al., 2006; Shen & Ong, 1996). Esta pode ser considerada a ‘“impressdo digital”
molecular desta toxina, relacionando o inicio da formacdo de adutos de DNA com a fase final do

desenvolvimento de cancro hepatocelular (Shen & Ong, 1996).

Figura 6 - Alteragdo G--> T no codao 249 do gene p53 devido as alteragdes epigenéticas provocadas pela aflatoxina. Fonte:
Bbosa et al., 2013.

Existem varios enzimas reparadores do DNA, tais como 0 XRCC4, XRCC1 e XPC, e cada um
tem diferentes mecanismos de reparacdo. O mecanismo de reparagdo utilizado por estes enzimas na
reparacdo de adutos € essencialmente o NER (Nucleotide Excision Repair) e 0 0 BER (Base Excision
Repair), pois a N7-guanina é removida da cadeia de DNA, deixando esse lugar sem uma purina
(Lunn et al., 1999; Yao et al., 2014). A aflatoxina B1, para além de formar adutos de DNA, também o
guebra numa das cadeias, ou nas duas, e também o oxida, fazendo com que estes enzimas tenham
de recorrer a outros mecanismos, como a repara¢do por recombina¢cdo homaologa ou por end joining

ndo homalogo (Long et al., 2008).

Segundo Long et al., 2013, vérios estudos tém demonstrado que os polimorfismos existentes
no gene do enzima XRCC4 podem alterar a atividade e expresséo deste reparador de DNA,
aumentando assim a probabilidade do aparecimento de cancro. No estudo deste mesmo autor, pelo
menos, 21 SNP’s foram avaliados, mas apenas um (polimorfismo rs28383151) mostrou uma relagéo

entre a sua presenca e o risco de desenvolver cancro hepatico na presenca de aflatoxina B1. Essa
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relacdo é elevada, podendo este ser um biomarcador do prognéstico desta doenca. Nesse
polimorfismo os gendtipos GA e AA sdo considerados os polimorfismos de risco. Os individuos que
apresentem maior tempo de exposicao a aflatoxina e possuam um destes genotipos possuem maior
probabilidade de desenvolver a doenca. Verificou-se também que o RNA mensageiro nos tecidos

cancerigenos produz menos XRCC4 se o individuo possuir os alelos de risco (Long et al., 2013).

O enzima XRCC1 é do mesmo tipo de gene de reparacdo que o anterior, mas pertence a um
grupo diferente, isto é, pertence ao grupo complementar 1 e possui mais de 300 SNP’s validados,
sendo trés, os mais comuns — Arg399GIn, Arg280His, Arg194Trp. O polimorfismo Arg399Gin esta
associado a varias alteracfes, inclusive com o aumento de niveis de adutos de DNA formados pela
aflatoxina (Aydin et al., 2017). No estudo de Lunn et al., 1999, observou-se que este polimorfismo
XRCC1 Arg399GIn reparava mal ou pouco os danos provocados na cadeia de DNA. Também se
constatou que havia uma maior quantidade de adutos de aflatoxina em individuos com o gendtipo
Agr399Gin, apesar de ndo se saber o tempo nem a quantidade de exposi¢cao dos individuos a esta
toxina (Lunn et al., 1999), o que dificulta a avaliacdo da relacdo direta entre a quantidade de aduto
presente e a eficiéncia de reparacao.

O enzima de reparacdo XPC também esta implicado na reparacdo de DNA removendo 0s
adutos da aflatoxina. O polimorfismo XPC-Lys939GIn parece estar associado ao aumento do
desenvolvimento de cancro devido a sua incapacidade de reparar o DNA corretamente. Segundo o
estudo de Long et al., 2015, verificou-se que o alelo que continha o amino&cido glicina (GIn), era
aquele que tornava a reparacdo do DNA menos eficiente. Os individuos que apresentavam este
gendtipo tinham maiores quantidades de adutos de aflatoxina no DNA extraido de leucécitos (figura
7) (Long et al., 2015).
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Figura 7 - Quantidade de adutos de DNA formados pela aflatoxina vs os diferentes polimorfismos do codao 939 do XPC.
Adaptado de Long et al., 2015.

Este reparador de DNA estd envolvido no mecanismo de reparacdo NER juntamente com
outras proteinas como a HR23B, formando um complexo estavel que reconhece os primeiros danos
existentes no DNA, tais como os adutos. Esta alteracdo de aminoacidos neste codao especifico pode
diminuir a capacidade de reparacéo, por parte desta proteina, em relacdo aos adutos, aumentando o
nivel de mutacdes em genes, tais como, o p53 (supressor de tumores) e, por conseguinte, a

genotoxicidade e também o aparecimento e a progressao de cancro. (Yao et al., 2014)

Estas proteinas reparadoras de DNA “trabalham” em conjunto na tentativa de diminuirem os
danos e os erros durante a replicacdo da cadeia de DNA, como tal podem afetar de maneira diferente
a presenca e a quantidade destes adutos de uma forma que ainda nao foi estudada com pormenor,
mas que pode alterar a relagdo quantidade de adutos versus deficiente capacidade de reparacéo
(Marin et al., 2013).

Yao et al., 2014, demonstra que na presenc¢a do metabolito da aflatoxina, a probabilidade e o
risco de desenvolver hepatocarcinomas € maior, devido a diminuicdo da capacidade de reparacédo da
cadeia de DNA pelos genes reparadores do mesmo, que apresentam polimorfismos em regides que
regulam a sua prépria expressao (Yao et al., 2014).

Komives, 1987, demonstrou, no seu estudo realizado com linfoblastos de origem humana,
que estes ficavam saturados de mutacdes induzidas pela aflatoxina B1. Também ficou demonstrado
gue existe um aumento proporcional entre a exposicéo e a formacédo de adutos de DNA. O organismo

usa mecanismos para diminuir a quantidade destes adutos. O primeiro mecanismo é induzido pela
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guantidade de adutos existentes nas células, ou seja, se essa quantidade ultrapassar os 1000
adutos/célula, os mecanismos de reparacdo sdo ativados para que os adutos encontrados na cadeia
de DNA sejam removidos e a sequéncia de DNA é corrigida. Quando este valor € inferior, este
mecanismo é desativado e, por isso, 0s adutos de DNA-N7-guanina que permanecem sao removidos
mais lentamente e a sua perda ocorre devido a depurinacdes espontaneas, deixando aquela zona
especifica de DNA sem guaninas, dando origem a mutacfes, o que significa que nem todas as
apurinacfes sdo corrigidas. Existe um aspeto, em relagédo as depurinagfes, que deve ser real¢ado, é
gue estas depurinagbes podem ocorrer espontaneamente por outras razfes, sem ser devido aos
adutos AFB1-DNA (Komives, 1987).

1.6 Adutos de DNA como biomarcadores de exposicao e de risco

No estudo de Turner et al.,, 1998, é evidenciada a importadncia de tentar encontrar
biomarcadores que se relacionem com a presenca da aflatoxina B1 assim como com as doencas
causadas pela toxina e o seu grau de gravidade. Os biomarcadores podem ser metabolitos - adutos
de DNA ou de proteina (Turner et al., 1998). Nos estudos de Leong et al., 2012 e Redzwan et al.,
2014 é medido o aduto AFB1- albumina em amostras de sangue de individuos expostos a toxina
(Leong et al., 2012; Redzwan et al., 2014). Mas também existem outros estudos que consideram que
0 uso de biomarcadores como os adutos de DNA-AFB1 e AFM1 na urina, e AFB1-lisina no sangue,
podem ser Gteis na avaliagdo do grau de exposi¢céo e do risco biolégico da aflatoxina (Leong et al.,
2012; Redzwan et al., 2014).

Estudos feitos em varias populagcfes, como no Quénia, em Guangxi (regido autébnoma da
Républica da China) e Gambia, apés recolherem urinas de 24 horas, e em alguns casos
monitorizando a quantidade de aflatoxina ingerida, ou a qual estavam expostos, fez-se a correlagéo
entre o nivel de exposi¢édo e a quantidade de aduto de N7-guanina medido na urina. A correlacéo foi
positiva 0 que significa que a presenga deste aduto na urina revela, mais uma vez, a exposi¢ao a esta

toxina especificamente (Groopman et al., 1992; Wang & Groopman, 1999).

No estudo de Xue et al., 2016, € mencionado que o aduto que a aflatoxina forma com a lisina
permanece mais tempo no organismo do individuo e, por isso, é considerado um biomarcador
fidedigno para avaliar a exposi¢do crénica a aflatoxina (Leong et al.,, 2012) O aduto de lisina é
libertado pela albumina apés digestdo enzimatica e depois de o subproduto dos epoxidos se ligarem
a albumina através da lisina, & qual se liga covalentemente o AFB1-diol (Turner et al., 1998; Xue et
al.,2016)
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Para além do metabolito da aflatoxina B1 que se liga a aloumina e ao DNA, existem outros
metabolitos que se formam, como é o caso dos metabolitos AFM1 e AFQ1 que sao o resultado da
oxidacdo de AFB1 em metabolitos hidroxilados, e ainda existem outros derivados desta oxidacao
como o AFP1 e o metabolito redutor — aflatoxicol — que podem ser detetados em individuos expostos

a esta toxina (Leong et al., 2012)

Os estudos de Groopmam et al.,, 1992, e de Sharma & Farmer, 2004, comprovam que a
guantidade do aduto aflatoxina-N7-guanina encontrado na urina é um bom biomarcador de exposi¢ao
a aflatoxina B1 e também de risco de haver desenvolvimento de cancro hepético (Groopman et al.,
1992; Sharma & Farmer, 2004). Este aduto é excretado muito rapidamente e, por isso, apenas pode
ser detetado quando a exposicdo a aflatoxina é recente (Groopman et al., 1992; Leong et al., 2012;
Turner et al., 1998), pois 0 seu tempo de semivida no nosso organismo é de 8 horas, enquanto que o

do aduto de albumina é de 21 dias (Sharma & Farmer, 2004).

A aflatoxina tem como orgao alvo o figado, como ja foi mencionado anteriormente, e, por isso,
para estudar a sua carcinogénese o ideal seria estudar as células alteradas pelos adutos AFB1-DNA
nesse mesmo orgdo. Contudo, na maior parte das vezes isso ndo € possivel. E, por isso, tem de se
utilizar outro tipo de amostras. Neste caso, a amostra que faz mais sentido ser utilizada é o sangue
gue permite estudar a genotoxicidade causada por varios agentes nos glébulos brancos/leucocitos.
Muitas vezes, recorre-se a metodologias como a formacdo de micronucleos, aberracdes
cromossOmicas e outros, em leucécitos, para avaliar o risco de desenvolver cancro (Phillips, 2005).
Noutras situaces, o DNA dos leucécitos pode ser extraido para se detetar a presenca dos adutos
formados por agentes cancerigenos, ligados ao DNA (Phillips, 2005) e se esta andlise for feita antes
de a doenga se ter manifestado, mas se houver conhecimento de que existe exposicdo a um agente
cancerigeno, € possivel determinar o risco de desenvolver cancro, tendo em conta o ndmero de
adutos detetados nos leucécitos. Em principio, os individuos que tiverem mais adutos, vao ter maior
risco de desenvolver a doenga (Phillips, 2005; Santella et al., 2005), por isso, os adutos de DNA
podem ser considerados biomarcadores de risco em relagdo a formacao de tumores (Chou & Chen,
1997; Phillips, 2005; Santella et al., 2005).

1.7 Contaminacgé&o dos cereais e farinhas em contextos ocupacionais
e momentos especificos onde a contaminacdo pode ocorrer

Estima-se que um quarto dos cereais produzidos mundialmente estad contaminado com

micotoxinas, para além de outros alimentos como nozes, fruta, legumes e produtos derivados destes
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alimentos (Liu et al., 2006; Marin et al., 2013; Turner et al., 1998). Esta contaminacdo pode ocorrer
em diferentes momentos, tais como antes da colheita, durante a colheita e tempo de secagem,

armazenamento e transporte (Marin et al., 2013).

As aflatoxinas sdo as micotoxinas que foram detetadas mais frequentemente em produtos

agricolas e em produtos de padaria (tabela 2) (Marin et al., 2013).

Tabela 2 - Alertas de micotoxinas por produtos ocorridos na Europa em 2012. Adaptado de Marin et al., 2013

Tipo de produto Aflatoxinas Deoxinivalenol (DON) Fumonisinas Ocratoxina A Zearalenona
Cereais e produtos de padaria 17 4 4 6 3
Frutas e vegetais 137 19 1
Ervas e especiarias 33 4
Nozes e sementes 204
Total 470 4 4 29 4

O desenvolvimento destes fungos e a produgcdo das suas toxinas vai depender da
temperatura, da humidade, da atividade da &agua, presenca de outros microrganismos durante o
armazenamento dos alimentos (Marin et al., 2013), do método de agricultura (Kirinc’ic™ et al., 2015) e
do clima e da regido em que sao cultivados os produtos alimentares (Alkadri et al., 2014). Se durante
0 armazenamento a atividade da agua aumentar, a probabilidade de desenvolverem fungos e a
respetiva producdo de micotoxinas € maior, o que pode fazer com que se acumulem as toxinas nos

alimentos processados (Marin et al., 2013).

Os métodos de processamento dos cereais e frutos secos podem reduzir a percentagem de
aflatoxinas nos produtos alimentares. No caso das farinhas, a moagem redistribui as aflatoxinas em
diferentes fragbes, sendo a farinha o produto que fica menos contaminado. Estas toxinas s&o
bastante estaveis e resistentes ao calor, capazes de resistir as temperaturas dos varios métodos de
confecdo de alimentos, tais como, a confecdo de bolos e a torrefacdo dos amendoins e dos gréos de
café (Kabak, 2012; Liu et al., 2006; Marin et al., 2013; Saladino et al., 2017). Sendo a redu¢&@o nos
alimentos pouco conseguida, estas toxinas facilmente entram na cadeia alimentar do ser humano
(Kabak, 2012).

No estudo de Kabak, 2012, sobre a detecdo de aflatoxinas e ocratoxina A nos produtos
provenientes de cereais, como € o caso de bolachas e biscoitos de diferentes supermercados de uma
regido da Turquia, chamada Corum, descobriu-se que ambas as toxinas estavam presentes. A
ocratoxina foi a toxina detetada em mais amostras e em maiores quantidades, enquanto que

aflatoxina Bl foi detetada em menos amostras e em quantidades inferiores. A aflatoxina foi
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maioritariamente detetada em produtos provenientes do milho ou da farinha de milho, como era
expetavel, de acordo com outros estudos cientificos. Nenhuma destas toxinas apresentou valores
superiores ao valor maximo toleravel de 3ug/kg, estabelecido nos regulamentos da Unido Europeia
(Kabak, 2012).

O estudo de Fromme et al., 2016, foi realizado em diferentes contextos ocupacionais com o
intuito de avaliar a presenca de micotoxinas. Entre outras, as mais encontradas séo as aflatoxinas em
contextos de trabalho como quintas, fabricas de processamento de milho e gréos, e fabricas de
amendoins e malte. Observa-se que, em certos locais, onde sdo realizadas atividades especificas,
como remover o lixo e alimentar os animais, 0s niveis de aflatoxina sdo bastante elevados (tabela 3).
Esses valores foram obtidos através de medi¢cdes da matéria particulada e do ar de cada seccdo
(Fromme et al., 2016).
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Tabela 3 - Concentrag6es de micotoxinas em amostras de ar nos diferentes contextos ocupacionais. Adaptado de Fromme
et al., 2016.

Referéncias N N>LDQ Resultados em ng/m? ObservagGes
Aflatoxina B1
Selim et al. (1998) 24 0,04-92 Colheita de gréos (Estados Unidos)
Lanier et al. (2012) 12 0 <LOQ Gado (Francga)
DON
Lappalainen et al. (1996) 15 2 3e20 Quintas na Finlandia
Mayer et al. (2007) 35 0,2-720 Gréo armazenado (Alemanha)
Ocratoxina A
Mayer et al. (2007) 35 0,00007-0,69 Gréo armazenado (Alemanha)
Halstensen et al. (2004) 31 0,003-14 Gréo seco a ser colocado num camido (Noruega)
lavicoli et al. (2002) 6 6 0,006-0,09 Industria de cacao, café e especiarias (Itélia)
Zearalenona

Mayer et al. (2007) 35 0,1-50,1 Gado (Franga)

N — nimero de amostras de ar

LDQ - limite de quantificacéo

A ocratoxina A também esta presente em muitos alimentos como trigo, aveia, cevada, milho,
farinha de milho e arroz. E ainda existem outras toxinas presentes nestes contextos ocupacionais e
nestes alimentos, mas a ocratoxina A e a aflatoxina B1 sdo os que aparecem com mais frequéncia, e

em algumas vezes em quantidades maiores (Kabak, 2012).

Num estudo realizado por Saladino et al., 2017, detetaram-se aflatoxinas em fatias de péo
vendidas em varios supermercardos da zona de Valéncia em Espanha. Considera-se que o pao tem
propriedades que promovem o desenvolvimento de fungos, tais como a elevada atividade da agua e
o pH. As fatias de pao aumentam a area de superficie, o que é propicio para a sua deterioracdo pelos
fungos. A percentagem de amostras contaminadas com aflatoxina foi de 20%, sendo que, 5% dessas
amostras excediam o valor permitido pela legislacdo europeia, embora o consumo estimado desta

toxina pela populacéo tenha sido inferior ao valor maximo aceitavel (Saladino et al., 2017).
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Bol et al., 2016 realizou um estudo com produtos de padaria e massas no Brasil foram
detetadas micotoxinas, entre elas, a aflatoxina B1 em quantidades que representam um risco para a
populacdo. Tendo em conta que sdo produtos consumidos em larga escala, € necessario tomar
precaucbes para prevenir a exposicdo de quem consome e quem trabalha nestes ambientes, e,

consequentemente, o aparecimento de doencas graves, para além do cancro (Bol et al., 2016).

Dependendo da regido do mundo, a predominancia de algumas micotoxinas varia, como
mostra o0 estudo realizado por Alkadri et al., 2014, devido ao clima carateristico de cada regido.
Climas com temperaturas altas e muita humidade s&o propicios para o desenvolvimento natural das
micotoxinas (Anitha et al., 2014). Em cereais cultivados na Siria foram detetadas mais aflatoxinas e
ocratoxinas enquanto que em ltalia as micotoxinas predominantes sdo a zearalenona e 0s
tricotecenos (Alkadri et al., 2014). A contaminagdo na maior parte dos casos ndo esta acima do valor
méaximo admissivel pela Legislacdo Europeia, mas ainda assim é preocupante, tendo em conta o
elevado consumo destes produtos e os efeitos que, mesmo consumidos em baixas quantidades,
estas micotoxinas irdo ter a longo prazo. Para além disso, a contaminagéo ndo € de apenas um tipo

de toxina, mas sim de varios ao mesmo tempo num Unico produto.

1.8 Técnicas usadas na detecdo de adutos de DNA e da aflatoxina

O HPLC é uma técnica muito utilizada na detecdo de adutos, como € o caso de um estudo
realizado na populacdo da Malasia, que detetou o aduto AFB1-lisina em amostras de soro de todos

os individuos que fizeram parte do estudo (Redzwan et al., 2014).

Para além do HPLC, outros métodos como, ensaios imunologicos (RIA, ELISA), cromatografia
gasosa acoplada a espetroscopia de massa, eletroforeses, ensaios eletroquimicos e absorcao
atoOmica sdo usados na detecdo das aflatoxinas e do seus metabolitos (Leong et al., 2012; Phillips,
2005). Os métodos RIA e ELISA sao bastante sensiveis, mas, por outro lado, a sua especificidade
depende da qualidade do anticorpo, podendo haver rea¢des cruzadas o que origina falsos positivos.
As outras técnicas também sdo sensiveis e por vezes até revelam alta especificidade, mas sao
equipamentos mais dispendiosos que sO conseguem detetar alguns tipos de adutos (Poirier, 1997;
Sharma & Farmer, 2004). Os ensaios como os do ELISA podem ter uma sensibilidade de detecao de
1 aduto por 108 nucleétidos ndo modificados com amostras entre 10-50ug (Poirier, 1997; Santella et
al., 2005), enquanto que a técnica de cromatografia acoplada a espetroscopia de massa necessita
de, pelo menos, 100ug. O ELISA é uma técnica que consegue detetar quantidades muito baixas de

adutos (Carvajal, 2008), sendo o ELISA competitivo, com anticorpos monoclonais, usado para detetar
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este aduto em varios fluidos biolégicos, como a urina € 0 sangue, por prevenir a ocorréncia de

reacoes cruzadas (Carvajal, 2008; Santella et al., 2005).

Uma das técnicas mais utilizadas em vérios estudos € a purificagdo numa coluna de
imunoafinidade antes de se realizar o HPLC com detecdo por fluorescéncia. Tem a vantagem de
possuir a seletividade da utilizacdo de um anticorpo e da separacdo da cromatografia, tornando a

detecdo bastante especifica (Leong et al., 2012).
2.0bjetivos

Os objetivos deste estudo séo:
- Analisar a associagdo entre a exposicao profissional a aflatoxina e polimorfismos genéticos

na formacao de adutos de DNA

- Determinacgéo de adutos de aflatoxina B1 ligados ao DNA de células linfocitarias com recurso

a um kit comercializado para a dete¢cédo do aduto AFB1-DNA

- Avaliar se diferentes polimorfismos nos genes dos enzimas que fazem parte do metabolismo
e dos de reparacdo de DNA podem ter um efeito promotor ou preventivo na prevaléncia de
adutos de DNA.

3. Materiais e Métodos

3.1 Colheita de amostras de sangue

Foram colhidas 77 amostras de sangue de individuos que trabalhavam em panificadoras com
idades compreendidas entre 0os 23 e 0s 64 anos de ambos 0s géneros. Todos os individuos que
participaram neste estudo preencheram um termo de consentimento informado (anexo 1). Foi colhido
sangue total em tubos de EDTA com um volume de 2 mL que foram armazenados a -20°C durante 10

meses no laboratorio de genética da Escola Superior de Tecnologias da Saude de Lisboa.

Tendo em conta varios estudos mencionados anteriormente neste trabalho, em relacdo a
contaminacdo dos produtos alimentares confecionados nas panificadoras, colocou-se a hipotese de
que estes individuos poderiam estar expostos a aflatoxina B1 no seu local de trabalho. As vias de
entrada da aflatoxina, se ela estiver presente neste contexto ocupacional, sdo maioritariamente a via

inalatéria e a via dérmica, podendo ainda eventualmente ser por via oral.
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3.2 Extracao e quantificagcdo de DNA

O DNA foi extraido de acordo com o protocolo do kit QlAamp DNA Blood Midi Kit (100)
seguindo o procedimento “spin”, esquematizado na figura 8. Para este tipo de extracdo utilizou-se 2
ml de sangue total de cada amostra. As células foram lisadas pela QIAGEN protéase (Proteinase K).
A amostra de sangue total é adicionada a proteinase K. O tampé&o AL é adicionado de seguida para
assegurar que a amostra e o lisado estdo bem homogeneizados. Apds a primeira incubacao,
adicionou-se etanol a 96% para purificar a amostra. De seguida coloca-se a amostra em contato com
a coluna de purificacdo que estd dentro dos tubos fornecidos pelo kit. Depois centrifuga-se e
adiciona-se o tampao AW1, volta-se a centrifugar e adiciona-se o tampao seguinte, AW2. O soluto
gue se obtém apds cada centrifugacdo € descartado. Por fim, adiciona-se o tampé&o AE, centrifuga-se
mais uma vez e obtém-se o DNA que estava retido na coluna, no fim do tubo. O DNA obtido de cada
amostra foi depois misturado com a solucdo de trabalho fornecida pelo kit Qubit dSDNA HS Assay
para depois proceder-se a sua quantificacdo pelo fluorémetro Qubit 3 Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific).

20



Meétodo de extragdo por "spin”

Amostra

-—

Lise

o Ligacdo

Lavagem com o Buffer AW1

Lavagem Buffer AW2

Eluato

C D09 C=l 9 T=0 3 =l 4@0—@0

DNA Extraido

Figura 8 - Extracao de DNA pelo procedimento “spin”. Adaptado de Qiagen & Midi/Maxi, 2012.

3.3 Fenotipagem de GST’s por PCR Multiplex

Amplificou-se 1 ul de DNA em 25 pl de uma reacdo de mistura multiplex contendo 25 pmol de
cada um dos primers — GSTT1, GSTM1 e CYP1Al e 12,5ul do MyTaq Mix (2x). O PCR Multiplex
permite detetar simultaneamente diferentes genes na mesma amostra. Neste caso, foi utilizado para
detetar os genes GSTT1 e GSTM1, sendo que o CYP1AL foi o controlo positivo e 0 branco o controlo
negativo. A reacgédo inicial de desnaturagéo foi feita a 94°C durante 10 min, seguido de 35 ciclos de
94°C por 58 segundos, 59°C por 58 segundos e 72°C em 58 segundos. A extensdo final foi realizada
a 72°C em 10 min, utilizando o termociclador CFX connect da Biorad. Os produtos amplificados foram
separados hum gel com 2% de agarose corado com RedSafe. O tamanho dos produtos de PCR do

GSTML1, no gel de agarose, corresponde a banda de 215 pb e o do GSTT1 corresponde a banda 480
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pb. O controlo interno positivo (CYP1A1) corresponde a banda de 312 pb. Esta metodologia foi
realizada tendo por base o estudo de Mir & Hamadi, 2016. Quando as bandas correspondentes ao
GSTT1 e ao GSTM1 nao estdo presentes significa que houve delecdo dos dois alelos, quando estdo

presentes ndo se consegue saber se sdo homozigotos ou heterozigéticos.

3.4 Genotipagem do CYP3A4 e XRCC4 por PCR em Tempo Real

Amplificou-se 1 pl de DNA em 20 pl de uma reagéo de mistura contendo 10 pl de tagman (2x),
1 pl de sonda com os primers (tabela 4), correspondentes a cada um dos polimorfismos, e 8 pul de
H,O. A reacdao inicial de desnaturacao foi feita a 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos, de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 60 minutos. A genotipagem foi feita com base na observagédo das duas
curvas de amplificagdo do PCR que representavam cada alelo, utilizando também o termociclador
CFX connect da Biorad. Uma das curvas representava o alelo mais comum que, no caso do gene
CYP3A4 (rs2740574), era 0 que possuia a base T, que era representado pela sonda FAM, enquanto
gue a outra curva representava o alelo mais raro com a base C através da sonda VIC. No caso do
gene XRCC4 (rs28383151), a sonda FAM também representava o alelo, mais comum, que era
continha a base G e o VIC o alelo, mais raro, que era possui a base A.

Tabela 4 - Identificagdo da regido dos primers utilizados no PCR de tempo real. Adapatado de TagMan ® SNP Genotyping,
2005

Sondas Sequéncias da regido estudada
VIC-G/FAM-A TTCCACAAGTTCTCAAAGCAACTAT[G/AITTCATAACTTAATCTCTCTT
(rs2740574) TTTTT
VIC-T/FAM-C GATACTGCTTTTCCTATTAACCCAT[T/CIAGTGATGGGGTCAGAAGGCT
(rs28383151) GAGGC

3.5 Detecao dos adutos AFB1-DNA

Para detetar os adutos seguiram-se as intru¢cdes do kit “Aflatoxin DNA adduct Competitive
ELISA kit” (Cell Biolabs, Inc) que deteta a quantidade de adutos de DNA de aflatoxina B1 formados
em ambas as formas: anel aberto e anel fechado, usando um anticorpo que tem mais afinidade com o
aduto AFB1-DNA em solucéo, proveniente da amostra ou padrdes, do que para o aduto adsorvido no
poco, visto que a placa onde ocorre a reagédo tem 96 pocos revestidos com o aduto da aflatoxina. No
primeiro passo, adicionam-se os padrdes, fornecidos pelo kit, ou/e as amostras e de seguida

adiciona-se o primeiro anticorpo contra os adutos de AFB1-DNA, incuba-se e posteriormente lava-se.

22



Com esta lavagem eliminam-se todos os complexos de anticorpo-aduto ndo retidos no poco.
Posteriormente adiciona-se o segundo anticorpo conjugado com a enzima HRP e ap6s uma hora
adiciona-se o substrato. Por fim adiciona-se a solucdo stop e passado 10 minutos faz-se a leitura a
450 nm no equipamento lvymen system modelo 2100 C, sabendo que quanto menor for o valor da
absorvancia maior € a quantidade de adutos de DNA.

As amostras escolhidas para a determinacdo dos adutos foram, previamente, liofilizadas de
forma a concentrar o DNA e assim se obter quantidade de DNA suficiente para realizar o teste de
ELISA de acordo com as normas do Kit.

3.6 Analise estatistica

Para realizar a andlise estatistica entre as diferencas dos polimorfismos e a quantidade de
aduto recorreu-se a um software de estatistica, nomeadamente, 0 SPSS (“Statistical Package for the
Social Sciences”). Foi realizado um teste-t com o p-value de 5% e o teste ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis.

4. Resultados e Discusséao

Neste estudo foram recolhidas 77 amostras de sangue total de individuos que trabalhavam em
panificadoras para analisar a quantidade de adutos de DNA e a existéncia de polimorfismos nos
genes CYP3A4, GSTT1, GSTM1 e XRCC4. Para todas as amostras realizou-se o PCR Multiplex e
posterior separacdo dos produtos amplificados no gel de agarose para os genes GSTT1 e GSTM1 e
também se realizou PCR em tempo real para analisar os alelos do gene CYP3A4 (rs2740574). Em
relacdo ao gene XRCC4 (rs28383151), soO se realizou o PCR em tempo-real com 37 amostras, pois
esta analise foi feita ap0s a analise dos resultados da quantificacdo de adutos de DNA que tinham
sido obtidos dessas 37 amostras. Na tabela 5, apresentam-se todas as amostras e respetivos

resultados obtidos de cada método.

4.1. Curva de Calibracéo do teste de ELISA Competitivo de aduto de
DNA de aflatoxina.

Neste estudo foi utilizado a técnica de ELISA competitivo para detetar os adutos de aflatoxina
ligados ao DNA das células linfocitarias, sendo esta detecdo feita através de um leitor de
absorvancias, tanto dos padrées que constituem a curva como das amostras de cada individuo, num

comprimento de onda de 450 nm.
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Apéds a medicdo dos valores das absorvancias de cada amostra padrao, foi possivel construir

a curva de calibracéo, apresentada na figura 9, que é representada pela seguinte equacéao:
y=-2,4267x+2,2731,

em que o coeficiente de correlacdo (r?) é 0,9955, o que significa que 99% dos valores medidos
devem-se as préprias medicBes. Para elaborar a curva de calibracdo consideraram-se as seguintes
concentracoes padrdo de adutos 0; 0,25 e 0,49 umol, pois sdo estes trés pontos da reta que tém
relevancia para as quantidades de adutos de DNA encontrados nas amostras, ou seja, a quantidade
de adutos encontrada nas amostras estava entre 0 e 0,49 umol. A escolha destes padrées permitiu

gue se obtivesse um coeficiente de correlacdo aceitavel.

Tabela 5 - Resultados de todas as amostras analisadas neste estudo relativamente a quantificagcdo de adutos de aflatoxina
no DNA e aos gendétipos dos genes CYP3A4 e XRCC4 e a auséncia/presenca dos alelos dos genes GSTT1 e GSTML1.

Amostra r562e7n400tg)704 rstggggggl GSTT1 GSTM1 Quantidade de adutos de AFB1/
CYP3A4 XRCC4 DNA (umol/mol)
APPA7 cc + -
ACRT T GG * - 1,37x102
APPAS i GG * - 5,43x10°
Lvz3 T GG * + 4,58x103
LV8 TC GG + - 9,86x103
ML T GG * 3,26x10
OV6 TC GG + 2,79x103
ST3 TC + )
PNN4 TC + +
ACRG6 TC GG + - 3,95x102
ov5 TC . .
PNN2 TC " )
NI2 TC " )
APPA11 TC GG + 1,39x102
ACRLL T GG * 2,76x103
NI3 TC n N
Lv2 TC GG + + 4,20x103
Lv14 TC GG + 7,47x103
Lv21 TC GG + - 4,70x103
ST2 TT " +
ST4 T + +
ST6 T . .
ST7 TT " )
ST8 TT ND ND
STt i GG * + 3,66x10°2
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Continuagdo Tabela 5 - Resultados de todas as amostras analisadas neste estudo relativamente a quantificacdo de adutos de

aflatoxina no DNA e aos genétipos dos genes CYP3A4 e XRCC4 e a auséncia/presenca dos alelos dos genes GSTT1 e GSTM1.

Amostra 2740574 <2303181  GSTT1 GsTvi  Quantdade de adutos de AFBY
CYP3A4 XRCCA DNA (umol/mol)
ST5 T ¥ ¥
M3 T N i
M9 T N i
M5 T + ¥
NI1 T + i
M10 T GG + . 2,47x10%

ACRS5 T N ¥

PNO1 T N ¥
M4 T N ¥
ST9 T GG + ¥ 8,54x103

LV15 T n ¥
M6 T n ¥

LV16 T n ¥
ov3 T GG + + 3,98x10°

ACR1 T " i

ACR3 T GG + 3,46x10°

ACR9 T n ¥
M2 T GG + . 2,77x10%

ACR12 TT + +

ACR2 T . .
ova T GG : " 5,05x103

APPA12 T GG + . 1,93x10°
LV9 T GG + 2,58x10°
Lv4 T N
LV6 T N :

ACR4 T GA . . 1,08x10°
LV3 T GG . . 1,58x10°
NI4 T " ¥
ov2 T GG + . 2,15x10%

ACR10 T " :

LV5 T + i

APPA2 T + ¥

LV10 T GG ND  ND 1,06x102
M8 T + +

LV12 T GG ¥ ¥ 8,96x10°

APPA10 T GG ¥ . <LD

LV20 T i i

LV11 T GG ¥ ¥ 7,26x10%
M7 T GG ¥ . 3,90x10°%
Lv7 T N ¥
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Continuagdo Tabela 5 - Resultados de todas as amostras analisadas neste estudo relativamente a quantificacdo de adutos de

aflatoxina no DNA e aos genétipos dos genes CYP3A4 e XRCC4 e a auséncia/presenca dos alelos dos genes GSTT1 e GSTM1.

Genotipo Genotipo .
Amostra (2740574 28383151  GSTT1 GsTM1  Quantidade de adutos de AFBL/
CYP3A4 XRCCA DNA (umol/mol)
LV19 TT GG + 4,21X103
APPA9 TT GG + - 1,46x103
APPA3 TT + +
APPA6 TT + +
APPA4 TT GG + + 2,97x103
APPA5S TT + -
PNN6 TT GG + + 7,38x103
APPA1 TT GG + - <LD
LV1 TT +
PNN5 TT GG + 2,71x103
ovi TT GG + - <LD
Lv22 TT GG + - 6,87x103
ND — Né&o detectado
LD — Limite de detec&o
2,5
2
1,5
E y=-2,4267x +2,2731
o R?=0,9955
[Tp}
<t
o 05
[m)]
0
0,2 0,4 0,6 0,8 1,2 1,4
-0,5
-1
MM do aduto AFB1

Figura 9 - Curva de Calibracdo do aduto AFB1-DNA

4.2. Detecédo de adutos de DNA de aflatoxina em amostras de sangue
total de trabalhadores de panificadoras.

Depois da extracdo de DNA, o mesmo foi quantificado em microgramas, e as amostras com
maior quantidade de DNA (tabela 6) foram as escolhidas para serem detetados os adutos, sendo

posteriormente liofilizadas para que se obtivesse o maximo de DNA concentrado. Esta medida foi
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tomada devido a necessidade de garantir uma quantidade de DNA suficiente para a andlise, evitando
assim a repeticdo, que ndo seria possivel realizar, caso houvesse necessidade de o fazer, pela
impossibilidade de aquisicdo de reagentes, como tal das 77 amostras de DNA extraido, 37 delas
foram escolhidas para este efeito. Considerou-se que a quantidade suficiente seria idealmente 50ug
de DNA, embora, em alguns casos, a quantidade obtida, tenha sido inferior a idealizada. Esta
guantidade de DNA foi considerada a ideal tendo por base os estudos de Lunn et al., 1999, e de Long
et al., 2008, que realizaram uma investigacdo com individuos que tinham cancro hepatocelular
diagnosticado. Cada individuo doou 4 mL de sangue, enquanto que neste trabalho apenas foi
possivel recolher 2 mL de sangue. A detecdo de adutos foi feita extraindo o DNA dos leucécitos, tal
como neste presente estudo. Os adutos de DNA de aflatoxina destas células foram medidos através
da técnica de ELISA competitivo, utilizando um anticorpo monoclonal e 50 pug de DNA de cada
amostra.

Tabela 6 - Quantidade de DNA das amostras selecionadas para se detetarem os adutos.

Amostras Quantidade de DNA (ug)

APPA 12 18,99
APPA 11 6,46
APPA 10 4,65
APPA 9 43,83
APPA 8 5,89
APPA 4 8,1
APPA1l 9,96
ACR 11 4,5
LV 23 6,51
LV 22 8,75
LV 21 7,22
LV 19 5,47
M 10 19,62
M7 19,73
M 2 22,01
M1 74,15
LV 14 9,29
LV 12 7,32
LV 11 10,26
LV 10 8,92
LV 9 19,21
LV 8 9,92
LV 2 12,45
LV 3 55,29
ACR7 7
ACR 6 7,2
ACR 4 6,99
ACR 3 19,71
PN 5 28,09
PN 6 16,09
OV 6 24,14
ov4 13,14
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Continuacdo da Tabela 6 - Quantidade de DNA das amostras selecionadas para se detetarem os adutos

Amostras Quantidade de DNA (ug)

Oov3 15,27
oV 2 20,36
ST9 7,71
ST1 5,28
ov1i 111,98

As amostras utilizadas para a detecdo de adutos estdo apresentadas na tabela 6, com
identificacdes andnimas, para manter a confidencialidade dos individuos que participaram no estudo.
Para cada amostra, foi medida a absorvancia, ap6s se colocar a solugédo stop em cada poco do Kkit.
Com o valor da absorvancia e através da equacgédo da curva de calibracao:

y =-2,4267x+2,2731,

obteve-se a concentracdo dos adutos de DNA em uM. Verifica-se o principio do método de um

ELISA competitivo, pois quanto maior é a absorvancia, menor € a concentracdo do aduto de
aflatoxina de DNA (tabela 7).

Em relagédo a concentracdo de adutos encontrada, os valores foram muito baixos, todos séo
inferiores a 0,49 UM, o que indica que muito provavelmente, a exposi¢édo a aflatoxina seria baixa, ou
gue os mecanismos de destoxificacdo estdo a remover os metabolitos ativos da toxina e 0s seus
adutos adequadamente. Em relacdo as amostras de urina, dos mesmos individuos, que foram
analisadas para outro projeto, ndo lhes foi detetado a presenca de aflatoxina e, por isso, também
seria de esperar ndo serem encontrados adutos em grande quantidade no sangue (Viegas et al.,
2018). Remetendo novamente para o estudo de Long et al.,, 2008, a quantidade, em média, de
aductos detetada nos pacientes foi 1,93+0,48 umol de aduto/mol de DNA, ou seja, esta entre o valor
baixo (1 pmol/mol DNA) e o valor alto (2 umol/mol DNA) de quantidade de adutos de DNA para o ser
humano considerado pelos autores. Na verdade, este valor estd muito perto do valor alto, pois a
exposicao a aflatoxina foi bastante longa e, como consequéncia, os individuos desenvolveram cancro
hepatico. Em relagdo aos valores de aduto encontrados neste trabalho, que estdo apresentados na
tabela 7, constata-se que sao todos inferiores a 1 umol de aduto/mol DNA, o que significa que o
estudo de Long et al., 2008 corrobora com o facto de que os valores de aduto encontrados na

amostra selecionada sdo baixos.

O anticorpo anti-aflatoxina B1, utilizado por este kit, liga-se tanto a adutos de DNA de anel
aberto como de anel fechado. Os adutos de anel aberto por norma sao mais estaveis e formam-se
com o passar do tempo, enquanto que os de anel fechado séo facilmente removidos e detetados

guando a exposicdo do individuo a aflatoxina é recente. Sendo este teste uma vantagem para detetar
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se o individuo apresenta adutos em qualquer estadio da exposicdo, apesar de ser frequentemente

referido pelos autores que, quando a exposicdo € longa ou demasiado longa (muitos anos), o

individuo apresentara sinais de alguma patologia relacionada com esta exposicdo. No entanto, &

necessario ainda compreender melhor se, de facto, a presenca de adutos reflete ser uma

consequéncia a uma exposicao especifica, neste caso de aflatoxina B1, pois muitas vezes ha adutos

semelhantes que se formam por outras razdes (Sharma & Farmer, 2004).

Tabela 7 - Quantidade de adutos de DNA-AFB1 detetados nas amostras dos trabalhadores em panificadoras, em Portugal.

Amostras DO 450 nm pM Quandidade de adutos (umol de aduto/mol de DNA)
APPA 12 1,87 0,0512 1,93x106
APPA 11 1,9 0,0464 1,39x102
APPA 9 1,628 0,0893 1,46x103
APPA 8 1,912 0,0445 5,43x103
APPA 4 1,982 0,0335 2,97x103
ACR 11 2,085 0,0172 2,76x103
LV 23 1,931 0,0416 4,58x103
LV 22 1,663 0,0838 6,87x103
LV 21 1,895 0,0472 4,70x103
LV 19 1,991 0,0321 4,21x10°3
M 10 2,152 0,0067 2,47x104
M7 2,188 0,0011 3,90x10%
M 2 1,655 0,0850 2,77x103
M1 1,981 0,0337 3,26x10*
LV 14 1,581 0,0967 7,47x103
LV 12 1,615 0,0913 8,96x103
LV 11 1,536 0,1038 7,26x103
LV 10 1,358 0,1318 1,06x102
LV 9 1,757 0,0690 2,58x103

Continua
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Continuagdo Tabela 7- Quantidade de adutos de DNA-AFB1 detetados nas amostras dos trabalhadores em panificadoras,
em Portugal.

Amostras DO 450 nm UM Quandidade de adutos (umol de aduto/mol de DNA)
Lv8 1,33 0,1362 9,86x103
LV 3 1,423 0,1216 1,58x103
LV 2 1,733 0,0727 4,20x10°3

ACR 7 1,346 0,1337 1,37x102
ACR 6 1,312 0,1391 3,95x10
ACR 4 1,527 0,1052 1,08x102
ACR 3 1,592 0,0950 3,46x103
PN 5 1,521 0,1061 2,71x103
PN 6 1,145 0,1654 7,38x103
oV 6 1,599 0,0939 2,79x10°8
ov4 1,608 0,0924 5,05x103
ov3 1,657 0,0847 3,98x10°3
ov 2 1,807 0,0611 2,15x103
ST9 1,613 0,0917 8,54x103
ST1 0,485 0,2693 3,66x102

4.3. Frequéncias dos polimorfismos estudados nos genes dos
enzimas GST, CYP3A4 e do XRCC4 em cada individuo.

Em relacdo ao polimorfismo do enzima GST, que pode ter as variantes GSTT, GSTM, ambos
homozigoéticos ou heterozigéticos, e GSTT e GSTM nulos, pode observar-se na figura 10, as
amostras identificadas em cada poco. As amostras que apresentam trés bandas correspondem aos
individuos que tém o fendtipo/gendtipo GSTT e GSTM. A terceira banda, que estd no meio,
corresponde ao controlo positivo e € o CYP1A1, como foi mencionado anteriormente na secgéo 3.3. A
banda que esta acima do controlo positivo corresponde ao GSTT1, e a banda inferior ao controlo
positivo correponde ao GSTM1. Tendo em conta que o controlo positivo interno (CYP1Al) se
encontra presente em todos 0s poc¢os, significa que a migracdo dos fragmentos de DNA foi realizada

corretamente. Como controlo negativo, usou-se um branco, ou seja, colocou-se apenas, agua

30



distilada ultrapura juntamente com a solucdo de amplificacdo, tendo em conta que ndo existem
bandas no poco respetivo, significa que ndo houve contaminagfes de DNA, pois a banda visivel no
fundo do poco corresponde aos primers ndo usados. Nos pogos com as amostras ST8 e LV10, ndo
houve migracéo de qualquer fragmento de DNA, como acontece no pog¢o do controlo negativo (B).
Umas das razdes para que isso possa ter acontecido pode ser por na replicagéo, durante o PCR, néo
ter ocorrido devido ao facto de ja ndo existir DNA suficiente nas amostras e isso pode ter sido
consequéncia de uma mé extracdo. Contudo, o equipamento de medi¢cdo da quantidade de DNA,
detetou a presenca do mesmo. Outra razdo poderia ser a degragdo do préprio DNA com o tempo,
apesar de este ter sido conservado a -8 °C. Foram realizadas algumas diluigbes, partindo do
principio, que todas as amostras continham elevado conteido de DNA, provavelmente fez-se uma
diluicao demasiado elevada e, talvez por isso, nao foi possivel replicar o DNA durante o PCR. Outra
explicacdo que pode ser apresentada é a existéncia de haver algum composto ligado ao DNA que

nao permitiu a sua replicacéo, inibida no PCR, ou a sua migragado no gel de agarose.

E T

PNO1 PNN2 PNN4 PNN5  PNN6 ACR1

GSTT1

GSTM1 CYP1AL

Figura 10 — Produtos de PCR provenientes da amplificacdo de GSTT1 (480 pb), GSTM1 (215pb) e do controlo interno
CYP1A1 (312pb) num gel de agarose. O pogo identificado com a letra B corresponde ao controlo negativo (dgua destilada
ultra pura). As outras identificacBes correspondem as amostras.

Ao remover as amostras ST8 e LV10 fica-se apenas com 75 amostras para analisar as suas
diferencas genéticas. De acordo com a tabela 8, setenta e uma amostras possuem o polimorfismo
GSTT1 e 4 nao o possuem. O polimorfismo GSTM1 esta presente em 40 individuos e ausente nos 35
restantes, tal como demonstra a tabela 9, o que significa que este polimorfismo € menos frequente
nesta populacdo amostral do que o polimorfismo GSTT1, apesar de no estudo de Oliveira et al., 2007,
o polimorfismo nulo GSTML1 estar presente em 77,9% numa amostra de 135 individuos saudaveis
(Oliveira et al., 2007). Os individuos com ambos os genes correspondem a 50,6% da polulacéo total e
3,9% dos individuos ndo possuem nenhum dos genes, como demonstrado na tabela 10, e por
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comparacdo a uma populacdo do Bangladesh, 50% dos individuos apresenta o genétipo GSTT1 e

GSTM1 positivos enquanto que sé 6,4% da populacdo ndo possui os dois genes (Akther et al., 2016).

Tabela 8 - Frequéncia do polimorfismo GSTT1 presente e ausente

GSTT1 Frequéncia Percentagem
- 4 5,2
+ 71 92,2
Total 75 97,4
Ausente do sistema 2 2,6
Total 77 100,0

Tabela 9 - Frequéncia do polimorfismo GSTM1 presente e ausente

GSTM1 Frequéncia Percentagem
- 35 45,5
+ 40 51,9
Total 75 97,4
Ausente do sistema 2 2,6
Total 77 100,0

Tabela 10 — Frequéncia dos dois polimorfismos GSTT1 e GSTM1

GSTT1 GSTM1 Frequéncia Percentagem
- - 3 3.9
+ + 39 50,6
+ - 32 41,6
- + 1 1,3
Total 75 97,4
Ausente do sistema 2 2,6
Total 77 100

O polimorfismo rs2740574 do gene CYP3A4 possui dois alelos com duas bases diferentes — A
e G —em que 0 A é o alelo com a base mais frequente e 0 G é o alelo com a base mutada. O alelo
mutado impede que a metabolizacao dos xenobidticos, nomeadamente, da aflatoxina, aconteca e,

assim, a transformacdo da aflatoxina no seu metabolito ativo vai ocorrer em menor escala, o que
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significa que a hipGtese de causar danos no organismo, nhomeadamente ao DNA, serd inferior ao

normal, isto é, quando o alelo mais frequente esta presente em homozigotia.

De acordo com a tabela 11, a maioria dos individuos apresenta o alelo ndo mutado e séo
homozigéticos (TT). Os individuos heterozig6ticos, em que um dos alelos é o mutado, constituem
23,4% da populacéo estudada. Apenas 1 individuo apresenta em homozigotia o alelo mutado (CC).
Estes resultados sdo semelhantes ao de um estudo realizado com brasileios nativos da cidade do
Maranhdo no que diz respeito a frequéncia destes alelos, ou seja, o gendétipo TT foi aquele que foi
encontrado em 75,1% da populacdo e o genoétipo a seguir mais frequente foi o0 TC encontrado em
21,9% dos individuos em estudo (Monteiro et al., 2016). O gendtipo menos frequente foi o CC, tal
como na populacdo dos trabalhadores em panificadoras deste presente trabalho. Referente a
populacdo portuguesa, no geral, de acordo com o estudo de Oliveira et al., 2007, 7% da populagéo
possui o polimorfismo CYP3A4*1B (Oliveira et al., 2007)

Num estudo realizado na populagéo russa, tatars e baskhirs o gendtipo CC foi encontrado em
4% dos individuos representantes da populagdo russa, 0,5 % da populagéo tatar e 0,9% da
populacdo baskhir, o que significa que a presenca destes polimorfimos pode variar bastante
dependendo da regido do pais e provavelmente também da zona do globo (Mustafina et al., 2015),
mas ao mesmo tempo, com o estudo jA mencionado anteriormente e que foi feito no Brasil, pode-se
ver algumas semelhancas nas frequéncias destes alelos em zonas diferentes do planeta,
provavelmente por cada vez mais diferentes etnias se misturarem e se concentrarem numa
determinada zona em vez de ser apenas no seu pais de origem.

Tabela 11 - Frequéncia do polimorfismo CYP3A4 (rs 2740574) em homozigotia e heterozigotia do alelo normal e do alelo
mutado.

CYP3A4 Frequéncia Percentagem
TT 58 75,3
TC 18 23,4
cC 1 1,3
Total 77 100,0

O polimorfismo do gene XRCC4, que é o rs28383151, foi originado por uma mutacao do tipo

‘missense”, isto €, em que em vez de estar a base G passou a estar a base A (Yao et al., 2014).
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Dos 77 individuos, apenas 37 individuos foram testados para este polimorfismo, pois para
este polimorfismo apenas se testou com os individuos que tinham sido selecionados previamente
para se fazer a detecdo de adutos. Trinta seis deles apresentam o gendtipo que é considerado
“normal” ou ancestral — GG. Dos 37 individuos, s6 houve um individuo que apresentou um alelo com
a base “normal” e o outro alelo com a base mutada, GA, como apresentado na tabela 12. Tendo em
conta os varios estudos realizados com este polimorfismo, nenhum deles apresenta a frequéncia da

presenca destes genotipos em nenhuma populacéo, eventualmente por ser extremamente caro.

Tabela 12 - Frequéncia do polimorfismo XRCC4 (rs 28383151) em homozigotia e heterozigotia do alelo normal e do alelo
mutado.

XRCC4 Frequéncia Percentagem
GG 36 97,3
GA 1 2,7
AA 0 0,0
Total 37 100,0

Os gendtipos de risco sdo: GSTT1 e GSTM1 nulos e XRCC4 alelos com a base mutada - GA
e AA -, pois aumentam a quantidade de adutos acumulados no DNA, e, como consequéncia, 0O risco
de desenvolver doengas malignas, como o cancro, € maior. No caso do CYP3A4, a mutacéo que leva
a passagem do alelo com a base mais frequente (A) para o alelo com a base mutada (G),
corresponde a um fator de protegdo, pois, como ja foi mencionado anteriormente, diminui a
capacidade deste enzima transformar a aflatoxina B1 no seu metabolito téxico. No entanto, como a
maioria dos individuos possui o alelo ndo mutado, significa que a maioria esta em risco de
metabolizar esta toxina e transforma-la nos seus compostos que conferem toxicidade para o ser
humano. Por outro lado, em relagdo ao enzima GST, que faz parte da segunda fase do metabolismo,
e que tem como funcgéo eliminar os compostos toxicos do organismo, e ao enzima de reparacdo de
erros no DNA, XRCC4, mais de metade dos individuos apresenta os genétipos que nao sao de risco.
Este factor pode ser importante para avaliar a capacidade de eliminacdo e remocado dos efeitos

toxicos da aflatoxina, a uma exposic¢ao recente e/ou prolongada.
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4.4 Relagao entre os polimorfismos dos enzimas do metabolismo e
de reparacéo e a quantidade de adutos detetadas

Um dos objetivos do estudo é relacionar as diferencas ao nivel genotipico dos polimorfismos
dos genes GSTT1, GSTM1, CYP3A4 e XRCC4 com a quantidade detetada de adutos de aflatoxina
ligados ao DNA. Na tabela 13 pode-se verificar que aquelas amostras que possuem os polimorfismos
de risco, como € o caso da amostra ACR 4, que nao tem os genes GSTT1, GSTM1, possui os alelos
ndo mutados do CYP3A4 e possui um dos alelos mutados do gene XRCC4, tem 1,08x102 umol de
aduto por mole de DNA, enquanto que na amostra ST1 o valor de adutos por mole de DNA é superior
(3,66x102 pmol de aduto/mol de DNA), mas ndo possui polimorfismos de risco. A relacdo entre os
valores de aduto encontrados e 0s eventuais polimorfismos de risco ndo € muito expressiva e isto
pode acontecer devido ao tamanho da amostra ser pequena (37 individuos).

Tabela 13 - Gendtipo de cada individuo em relagdo a cada um dos genes e a sua respetiva quantidade de aduto de
aflatoxina.

Amostras GSTT1 GSTM1 CYP3A4 XRCC4 Quantidade de adutos (umol de aduto/mol de DNA)

APPA 12 + - TT GG 1,93x106
APPA 11 + + TC GG 1,39x102
APPA 9 + - TT GG 1,46x103
APPA 8 + - TC GG 5,43x103
APPA 4 + + TT GG 2,97x103
ACR 11 + + TC GG 2,76x103
LV 23 + + TC GG 4,58x103
LV 22 + - TT GG 6,87x10%
LV 21 + - TC GG 4,70x103
LV 19 + - TT GG 4,21x103
M 10 + - TT GG 2,47x104
M7 + - TT GG 3,90x10%

M 2 + - TT GG 2,77x103
M1 + + TC GG 3,26x104
LV 14 + - TC GG 7,47x103
LV 12 + + TT GG 8,96x103
LV 11 + + TT GG 7,26x103
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Continuacdo da Tabela 13 - Genétipo de cada individuo em relagdo a cada um dos genes e a sua respetiva quantidade de
aduto de aflatoxina.

Amostras GSTT1 GSTM1 CYP3A4 XRCC4 Quantidade de adutos (umol de aduto/mol de DNA)

LV10 ND ND TT GG 1,06X102
LV 9 + + TT GG 2,58x1073
LV 3 - - TT GG 1,58x10°3
LV 2 + + TC GG 4,20x103
ACR 7 + - TC GG 1,37x1072
ACR 6 + - TC GG 3,95x1072
ACR 4 - - TT AG 1,08x102
ACR 3 + - TT GG 3,46x1073
PN 5 + + TT GG 2,71x1073
PN 6 + + TT GG 7,38x103
OV 6 + + TC GG 2,79x1073
oV 4 - + TT GG 5,05x103
oV 3 + + TT GG 3,98x103
oV 2 + - TT GG 2,15x1073
STO + + TT GG 8,54x10°3
ST1 + + TT GG 3,66x1072

ND - ndo detetado

Apbs a analise dos resultados com o teste estatistico t de student e o teste de Kruskal Wallis,
foi possivel demonstrar que as diferengas entre os polimorfismos de cada gene e a quantidade de
adutos eram minimas ou inexistentes, pois a hip6tese nula nédo foi rejeitada — a > p-value. A hipétese
nula era que as médias/medianas dos adutos eram iguais entre as categorias - presenca/auséncia,
alelo frequente/ alelo mutado de GSTT1, GSTM1, CYP3A4 e XRCC4. Nos gréaficos 11 a 14, verifica-
se gue existe uma dispersdo dos dados muito grande, ou seja, 0s desvios padrdo sdo muito
elevados, o que significa que existe diferencas muito dispares em termos de valores de adutos,

apesar de nenhum deles ser muito elevado.
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Figura 11 - Relagdo entre a quantidade de adutos vs CYP3A4 (rs2740574)

Na figura 11 pode-se observar que foram detetados mais adutos nos individuos com o
polimorfismo TC do que com o polimorfismo TT.
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Figura 12 - Relacdo entre a quantidade de adutos vs GSTT1

Em relagdo ao enzima GSTT1, na figura 12, a quantidade de adutos é mais elevada quando o
alelo esta presente e ndao quando é nulo, contradizendo o que ja foi reportado por outros estudos e o
mesmo acontece em relacdo a quantidade de aduto e o polimorfismo de risco GSTM1 nulo, como
esta demonstrado na figura 13, apesar de se poder ver claramente que as diferencas da quantidade

de aduto na presenca e na auséncia do alelo sdo minimas.
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Figura 13 - Relagdo entre a quantidade de adutos vs GSTM1
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Figura 14 - Relacao entre a quantidade de adutos vs XRCC4 (rs28383151)

Em relagéo ao gene XRCC4, as diferencas entre todos os que tinham os alelos ancestrais e o
anico individuo que possui um dos alelos mutados, em termos de quantidades de adutos, também

ndo foi significativa, apesar de no grafico 14 se observar que o Unico individuo que possui um dos
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alelos mutados apresenta maior quantidade de adutos do que os individuos com ambos os alelos nédo

mutados, como seria expectavel.

Tendo em conta que, segundo o teste t de student e o teste ndo paramétrico Kruscal Wallis
nao existem diferencas significativas entre a quantidade de adutos e as diferencas alélicas entre cada
polimorfismo, nao foi possivel avaliar se essas diferencas influénciam a quantidade e permanéncia do
aduto de aflatoxina no DNA. Mais ainda, como j& foi referido, estes individuos nao tinham aflatoxina

na urina, logo as quantidades a que estavam expostos parecem ser minimas.

Em comparagcdo com o estudo de Kapahtia et al., 2018, o GSTM1 nulo existia com mais
frequéncia na populacdo que tinha algum tipo de patologia do figado, tal como, hepatite B crénica,
cirrose, do que na populagdo usada como controlo, contudo a frequéncia do alelo GSTT1 nulo na
populacdo controlo e na populagdo diagnosticada com alguma patologia do figado ndo apresentou
qgualquer diferenca significativa no seu desenvolvimento (Kapahtia et al., 2018), tal como neste estudo
ndo foi possivel demonstrar uma correlagdo entre a presenca de adutos e a alteragdo nos genes
deste enzima. No estudo de Long et al., 2013 é demonstrado que estes polimorfismos estdo
implicados no desenvolvimento de cancro na presenca de um agente toxico, como é o caso da
aflatoxina B1, especialmente se o individuo tiver mais do que um destes polimorfismos de risco (Long
et al., 2013) e para além disso a quantidade de adutos de aflatoxina ligados a proteinas e ao DNA
aumenta em individuos que possuam 0s genétipos GSTT1 e GSTM1 nulos e XRCC4 GA e AA
(Tiemersma et al., 2001).

5. Conclusodes

Os objetivos iniciais foram todos cumpridos. O primeiro objetivo foi cumprido, pois avaliou-se a
associacdo entre a exposicdo a aflatoxina dos individuos que trabalham nas panificadoras e os seus
polimorfismos na formacdo de adutos de DNA, apesar de as diferencas entre os polimorfismos de
risco e os que nao sdo de risco nao terem sido significativas, muito provavelmente devido ao nimero
reduzido de individuos, aos quais se fez esta avaliagdo. O segundo objetivo também foi cumprido,
pois foi possivel detetar o metabolito de aflatoxina ligado ao DNA de células sanguineas, apesar de a
guantidade de adutos encontrada nesta populacdo ser relativamente baixa, o que pode indicar que
estes individuos estdo pouco expostos a esta toxina e que esta exposi¢cdo pode ocorrer fora do local
de trabalho através da ingestédo alimentar. O Ultimo objetivo foi testado, mas tendo em conta que os
valores de adutos eram baixos, ndo deu para concluir se as diferencas alélicas dos polimorfismos tém
influéncia ou ndo na prevaléncia de adutos de DNA no organismo. Contudo, temos individuos que

apresentam polimorfismos de risco, nomeadamente, 0 ACR 4 e o0 LV3, que na presenca desta toxina,
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a probabilidade de os adutos se formarem e permanecerem no organismo € maior, no entanto, mais
estudos neste sentido devem ser realizados para que haja uma maior compreensdo entre a
exposicdo de individuos a aflatoxina B1 com estes polimorfismos de risco e outros que ndo foram

testados neste trabalho.
6. LimitacOes do estudo

Este estudo teve algumas limitacGes, tais como o facto de néo ter sido possivel fazer uma
avaliacdo a nivel ambiental sobre a existéncia dos fungos que produzem a aflatoxina B1 e a efetiva
existéncia desta toxina no local de trabalho especificado. Isto teria ajudado a compreender qual era o
nivel de exposi¢do a aflatoxina por estes trabalhadores no seu contexto ocupacional, ao invés de
assumir que toda a populacdo estava exposta. Outra limitacdo prende-se com o facto de néo ter sido
possivel dosear a quantidade de aflatoxina no sangue de cada individuo e comparar com a presenga
de adutos de DNA. Em relagdo aos polimorfismos, ndo foi possivel averiguar o seu efeito na presenca
dos adutos, em primeiro lugar porque a sua quantidade era baixa, e em segundo lugar porque o
tamanho da amostra nao foi o ideal para poder fazer esta avaliacdo. Por ultimo, ndo foi realizado
nenhum inquérito sobre os seus habitos, como o tabagismo, e/ou patologias que cada individuo

pudesse eventualmente ter e que pudessem estar relacionadas com a aflatoxina.
7. Estudos futuros

Apesar dos resultados obtidos neste estudo ndo serem muito significativos, o uso desta técnica na
detecdo de adutos, enquanto a exposicao € recente, tem a sua pertinéncia. Esta toxina pode causar
doencas bastante graves se a exposi¢do se prolongar e por isso € necessario pensar em formas de
prevenir esta exposicdo. O mundo é uma aldeia global, e os alimentos s&o importados de paises
onde esta toxina é produzida naturalmente e onde muitas vezes as condi¢bes de processamento e
armazenamento ndo sdo as mais corretas. A EFSA estabelece valores maximos de aflatoxina que
eventualmente, se forem consumidas, ndo provoca dano. No entanto se a exposi¢do continuar,
mesmo que seja, em doses pequenas, a sua presenca vai - se acumulando e isso vai danificar o DNA

e pode até mesmo desencadear o aparecimento de outras doencas.

E necesséario fazer-se mais estudos com a técnica ELISA competitivo, para que possa ser
otimizada e utilizada num laboratério de rotina permitindo, assim, que individuos que trabalham em
locais onde potencialmente possam estar em contacto com a aflatoxina facam analises para

assegurar que ndo estdo expostos a esta toxina, e se estiverem, que se tomem medidas necessarias
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para que a exposicdo seja reduzida no seu local de trabalho. Neste estudo o objetivo foi avaliar os
adutos de DNA em leucécitos, mas este método também pode ser usado para detetar o DNA ligado a
uma purina que é eliminada na urina. E necessario compreender que tipo de amostra seria mais
adequada utilizar. Esta Ultima é excelente para exposi¢cdes recentes, enquanto que a analise ao DNA

do sangue é mais adequada para exposicdes cronicas.

Em relacdo a andlise de polimorfismos, faz cada vez mais sentido ter esse fator em conta,
especialmente quando se tenta encontrar um tratamento que seja eficaz na cura de uma patologia
como o cancro do figado originado pela aflatoxina. Transformar esta analise numa analise de rotina
seria uma mais valia, mas pode ser complicado, pois sdo metodologias que tém um elevado custo

para os laboratoérios.
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8. Anexos

Anexo 1

TECNOLOGIA DA SAUDE

—_ ESCOLA SUPERIOR DE
E DE LISBOA

Termo de Consentimento Informado

A Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa encontra-se a desenvolver um projeto de
investigacao sobre o tema “Estudo da exposicao profissional a micotoxinas”.

Este projeto tem como objetivos primordiais disponibilizar informagé@o acerca da exposi¢cdo a estes
agentes quimicos de modo a permitir realizar um diagnéstico da situacédo e a definicdo de medidas
preventivas e de controlo da exposi¢do caso se considere necessario.

Para alcancar estes objetivos sera realizada colheita de material biolégico para posterior tratamento e
doseamento dos agentes em estudo.

Acresce-se que a privacidade assim como a completa confidencialidade dos dados obtidos ser&o
sempre asseguradas.

Se tiver alguma duavida podera esclarecé-la com as responséaveis pelo projeto*.

Obrigada pela atencgéo e disponibilidade.

Eu,

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

realizacdo da colheita de produtos biolégicos, autorizando o uso e posterior utilizagdo dos dados

obtidos.

Data [

Assinatura
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