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O Brasil é o maior produtor de cana-de-aglicar do mundo, sequido pela India e

Austrdlia. Aproximadamente, 55% da cana brasileira transformam-se em &lcool e 45%, em
agucar. A cana é plantada no Centro-Sul e no Norte-Nordeste, permitindo dois periodos de
safra, portanto, produz-se o ano todo. Em vista disso, na década de 70, foi implantado o
PROALCOOL, um programa desenvolvido pelo governo brasileiro, com a finalidade de
incentivar a utilizagdo do alcool como combustivel automobilistico. A partir de entdo, o
Brasil, sustentado pela agroindustria canavieira, tem sido o pioneiro na utilizacdo desse
combustivel renovavel. Dentre os estados brasileiros, o de Sdo Paulo gera 61% da
produgdo de alcool, permitindo ao pais continuada economia de divisas, em um ritmo
médio de 1,8 bilhdes de ddlares anuais. De modo similar, esse estado produz 60% de todo
0 agucar nacional, que por ser produto competitivo no mercado internacional, torna o
estado responsavel por 70% das exportagdes. Além disso, da cana-de-aglcar origina-se a
energia elétrica, co-gerada no processo de queima do bagaco
(http://www.lnica.com.br/pages/sociedade_desenvol1.asp).

Para produzir aglcar e alcool, a area de cana colhida no Estado de S&o Paulo, na
safra 2003/2004, foi de aproximadamente 2,45 milhdes de hectares, o que proporcionou
empregar cerca de 400 mil pessoas no campo e nas usinas. Isso significa 40% do

emprego rural do Estado (http://www.anica.com.br/files/informacaounica/unica57.pdf)

No Brasil, para facilitar o corte da cana-de-aglcar, costuma-se queimar previamente
0s canaviais. Desse processo origina-se uma fuligem que permanece por certo tempo no ar
e tem sido apontada, pelos proprios cortadores de cana, como responsével pelo aumento
de problemas respiratérios. Além desse fato, os poluentes originados dessa operagdo sdo
levados de acordo com a direcao do vento, contaminando ndo apenas os trabalhadores
rurais, mas o ambiente como um todo, que inclui os moradores de municipios vizinhos.

Do processo de queima de canaviais sao formados, dentre outros poluentes, os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (polycyclic aromatic hydrocarbons - PAHs),
compostos conhecidos por sua agdo mutagénica e/ou carcinogénica, ocorrendo
primariamente como resultado da combustdo e pirdlise, a partir de matéria organica
(SCHOKET, 1999).
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Introdugdo

A combustdo é um processo quimico de oxidagdo que ocorre em uma taxa
suficientemente rapida para produzir elevagdao da temperatura originando calor ou chama
(HARTZELL, 1996). O processo de combustdo envolve trés estagios designados como
ignicdo, flamejamento e combustdo lenta. A ignigdo € o processo inicial em que se
observam pequenas chamas. No segundo estagio, a combustdo é mais eficiente e ha
emissdo de didxido de carbono (CO,), nitrogénio (N), agua (H,0), éxido nitrico (NOx) e
dioxido de enxofre (SO,). No terceiro estagio, ocorre um processo de baixa temperatura e

auséncia de chama, com a emissdao de grandes quantidades de compostos oxidados

incompletamente, tais como, mondxido de carbono (CO), metano (CHs;) e outros

hidrocarbonetos particulados. Entre os dois Ultimos estagios tem-se a formagao de acetileno
(C;H,) e cianogénio (NCCN). O acetileno sofre polimerizagdo, via radicais livres, até a
formacdo dos nlcleos aromaticos, dando origem aos PAHs. Alguns PAHs contendo menor
nimero de anéis aromaticos como naftaleno, fenantreno e antraceno reagem formando
outros PAHs de maior peso (HEPP et al., 1995).

Os PAHs sdo moléculas organicas formadas por atomos de hidrogénio e carbono. A
maior fonte de tais compostos compreende a emissao de materiais particulados em
conseqiiéncia da queima de plantagdes agricolas, da fumaga do cigarro, da combustao do
carvdo, dos motores de veiculos e da produgao de coque (VAN HOUDT, 1990; LEWTAS et
al., 1992). Desse modo, sdo compostos encontrados no ambiente ocupacional e residencial
e, em conseqiiéncia da dispersdo das cinzas, atinge o homem via inalagdo, dérmica ou pela
agua de rios contaminados (DEPORTES et al., 1995). Representam uma classe importante
de poluentes ambientais, pois as lesdes resultantes das ligagoes desses compostos com o
DNA, quando ndo reparadas, poderdo iniciar o processo carcinogénico (BARTSCH, 2000).

A Enviromental Protection Agency (EPA) e o National Institute of Occupational
Safety and Health (NIOSH) (NIOSH, 1998; EPA, 1999), dos Estados Unidos, consideram os
PAHs como poluentes prioritarios para investigacdo ambiental, cujas estruturas estao

representadas na Figura 1.
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) considerados

poluentes prioritarios pelas agencias do governo americano Enviromental Protection Agency (EPA) e
o National Institute of Occupational Safety and Health (NIOSH).

Essas duas agéncias do governo norte-americano estio sendo citadas, uma vez que

no Brasil ndo ha legislagdo ambiental e/ou ocupacional em relacdo aos PAHs.
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Introducdo

Desde 1920, uma intensa série de investigacoes tem sido empreendida visando
identificar e isolar os PAHs com atividade carcinogénica. Um dos mais conhecidos, o
benzo(a)pireno (B(a)P), estd presente em quantidade consideravel na fumaga do cigarro e
foi reconhecido como seu principal e mais ativo componente (DIPPLE et al., 1990).

A partir dos estudos de Miller & Miller (1971), houve a expansdao do conhecimento
sobre 0 metabolismo dos compostos quimicos, estabelecendo-se que esses compostos nao
sdo ativos na forma em que sdo ingeridos ou inalados, tornando-se reativos apenas apds
serem convertidos enzimaticamente, por meio de reagdes especificas do metabolismo. Em
vista disso, pode-se esclarecer os passos envolvidos no metabolismo dos PAHs.

Resumidamente, o metabolismo dos PAHs é mediado pela aril-hidrocarboneto-
hidroxilase (AHH), uma das muitas monoxigenases de funcao mista que participam das
reacOes de ativacdo metabdlica. Uma vez em contato com o organismo, esses compostos
poderdo seguir duas vias que incluem a da bioativacdo ou da bioinativagdo. Nessa Ultima,
serao transformados, pela agao das glutationa S-transferases e glicuronil transferases, em
'produtos conjugados, com pouca ou nenhuma oportunidade de reagirem com o DNA,
sendo facilmente excretados. Entretanto, se os mesmos forem hidratados a diidrodiol, pela
acao da epoxido hidratase, e sofrerem uma nova oxidagao, pela acdo da citocromo P-450
monoxigenase, darao origem ao diidrodiol epdxido, forma genotoxica final do composto e
altamente reativa com o DNA (VO DINH, 1989; KIM et al., 1995; PELTONEN & DIPPLE,
1995). A Figura 2 ilustra essas vias alternativas, tomando-se como exemplo o B(a)P.

No que se refere as ligagdes dos metabolitos PAHs ao DNA, as reagGes ocorrem,
predominantemente, no grupo amino exociclico das bases nitrogenadas (DIPPLE &
MOSCHEL, 1990). H& muitos anos, sabe-se que mais de 90% da ligacdo de um radical
alquil ao DNA, causadas pela forma genotdxica final originada do metabolismo do B(a)P, ou
seja, o 7,8-dihidrodiol 9,10-epdxido (BPDE), ocorrem no grupo amino exociclico da guanina.
Canella et al. (1991) demonstraram que a ligagdo do BPDE com o DNA resulta de uma
abertura trans do anel de epdxido pelo grupo amino exociclico dos residuos da

desoxiguanosina. Outros sitios de alquilagdo incluem o oxigénio na posicao 2, o nitrogénio

na posigdo 7 da guanina, além do grupo amino exociclico da adenina e citosina (DOERJER
et al., 1984).
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Figura 2 - Etapas do metabolismo do benzo(a)pireno e carcinégeno final ligado a molécula de DNA.
Modificado de Wright (1980).

Existe uma significativa diferenga na ligagao de determinados residuos de PAHs com
o DNA. Essa diferenca na reatividade deve-se a estrutura quimica desses compostos. Por
exemplo, o dimetil-benzo(a)antraceno (DMBA) possui um grupo metil na regido da baia, o
que nao ocorre com o B(a)P. Isso permite com que o DMBA reaja semelhantemente, com a
desoxiadenosina, bem como a desoxiguanosina e o B(a)P reaja quase que apenas com a
desoxiguanosina (DIPPLE et al., 1990; PELTONEN & DIPPLE, 1995). Essas diferencas de
conformagdo podem, presumivelmente, levar a diferencas nas vias em que os adutos de

DNA sao reparados ou nao durante o processo da duplicagao celular, conferindo capacidade




Introdugio

diferencial na indugdo de mutagdes génicas e no aparecimento de uma lesdo pré-neoplasica
irreversivel (PELTONEN & DIPPLE, 1995).

Assim, pode-se depreender que a extensdo dos danos ao DNA causados pelos PAHs,
parece estar intimamente relacionada com a conformacao estrutural da molécula, as
reagoes metabodlicas a que sdo submetidos esses compostos, bem como ao tipo de
metabolitos formados. Esses metabdlitos, quando em suas formas finais, atingem os
érgdos-alvo, levando a formacdo de lesdes no DNA, que sdo, reconhecidamente, fatores de

risco para o desenvolvimento do cancer humano (WESTON et al., 1990).

1- CLASSIFICAGAO DOS AGENTES QUIMICOS QUANTO AO POTENCIAL TOXICO

Os agentes quimicos sdo classificados em quatro grupos, segundo seu potencial
toxico, de acordo com a International Agency for Research on Cancer (SAKIARA, 2001;
IARC, 2004). No grupo 1, o agente tdxico é carcinogénico, existindo evidéncias suficientes
de carcinogenicidade em estudos que incluem o homem (estudos epidemioldgicos). No
grupo 2, o agente toxico é provavelmente carcinogénico. Esse grupo compreende dois
subgrupos, sendo o 2A, aquele em que existem certificagGes limitadas de carcinogenicidade
em seres humanos e suficientes em animais de laboratdrio. O subgrupo 2B é usado quando
existem evidéncias inadequadas ou inexisténcia de carcinogenicidade em relacdo ao homem
e constatagdes suficientes em animais de laboratério. No grupo 3, o agente tdxico é
possivelmente carcinogénico para o homem. Nesse grupo, estdo incluidos os compostos
com evidéncias limitadas em estudos com animais de laboratdrio e auséncia de evidéncias
no homem. Em relagao ao grupo 4, o agente tdxico é provavelmente carcinogénico para o
homem.

Na Tabela I estdo as caracteristicas mutagénicas e carcinogénicas dos 17 PAHs e
sua classificagao de acordo com a IARC (WHO, 1998; IARC, 2004).




Tabela I- Caracteristicas mutagénicas e cacinogénicas dos 17 PAHs prioritarios pela EPA e

NIOSH e sua classificagao de acordo com a IARC.

HAP

Mutagenicidade

Classificagao IARC

Carcinogenicidade (Grupo)

Acenafteno
Acenaftileno
Antraceno
Benzo(a)antraceno
Benzo(e)acefenantrileno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(g,h,i)perileno
Benzo(a)pireno
Benzo(e)pireno
Criseno
Dibenzo(a,h)antraceno
Fluoranteno
Fluoreno
Fenantreno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Naftaleno

Pireno

?

?

+
+
+
+
4
$
+
+
+

?

N3o estudado

B wwwlowwlwiidP wxx

(+) positivo, (-) negativo, (?) questionavel, (x) sem classificacao.
EPA, 1999 ( Enviromental Protection Agency).
NIOSH,1998 (National Institute of Occupational Safety and Health).

IARC (International Agency for Research on Cancer), disponivel em http://www.monographs.iarc.fr.
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Introdugdo

2- OS PAHS E O CANCER

Durante séculos, houve o predominio da idéia de que a natureza existia somente para
satisfazer a vontade humana, sem se questionar o limite desse usufruto. Embora muitos ainda
pensem dessa maneira, a cada dia véem-se sinais de que a sociedade esta se conscientizando
sobre os danos irreversiveis que a poluigdo, provocada pelo homem, pode causar ao ambiente
e ao proprio individuo.

O reconhecimento das propriedades carcinogénicas dos compostos originados do
processo de combustdo € muito antigo. Em 1775, um cirurgido inglés, Sir Percival Pott,
atribuiu a alta incidéncia de cancer de testiculo e da cavidade nasal observada em
limpadores de chaminés a prolongada exposicdo desses individuos a fuligem. A observacao
de Pott foi a base para a primeira medida preventiva contra o cancer ambiental, ja que

pouco depois de sua publicagao, a associagdo dinamarquesa dos limpadores de chaminés

passou a estimular seus membros a tomarem banhos diarios e, em 1892, notou-se uma

queda na incidéncia desse tipo de cancer nesses trabalhadores (FRIEDBERG et al., 1995).

A existéncia de uma intima relagdo entre os processos mutagénico e carcinogénico foi
primeiramente sugerida por Theodor Boveri, em 1914, que propds ser o cancer dependente
da ocorréncia de um evento mutacional. Na verdade, sabe-se hoje que a progressdo
neoplasica da maioria dos canceres humanos ocorre como resultado de mdltiplos eventos que
alteram a mensagem genética da célula incluindo, mutagcdes no DNA, aberragdes
cromossOémicas e modificagbes epigenéticas. Ao contrario das mutagdes genéticas, os eventos
epigenéticos ndo envolvem mudangas nas seqiiéncias de nucleotideos (YAN, et al., 2001) e na
estrutura cromossomica (LENGAUER, et al., 1998), mas sim 0 acesso a transcri¢do. Tal evento
ocorre principalmente por metilacdo do DNA podendo silenciar genes, interferindo na ligagao
dos fatores de transcrigao (BAAK et al., 2003; BALMAIN et al., 2003). Esses processos afetam,
de forma nao controlada, a diferenciacao e a proliferacao celular. Embora na sua fase inicial a
neoplasia seja localizada, pode disseminar-se pelo organismo em conseqiiéncia da capacidade
das células cancerosas crescerem em outros tecidos, o que pode ser letal para o individuo
(LEWIN, 1997; BAAK et al., 2003).

Consideram-se, pelo menos, trés etapas nesse processo, desde o momento da
agressao quimica até o aparecimento da neoplasia. Os primeiros eventos representam o passo
em que o agente externo € processado metabolicamente pelo organismo e liga-se a
macromoléculas como o DNA. Segue-se um ciclo de divisdo celular, em que a lesao
bioquimica é fixada e transforma as células-alvo em células iniciadas ou mutadas. Essa etapa
é chamada “iniciagdao”. Na segunda etapa, designada “promocdo”, existe uma lesdo pré-
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neoplasica. Ocorre inativagdo de genes supressores de tumor e ativagao de proto-oncogenes.
A “progressao”, terceira etapa da carcinogénese, é entendida como o passo em que podem
ocorrer alteragdes qualitativas no fendtipo celular, levando a transformagdo de uma lesdo
benigna em maligna, possivelmente por sele¢ao clonal (COHEN, 1987; SARASIN, 2003).

O tempo entre o efeito iniciador e o aparecimento de um tumor é denominado periodo

de laténcia e, no homem, parece variar de 10 a 20 anos. Enquanto o acimulo de mudangas

genéticas em células sométicas é considerado essencial para a génese do cancer, sabe-se que

nem todo carcinégeno é genotdxico, podendo participar de modo indireto como promotor
durante a carcinogénese (YAMASAKI et al., 1996).

O cancer é um sério problema de saude publica. Ele é responsavel por cerca de dez
milhdes de novos casos anuais, com seis milhdes de mortes a cada ano no mundo. Desse
total, 50% dos casos concentram-se em paises em desenvolvimento, que disponibilizam
apenas 5% de seus recursos para o controle da doenga. Caso ndo haja uma estratégia efetiva
de prevengdo, detecgdo e cuidados, no ano de 2020 serdo vinte milhdes de novos
pacientes/ano com a doenga, estimando-se uma mortalidade anual de doze milhdes (SIKORA,
1999). O céancer no Brasil constitui a segunda causa de morte. Estimou-se para 2003 a
ocorréncia de 402.190 novos casos e 126.960 obitos por cancer. Para o Estado de Sdo Paulo
foi estimado um total de 147.410 novos casos e 38.040 de dbitos, sendo esperado para o
sexo masculino 67.750 novos casos e 20.910 dbitos, enquanto que, para o sexo feminino,
foram estimados 79.660 novos casos e 17.130 o6bitos (INCA, 2004).

Dados epidemioldgicos indicam que a maioria dos canceres ocorre devido a fatores
ambientais. Consequientemente, a identificacdo de carcindgenos é de fundamental
importancia para a prevengdo da doenga, sendo os poluentes, como os pesticidas sintéticos e
outros compostos quimicos produzidos pelo homem, um risco importante de céncer para a
populagao geral (RAMEL, 1991). Realmente, existe forte correlagdo entre exposi¢do a altas
concentragdes de PAHs e incidéncia de cancer de pulmdo (DELCLOS et al., 1993;
KEOHAVONG et al., 2003), esofago, cabeca e pescogo e bexiga, que estdo ligados, por sua
vez, também ao uso do tabaco (BOFFETTA et al., 1997; PINTO et al., 2003; ELCI et al., 2003;
HUNG et al., 2004).

Varios estudos tém mostrado que muitos PAHs sdo mutagénicos em células
bacterianas e em células de cultura de mamiferos, além de induzirem aberracoes
cromossomicas e elevarem a freqliéncia de micronlcleos e de trocas entre cromatides irmas
(MOTYKIEWICZ et al., 1992, HATJIAN et al., 1995). Esses parametros sdao importantes sinais
pré-clinicos uma vez que as freqliéncias aumentadas estdo diretamente relacionadas com o

aumento da incidéncia do cancer.
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A avaliacdo de amostras de ar das cidades de Sdo Paulo e Cubatdo (SATO et al., 1995)
e Porto Alegre (VARGAS et al., 1998), utilizando o teste para avaliagdo de mutagenicidade
com Salmonella typhimurium, sugeriu a presenca de nitro-PAHs nesses locais. Além da
atmosfera nas grandes cidades e nas industrias, que contém altos niveis de poluentes, outros
locais tém revelado a presenca desses compostos. Zamperlini et al. (1997), por exemplo,
utilizando técnicas cromatograficas e espectrofotométricas, detectou PAHs (do tipo
considerado poluente prioritario) na fuligem originada da queima de canaviais. Por meio do
teste de Ames (MARON & AMES, 1983), foi demonstrada atividade mutagénica na fuligem
sedimentada da cana-de-aglucar, além de indices mais elevados de mutagenicidade em
amostras de urina de cortadores de cana, quando comparadas as de controles (BOSSO,
2000). Amre et al. (1999) observaram um risco elevado de cancer de pulmdo em
trabalhadores rurais de plantagdes de cana-de-aglcar. Os dados apresentados mostram que a
populacdo esta exposta a complexas misturas de compostos quimicos, principalmente aquelas

ricas em PAHSs.

3- POLIMORFISMOS E CORRELACAO ENTRE MARCADORES DE EXPOSICAO E
SUSCETIBILIDADE

Os marcadores biolégicos sdo indicadores do risco genotdxico e podem ser usados
para a detecgao precoce de populagoes de risco, bem como agentes danosos presentes no
ambiente. Sdo subdivididos em indicadores de exposicao, efeito e de suscetibilidade. De

acordo com essa classificacdo, é possivel identificar um indicador bioldgico em cada passo

da substancia genotdxica dentro do organismo, desde sua absorgdo, ataque nucleofilico e

conseqliente lesdo as moléculas informacionais, fixagdo do dano e excregao (PAVANELLO &
CLONFERO, 2000).

No monitoramento bioldgico deve ser feita a distingdo entre os indicadores de
exposicdo e os de efeito. O primeiro inclui a concentragdo da substancia ou seus
metabdlitos em fluidos bioldgicos, a mutagenicidade da substancia excretada e o ataque
metabdlico ao DNA. Tais indicadores tém o proposito de avaliar a absorgao do composto
em questdo e se possivel, sua dose interna biologicamente efetiva, que refere-se a sua
concentracdo no organismo. Os indicadores de efeito incluem a detecgdo de sinais pré-
clinicos ou clinicos da doenca, como o aumento na freqliéncia de aberragoes
cromossomicas, a mutagao em oncogenes e genes supressores de tumor, que fornecem o
grau das alteragGes de alvos genéticos importantes, como em cromossomos e seqiiéncias
génicas. Por outro lado, os marcadores de suscetibilidade incluem as diferengas individuais
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no metabolismo de xenobidticos, no reparo de DNA e a presenga de polimorfismos em
oncogenes e genes supressores de tumor. Esses sao, atualmente, de grande interesse no
campo da medicina ambiental, principalmente devido ao seu papel na modulagao da
resposta individual a exposigao a carcindgenos (PAVANELLO & CLONFERO, 2000).

A atividade mutagénica da urina é reconhecida como um marcador de dose interna
para detectar exposicdo recente a compostos mutagénicos (ANDRE et al., 2002). Os testes
de mutagenicidade da urina tém sido freqlientemente aplicados em estudos de
biomonitoramento de populagdes expostas a misturas complexas ambiental e/ou
ocupacionalmente geradas (CERNA et al., 1997; KATO et al., 2004).

O 1-hidroxipireno (1-OHP) é um metabdlito do pireno utilizado como indicador
bioldgico da dose interna (biomarcador de exposicdo) na avaliagdo da exposicao aos PAHSs.
Sua excregdo representa 90% da metabolizagdo do pireno, que é encontrado em 1 a 10%
nas misturas de PAHs (JONGENEELEN, 1987). O 1-OHP é excretado na urina ligado ao
acido glicurbnico, ao contrario dos outros metabdlitos dos PAHs, que sdo excretados
principalmente nas fezes (DOR, 1999). Entretanto, cerca de 10 a 25% foram encontrados
na urina em forma livre (SINGH, 1995). A utilizacdo do 1-OHP no monitoramento bioldgico
da exposigao aos PAHs é vantajosa, devido ao fato do pireno estar presente nas misturas
de PAHs em concentragdes relativamente altas, ser estavel, possuir apenas o pireno como
precursor, passivel de determinagdo em urina humana, incluindo populagdes controles
(JONGENEELEN, 1994; SORENSEN et al.,, 2003). Além disso, ha correlagao entre as
concentragGes de pireno com o benzo(a)pireno e outros PAHs, sendo assim considerado
um bom indicador da exposi¢ao aos PAHs (WHO, 1998).

Ao entrar em contato com os PAHs, os individuos respondem diferentemente. Isso
se deve ao fato de que a maioria dos compostos quimicos ndo é ativa por si so,
necessitando de ativagdo metabdlica para tornar-se eletrofilica e interagir-se com as
macromoléculas celulares (KRIEK et al. 1998; CHEN et al., 2002). Os adutos de PAHs no
DNA podem conduzir @ mutagoes e um alto nivel de adutos estd associado com um risco

aumentado de desenvolver cancer (SORENSEN et al. 2003). Assim sendo, a variagdao no é

fendtipo metabdlico, que envolve as enzimas de ativagdo e destoxificagdo, desempenha um
papel importante no desenvolvimento do cancer ambiental. Essa variagdo esta relacionada
ao polimorfismo genético, sendo que grande parte desse polimorfismo apresenta relevancia
clinica e envolve as enzimas metabolizadoras de carcindgenos (PERERA & WEINSTEIN,
2000). Tais enzimas sdo didaticamente classificadas em duas amplas categorias, as de fase
I e as de fase II. As enzimas da fase I envolvem quase que exclusivamente os citocromos

P-450 (CYP-450), que catalisam a insercdo de um atomo de oxigénio em substratos
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relativamente inertes, tornando-os altamente reativos. Por outro lado, as enzimas de fase
II, que incluem principalmente as glutationas S-transferases (GSTs) e UDP-glicosil
transferases, reagem com os eletrofilicos finais, que se tornaram reativos na fase I,
catalisando a conjugacdo desses com substratos enddgenos, como glutationas e
glicuronideos, respectivamente. Conseqlientemente, sdao produzidos intermediarios
hidrofilicos, facilmente excretaveis da célula, embora tais intermediarios também possam
ser originados por um processo nao enzimatico (LANG & PELKONEN, 1999). .

O gene humano CYPIAI localiza-se no brago longo do cromossomo 15, possuindo
sete éxons e seis introns (KAWAJIRI et al., 1986). A enzima é induzida principalmente em
tecidos extra-hepaticos, pelos varios compostos que possuem capacidade de se ligar ao
receptor aril hidroxilase (Ah), responsavel pela regulagdo do gene CYPIAL Entre esses
compostos estdo incluidas substancias como dioxinas, benzo(a)pireno e outros PAHs. Ao se
ligarem ao receptor Ah no citosol, o complexo é conduzido ao nlcleo e a transcrigdao do
gene CYPIA1 é induzida. O produto génico do CYP1A1 possui atividade aril hidrocarboneto
hidroxilase (AHH) que catalisa o primeiro passo do metabolismo dos PAHs a compostos
eletrofilicos, podendo culminar em metabdlitos carcinogénicos (TANINGHER et al., 1999).

Quinze polimorfismos do CYPIAI foram descritos (http//www.imm.ki.se/
CYPalleles), no entanto, trés deles vém sendo mais estudados com relacdo ao cancer
(CYP1A1*2A: proteina CYP1A1.1, CYP1A1*2B: proteina CYP1A1.2 e CYP1A1*4: proteina
CYP1A1.4). A freqiiéncia de cada um depende do grupo étnico (GARTE, 1998). O
polimorfismo, CYP1A1*2A, foi localizado na posigdo 3801, 264 bases apds o sinal de

poliadenilacdo, na regido 3’ que flanqueia o gene e 1194 pares de bases apds o término do

éxon 7. A transigdo de timina para citosina da origem a um sitio de restricdo para a enzima
MspI (KAWAIJIRI et al., 1990). O segundo foi localizado na regido codificadora do éxon 7 e
é representado pela transicdao da adenina para guanina na posigao 2455 (HAYASHI et al.,
1991). Quando esse polimorfismo ocorre simultaneamente com o CYP1A1*2A, caracteriza-
se um desequilibrio de ligagdo entre os dois polimorfismos. Nebert et al. (1999),
propuseram que quando ligado ao CYP1A1*2A, tal polimorfismo seja chamado de
CYP1IA1*2B, no entanto, quando nado se apresentarem ligados, seja designado CYP1A1*2C.

O polimorfismo CYP1A1*2B leva a uma mudanca do aminoacido Isoleucina para
Valina (CYP1A1 Ile/Val), no residuo 462, na regido de ligagdo ao grupamento heme (HR2).
Uma cisteina localizada anteriormente na posicao 457 faz parte da ligagdo com o
grupamento heme. Desse modo, esse polimorfismo esta localizado em uma regiao essencial
para a atividade enzimética e a mudanga de aminoacidos poderia resultar em alteragdo de
atividade (HAYASHI et al., 1991).
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O polimorfismo CYP1A1*4 foi descrito por Cascorbi et al. (1996). Localiza-se no
éxon 7, duas bases antes do polimorfismo CYP1A1*2B e leva a mudanga de um residuo de
treonina para asparagina na regiao de ligacao do grupamento heme. A mudanga de C para
A promove a perda do sitio de restricdo para a enzima Bsal, que pode ser utilizada para
identificar a presenga desse polimorfismo. N3o foi observada relacdo da presenca do
polimorfismo CYP1A1*4 com o cancer de pulmao (CASCORBI, 1996).

Alguns estudos analisaram a atividade enzimatica em relagdo a presenga desses
polimorfismos usando sistema de expressao in vitro e o0s resultados mostraram-se
controversos. Kawaijiri et al (1993) demonstraram maior atividade aril hidrocarbono
hidroxilase (1,5 X) para a enzima polimérfica CYP1A1.2 comparada com a enzima selvagem,
no entanto, o trabalho de Schwarz et a/. (2001) utilizando as enzimas selvagem, CYP1A1.2
e CYP1A1.4, mostraram que a selvagem apresentava o mais alto metabolismo total de
B(a)P, seguido pelas variantes CYP1A1.4 (~70%) e CYP1A1.2 (~50%).

Varios estudos tém demonstrado associagdo dos polimorfismos CYP1A1l com
suscetibilidade ao cancer. O trabalho de Song et a/. (2001) mostrou um elevado risco para
cancer de pulmdo relacionado ao habito de fumar em chineses que apresentavam pelo
menos um alelo polimdrfico CYP1A1*2A (OR=2,0; 95% CI= 1,4-2,8) ou CYP1A1*2B
(OR=1,9; 95% CI= 1,3-2,7).

Dentre esses polimorfismos, o CYP1A1*2A é o mais freqiiente. Os povos de origem
asiatica apresentam maior freqiiéncia alélica (0,37), seguidos dos africanos (0,24), latinos
(0,20) e caucasianos (0,12). Os asiaticos também apresentam maior freqiiéncia em relagdo
ao polimorfismo CYP1A1*2B (0,22), seguidos pelos latinos (0,16) e caucasianos (0,09),
sendo que esse polimorfismo ndo esta presente em africanos. Nos individuos de origem
hispanica, ambos polimorfismos apresentam freqiiéncia intermediaria, quando se compara
caucasianos e asiaticos (GARTE, 1998). Nessas populacdes existe uma ligagdo entre os
polimorfismos CYP1A1*2B e o CYP1A1*2A, ou seja, os dois ocorrem simultaneamente,

caracterizando-se o desequilibrio de ligagdo. Tal ligagdo ndo foi observada na populagdo

afro-americanana, ao contrario dos achados de Hamada et al. (1995), em populagao
brasileira da cidade do Rio de Janeiro. O polimorfismo CYP1A1*4 foi observado nas
populagdes turca, alema e polonesa apresentando freqiiéncias alélicas de 0,06, 0,03 e 0,02,
respectivamente (CASCORBI et al., 1994; MROZIKIEWICZ, 1997; AYNACIOGLU, et al.,
1998). Uma populagdo brasileira da cidade do Rio de Janeiro apresentou uma freqiiéncia de
0,03, variando de 0,05 em brancos a 0,01 em negros (AMORIM et al., 2004).

As glutationas S-transferases (GSTs) podem ser encontradas na maioria dos
organismos vivos, incluindo as bactérias, fungos e plantas. Uma grande quantidade dessas
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enzimas se expressa nos organismos superiores, como em humanos (LANG & PELKONEN,
1999). Dentre elas encontram-se, pelo menos, sete classes, das quais duas estdo ligadas a
membrana, cinco delas sdo citosdlicas e incluem as alfa (o), mi (n), pi (n), theta (0) e
kappa (k). Apesar disso, as mais estudadas sdao as 0 (GSTT1), = (GSTP1) e n (GSTM1)
(WORMHOUDT et al.; 1999, TANINGHER et al., 1999).

O gene GSTT71, localizado no cromossomo 22, mostra-se polimorfico. A delegdo
homozigota desse gene, isto &, o gendtipo nulo (GS771 0/0) apresenta uma freqiiéncia que
varia de 10 a 60%, dependendo da origem étnica (WARHOLM et al., 1995; NELSON et al.,
1995). Cerca de 60% dos asiaticos, 40% dos africanos e 20% dos caucasianos nao
expressam essa enzima (ROSSINI et al., 2002). Observou-se que a auséncia da atividade
enzimatica aumenta o risco para cancer oral (SREELEKHA et al., 2001) cabega e pescogo
(EVAN et al., 2001) e pulmdo (SORENSEN et al., 2004), embora haja trabalhos que nao
encontraram associagdo entre esse polimorfismo e o risco para cancer de pulmao
(SCHNEIDER et al., 2004).

O gene GSTPI localiza-se no cromossomo 11gq13. A enzima GSTP1 se expressa em-
maior extensdo nos pulmoes e é uma das principais destoxificadora da forma ativada do
benzo(a)pireno (BPDE) (MILLER et al., 2003). Os polimorfismos desse gene constituem
duas variantes alélicas, a GSTP1*B e GSTP1*C, sendo a GSTPI*A o tipo selvagem. A
GSTP1*B difere da GSTPI1*A pela transicao A—G no nucleotideo 313, cddon 104: Ile>Val e
a GSTPI*C pela transigdo C—»T no nucleotideo 341, cédon 113: Val—»Ala (HARRIES et al.,
1997). O polimorfismo GSTPI*B aparece na populagdo com uma freqiiéncia alélica de 30 a

35 % (SORENSEN et al., 2003). Esse polimorfismo resulta em menor atividade enzimética e

esta associado a maiores niveis de adutos de PAHs no DNA de linfocitos humanos (MILLER
et al. 2003). Alguns autores relataram uma freqiiéncia aumentada de GS7PI*B em
pacientes homozigotos com cancer de pulmao, oro-faringe, carcinoma de laringe e outras
doengas relacionadas a fumaca de cigarro (VIEZZER et al., 1999; MILLER et al., 2003).

A classe p inclui, pelo menos, cinco genes que codificam para um numero igual de
enzimas (GSTM1, M2, M3, M4, M5). O gene que codifica para a isoforma GSTM1 é
polimérfico e tem quatro variantes alélicas incluindo GSTMI1*4, *B, *C, e *0. Os dois
primeiros nao apresentam diferencas com relagao ao tipo de substrato, o alelo *C é
extremamente raro e a variante *0, alelo nulo, acarreta a falta da atividade enzimatica
quando em homozigose (PAVANELLO & CLONFERO, 2000). Dessa maneira, a presenca de,
pelo menos, um alelo funcional é suficiente para que a enzima atue desempenhando seu
papel. A enzima GSTM1 se expressa em varios tecidos incluindo o figado, rins, bexiga,

estdmago, leucdcitos e em menor extensao nos pulmdes, sendo responsavel pela
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inativacdo de uma variedade de intermediarios reativos, tais como os derivados dos PAHs
(ABDEL-RAHMAN et al., 1998).

O gendtipo nulo acomete cerca de 50% da populagdo caucasoéide (TANINGHER et
al.,, 1999) e apresenta uma variagdo de 30 a 70% para diferentes grupos étnicos
(SEIDEGARD et al., 1990; BELL et al., 1992). Os resultados obtidos por Rossit (2001)
mostraram freqliéncias similares entre populacdes das regides Sudeste e Norte do Brasil
para os gendtipos homozigotos nulos dos genes GSTMI/T1. Tais freqiiéncias sdo
respectivamente de 47,3% e 18,5% em ambas as populagdes, nao diferindo dos valores
descritos para a populagdo caucasdide de diferentes paises, conforme citado
anteriormente. Varios estudos demonstraram associagdo do gendtipo GSTMI nulo ao risco
de cancer de bexiga (JEONG et al., 2003) e pulmado (PINARBASI et al., 2003; MOHR et al.,
2004), embora alguns estudos tenham mostrado resultados conflitantes (SCHNEIDER et al.,
2004).

Abordaremos alguns exemplos em que biomarcadores de exposicao e suscetibilidade
sao combinados, para melhor esclarecer o intricado processo do metabolismo de
xenobidticos e risco a populagbes expostas, podendo assim, proporcionar maior eficiéncia
no estabelecimento de estratégias preventivas.

O trabalho de Hirvonen et al. (1994) mostrou que individuos fumantes que herdaram
gendtipo GSTMI nulo apresentavam maior mutagenicidade na urina, comparados aos
individuos fumantes com gendtipo GSTMI positivo. Binkova et al. (1996) amostraram
mulheres de uma area altamente poluida na Polonia, com a finalidade de verificar
exposicdo ambiental a PAHs, encontrando atividade mutagénica urindria aumentada no
grupo que apresentou GSTMI nulo. Gabanni et al. (1996) mostraram que individuos
fumantes, trabalhadores de fornos de coqueria, que possuiam fendtipo acetilador lento, ou
seja que produzem proteinas que sao instaveis, pobremente expressas ou que tém
atividade catalitica parcialmente reduzida, associado ao gendtipo GSTMI nulo
apresentavam maior mutagenicidade da urina, comparados aos individuos que possuiam o
gendtipo normal.

Ja, em relagao a exposicao terapéutica, foi observado que a urina de pacientes nado
fumantes, com gendtipo GSTMI nulo e portadores de psoriase, tratados topicamente com
ungliento contendo 2% de alcatrao de carvao, era duas vezes mais mutagénica que a urina
de individuos portadores do genétipo normal (GABBANI et al., 1999).

Varios estudos tém avaliado a influéncia dos polimorfismos genéticos nos niveis de 1-

OHP urindrio nas populagdes alvo. O trabalho de Binkova et a/. (1996) que avaliou a

exposicdo ambiental em mulheres ndo fumantes também quantificou os metabdlitos
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urindrios de alguns PAHs, tais como pireno, benzo(a)pireno, criseno e encontraram um
valor médio duas vezes maior em individuos GSTM1 nulo, quando comparados com o grupo
GSTM! positivo. Entretanto, em outro trabalho na mesma populagdo feminina, os niveis
urinarios dos metabolitos dos PAHs correlacionaram-se melhor com os niveis de exposicao
ambiental em individuos NAT72 lento e GSTMI nulo (COSTA et al., 1998). Em oposi¢do as
expectativas, Hemminki et al. (1997) nao encontraram influéncia dos polimorfismos
CYP1A1*2A, *2B e GSTMI nos niveis de 1-OHP urinario em individuos que trabalham com
fundicdo. Merlo et al. (1998), avaliando policiais do trafego de cidade de grande porte, ndo
detectaram qualquer influéncia dos gendtipos CYPIAI, GSTM1 e GSTTI nos niveis de 1-
OHP, embora a excregao desse metabdlito tenha sido maior em alguns fumantes (< 15
cigarros/dia) com gendtipo heterozigoto CYPI1AI1-MspI (CYP1A1*1A/*2A), comparados aos
homozigotos normais (CYPIAI1*1A/*1A). Pavanello et al. (1999), avaliando individuos
expostos a PAHs, como trabalhadores de fornos de coqueria, de industrias de aluminio e

limpadores de chaminé, demostraram que, dentro de cada grupo, os valores médios de 1-

OHP foram maiores em individuos GSTMI nulo em relagdo ao grupo GSTMI positivo,

embora a diferenga ndo tenha sido estatisticamente significante. Ao contrario dos estudos
anteriores, Wu et al. (1998) demonstraram que trabalhadores de fornos de coqueria,
homozigotos para o gendtipo Mspl (CYP1A1*2A/*2A), apresentaram diferenca
estatisticamente significante para os niveis de 1-OHP urinario, em relagdo aos heterozigotos
e homozigotos normais. Alexandrie et a/. (2000) associaram os niveis de 1-OHP a varios
polimorfismos em um grupo exposto a PAHs que trabalhavam em refinaria de aluminio e
demonstraram maiores niveis desse metabdlito nos individuos com os gendtipos CYPIAZ
Ile/Val e GSTMI nulo.

De maneira geral, a populagdo como um todo estad constantemente exposta as
complexas misturas de compostos quimicos ambientais que podem causar danos a salde,
expressos a curto ou longo prazo, acentuando-se ainda mais em individuos
ocupacionalmente expostos, o que mostra a importancia do monitoramento dos mesmos.
Assim sendo, a correlagdo de biomarcadores de suscetibilidade e de exposigdo interna, é
bastante eficiente no estabelecimento de estratégias preventivas para tais grupos.
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Foram objetivos deste trabalho:

Investigar as freqliéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos GSTM1, GSTT1,
GSTP1, CYPIA1* 2A, *2B e *4 em uma populagao do Noroeste do Estado de Sao
Paulo, comparando-as quanto ao sexo, idade e cor da pele dos individuos

amostrados.

Avaliar a possivel atividade mutagénica, como marcador de exposigdo, das

amostras de urina de individuos que trabalham no corte da cana-de-agucar

queimada (periodo safra) e da entressafra, por meio do ensaio de
microssuspensao, utilizando as linhagens de Salmonella thyphimurium TA98,
YG1041 e YG1024.

Investigar a influéncia dos polimorfismos GSTM1, GSTT1, GSTPI, CYPIAl na
atividade mutagénica da urina de cortadores de cana-de-aglcar expostos e nado

expostos aos poluentes da queima de canaviais.

Quantificar e comparar a excrecdo do metabdlito 1-hidroxipireno em urina de
cortadores de cana expostos e ndao expostos a queima de canaviais, bem com a
influéncia dos polimorfismos GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYPIAI na excrecdao desse

metabdlito.
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EXPOSICAO AMBIENTAL AOS COMPONENTES
QUIMICOS DA FUMACA E RISCO DE CANCER:
ESTRATEGIAS DE PREVENCAO
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Exposi¢ao ambiental aos componentes
quimicos da fumagca e risco de céncer:
estrategias de prevengao

Rosa Maria do Vale Bosso’, Flavia Cristina. C. Rodrigues’,
Nivea D.T.Conforti-Froes’

Resumo: A fumaga é definida como o transporte de
gases e particulas solidas e ligiiidas pelo ar, quando
um material sofre pirdlise ou combustao. Os produ-
tos quimicos derivados desse processo representam
uma ameaga para 0 ambiente, em decorréncia de
suas propriedades mutagénica e carcinogénica,
implicando no aumento do risco para o desenvolvi-
mento de inimeras neoplasias. Esse trabalho aborda
a interagdo entre 0 ambiente e a heranga genética no
aparecimento do céncer, bem como quais as ferra-
mentas disponiveis para a detecgéo do risco impos-
to por esses compostos, facilitando a aplicagdo de
estratégias de prevengao da doenga.

Palavras chave: fumaga e carcindgenos ambientais,
epidemiologia do cincer, polimorfismos genéticos
associados a céncer, estratégias de prevengdo do
céincer, biomarcadores moleculares.

Summary: Smoke is defined as air borne liquid,
solid particles, and gases resulting from combustion
processes. The chemicals emitted during this process
constitute an environmental hazard due to their
mutagenic and carninogenic properties, which
imposes an increase in cancer risk. This paper
approaches the interaction between environmental
toxic pollutants and genetic inheritance in both car-
cinogenesis and cancer onsel, as well as the current
available tools for risk detection, thus enabling the
application of cancer-prevention public strategies.
Keywords: smoke and envirommental carcinogens,
cancer epidemiology, cancer-associated genetic
polymorphism, cancer prevention strategies, mole-
cular biomarkers.

Introdugio

O que ¢é fumaga? A fumaga ¢é defi-
nida como o transporte de gases €
particulas solidas e liquidas pelo ar,
quando um material sofre pirdlise
ou combustdo. Toda fumaga origina-
da da combustdo de material orgéni-
co é toxica e em concentragdes sufi-
cientemente altas apresenta condi-
¢oes de perigo para as populagdes
expostas. A combustdo é um proces-
50 quimico de oxidagdo que ocorre
em uma taxa suficientemente rapida
para produzir elevagdo da tempera-
tura originando calor ou chama'. O
processo de combustdo envolve trés
estdgios: ignigdo, flamejamento e
combustdo lenta. A igni¢do € o pro-
cesso inicial em que se observam
pequenas chamas. No segundo esta-
gio, a combustdo € mais eficiente e
ha emissdo de didxido de carbono
(CO2), nitrogénio (Nz), dgua (H:0),
oxido nitrico (NOx) e dioxido de
enxofre (SOz). No terceiro estagio,
ocorre um processo de baixa tempe-
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ratura e auséncia de chama, com a
emissdo de grandes quantidades de
compostos parcialmente oxidados,
tais como, mondxido de carbono
(CO), metano (CHx) e outros hidro-
carbonetos particulados. Entre os
dois ultimos estdgios ocorre a for-
magdo de etino (C:H:) e cianogénio
(NCCN). O etino sofre polimeriza-
¢ao, via radicais livres, até a forma-
¢do dos nucleos aromaticos, dando
origem aos hidrocarbonetos aroma-
ticos policiclicos (HAPs). Alguns
HAPs contendo menor nimero de
anéis aromaticos, como naftaleno,
fenantreno e antraceno, reagem for-
mando outros HAPs de maior peso®.
Tais compostos representam uma
classe importante de poluentes
ambientais, reconhecidos por sua
agao mutagénica e/ou carcinogénica,
pois as lesoes resultantes das liga-
¢oes desses compostos com 0 DNA,
quando néo reparadas, poderdo ini-
ciar 0 processo carcinogénico’.

A maior fonte de tais compostos
provém da emissdo de materiais par-
ticulados, em conseqiiéncia da quei-
ma de plantagdes agricolas, da
fumaga do cigarro, da combustdo do
carvao, dos motores de veiculos e da
produg@o de coque. Sdo, portanto,
encontrados no ambiente ocupacio-
nal e residencial e, em conseqiiéncia
da dispersdo das cinzas, atinge o
homem via inalagdo, através da pele
e pela agua de rios contaminados’.

A fumaga do cigarro é uma mistura
complexa que compreende mais de
4000 substdncias das quais, pelo
menos, 40 sdo carcinogénicas.
Dentre essas, os HAPs e as nitrosa-
minas s30 0s principais componen-
tes que podem formar adutos com o
material genético. A mutagenicida-
de do ar interno de areas publicas,
provavelmente atribuida a fumaga
de cigarro, ¢ muito maior que a do
ar livre. Além disso, calcula-se que
um individuo que respira o ar de
uma area poluida durante um ano,

semelhante & cidade de Los Angeles
ou Sao Paulo, inala a mesma quan-
tidade de material queimado que um
fumante pesado, cujo consumo € de
dois magos de cigarro diarios.
Ademais, estd claro que a influéncia
do habito de fumar e outras exposi-
¢oes internas complicam a avaliagdo
epidemioldgica do impacto da
polui¢do atmosférica na etiologia de
doengas. Na verdade, apds alguns
estudos atribuiu-se a responsabili-
dade de 5 a 10% da poluigdo
ambiental nos casos de cénceres do
trato respiratorio’.

Inimeros fatores ambientais e de
estilo de vida que afetam os pais
estdo associados com o aumento do
risco de cancer na infincia. Mdes
que fumam durante a gravidez apre-
sentam descendéncia com risco
aumentado de desenvolver leucemia
e outros tipos de canceres infantis
combinados. O uso materno de
maconha estd relacionado com
aumento significativo de leucemia
infantil. Efeitos patofisiolégicos da
fumaca da maconha e seus consti-
tuintes canabindides foram relata-
dos em estudos experimentais in
vivo e in vitro. A fumaga da maco-
nha ¢ mutagénica no teste de Ames
e em cultura de tecidos. Em ani-
mais, o principio ativo da maconha,
delta 9-tetrahidrocanabinol (THC),
produz sintomas de toxicidade neu-
rocomportamental, rompe todas as
fases da fungdo reprodutiva e gona-
dal e € teratogénico. A fumaca da
maconha pode ocasionar sintomas
de obstrugdo das vias aéreas, tanto
quanto metaplasia escamosa. As
manifestagdes clinicas da patofisio-
logia devido a fumaga da maconha
estdo sendo analisadas, como a
falha a longo termo de memoéria em
adolescentes, imperfeigdo prolonga-
da de performance psicomotora, o
aumento de seis vezes na incidéncia
de esquizofrenia, cdncer de boca, de
garganta, lingua e pulmdo em indi-

viduos jovens (19-30 anos), terato-
genicidade e leucemia ndo linfoblas-
tica em criangas de mdes quimica-
mente dependentes de maconha®,

Dessa maneira, muitos compostos
quimicos mutagénicos e/ou carcino-
génicos estdo presentes na atmosfe-
ra, trazendo a tona ndo apenas um
problema ambiental de significativa
importancia, como também sérias
conseqli€ncias a saude da popula-

' ¢d0, como um todo.

Estratégias de prevengio

O céncer ¢ um sério problema de
saude publica. Atualmente, é res-
ponsavel por cerca de 10 milhdes de
novos casos anuais, com 6 milhdes
de mortes a cada ano no mundo.
Desse total, 50% dos casos concen-
tram-se em paises em desenvolvi-
mento que disponibilizam apenas
5% de seus recursos para o controle
da doenga. Caso ndo haja uma estra-
tégia efetiva de prevengdo, detec¢do
e cuidados, no ano de 2020 serdo 20
milhdes de novos pacientes/ano com
a doenga, estimando-se uma morta-
lidade anual de 12 milhdes’.

Com a descoberta das bactérias no
século XIX e, posteriormente dos
virus e outros patdgenos, foi possi-
vel controlar a maioria das doengas
infecciosas nos paises desenvolvi-
dos, com uma extensdo consideravel
nos paises em desenvolvimento no
século XX, reduzindo abruptamente
as taxas de mortalidade e morbida-
de. Isto decorreu principalmente do
desenvolvimento de novos habitos
de higiene, politica sanitaria e do
advento de vacinas e antibi6ticos.
Como conseqiiéncia, houve um
aumento na expectativa de vida que
conduziu ao predominio de mortes
na populagdo por outras categorias
de patologias, dentre as quais, as
doengas degenerativas cronicas. Ou
seja, qualquer doenga exceto aque-
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las de natureza infecciosa ou aci-
denta. Dentre as doengas degenera-
tivas, as cardiovasculares e os tumo-
res sao responsaveis por mais de
70% das mortes nos paises desen-
volvidos. Além das doengas degene-
rativas cronicas apresentarem emi-
nente impacto em relagdo as taxas
de morbidade, também se destacam
pela reincidéncia e invalidez’.

Os canceres demonstram o envolvi-
mento de uma grande variedade de
genes que interage com os fatores
ambientais. O controle xenogenéti-
co, isso €, o controle genético da
resposta individual a xenobidticos e
a identificagdo de polimorfismos
genéticos que afetam negativamente
tal resposta contribuem para a deter-
minagdo dos fatores de risco asso-
ciados aos cénceres, cuja etiologia é
multifatorial. O estudo e controle
sdo de dificil acesso, devido a uma
gama de fatores envolvidos, tais
como diversidade, interligagdo com
fatores de multiplos riscos e de pro-
tegdo, a longa laténcia e a patogéne-
se em multiplos passos, juntamente
com a localizagdo multifocal.

Marcadores biologicos de exposi-
¢ao - Os marcadores biologicos sdo
indicadores do risco genotdxico e
podem ser usados para se detectar
precocemente populagdes de risco,
bem como os agentes danosos pre-
sentes no ambiente. Sdo subdividi-
dos em indicadores de exposigdo, de
efeito e de suscetibilidade. De acor-
do com essa classificagao, ¢ possi-
vel identificar um indicador biologi-
co em cada passo do caminho de
uma substincia genotoxica dentro
do organismo, desde sua absorgdo,
ataque nucleofilico e conseqiiente
lesdo as moléculas informacionais,
fixagdo do dano e excregdo. No
monitoramento biologico deve ser
feita a distingdo entre indicadores de
exposigao ¢ de efeito. O primeiro
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inclui a concentragdo da substancia
ou de seus metabolitos em fluidos
biolégicos, a mutagenicidade da
substdncia excretada e o ataque
metabélico ao DNA. Tais indicado-
res tém o propdsito de focalizar a
absor¢ao do composto em questao
e, se possivel, avaliar sua dose inter-
na e biologicamente efetiva (i.e., ati-
vidade genotdxica dose-dependen-
te). Ja4 os indicadores de efeito
incluem a detecgdo de sinais pré-cli-
nicos ou clinicos da doenga, como o
aumento na freqiiéncia de aberra-
¢Oes cromossOmicas, mutagdo em
oncogenes ¢ genes supressores de
tumor, que fornecem o grau das
alteragdes de alvos genéticos impor-
tantes, em cromossomos, seqién-
cias génicas e outros.

Marcadores de suscetibilidade -
Os indicadores de suscetibilidade
incluem as diferengas individuais
no metabolismo de xenotdxicos, no
reparo de DNA e a presenca de poli-
morfismos em oncogenes € oncos-
supressores. Esses sdo, atualmente,
de grande interesse no campo da
medicina ambiental, principalmente
devido ao seu papel na modulagao
da resposta individual a exposigdo a
carcinégenos’. A partir do extensivo
trabalho de Miller & Miller", ficou
claro que a maioria dos compostos
quimicos ndo € ativa por si s,
necessitando de ativagdo metabodlica
para tornar-se eletrofilica e intera-
gir com as macromoléculas celula-
res. Desse processo, decorre a
necrose tecidual, carcinogenicidade
e outros efeitos toxicos. Assim
sendo, a variagdo no fenotipo meta-
bélico, que envolve as enzimas de

ativagdo ¢ detoxicicagdo, desempe- -

nha um papel importante no desen-
volvimento do cdncer ambiental.
Essa variagdo esta relacionada ao
polimorfismo genético, sendo que
grande parte desses polimorfismos
apresenta relevancia clinica e

envolve as enzimas metabolizado-
ras de carcinbgenos'.

Variagoes polimorficas e sus-
cetibilidade ao cancer

As enzimas metabolizadoras de car-
cinogenos sdo classificadas em duas
amplas categorias: as de fase I e as
de fase II. As enzimas da fase I
envolvem quase que exclusivamente
os produtos génicos do citocromo P-
450 (CYP-450), que catalisam a
insercdo de um atomo de oxigénio
em substratos relativamente inertes,
tornando-os altamente reativos. Por
outro lado, as enzimas de fase II,
que incluem principalmente as glu-
tationa S-transferases (GSTs), rea-
gem com os eletrofilicos finais, que
se tornaram reativos na fase I, cata-
lisando a conjugagdo desses com
substratos enddgenos, como glicu-
ronideos, glutationas e sulfatos.
Portanto, sdo produzidos interme-
diarios hidrofilicos, facilmente
excretaveis da célula, sendo que tais
intermedidrios também possam ser
originados por um processo nao
enzimético'?. Além disso, ndo se
pode deixar de mencionar as N-ace-
tiltransferases (NATSs) que sdo enzi-
mas participantes tanto da ativagdo
quanto da detoxicicagdo dos com-
postos quimicos.

O citocromo P450 1A2 (CYP1A2)
foi identificado como um fator
importante na ativagdo metabolica
de muitos carcindgenos, incluindo a
N-oxidagio do grupo amino hetero-
ciclico tais como aflatoxina, aminas
aromaticas heterociclicas e alguns
compostos nitro-aromaticos. Sua ati-
vidade pode ser induzida pela expo-
sigdo a fumaca do cigarro e carne
cozida em altas temperaturas, pela
exposigio aos HAPs (hidrocarbone-
tos aromaticos policiclicos) ou ami-
nas aromaticas. A enzima CYP1A2
foi primeiro detectada no figado e,
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mas recentemente, fol também
encontrada no cérebro e em células
endoteliais do corddo umbilical.
Alguns autores tém distinguido indi-
viduos CYPIA2 rapido (cerca de
40%) de outros com atividade inter-
medidria ou menor (os 60% restan-
tes). Em razio da grande relevancia
do produto do gene CYPIA2 na ati-
vagio de muitos carcinégenos
ambientais, existem hipoteses de que
embora sua expressdo principal
ocorra no figado, possa ser um fator
de risco para o desenvolvimento de
canceres em outros tecidos alvos
para ativagdo de carcindégenos, como
o pulmio, bexiga e colon’.

O gene que codifica a isoenzima
humana CYP1Al localiza-se no
cromossomo 15 e contém 7 éxons.
O produto génico do CYPIAI ¢ a
aril hidrocarboneto hidroxilase
(AHH) que catalisa o primeiro
passo do metabolismo dos HAPs em
compostos eletrofilicos. O gene €
induzido pela exposigdo a substan-
cias como dioxinas, benzo(a)pireno
(BaP) e outros HAPs. Outro gene
relacionado com exposi¢do a fuma-
¢a € 0 CYPIBI, onde o polimorfis-
mo do cédon 432 pode ser um fator
de suscetibilidade ao cédncer de
cabega e pescogo (HNSCC). O
impacto das variantes polimorficas
do gene CYPIBI no risco de
HNSCC ¢ refletido pela sua forte
associagao com a freqiiéncia de
mutagdes somaticas no gene p53.
Variantes polimoérficas do CYPIBI
relatam significativa suscetibilidade
individual de fumantes a esse tipo
particular de neoplasia®,

As glutationa S-transferases (GSTs)
podem ser encontradas na maioria
dos organismos vivos, incluindo as
bactérias, fungos e plantas. No
entanto, uma grande quantidade des-
sas enzimas se expressa nos organis-
mos superiores, como em huma-
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nos'’. Dentre as GSTs encontram-
se, pelo menos, sete classes, das
quais duas estdo ligadas & membra-
na, cinco delas sdo citosolicas e
incluem as alfa (a), mi (m), pi (p),
theta (q) e kappa (k). Apesar disso,
as mais estudadas sdo as q (GSTT1),
p(GSTP1) e m (GSTMI1)"*".

A delegdo homozigota do gene
GSTTI, isto é, o gendtipo nulo
(GSTTI 0/0) apresenta uma fre-
qiiéncia que varia de 9,7 a 38% na
populacao geral, dependendo da
origem étnica. Foi observado que a
auséncia dessa atividade enzimatica
reduz a idade de inicio do cancer de
célon (<40 anos) e aumenta o risco
para cancer de cabega e pescogo,
bexiga e pulmao's.

Os polimorfismos do gene GSTPI
constituem duas variantes alélicas, a
GSTPI1*B e GSTPI*C, sendo a
GSTPI*4 o tipo selvagem. A
GSTPI*B difere da GSTPI*A pela
transicdo A>G no nucleotidio 313,
codon 104: Ile>Val e a GSTPI*C
pela transigio C>T no nucleotideo
341, codon 113: Val>Ala. Alguns
autores mostraram uma freqiiéncia
aumentada de GSTP1*B em dife-
rentes pacientes, homozigotos, com
céncer de pulmao, oro-faringe, car-
cinoma de laringe e algumas outras
doengas relacionadas a fumaga de
cigarro".

A classe m inclui, pelo menos, 5
genes que codificam um nimero
igual de enzimas (GSTMI1, M2,
M3, M4, MS5). O gene que codifica
para a isoforma GSTM1 € polimér-
fico e tem 4 variantes alélicas
(GSTM1I*4, *B, *C, e *0). Os dois
primeiros ndo apresentam diferen-
¢as com relagdo ao tipo de substra-
to; o alelo *C é extremamente raro
e a variante *0, alelo nulo, acarreta
a falta da atividade enzimatica
quando em homozigose®. Dessa
maneira, a presenga de pelo menos,

um alelo funcional € suficiente para
que a enzima atue desempenhando
seu papel. A enzima GSTMI ¢é
expressa em varios tecidos, incluin-

do o figado, rins, bexiga, estomago, .

leucdcitos e, em menor extensao,
nos pulmdes, onde destoxicica uma
variedade de intermediarios reati-
vos, tais como os derivados dos
HAPs*. O genétipo nulo acomete
cerca de 50% da populagdo cauca-
soide" e apresenta uma variagdo de
30 a 70% para diferentes grupos
étnicos". Resultados obtidos recen-
temente” mostraram freqiiéncias
similares entre populagdes das
regides Sudeste e Norte do Brasil
para os gen6tipos homozigotos
nulos dos genes GSTMI/TI. Tais
freqiiéncias sdo respectivamente de
47,3% e 18,5% em ambas as popu-
lagdes, ndo diferindo dos valores

descritos para a populagdo cauca- |

soide de diferentes paises, como
citado anteriormente.

Os tumores das células sangiiineas
também estdo relacionados com fato-
res ambientais. Como exemplo, tém-
se as Sindromes Mielodisplasicas
(MDS), que sdo doengas clonais de
células da medula Ossea, caracteriza-
das por hematopoiese levando a
citopenia e freqiientemente progri-
dem para leucemia mieloide aguda
(LMA). As GSTs destoxificam
varios agentes, incluindo aqueles
implicados nas MDS. Individuos
com genétipo nulo GSTMI(0/0)
podem ter suscetibilidade aumenta-
da para MDS. Genotipos nulos
podem estar associados com possi-
veis fatores prognosticos®. Além
disso, sdao conhecidos outros poli-
morfismos relacionados com leuce-
mias, como a repeti¢do de dinucleo-
tideo localizado no gene 4BL ¢ a
repeti¢do de trinucleotideo localiza-
do no gene BCR".
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Matsuzoe et al.* detectaram muta-
coes no gene K-RAS de individuos
fumantes com adenocarcinoma de
pulméo, mostrando diferenga signi-
ficante entre pacientes com genoti-
po GSTMI nulo e aqueles com o
alelo normal. Isto sugere que a
causa da mutagdo pode dever-se ao
acimulo do epdxido diol de
benzo(a)pireno, metabolito oriundo
dos compostos da fumaga do cigar-
ro, ndo destoxicicado por individuos
com o alelo GSTMI nulo. Também
foi observado que individuos com
hébito tabagista e mutantes para os
alelos CYPIAI*2 e CYPIAI*2B
apresentaram uma maior freqiiéncia
de mutagdes em dois genes alvo do
cancer de pulmido, o P53 ¢ o KI-
RAS. Tais efeitos foram ainda mais
pronunciados quando esses indivi-
duos eram GSTMI nulo e mutantes
homozigoto para o CYPIAI, indi-
cando, respectivamente, menor ina-
tivagio e maior bioativagdo dos
compostos do cigarro nesses indivi-
duos. A interagdo sinergistica pode
ser explicada pela diminuigdo da
detoxicicagdo dos intermediarios
reativos, que sdo formados pela
enzima CYPI1A1 alterada, em indi-
viduos com atividade deficiente de
GSTM1™.

As enzimas N-acetiltransferases
(NATs) transferem um grupo acetila
para o atomo de nitrogénio de ami-
nas aromaticas e hidrazina ou para o
atomo de oxigénio de arilaminas
hidroxiladas. Dessa forma elas cata-
lisam tanto reagdes de detoxicica-
¢do, tais como a N-acetilagdo, quan-
to reagdes de ativagdo, produzindo
metabolitos reativos com o DNA,
como a O-acetilagdo da N-hidroxia-
rilamina’. Os genes NATI1 e NAT2
expressam-se polimorficamente; e a
variagdo no loco NAT2 ¢ responsa-
vel pelo polimorfismo cldssico da
acetilagdo que identifica os indivi-
duos como acetiladores réapidos,

intermediarios e lentos, sendo
assim, o metabolismo melhor estu-
dado. Existe consideravel variagdo
étnica na atividade da enzima
NAT2, de modo que o fendtipo
lento varia de 90% na Affica do
Norte a 10-30% nos orientais japo-
neses e coreanos"; e 40 a 70% para
as populagdes européias e america-
nas’. A atividade da NAT?2 é expres-
sa nos tecidos do figado e intestino.
Seu polimorfismo ocorre devido a
mutagdes de ponto na regido codifi-
cadora. Os acetiladores lentos que
possuem alelos mutantes NAT2 pro-
duzem proteinas que sdo instaveis,
pobremente expressadas ou que tém
atividade catalitica parcialmente
reduzida. Ja a proteina NATI ¢
encontrada em muitos tecidos.
incluindo figado e bexiga®.

Tanto o figado quanto o epitélio da
bexiga desempenham um papel
importante no metabolismo das
aminas aromaticas e heterociclicas,
que sdo compostos quimicos carci-
nogénicos originados no processo
da combustdo de matéria orgénica
e, portanto encontrados na fumaga
do cigarro, carne de churrasco € no
ambiente de trabalho. Essas subs-
tdncias podem ser nitro -acetiladas
no figado, pela NAT2, originando
compostos ndo reativos. No entan-
to, também nesse 6rgao, podem ser
nitro-hidroxiladas pelas CYP1A2 e
transportadas para o epitélio da
bexiga, onde sofrerdao 6xido-aceti-
lagdio pelas NATI, originando
intermedidrios altamente reativos.
Assim, se um individuo é acetila-
dor NAT2 rapido, as aminas aroma-
ticas podem ser rapidamente deto-
xicicadas no figado e uma pequena
quantidade de arilamina hidroxila-
da atingiria o epitélio da bexiga.
Conseqiientemente, o genotipo
NAT1 teria pouco efeito no risco
do cancer de bexiga. Ao contrério,
se um individuo € acetilador NAT2

lento, a detoxicicagdo hepatica
pode ser incompleta e o excesso de
arilamina hidroxilada afetara entdo
o epitélio da bexiga. Desse modo, o
gen6tipo NAT1 pode ser considera-
do um importante determinante de
risco céncer de bexiga®. A presen-
¢a de duas copias de qualquer dos
varios alelos mutantes do gene
NAT2 produz um fenétipo acetila-
dor lento e tal fendtipo tem sido
associado com alto risco desse tipo
de céncer.

Landi et al.® verificaram que varios
tecidos de individuos fumantes,
incluindo o epitélio da bexiga, apre-
sentam niveis mais altos de adutos
de DNA por arilaminas do que 0s
tecidos de ndo fumantes. Além
disso, varios estudos mostraram -
uma associagdo entre os polimorfis-
mos de N-acetilagdo, habito tabagis-
ta e cincer de bexiga®.

Correlagdo entre exposigdo
e suscetibilidade

A correlagdo de biomarcadores de
suscetibilidade e de exposi¢do €
bastante eficiente no estabelecimen-
to de estratégias preventivas. Até o
momento, apenas alguns estudos ava-
liaram a influéncia dos polimorfis-
mos metabdlicos na atividade muta-
génica de metabolitos presentes na
urina, em individuos expostos ocupa-
cional ou ambientalmente aos geno-
toxicos. O trabalho de Hirvonen®
mostrou que fumantes que herdaram
gendtipo GSTMI nulo, apresentavam
urina mais mutagénica que indivi-
duos fumantes com gendtipo GSTMI
positivo. Binkova et al.”’ coletaram
amostras de mulheres habitantes. de
uma area altamente poluida na
Poldnia, com a finalidade de verificar
a exposigdo ambiental aos HAPs.
Encontraram atividade mutagénica
urindria aumentada no grupo porta-
dor do gendtipo GSTMI nulo.
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Gabanni et al.* mostraram que indivi-
duos fumantes e que trabalham for-
nos de coqueria, com fenotipo aceti-
lador lento e genétipo GSTM1 nulo,
apresentavam maior presenga de
mutdgenos na urina do que indivi-
duos portadores do genotipo normal.

Um outro biomarcador de exposigao
utilizado na prevengdo do cancer é a
verificagao da presenga de adutos de
DNA, definidos como o produto da
reagdo covalente de moléculas ele-
trofilicas com o DNA. Tal biomarca-
dor avalia a dose biologicamente
efetiva de risco aumentado para
desenvolyimento de doenga relacio-
nada & mutagdo. A detecgdo de adu-
tos de DNA nio fornece apenas evi-
déncia direta de que os individuos
estejam expostos a compostos qui-
micos especificos, mas também de
que lesdes potencialmente pré-car-
cinogénicas tenham sido formadas.
Os individuos com niveis de adutos
de DNA mensuraveis sdo considera-
dos de risco potencialmente maior
para o desenvolvimento do céncer,
como resultado do processo de
exposigao®.

Varios estudos mostraram a influén-
cia do gendtipo GSTMI nos niveis
de adutos de DNA, tanto isoladamen-
te, quanto em combinagdo com
outros genotipos. Hou et al.” relata-
ram adutos de DNA aumentados em
relagdo aos controles, em individuos
ndo fumantes que trabalham com
manutengdo de 6nibus. Os niveis de
adutos foram maiores em acetilado-
res lentos com gendtipo GSTMI
nulo. Do mesmo modo, foram encon-
trados em trabalhadores de coqueria,
adutos de DNA especificos de HAPs,
em niveis superiores ao limite, em
individuos GSTM1 nulo. A influéncia
do genotipo GSTMInulo também foi
demonstrada no estudo ambiental de
Sram, et al ®.

Ha que se ressaltar que devido a
existéncia de muitos genodtipos e
enzimas polimorficas, com a varia-
¢do na expressdo génica acrescida
da complexidade estrutural dos
compostos quimicos, a avaliagdo de
uma unica enzima ndo € suficiente.
Assim, os individuos expostos a car-
cindgenos devem ser estudados pela
combinagao de seus gendtipos de
suscetibilidade ao céncer, bem
como pela associagdo de mais de
um biomarcador, na prevengdo de
doengas’.

Os microsatélites sdo outros bio-
marcadores Uteis para 0 mapeamen-
to genético e andlise de quantidades
pequenas de amostras de tumores
com perda de heterozigosidade
(LOH). S@o alteragdes genéticas
bastante observadas nos canceres e
constituem repetigdes curtas organi-
zadas em fandem direto, altamente
polimorficas e distribuidas por todo
o genoma. A instabilidade em micro-
satélites, representando mudangas no
nimero de repetigdes curtas de DNA
em tandem, foi inicialmente relatada
em canceres cdlon-retal esporadico e
em colon hereditirio ndo poliposo,
refletindo mutagbes em genes de
reparo de DNA, como os hMSH2,
hMLHI, PMS] e PMS2. Recente-
mente, varios estudos tém mostrado
alteragOes de microsatétlites em can-
cer de pulmdo; no entanto, falta
esclarecer a verdadeira freqiiéncia de
tais alteragoes”.

Outro estudo em céancer de es6fago
revela que a freqiiente perda de hete-
rozigosidade (LOH) em 13ql2-13
estd associada com a metastase de
linfonodo, sugerindo que nessa
regido pode haver um gene supressor
de tumor que regula o aparecimento
de tal metastase. Recentemente, um
novo candidato a supressor de
tumor, A4S3, foi identificado nessa
regido. Harada et al.? examinaram
alteragdes no gene AS3, sugerindo

que variagdes polimérficas e LOH
nesse locus podem estar associadas
com envolvimento do linfonodo em
cancer de esofago.

Conclusao

O conhecimento da prevaléncia e
distribui¢do dos fatores comuns de
suscetibilidade genética aliado a
capacidade de identificar individuos
ou subgrupos altamente suscetiveis
terdo implicagdes substanciais na
prevencdo. Uma vez identificados
esses individuos, os mesmos podem
ser persuadidos a evitar conhecidos
fatores de risco, como o uso do taba-
co. Politicas publicas de redugdo na
emissdo de gases resultantes de
combustdo automotiva (exigéncia
legal de filtros cataliticos em veicu-
los a diesel, gasolina e alcool); obri-
gatoriedade de filtros eletromagné-
ticos em chaminés industriais; equi-
pamentos de protegdo para o traba-
lhador sujeito a exposi¢ao ocupacio-
nal podem significar uma importan-
te redugdo na incidéncia do céncer
na populagdo e nos gastos com
saude publica. Do mesmo modo,
devem ser implementados os pro-
gramas voltados ao abandono do
habito tabagista, as estratégias de
triagens e quimioprevengdo, além
da adequagdo de programas de
screening apropriados para aplica-
¢do na populagdo geral.
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Andlise dos polimorfismos

Analise dos polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1, GSTP1 e CYP1A1 em
uma populagao brasileira.

Resumo: Polimorfismos dos genes do citocromo P-450 (CYP) e glutatido S-transferase
(GST) tém sido relacionados a suscetibilidade ao cancer e apresentam alta diversidade
nas freqliéncias alélicas entre os grupos étnicos. Avaliamos as freqiiéncias dos
polimorfismos GSTM1, GSTT1, GSTP1 and CYP1A1 em 99 individuos saudaveis do
noroeste do estado de S3o Paulo. Os polimorfismos GS7TMI1, GSTT1 foram analisados
por PCR-Multiplex. Os polimorfismos GS7TPI1, CYPIA1*2A and *3 foram investigados
pelo procedimento PCR-FRLP e os polimorfismos CYPIA1*2B e *4 por PCR-SSCP.
Dentre os individuos analisados, 34,3 e 20,2 % apresentaram gendtipos GSTMI e
GSTT1 nulos, respectivamente. As fregiiéncias do polimorfismo do gene GS7PI foram
32,3 % para homozigotos selvagem, 58,6 % para os heterozigotos e 9,1 % para os
homozigotos mutantes. Essas freqliéncias ndo estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg (P = 0,02). A freqiiéncia alélica para o polimorfismo CYP1A1*2A foi de 23%,
com valores variando entre 17 % (negros) e 27 % (mulatos). A freqiiéncia alélica do
polimorfismo CYP1A1*2B foi de 14%, variando de 8 % (negros) a 17 % (brancos) entre
os grupos. Em relagdo ao polimorfismo CYP1A1*4, apenas seis individuos apresentaram
a variante alélica no estado heterozigoto (6 %). Nossos resultados indicam que a
origem étnica necessita ser levada em consideragdao em estudos de interagdo gene-
ambiente envolvendo os polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1, GSTPI and CYPIAL

Palavras chaves: CYPIA1*2A, GSTM1, GSTT1, GSTPI1, enzimas metabolizadoras de

xenobidticos, populagao brasileira.

Artigo a ser submetido a publicagdo no Brazilian Journal of Medical and

Biological Research.
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Analysis of GSTM1, GSTT1 and GSTP1 and CYP1A1 polymorphisms focusing a
Brazilian population.
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Abstract

Polymorphisms at the cytochrome P-450 (CYP) and glutathione S-transferase
(GST) genes has been related to cancer susceptibility and present high diversity in
allele frequencies among ethnic groups. We evaluated the frequencies of GSTMI,
GSTT1, GSTPI and CYPI1AI polymorphisms in 99 healthy individuals residents in the
northwest of S3o Paulo State. GSTMI and GST771 polymorphisms was analyzed by
PCR-Multiplex procedure, GSTPI, CYP1A1*2A and *3 polymorphisms by PCR-RFLP and
CYP1A1*2B and *4 polymorphisms by PCR-SSCP. 34.3 % and 20.2 % of the individuals
presented null GSTMI and GSTT71 genotypes, respectivelly. The GS7P1 polymorphisms
frequencies were 32.3 for wild-type homozygous, 58.6 % for heterozygous and 9.1 %
for mutant homozygous. This frequencies were not in Hardy-Weinberg equilibrium
(P=0.02). The allelic frequency for the CYPI1A1*2A polymorphism was 23 % with
values varying between 17 % (black) and 27 % (mulattos). For the CYPIAI*2B
polymorphism, the allelic frequency was 14 % and the values varied between 8 %
(black) and 17 % (white) among the groups. Regarding to the CYPIAI*4
polymorphism only six individuals had the variant in heterozygous state (6 %). Our

results indicate that ethnic origin needs to be accounted in studies of gene-
environment interaction involving the GSTMI, GSTT71, GSTPI and CYPIAI

polymorphisms.

Keywords: CYP1A1*2A, GSTM1, GSTT1, GSTP1, xenobiotic metabolizing enzymes;
Brazilian population.
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1. Introduction

Cancer is a multifactorial disease whose mortality has been increased in the last
two decades. Concerning this issue, one plausible explanation is related to the huge
amount of hazardous compounds that human are exposed, intentionally or not.
According to that, much effort is increasingly focused on the study of the role of
genetic factors and their interactions with environmental ones in the occurrence of this

disease, once a growing number of experimental and epidemiological evidences

suggest that cancer risk results from the combined effect of genes and environment

(Perera and Weinstein, 2000; Norpa, 2003). This concept (gene-environment
interaction) is becoming a central theme in epidemiological studies aiming to target
appropriate interventions and achieve public health real goal. The prevention of
environmental induced diseases relies on identifying risk factors consequently
improving welfare and quality of life.

In Brazil, cancer is the second cause of death. In accordance to the National
Institute of Cancer (INCA, Brazilian Ministry of Health) more than 400,000 new cases
and 126,960 cancer deaths in Brazil are estimated; the State of Sao Paulo shows the
highest rates, representing 147,410 new cases and 38,040 deaths (INCA, 2004). As
these numbers depict, there is a regional variation in cancer incidence and mortality in
Brazil, signaling that the most developed areas show the highest rates (INCA, 2004).
Once again, these findings suggest that environmental and/or life style factors seem to
play a role in the cancer incidence in Brazil. Consequently, the better understanding of
gene-environment interactions is fully appreciated, in order to effectively target
intervention strategies.

We all carry variants that increase our susceptibility to some diseases.
Polymorphisms in genes that affect the response of an individual to the environment
are candidate risk factors in multifactorial disorders. Several human xenobiotic-
metabolizing enzymes are genetically polymorphic (Taningher et a/., 1999) and may
lead to increased enzyme activity, absence of an active protein, or the production of a
mutant protein with reduced activity (Labud et a/., 1999). Furthermore, many of these
polymorphisms are responsible for interindividual differences in the capacity to activate
and/or inactivate potential harmful compounds, which may be related to cancer onset
(Autrup, 2000).

Glutathione S-transferases (GSTs) is a family of enzymes that detoxify reactive

electrophiles, such as epoxides that can act as mutagens (Pinarbasi et a/,, 2003). At
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least seven distinct classes are highly expressed in the mammalian liver, however only
three of them are frequently studied with regard to cancer susceptibility, including
GSTMI1, GSTT1 and GSTPI (Taningher et al., 1999). The GSTMI locus was mapped on
chromosome 1p13.3 and about 50 % Caucasian individuals presented homozygous
gene deletion, which ranges between 30 % and 70 % in different ethnic groups
(Seidegard et al., 1990; Bell et al., 1992). The GSTT1 gene is located on chromosome
22 and homozygous gene deletion has been observed in 10-60 % among different
ethnic groups (Nelson et a/, 1995). Various studies have shown association between
GSTMI1 and GSTT1 null genotypes with several types of cancers such as bladder, oral,
lung, head and neck carcinomas (Conforti-Froes et al, 1997; Evan et al, 2001,
Sreelekha et al., 2001; Jeong et al., 2003; Pinarbasi, et al., 2003; Mohr et al/,, 2004,
Sorensen et al., 2004). The GSTPI gene is located on chromosome 11q13 (Rossini et
al., 2002). Its encoded GSTP1 enzyme has the highest expression in the lung and
highly detoxifies the activated form of benzo(a)pyrene (7,8-diol 9,10-epoxide; BPDE), a
major of cigarette smoke carcinogen (Miller et a/., 2003). Polymorphisms of the GSTP1
gene were first reported by Board et a/. (1989). The GS7P1*A allele is the wild-type.
GSTPI*B allele consists in an A—G transition at nucleotide 313 in exon 5, which lead
to an amino acid substitution Ile105Val (Harries et al, 1997). This substitution results
in a lower GSTP1 enzymatic activity that has been associated with increased cancer
risk (Harries et al., 1997; Miller et al, 2003) besides liver cirrhosis and pancreatitis
development in chronic alcoholics (Burim et al, 2004). The allelic frequency of this
polymorphism was 6.9 % in Caucasians (Garte ef a/., 2001) and 12.2 % in a Brazilian
population (Rossini et al., 2002).

Cytochrome P-4501A1 (CYP1A1) is expressed mainly in the extra-hepatic
tissues (Kim et al, 2004) and plays an important role in the activation of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) presented in tobacco smoke, and environmental
pollution (Taningher et al., 1999). The gene CYPIAI is located on chromosome 15 and
posses 7 exons and 6 introns (Kawajiri et al., 1986). Fifteen CYP1AI polymorphisms

have been identified at the present time (http//www.imm.ki.se/CYPalleles), however

four of them have been more studied with regard to cancer susceptibility (Cascorbi et
al, 1996; Song et al, 2001; Amorim et al, 2002). The CYPIAI*2A allele, which
presents the T3801C transition at the 3’ non-coding region, creating an MspI cleavage
site, has been associated with lung cancer risk in Chinese smokers (Song et a/., 2001).
This association was not confirmed in studies conducted in Brazilian populations, most

likely due to the lower allele frequency (Sugimura et al., 1995; Hamada et a/., 1995).
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The CYP1A1*2C polymorphism (A2455G), also denominated CYPIAI*2B when it is in
linkage imbalance with CYP1A41*2A (T3801C) presents an amino acid substitution of Ile
to Val in the heme-binding region that results in increased enzyme activity (Kawajiri et
al, 1993). These polymorphisms have shown a significant association with the
increased risk of lung cancer in the Brazilian population (Hamada et al, 1995;
Sugimura et al., 1995). The CYP1A1*4 polymorphism, located two bases upstream of
the CYPI1A1*2B allele, also presents an amino acid substitution of Thr to Asn in the
heme-binding region of the enzyme, despite it has not been associated with the risk to
develop lung cancer (Cascorbi et a/., 1996). It remains still unclear the effect of this
polymorphism on enzyme activity (Song et a/, 2001). The CYP1A1*3 polymorphism
(T3205C) is located downstream exon 7, outside the coding region and upstream of
the polyadenylation site (Crofts et a/, 1993). It is specific of the African population
(Garte et al, 1998). The frequency of these mutations also varies among different
ethnic groups, with a highest prevalence of CYPIA1*2A and *2Bin Asian populations
(37 % and 22 %, respectively) and a lowest rate in Caucasians (12 % and 9 %,
respectively) (Garte et al., 1998). On the other hand, the encountered allelic frequency
of the CYP1A1*4 polymorphism in a Turkish population is only 6% (Aynacioglu et al.,
1998), 3 % in a Germany population (Cascorb et a/., 1996) and 3 % in a Brazilian
population (Amorim et al., 2004).

Brazil presents one of the most heterogeneous populations. This country is
composed of South Amerindian, Portuguese, Italian and African descendants with
lower number of immigrants from Spain, Germany, Syria, Lebanon and Japan
(Carvalho-Silva et a/., 2001). Concerning to that, it becomes an ultimate goal to better
define and increase the information available on the existence of polymorphims
distribution in genes encoding xenobiotic metabolizing enzymes and the functional
significance of these. As mentioned before, the availability of comprehensive
information regarding this subject should enable their application to the prevention of

adverse risk effects in Brazilian population and pharmacogenomic profiling, as well.

Thereafter, this paper aimed at investigating the genotypic and allelic frequencies in

seven genetic polymorphisms in a Brazilian population of the northwest of the Sao
Paulo State.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8unespw 127 13 14 15 1le 17 18 19



Andlise dos polimorfismos

2. Material and Methods

2.1. Study Population
The population studied comprised 99 healthy individuals, all residents in the
northwest of Sao Paulo State (Southeastern Brazil), including 53 individuals who

worked in the harvest of the sugar cane, and 46 individuals (secretary, gardener,

driver, maintenance auxiliary). The subjects were recruited from the period of March
2001 to December 2003. Ethnic selection was performed through an interview based
on skin color, face and hair characteristics, as well as the ascendancy of the individual.
The subjects were grouped in whites (63 %), blacks (26 %) and mulattos (admixture
between black and white = 11 %), non-white (mulattos plus blacks = 37 %) and non-
black (mulattos plus whites = 75 %).

This study was approved by the National Ethical Committee (n° 1103/2000). All
participants signed a term of consent after being informed about the objectives of the
study.

2.2. DNA Isolation

Blood was collected in EDTA-containing tubes and DNA was extracted from
lymphocytes by proteinase-K/SDS digestion and extraction using a non-organic
procedure (Abdel-Rahman et a/., 1994).

2.3. Genotype Analysis
2.3.1. GSTT1 and GSTM1 polymorphisms

Analysis for the GS771 and GSTM1 genes was determined simultaneously in a
single assay using a PCR multiplex protocol (Abdel-Rahman et a/., 1996).
2.3.2. GSTP1 polymorphisms

The polymorphism of GSTPI (Ilel05Val) was studied by PCR-RFLP (Harries et
al., 1997).
2.3.3. CYP1A1*2A and *3 polymorphisms

CYP1A1*2A polymorphism was analyzed by PCR-RFLP as described by Kawajiri
et al., 1996.

Part of the population (66 individuals) were also analyzed by PCR-RFLP
technique to detect CYPIA1*2A and *3 simultaneously (Amorin et al., manuscript in
preparation). These conditions allow for simultaneous detection of both CYPIAI*2A

and *3 polymorphisms and also allow for detecting, using the same fragment
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distribution, whether the polymorphisms occur, on the same or different alleles. Briefly,
CYPI1A1 gene region from 2880 bp to 4006 bp was amplified by PCR, using 5" CCT GCT
AGG GTT AGG AGG TC 3" and 5’ TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT 3’ oligonucleotides.
The PCR reaction was performed in a 50 pl final volume containing 200 ng of genomic
DNA, 0.1 mM dNTP, 75 mM Tris-HCl (pH 9.0), 50 mM KCI, 2.5 mM MgCl,, 20 mM
(NH,),S0,4, 0.5 U of 7ag DNA polymerase (Biotools, RJ, Brazil), and 15 pmol of each
oligonucleotide (DNAgency, PA, USA). The PCR cycling conditions were carried out with
an initial denaturation step for 3 min at 94°C, followed by 35 cycles consisting of three

steps: 94°C for 1 min, 60°C for 1 min and 72°C for 1 min. A final extension step was

performed at 72°C for 3 min.

After amplification, the 1127 bp PCR product (13 pl), was digested with the
restriction enzyme Mspl (Fermentas, Vilnius, Lithuania) for 12 hours at 37°C, then
separated through 1% agarose gels and visualized by ethidium bromide staining.
CYP1A1*2A homozygous individuals presented two fragments of 918 and 205 bp and
CYP1A1*3 homozygous individuals presented two fragments of 799 and 324 bp.
Heterozygous individuals of former polymorphisms had one more band of 1123 bp and
when CYPIA1*2A and CYPIA1*3 polymorphism were in the same allele three
fragments of 549, 324 and 205 bp were created.

2.3.4. CYP1A1*2B and *4 polymorphisms

Polymorphisms CYP1A1*2B and *4 were analyzed by PCR-SSCP as described by
Amorim et al. (2004). This technique allows for simultaneous detection of both
CYPIA1*2B and *4 polymorphisms using different migration patterns observed in PCR-
SSCP.

2.4, Statistical analysis

ANOVA was used to compare the averages of gender and age of the different
ethnic groups. Expected genotype frequencies for each ethnic group were calculated
from the observed allelic frequencies according to the Hardy-Weinberg law.
Comparisons between the observed and the expected genotype frequencies for
different populations were performed using the GenePop (GenePop Web version 3.1)
software. Differences between the frequencies of the polymorphisms in different ethnic
groups were calculated by the exact Fisher's test using GraphPad Instat (GraphPad
software Inc., CA, USA) for the GSTMI1 and GST771 polymorphisms and (G test using
the) GenePop genotype diferentiation for CYPs and GS7PI polymorphisms. Differences
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of polymorphism frequencies of already decrypted populations and the frequencies
found in this work were tested according to Zar (1974) calculating the differences
between two proportions (HO: p1=p,; Z o.0s [2] = 1.96).

3. Results

In this study we analyzed 99 individuals (59 males and 40 females), with a
mean age of 38.2 years old, ranging from 19 to 67 years old. When the volunteers
were separated by skin color, 62 were classified as white, 26 as black and 11 as
mulatto (Table 1). When they were grouped according to gender or skin color, there
were no significant differences in the mean age of the individuals, excepting the group
of mulatto female, who was significantly younger (P < 0.05).

The distribution of the null GS7TM1 and GS771 genotypes and the GS7PI
polymorphism frequencies in different ethnic groups is shown in Table 2. The null
GSTM1 and GSTT1 genotypes were found in 34.3 % and 20.2 % of the individuals,
respectively, whereas 5 % had the combined null genotype of both genes. The
frequencies of the GS7TMI null genotype was 37.0 % among the white, 30.8 % among
the black and 27.3 % among the mulatto individuals. For GS771 null genotypes, the
frequencies were 23.1 % among the black and 21.0 % among the white individuals,
while only one mulatto individual presented the null GS771. It was not observed
significant statistically differences between the groups.

The GSTP1 polymorphism frequencies in these individuals were 32.3 % for
Ile/Ile genotype, 58.6 % for the Ile/Val genotype and 9.1 % for the Val/Val genotype

(Table 3). The Val allele frequency in this Brazilian population was 0.38.
The white individuals showed frequencies of 27.4 % Ile/Ile, 64.5 % Ile/Val and
8.1 % Val/Val genotypes; however, among the non-white sample 40.5 %

corresponded to the wild-type genotype, 48.7 % to Ile/Val heterozygous and 10.8 %
to Val/Val homozygous. In the white group, the GS7P1 genotypic frequencies were not
in Hardy-Weinberg equilibrium (P=0.02) with a frequency of heterozygous individuals
higher than the expected. This result is encountered in the non-black group (P=0.01),
certainly due to the white individuals, once the genotypes in the mulatto group were in
Hardy-Weinberg equilibrium. This imbalance was also observed in total group probably
caused by white group.

The frequencies found for the CYP1A1 polymorphisms studied are depicted in
Table 3. The allelic frequency for the CYPI1A1*2A polymorphism in the Brazilian
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population sample was 23 %. When the individuals were stratified by skin color, the
mulattos showed the highest frequency of this polymorphism (27 %), succeeded by
the whites (25 %) and the blacks (17 %). For the CYP1A1*2B polymorphism, the allelic
frequency was 14 % and the white group showed the highest frequency (17 %),
followed by the mulatto (10 %) and the black (8 %) groups. Only six individuals had
the CYP1A1*4 polymorphism in heterozygous state (3 %), all of them belonging to the
white group (5 %). The frequencies of these polymorphisms were similar among the
different ethnic groups (P>0.05) and all CYPIAI polymorphisms were in Hardy-
Weinberg equilibrium. The CYPIA1*2A and *2B alleles showed to be in linkage
disequilibrium in 100 % of the individuals. We also analyzed 68 individuals (25%
blacks, 12%, mulattos and 63% whites) regarding the CYP141*3 polymorphism, which
result in the wild-type allele for all samples, for this reason these samples were
discarded considering the statistical analysis.

The frequencies of GSTM1, GSTT1 and GSTPI null genotypes estimated in our
population were compared with frequencies reported in studies about these
polymorphisms in other Brazilian populations (Table 4). The comparisons of the
proportions showed significant differences between the frequencies of the null
genotypes only regarding to the GSTM1 polymorphism with populations of Brasilia-DF,

Para, Rio de Janeiro, Sao Paulo states and Porto Alegre city.

4. Discussion

There is not much available information concerning GSTM1, GSTT1, GSTPI and
CYPI1A1 polymorphisms in the Brazilian population. In addition to genes long
recognized as being polymorphic, we attempt to bring emerging information about
polymorphic genes in our population. According to that, our data broad the
understanding of some related complex diseases-metabolizing genes, setting up an
outline of the genotypes and allelic frequencies in a healthy group, located in the
northwest of the Sao Paulo State. The Brazilian population is quite complex given the

high degree of interracial admixture, including people from Amerindian, European and
African origins (Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et a/., 2001; Parra et al., 2003;
Gattas et al., 2004). Furthermore, some State’s populations were predominantly white

such as Sao Paulo (70.4 %) and others were predominantly mullato (61.9 %) such as
Bahia indicating different participations of determined ethnic group on origin of these
populations (IBGE, 2000). Thus, we have an entirely unique population regarded the
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frequencies of polymorphisms in genes encoding carcinogens and therapeutic drugs
metabolizing enzymes. The presented frequencies of polymorphic alleles at the GST
and CYPI1A1 gene loci contribute to enhance the knowledge focused on the genetic risk
factors in environmentally induced cancers. There is consolidated information
concerning the GS7s and CYP1A1 polymorphisms as associated to cancer and chronic
obstructive pulmonary disease susceptibility (Anwar et al., 1996; Chen et al. 2003;
Sreelekha et al., 2001; Gaspar et al., 2004).

Initially approaching the GSTs family, we have found that 34.3% of a Brazilian
population from the northwest region of Sao Paulo State presented deleted GSTM1
allele. This frequency is similar to those reported in other studies about GS7TMI
polymorphism in some Brazilian populations (Arruda et a/, 1998; Rossini et al., 2002;
Burim et al., 2004; Gattas et al., 2004). Nevertheless, our encountered frequency was
significantly lower than those estimated in other groups of the Sao Paulo and even
other Brazilian States (Hatagima et a/, 2000; Rossit, 2001; Gaspar et al., 2004). The
attributed difference can probably be explained by the ethnic composition of the each
sample studied, since the GSTMI null genotype has been shown to be more frequent

among white Brazilian individuals than in the blacks ones (Gattas et al.,, 2004; Rossini

et al., 2002). At the same time, it is plausible to admit that our study comprised a
relative higher number of afro-descendent individuals than the other samples. In
addition, when our data is compared with Arruda et a/. (1998), we could not detect
difference between the frequencies of GSTMI null genotype. The ethnic composition
effect is still strengthened when Arruda et a/. (1998) observed a higher frequency of
GSTMI null genotype in Caucasian (55%), compared to blacks (33%). Otherwise, the
GSTTI null frequencies estimated by these authors were similar between Caucasians
(18.5 %) and blacks (19 %); and surprisingly are also similar to those estimated in our
sample without (20.2 %) or with (whites: 21.0 %, blacks: 23.1 %) stratification,
according to the skin color. Likewise, the general frequency of GS771 null was not
different (P > 0.05), considering those estimated in other Brazilian samples (Hatagima
et al., 2000; Rossit, 2001; Rossini et al., 2002; Gaspar et al., 2004; Burim et al., 2004;
Gattas et al, 2004) and in some other populations, including Germany (Schneider et
al., 2004) and African-American (Nelson et a/. 1995), respectively, 18.5 and 21.8 %. In
spite of that, they are lower than those described in Chinese (64. 4 %) and Korean
(60.2 %) populations (Nelson et al., 1995). When the frequencies of the GSTMI null
genotype were compared to the ones encountered in other countries we detected a
similarity to those observed in Indians (33.4 %) (Sreelekha et a/., 2001), higher than in
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Turkish (18 %) (Pinarbasi et al, 2003) but lower than in Koreans (48.5 %) and
German (47.3 %) (Schneider et al., 2001; Joeng et al., 2003).

According to skin color, when the Northwest Sao Paulo State population was

grouped we did not observe a statistically significant difference between the

polymorphism frequencies. Nevertheless, it was observed a tendency towards a decline
in GSTMI null frequencies for the non-white group, which corroborate the data
reported by Hatagima et a/. (2000). The described skin color distribution is 70.4 %
white, 4.5 % blacks, 22.9 % mulattos, 1.40 % Asian and 0.16 % Amerindian (IBGE,
2000). Most likely due to the relatively small sample, there was lack of statistical power
capable to detect the expected group differences. The absence of a rigid distinction
between races, due to the intense admixture in our population may be another
possible reason (Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001; Parra et a/. 2003;
Gattas, 2004).

Regarding the GSTPI polymorphism, our results showed that 32.3 %, 58.6 %
and 9.1 % presented the genotypes Ile/Ile, Ile/Val and Val/Val, respectively. The
variant allelic frequency was similar (P > 0.05) when the proportions were compared
among other Brazilian groups (Rossini et al., 2002; Burim et al., 2004; Gaspar et al.,
2004). However, our results showed different genotypic distribution compared to
Rossini et al. (2002), studying a population from Rio de Janeiro (49.7 % Ile/Ile, 38.1 %
Ile/Val and 12.2 % Val/Val). Thus, we found an increased frequency of the
heterozygous, when compared with the above cited study, which revealed a higher
frequency of the wild-type homozygous. Thereafter, considering this polymorphism, it
has to be emphasized that both populations are not in the Hardy-Weinberg equilibrium,
although our data are in agreement with Watson et a/. (1998), that showed higher
genotypic frequencies of the heterozygous between Euro-American and Afro-American
individuals.

Previous research (Hatagima et al, 2000) showed that Brazilian groups of Rio
de Janeiro and Brasilia are not in the Hardy-Weinberg equilibrium, regarding GS57TM1
genotype, while Burim et a/. (2004) described a Hardy-Weinberg equilibrium for the
GSTPI polymorphism in a population of Ribeirao Preto city (northwest of Sao Paulo
state).

The CYPI1AI1 gene belongs to the cytochrome super family, considering the
most versatile and important class of drug metabolizing enzymes in mammalian in
response to xenobiotic exposure. Polymorphisms at the CYPIAI gene loci have been

described in various ethnic groups including Caucasians, Africans, Asians and
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Amerindians (Cascorbi et al., 1996; Garte et al, 2001; Gaspar et al, 2002). In this
study, we evaluated the CYP1A41*2A, *2B, *4and *3 polymorphisms in a sample of the
Southeastern Brazil. Regarding to the mutant homozygous CYPIA1*2A/*2A, we
observed a higher frequency (4 %) than in a population of Ribeirao Preto, a city on the
Northwest of the Sao Paulo State (1.4%, Burim et al, 2004). Likewise, the allelic
frequency was higher than in Caucasians from Germany (0.11 %, Cascorbi et al.,
1996) and Sweden (0.3 %, Alexandrie et al., 1994) as well as the Brazilian population
of Ribeirao Preto city (17.45 %, Burim et al, 2004). Our study showed the highest
frequency of the CYP1A41*2A allele (27 %) in mulattos, followed by the whites (25 %)
and blacks (17 %). This is in agreement with the frequencies obtained by Amorim and
colleagues (manuscript in preparation) in the Rio de Janeiro population, which also
found a higher allelic frequency in mulattos (26%).

The frequency of the CYPI1A1*2B/*2B genotype in this sample (2.0 %) was
similar to those reported in some Brazilian populations, such as groups studied in the
Rio de Janeiro State where frequencies of 2 % (Hamada et a/, 1995) and 1.2 %
(Amorim et al., 2004) were detected. Nevertheless, the allelic frequency observed by
us was higher (14 %) than those of the Rio de Janeiro groups, 9 % and 8.75 %,
respectively. Even so, the genotypic frequency was, respectively, 1.5 and 2 times lower
than the observed in Chinese (3.2 %), and in Japanese (4.2 %) populations. On the
other hand, this polymorphism was 4 times higher in Caucasian (0.57 %) and was not
found in African populations (Sato et al., 2000; Garte et a/., 2001; Song et a/.,, 2001).
The white individuals analyzed in our study showed the highest allelic frequency (17

%) of this polymorphism, when compared with blacks (8 %) and mulattos (10 %) and
were even higher than that found in whites (8 %), blacks (5 %) and mulattos (13 %)
by Amorim et al. (2004) in the Rio de Janeiro State population. Only six individuals had

the CYP1AI1*4 polymorphism in heterozygous state (6 %) with a allelic frequency
similar (3.05 %) to that population of Rio de Janeiro (3.45 %, Amorin et a/., 2004).
This population from Rio de Janeiro also presented the CYPIA1*4 only in
heterozygous state. The allelic frequency in white group registered in this study (5%)
was also similar to that reported for a Germany population (6%; Cascorbi et a/., 1996).
It is interesting stand out that the highest frequency for the first two polymorphisms so
far described was observed in a Brazilian study in Amerindian, since the allelic
frequencies varied from 81 to 100 % (CYPI1A1*2A) and 54 to 100 % (CYPIA1*2C)
(Gaspar et al., 2002). Similarly, as demonstrated to the GS7s loci, we observed that
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the CYPI1A1 polymorphisms presented a significant variation, regarding to the
geographic origin and ethnic composition of the populations sampled.

In conclusion, our results indicate that ethnic origin needs to be accounted in
studies of gene-environment interaction involving the GSTM1, GSTT71, GSTPI and
CYP1A1 polymorphisms, although we did not detect differences when the frequencies
of GSTT1 polymorphism in different Brazilian samples were compared. At the same
time, additional informational about frequencies of alleles which encode for xenobiotic-
metabolizing enzymes is also helpful in the development of better strategies to
implement intervention in high risk groups, opening new perspectives focusing disease

prevention.
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Table 1- Description of analysed population.

white
black
mulatto
non-White
non-Black
Total

Non-White include mulatto and black individuals.
Non-Black include mulatto and white individuals.
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Table 2. Frequencies (number and (%) of individuals) of GS7TMI and GST71 and genotype and allelic frequencies of GS7PI

polymorfisms in different ethnic groups.

GSTMI+
GSTMI-

GSTTI+
GSTTI-

Combinations
GSTMI+/GSTTI+
GSTM1+/GSTTI-
GSTM1-/GSTTI+
GSTM1-/GSTTI-

62
39 (63.0)
23 (37.0

49 (79.0)
13 (21.0)

30 (48.4)
9 (14.5)
19 (30.6)

26
18 (69.2)
8 (30.8)

20 (76.9)
6(23.1)

13 (50.0)
5(19.2)
7 (27.0)

1
8 (72.7)
3(27.3)

10 (90.9)
1.0

7 (63.6)
1(9.1)
3(27.3)

26 (70.3)
11 (29.7)

30 (81.1)
7(18.9)

20 (54.1)
6(16.2)

10 (27.0)
1(27)

47 (63.5)
27 (36.5)

60 (81.1)
14 (18.9)

37 (50.0)
10 (13.5)
23 (3L1)

65 (65.7)
34 (34.3)

79 (79.8)
20 (20.2)

50 (50.5)
15 (15.2)
29 (29.3)

Esp

n%) 0% ) % n%)

17(27.4) 22(35.5) 11(42.3) 11(42.3) 4(36.4)  4.3(39.1) 15(40.5) 15.5(41.9)  21(284) 26.6(35.9) 32(32.3) 37.5(379)
lle/'Val 40(64.5)  30.1(48.5) 12(46.2) 12(46.2) 6(54.5)  5.3(48.2) 18(48.7) 17.1(46.2)  47(63.5) 35.7(48.2) 58(58.6) 47.1(47.6)
Val/Val 58.1) 10(16.1) 3(11.5) 3(11.5) 1(9.1)  1.3(11.8) 4(10.8)  4.5(12.2) 68.1) 1L6(15.7) 99.1) 14.5(14.6)
Allelic frequency 0.40 0.35 0.36 0.35 0.40 0.62

P 0.018* 1.00 1.00 1.00 0.0/* 0.03*

2 — Non-White includes mulatto and black individuals.
b _ Non-Black icludes mulatto and white individuals.
P — Referent to the Hardy-Weinberg test.
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Table 3. Observed and expected genotypic frequencies and allelic frequencies of CYP1A1 gene in diferent ethnic groups.

n(%)  n(%)

n(%)

35(56.5) 34.8(56.1)

23(37.1) 23.4(37.7)
46.4) 3.8(6.1)
0.25
1.00
43(69.4) 42.7(68.4)
17(27.4) 17.6(28.4)
23.2) 1.7(2.7)
0.17
0.68

56(90.3) 56.1(90.5)
6(9.7)  5.8(9.5)
0(0.0) 0.1(0.2)

0.05
1.00

17(68.1) 17.7(68.1)

9(34.6) 7.6(29.2)
0(0.0) 0.7(2.7)
017
1.00

22(84.6) 22.1(85.0)

4(15.4) 3.8(14.6)

0(0.0)  0.1(0.4)
0.08

1.00

26(100.0)

0(0.0)
0(0.0)

0.00

5(45.5) 5.7(51.8)
6(54.5) 4.6(41.8)
0(0.0) 0.7(6.4)

027

0.51
9(81.8) 9.1(82.7)
2(182) 1.9(17.3)
0(0.0)  0.1(0.9)

0.10

1.00

11(100.0)
0(0.0)
0(0.0)

0.00

22(59.5) 23.4(63.2)
15(40.5) 12.1(32.7)
0(0.0) 1.4(3.8)
0.20
0.31

31(83.8) 31.2(84.3)
6(16.2) 5.6(15.1)
0(0.0)  0.2(0.5)
0.08
1.00

37(100.0)
0(0.0)
0(0.0)

0.00

41(55.4) 41.5(56.1)
29(39.2) 27.9(37.7)
45.4) 4.5(6.1)
0.25
1.00

53(71.6) 52.7(71.2)
19(25.5)  19(25.7)
227) 22.7)
0.16
0.68

68(91.9) 68.1(92.0)
6(8.1) 5.8(7.8)
0(0.0) 0.1(0.1)
0.04
1.00

57(57.6) 58.3(58.9)

38(38.4) 35.5(35.9)
4(5.4) 5.3(5.4)
0.23
0.58
74(74.8) 73.8(74.6)

23(23.2) 23.4(23.6)
22.0) 1.8(1.8)

0.14
1.00

93(93.9) 93.1(94.0)

6(6.1) 5.9(6.0)
0(0.0) 0.1(0.1)

0.03
1.00

2 — Non-White includes mulatto and black individuals.

b — Non-Black icludes mulatto and white individuals.

P — Referent to the Hardy-Weinberg test.

— It was not possible to calculate expected frequencies due to the presence of only one allele.
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Table 4 - Comparisons of frequencies (n) of GSTMI and GSTT71 null
genotypes estimated in this study (1) with other Brazilian populations.

Populations GSTMI null GSTT1 null GSTMI1 nullf GSTP1
GSTT1null Val/val

1. Northwest 34.3 (99) 20.2 5.0 9.1
Sao Paulo State
2. Campinas-SP 36.9 (296) 17.7 5.0 nd
(Arruda et al., 1998)
3. Brasilia-DF 48.6 (179) nd nd nd
(Hatagima et al., 2000)
4. Rio de Janeiro-RJ 46.0 (658) nd nd nd
(Hatagima et al., 2000)

5. Para State 48.8 (174)
(Rossit, 2001)

6. Sao Paulo-SP 46.5 (314)
(Rossit, 2001)

7. Rio de Janeiro-RJ 42.1 (591)
(Rossini et al., 2002)

8. Sao Paulo-SP 43.9 (594)
(Gattas et al., 2004)

9, Bahia-BA 35.7 (137)
(Gattas et al., 2004)

10. Porto Alegre-RS 50.0 (90)
(Gaspar et al., 2004)

11, Ribeirdo Preto-SP 45.7(221)
(Burim et al., 2004)

P-values for differences between proportions (Zar, 1974); Z 0.05 (2) = 1.96. GSTMI. P1 x P2 > 0.05; P1 x P3 <
0.05; P1 x P4 < 0.05; P1 x P5 < 0.05; P1 x P6 < 0.05; P1 x P7 > 0.05; P1 x P8 > 0.05; P1 x P9 > 0.05; P1 x P10 <
0.05; P1 x P11 > 0.05. GSTT1: P1 x P2 > 0.05; P1 x P5 > 0.05; P1 x P6 > 0.05; P1 x P7 > 0.05; P1 x P8 > 0.05; P1
x P9 > 0.05; P1 x P10 > 0.05; P1 x P11 > 0.05. GSTMI/GSTT1: P1 x P2 > 0.05; P1 x P5 > 0.05; P1 x P6 > 0.05; P1
x P7 > 0.05; P1 x P8 > 0.05; P1 x P9 > 0.05. GSTPIL: P1 x P7 > 0.05; P1 x P10 > 0.05; P1 x P11 > 0.05.
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Efeito dos polimorfismos genéticos CYP1A41, GSTM1, GSTT1, GSTP1 e nos
niveis de 1-hidroxipireno urinario e atividade mutagénica da urina de
cortadores de cana-de-agucar.

Os cortadores de cana-de-agUcar estdo expostos a varios compostos genotoxicos
incluindo os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), derivados do processo

incompleto de combustdo dos canaviais. Para avaliar a exposicao ocupacional a queima

das folhas da cana-de-aglcar e seus efeitos genotdxicos, analisamos urina de 42
cortadores de cana do noroeste do Estado de S3o Paulo em dois periodos, na safra,
quando os trabalhadores estao expostos a fuligem da queima dos canaviais, e na
entressafra (época do plantio). Investigamos a mutagenicidade da urina em linhagens
de Salmonella typhimurium TA98, YG1041 e YG1024, os niveis urindrios de 1-
hidroxipireno (1-OHP) e a influéncia dos polimorfismos dos genes GSTMI, GSTT],
GSTP1 e CYP1A1. Um grupo controle, constituido por individuos que nao trabalhavam
no corte da cana, também foi amostrado. Os resultados mostraram que oito amostras
de urina dos cortadores de cana expostos foram mutagénicas ou apresentaram tragos
de mutagenicidade. Além disso, 41 e 62 % das amostras de urina dos trabalhadores
expostos foram toxicas para as linhagens TA98 e YG1041, respectivamente. Devido a
alta toxicidade da urina n3o foi possivel verificar associagdo entre mutagenicidade
urindria e os polimorfismos. Os niveis de 1-OHP urindrio foram significantemente
maiores (P<0,0000) em cortadores de cana expostos que nos grupos nao-exposto e
controle; entretanto, ndo houve influéncia dos polimorfismos na excrecdao desses
metabdlitos. As analises mostraram uma possivel interagdo nos niveis de 1-OHP
urinario com os polimorfismos CYP1A1*24, *4 e GSTPI no grupo exposto. Este estudo
indica que os cortadores de cana estdo significantemente mais expostos aos PAHs e a
compostos mutagénicos no periodo da safra que na entressafra e que o grupo

controle.

Palavras chaves: cortadores de cana-de-aglcar, mutagenicidade urinaria,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), 1-hidroxipireno (1-OHP), polimorfismos
genéticos.

Artigo a ser submetido a publicagdo no periédico Mutation Research -
Genetics Toxicology and Environmental Mutagenesis.
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Effects of CYP1A1, GSTM1, GSTT1 and GSTP1 genetic polymorphisms on
urinary 1-hydroxypyrene levels and mutagenicity in sugarcane workers
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Abstract

Sugarcane workers in Brazil are exposed to various genotoxic® compounds,
including polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), derivative from incomplete
combustion process of burnt sugarcane fields. To evaluate the occupational exposure
to burning of the sugarcane fields and their genotoxic effects we evaluated the urine of
42 sugarcane workers of northeastern Sao Paulo State when exposed (harvesting) and
when non-exposed (non-harvesting) to burning to the sugarcane fields. The urinary
mutagenicity in Salmonella TA98, YG1041 and YG1024, the urinary levels of 1-
hydroxypyrene (1-OHP) and the influence of CYP1A1, GSTM1, GSTT1 and GSTPI
genetic polymorphisms were evaluated. Control group, with workers non-related to
sugarcane plantation, was also sampled. Our results showed that eight urine samples
of the exposed sugarcane workers were mutagenic or presented traces of
mutagenicity. Moreover, 41 and 62 % of urine samples of exposed workers were toxic
for TA98 and YG1041 strains, respectively. Due this higher toxicity it was not possible
to detect association between urinary mutagenicity and polymorphisms. The 1-OHP
levels of the exposed sugarcane workers were significantly higher than the non-
exposed and control group. No influence regarding to the polymorphisms were
observed. The analyses showed a possible interaction between the levels of 1-OHP
with CYP1A1*4, *2A, and GSTPI polymorphisms in the exposed group. The present
study indicates that the same group of sugarcane workers is significantly more
exposed to PAHs and genotoxic compounds during the harvesting period than during
the non-harvesting period and than a control group.
Keywords: Sugarcane workers, urinary mutagenicity, 1-hydroxypyrene (1-OHP),
genetic polymorphisms, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs).
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Introduction

Brazil is the worldly largest sugarcane producer with about 4.5 x 10° hectares of

sugarcane fields and 324 ethanol production plants (Zamperlini et a/., 1997). Before
the sugarcane harvest, the leaves are burnt in order to make harvesting easier. The
burning leads to production of soot that is supposed to increase respiratory problems
in the exposed workers. Sugarcane workers are exposed to various genotoxic
compounds, including polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) derivative from
incomplete organic combustion process. PAHs undergo metabolic activation by phase I
enzymes, mainly cytochrome P4501A1 (CYP1A1), to diol epoxides which are capable to
bind covalently to DNA, potentially initiating the carcinogenic process (Hall & Grover,
1990). Activated PAH metabolites can be detoxified by phase II enzymes, such as
glutathione S-transferases (GSTs) and uridine diphosphoglucuronosyltransferase (UDP
glucuronyl-transferase), which catalyze conjugative reactions of oxidative products
(Nerurkar et al, 2000). In humans, a substantial variability in biological response to
PAHs is expected, once there is interindividual differences in the rate and metabolism
pathways of this carcinogen, determined by genetic polymorphisms of phase I and II
enzymes (Alexandrie et al., 2000).

The CYP1A1 gene is characterized by several polymorphisms, two of which are
of interest in the biotransformation of PAHs, one in the 3~ no coding region
(CYP1A1%*2A, T3801C) and the other within exon 7 (CYPIA1*2B, A2455G). These
variants in the CYP1A1 gene have been extensively studied, especially to evaluate their
possible role in DNA damage and cancer promotion (Grzybowska et al., 2000; Gaspar
et al., 2004). CYPIA1*4 (C2453A) polymorphism have shown to produce a variant
protein that possess different catalytic activities when compared to the wild type
protein (Schwarz et al, 2001) and it was associated with an increased risk of
endometrial cancer (Esteller et a/., 1997). The GSTM1, GSTT1 and GSTPI genes have
also been reported to be polymorphic (Seidgard et al, 1988, Pemble et al, 1994,
Harries et al., 1997;). The lack of GSTM1 activity, caused by an inherited homozygous
deletion of the GSTMI gene (null genotype), has been associated with an increased
lung cancer risk (Pinarbasi et al., 2003; Mohr et al., 2003). Several studies have shown
a greater urinary mutagenicity among individuals with null GS7TM1 genotype (Hirvonen
et al, 1994; Binkova et al, 1996). The GS771 polymorphism is also caused by a
deletion that results in total lack of gene product. The null genotype of GS771 was
reported to be associated with an increased risk of oral and lung cancer (Sreelekha et
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al., 2001; Sorensen et al., 2004). The polymorphism of the G57P1 gene, which consists
in an A — G transition at nucleotide 313 in exon 5 leads to an Ile — Val substitution in
the substrate-binding active site of the enzyme. This substitution has been associated
with a reduced conjugating activity of the enzyme (Taningher et al., 1999) and also
with higher levels of polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH)-DNA adducts in human
lymphocytes (Miller et al., 2003).

Urinary mutagenicity is a biomarker that has been used for more than two
decades to evaluated lifestyle and occupational exposure to mutagens and carcinogens
(Yamasaki & Ames, 1977; Falck et al, 1980). Although urinary mutagenicity is non-
specific, due to its non specificity to identify or test individual mutagens in the urine, it
has the advantage of integrating the biological effects of mixtures of mutagenic
compounds as they occur in the environment (DeMarini et al, 1997). Urinary 1-
hydroxypyrene (1-OHP) is a widely used biological marker of exposure to PAHs and
indicator for internal dose of activated PAHs (Jongeneelen et a/, 1987; Adonis et al.,
2003). PAH metabolites may be excreted either as free or as conjugated compounds.
When 1-OHP is measured after treating the urine with deconjugating enzymes (e.g., B-

glucuronidase), the sum of conjugated and deconjugated species are quantified,

reflecting the total amount of hydroxylate metabolite. Although 1-OHP itself is not a
carcinogen, it can be used as a marker for a major activating step in the metabolism of
PAHs (Nerurkar et al., 2000). The mutagenicity assay provides a measure of exposure
to a mixture of mutagenic compounds ubiquitous in the environment, where urinary
metabolite analysis indicates the exposure to a specific chemical or a class of
compounds (Kato et al., 2004).

The aim of the present study was to evaluate 1-OHP concentrations and
mutagenic activity in urine as a biological marker of exposure. At the same time, it was
also analyzed the influence of CYPIAI, GSTP1 and GSTMI and GSTT71 genetic
polymorphisms, single and combined, on the urinary excretion of mutagens in non-
smoking sugarcane workers during the harvesting time (when the cane fields were
burnt) and the same set of workers during the non-harvesting time. The control group,
with 21 subjects that were not sugarcane workers, was also used to compare 1-OHP
levels and 1-OHP levels stratified by genotype polymorphisms.
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Material and methods

1. Study subjects and sample collection

The study group consisted of 42 sugarcane workers (Table 1) resident in the
northwest of Sao Paulo State on Brazil. The workers normally go to the field few hours
after the burning of the sugarcane foliages, therefore being exposed to products
released from the combustion of the plantations. The subjects were classified as

exposed (n=41, mean age 33.73 + 1.68 years old) corresponding to workers whose

samples were collected during the harvesting time (April to November), when the

sugarcane fields were burnt, while the non-exposed (n=34, mean age 35.21 + 1.89
years old) corresponded to the same set of workers whose samples were collected
during the non-harvesting time (December to March), period without exposure to
sugarcane combustion products. The control group (n=21, mean age 44.48 + 1.50
years old) are related to subjects at the same Brazilian region that were not sugarcane
workers (secretary, gardener, driver, maintenance auxiliary).

This study was approved by the National Ethical Committee and it was obtained
a written informed consent from all the individuals who agreed to participate. A
questionnaire was addressed to each person in order to obtain information about
individual lifestyle. It has to be emphasized that and just nonsmokers were invited to
participate of the study. In addition, they were instructed to follow some procedures,
such as do not eat fried, grilled or barbecued meat in the 24 h preceding the urine
sampling. Urine samples were collected in polyethylene containers at the end of the
work shift for at least three consecutive days, and each sample was a pool of several
mictions from the same individual. After collection, the samples were stored at -20°C

until further processing.

2. Determination of urinary mutagenicity

The urinary mutagenicity was evaluated in 29 exposed and in 25 non-exposed
sugarcane workers. The urinary extracts were prepared according to DeMarini et al.
(1997) with some modifications. After urine thawing at room temperature, the pooled
urine samples that were collected from an individual on at least three consecutive days
were mixed and filtered once through Whatman n° 41 filter papers. Mega Bond Elut C-
18 columns (5 g / 20 mL) (Varian, Harbor, City, USA) were washed with 10mL
methanol (Merck) and equilibrated with 20mL of distilled water. One hundred and
eighty five milliliters of urine were passed through the column (2-3 mL / min). The
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column was washed with 20 mL water in order to remove residual urine and histidine
and eluated with 15 mL methanol. All eluates were stored frozen (-20°C) until further
use. The metanol was evaporated under a stream of nitrogen and ressuspended in
dimethylsulfoxide (DMSO) before testing.

The urine samples were evaluated for mutagenic activity in the microsuspension
assay according to Kado et a/. (1983), which presents a 5-10 ttmes higher sensitivity
than the traditional Ames test (Maron & Ames, 1983; Vargas, 2003). These
experiments were done with S9 mixture (4%, v/v) that is composed of a homogenate
from cells of livers of Sprague-Dawley rats that were pre-treated with a
polychlorinated biphenyl mixture (Aroclor 1254) to induce an increase in the P-450
enzymes in this organ (Vargas, 2003). The strains tested were the frameshift strains
TA98 (hisD3052, uvrB, rfa, pKM101) and its homologues YG1041, which contains O-
acetyltransferase and nitroreductase activities (Hagiwara et al, 1993) and YG1024,
with elevated levels of N-acetyltransferase/O-acetyltransferase (Watanabe et al.,
1990). The samples were tested at five to seven different doses ranging from 0.06 to 5
mL urine-equivalents (mL-eq) per plate. In test tubes were added urine samples in
different doses, 50 uL (5-fold concentrated) bacterial culture, and 50 uL of S9 mix.
After pre-incubation for 90 min at 37°C, 2 mL of top agar were added and the content
of the tube poured onto minimal agar plates. The assays were performed using
triplicate plates. DMSO was used as negative control. Positive control were 2-
aminoanthracene at concentrations of 0.625 ug per plate (TA98) and 0.03125 pg per
plate (YG1041). The background was carefully evaluated for toxicity using a
stereomicroscope. The results were analyzed performing an ANOVA test followed by a
linear regression analysis with the Salanal computer program and the mutagenic
potencies were calculate from linear portion of dose-response curve and exposed in
revertants per milliliter urine equivalent (rev/mL-eq). A sample was considered
mutagenic when the ANOVA was significant (p < 0.05), the ratio of mutagenicity (RM)
was = 2 and the doses used permitted the generation of dose-response curves
significant (p < 0.05). If ANOVA and dose-response were significant, but the RM was

lower than 2 the result was considered marginal (im). When it was possible to repeat

the assay and it was maintained, this was considered positive.

3. Analysis of urinary 1-hydroxypyrene
Determination of 1-OHP was done with a modification of the method described

by Jongeneelen et al. (1987). A 20 mL aliquot of urine was adjusted to pH 5.0 with 1.0
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M hydrochloric acid and acetate buffer (0.1 M; pH 5.0) was added to a total volume of
30mL. This mixture was incubated for 2.5 hours with 12.5 uL of B-glucuronidase /
arylsulfatase (30U / mL and 60U / mL, respectively — Merck, Darmstadt/Germany) at
37°C in an electronically controlled rotary shaking bath (210 rpm). The samples were
then centrifuged, and the metabolites were extracted and purified through Bond Elut
C-18 columns from the supernatant (200 mg / 3 mL) (Varian, Harbor City, USA). The
cartridges were activated with 5mL of methanol, followed by 10 mL of distilled water,
before applying the hydrolyzed urine sample. The samples were subsequently washed
with 8 mL of distilled water and finally eluated with 10 mL of methanol. After 1-OHP
elution, the methanol was evaporated to dryness under a gentle nitrogen flow and the
residue dissolved in 1.0 mL methanol. All analyses were performed with an HPLC
system (Varian, Walnut Creek, USA) consisting of a Pro Star pump, a model 400
autosampler and a model 360 fluorescence detector. Separation was achieved on a
250 mm x 4.6 mm i.d. C18 column (particle size 5 um) (Varian, Walnut Creek, USA).
Elution was performed with water-methanol gradient (0-15 min linear gradient from 46
to 96% methanol, 15-20 min 96 to 100% methanol). Flow rate was 0.8 mL.min?,
injection volume was 20 ulL. Excitation and emission wavelength were 242 nm and 388

nm, respectively.

The 1-OHP urinary concentrations were exposed as pmol mol™ of creatinine to

account for differences in urine dilution. The concentration of creatinine was
determined with a standard creatinine Kit (Labtest Diagnostica). After analysis, it was
possible to obtain results from 39 sugarcane workers on harvesting, 32 sugarcane

workers on non-harvesting and 21 subjects on control group.

4. DNA extraction
Genomic DNA samples were obtained from blood lymphocytes using a non-
organic extraction procedure (Abdel-Rahman et al., 1994).

5. Determination of metabolizing genotypes
a. CYPIAI genotypes
CYPIAI*2A

The MspI polymorphism in the 3"-flanking region (T3801C) of the CYPI1A1 gene
was analyzed by PCR-RFLP (Kawajiri et al, 1996). PCR was carried out in a total
volume of 25 pL containing 200 ng genomic DNA, 80 nM each of the upstream and
downstream primers (5-CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT-3’ and 5-TAG GAG TCT TGT
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CTC ATG CCT-3), 2 mM each of four deoxynucleotide phosphates, 1 U 7ag DNA
polymerase, 2 mM MgCl, and 2.5 puL of 10X PCR buffer (Invitrogen). Amplification
comprised of an initial denaturation step at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of
95°C for 1 min, 60°C for 1 min, and 72°C for 1 min. This was followed by a final step at
72°C for 7 min. The PCR products were precipitated using 100% ethanol at -70°C for
1h, centrifuged and ethanol was evaporated at room temperature for 2 h. This was
done because the excess of nucleotides present in the PCR products may reduce the
enzyme activity. The amplified fragments were then digested overnight at 37°C with 1
U Msplin a total volume of 15 pl, and the products were separated on a 2 % agarose
gel and stained with ethidium bromide. The presence of a single 340 bp fragment
indicated the wild type genotype (CYP1A1*1/*1), whereas the presence of a 200 and
140 bp fragments indicated the homozygous polymorphic genotype (CYP1A1*2A/*2A).
Heterozygous individuals had all three types of fragments.

b. CYPIA1#2B and CYP1A1*4

The polymorphisms of CYP1A1*2B and CYP1A1*4 were studied by PCR-SSCP
as described by Amorim et al. (2004). For specific amplification of region of the
CYPIAI gene, from 2289 to 2645 bp, it was used the oligonucleotides sense (5‘GAA
CTG CCA CTT CAG CTG TCT3) and anti-sense (5'GTA GAC AGA GTC TAG GCC TCA3")
described by Kawajiri et al. (1996) resulting in an amplificon of 356 bp. The PCR
reaction was performed in a 50 pL final volume containing 200 ng of genomic DNA, 0.1
mM dNTP, 75 mM Tris-HCl (pH = 9.0), 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl,;, 20 mM (NH,4),SO,,
1.0 U of 7ag DNA polymerase (Invitrogen), and 15 pmol of each oligonucleotide
(DNAgency, PA, USA). The PCR cycling conditions were carried out with an initial
denaturation step for 3 min at 94°C, followed by 35 cycles of 94°C for 1 min, 63°C for
1 min and 72°C for 1 min. This was followed by a final step at 72°C for 3 min. PCR

products were diluted two-fold with a formamide denaturing buffer (95% formamide,
100 mM EDTA, 0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol), heated at 95°C for 5

min, chilled on ice for at least 5 min and 7 pL were loaded onto a non-denaturing 10%

polyacrylamide gel (49:1 acrilamide:bisacrylamide). The electrophoresis was run at 8 V
/ c¢cm, using a Vertical Gel electrophoresis Apparatus Model V16-2 (GibcoBRL, MD,
USA), in 1 X Tris-borate-EDTA buffer for 24 h, at approximately 24°C, and silver
stained as described elsewhere (Bassam et a/,, 1991). The different patterns observed
in the analysis were genotyped by similarity with controls previous genotyped by
Amorim et al. (2004).
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C. GST771and GSTMI genotypes

Analysis for the GS771 and GSTM1 genes was determined simultaneously in a
single assay using a PCR multiplex protocol (Abdel-Rahman et al., 1996), where part of
exon 7 of the CYPIAI constitutional gene was coamplified as an internal control.
Amplification comprised of an initial cycle with denaturation at 94°C for 5 min, followed
by 35 cycles of denaturation at 94°C for 2 min, annealing 59°C for 1 min, and
extension at 72°C for 1 min. A final extension step at 72°C for 10 min terminates the
process. PCR products were visualized in ethidium bromide stained 2% agarose gels.
The absence of GSTMI1- or GSTT1- specific fragment (bands at 215 and 480 bp,
respectively) indicated the corresponding null genotype, whereas the CYP1A1- specific
fragment (312 pb) corresponded to the positive control.

d. GSTPI genotype

The polymorphism of GS7PI (Ile105Val) was studied by PCR-RFLP (Harries et
al., 1997). Genomic DNA (100 ng) was used as a DNA template in 50 pL of total
volume reaction. The PCR products were digested in 25 uL for 2 h at 37°C with 5 U
Alw216 (MBI Fermentas, Lithuania). The digestion products were separated on a 3.5%
agarose gel stained with ethidium bromide or on a 10% polyacrylamide gel that was
silver stained (Sanguinetti et a/,, 1994). The presence of a 176-pb fragment indicated
the wild type genotype (I/I), whereas 85- and 91-pb fragments indicated the
homozygous polymorphic genotype (V/V). Heterozygous individuals had all three types

of fragments.

e. Statistical analysis

A log-transformation for the concentration of 1-OHP was used in the analysis so
as to normalize the response (Shapiro-Wilk test). In order to assess group differences
in log (1-OHP) levels, a one-sample ¢ test was used for comparing Harvest with Non-
Harvest; and a two-sample ¢ test for comparing Harvest with Controls or Non-Harvest
with controls. Two-sample ¢ tests were also used to compare log (1-OHP) levels in
Harvest, stratified by age (young = 19-25 years versus old = 26-67 years), gender or
CYPIAI or GST genotypes. Likewise this test was used for the stratified analysis of
Non-harvest and Control groups. Multiple regression analysis was carried out with log

(1-OHP) as the dependent variable. The independent variables for genotypes were
defined as variants = 1 and wild type = 0. CYPIAI *1/*1 = 0; CYPIA1 *1/*2A or
*24/*2A = 1; CYPIA1 *1/*2B or *2B/*2B = 1; CYPIAl *1/*4 = 1; GSTM1 (+/+) =0
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or GSTMI1 (0/0) = 1; GSTT1 (+/+) = 0 or GST71 (0/0) = 1, GSTPI (Ile/lle) = O or
GSTPI (Ile/Val or Val/Val) = 1. The modeling strategy was to fit the model chosen by a
forward stepwise method with a minimum Avalue of 0.25. Residual diagnostic was
performed for the model. Statistical analysis was carried out with STATA, version 8.2.

Results

We have evaluated the mutagenicity of urine sample, urinary levels of 1-OHP
and metabolizing genotype in nonsmokers exposed and non-exposed sugarcane
workers (Tables 2 and 3).

Urinary mutagenicity

Among the 29 samples of urine in the sugarcane workers exposed to burning of
the sugarcane fields 12 samples (41 %) were toxic and presented toxicity above 2.5
and 5 mL-eq / plate, 2 subjects (7 %) had mutagenic urine (mutagenic potencies were
100 and 35 rev / mL-eq), 2 samples (7 %) had trace of mutagenic activity, and 13
samples (45 %) were non-mutagenic when the TA98 strain was used. In relation to
the YG1041 strain, 18 samples (62 %) were toxic with toxicity above 0.5 mL-eq / plate,
1 urine sample (4 %) was mutagenic (potency was 52 rev / mL-eq), 3 samples (10 %)
had trace of mutagenic activity, and 7 samples (24 %) showed no mutagenic activity.
Ten samples were evaluated with the YG1024 strain, including the two samples that
had shown to be mutagenic for TA98. These two samples were also mutagenic
regarding to the strain YG1024 (mutagenic potencies were 12 and 90 rev / mL-eq,
respectively). The results showed that 1 sample presented toxicity at 0.5 mL-eq /
plate, 5 samples (50 %) was mutagenic and 4 samples (40 %) were not mutagenic
(Table 2). Among the 25 samples of urine in the non-exposed sugarcane workers, 3
(12 %) were toxic above 2.5 mL-eq / plate, 1 sample (4%) was mutagenic (mutagenic
potency was 30 rev / mL-eq) and 21 samples (84%) were not mutagenic to the TA98.
When the samples were evaluated with YG1041, 12 (48 %) presented toxicity in 2.5
and 5 mL-eq / plate, 1 urine sample (4 %) was mutagenic, 2 samples (8 %) presented
traces of mutagenic activity and 10 (40 %) were not mutagenic (Table 3). Considering
all the samples, eight showed mutagenicity or traces of mutagenic activity and 18 were
toxic (Table 4).

Urinary 1-OHP

The concentration of urinary 1-OHP ranged from 0.03 to 2.72 umol mol™

creatinine in sugarcane exposed workers, from 0.002 to 2.15 in sugarcane the non-




Efeito dos polimorfismos

exposed workers (Tables 2 and 3) and from 0.008 to 0.016 in the controls (data not
shown). Table 5 shows the geometric means of log (1-OHP). The geometric mean
concentration of urinary log (1-OHP) in workers exposed (0.318 pmol mol™ creatinine)
was significantly higher (P < 0.0000) than in the non-exposed sugarcane workers
(0.035 pumol mol™ creatinine). The geometric mean value of urinary log (1-OHP) in the
exposed sugarcane workers also demonstrated to be significantly higher (P < 0.0000)

than in controls (0.041 pmol mol™ creatinine). The log (1-OHP) levels in the non-

exposed sugarcane workers compared with control group did not depict significant
difference (P = 0.6957).

Regarding the individuals age of the sample composition, there was an over
representation of elder workers (range 26-67 years old); however, the 1-OHP excretion
was significantly higher (P = 0.0025) among the younger individuals (range 19-25) in
non-exposed situation. It was not found statistically significant difference between
genders (P > 0.05) in the three groups studied (Table 5).

The effects of genotypes on urinary 1-OHP are shown in Table 6. No significant
differences (P > 0.05) was found between levels of 1-OHP in any of the polymorphisms
in sugarcane workers. Interestingly, in the non-exposed group the 1-OHP excretion
was lower for the CYPIAI variants, but higher compared to GSTs allelic variants,
mainly GS7TM1 and GS7PI1. The control group with the wild-type genotype (GS7PI
Ile/Tle) excreted significantly higher levels of urinary 1-OHP than the individuals
carrying at least one GS7PI Val variant allele (P = 0.0278).

Multivariate regression analysis (Table 7) was performed with log (1-OHP) using
the model chosen by a forward stepwise method adjusting with all the variables with a
minimum Avalue of 0.25. These analyses showed that there is a possible interaction
with CYP1A1*4, *24, and GSTPI polymorphisms in the exposed group. When analyzed
in combination, all three genotypes had a reduction in its P value observed in ¢ test
analysis, principally CYP1A1%*4 genotype (P = 0.060). However, even though the adjust
was not possible to depict a significantly contribution of this genotypes related to the
urinary 1-OHP excretion. In the non-exposed group the age significantly influenced (P
= 0.002) the excretion of 1-OHP. Moreover, in the control group the CYP141*2A and
GSTP1 polymorphisms significantly influenced the concentration of urinary 1-OHP (P <
0.05 for all). Individuals with the allele variant CYPI1A1* 2A excreted significantly
higher level of 1-OHP while those carrying the variant GS7PI excreted significantly

lower levels.
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Discussion

Urinary mutagenicity

The mutagenicity tests measure the intrinsic ability of the test chemical or its

metabolites to react with DNA to produce a pre-mutagenic lesion. Thus, the
Salmonella test measures the ability of a chemical to induce mutations, not cancer.
Therefore, a positive result in a Sa/monella test is a true measure of the ability of the
test chemical to induce gene mutations. A chemical that is mutagenic in Sa/monella is
presumed to be a rodent carcinogen, and potential human carcinogen (Zeiger et al.,
2001). The urinary mutagenicity test is a useful method for assessing the actual human
burden of environmental mutagens. This test system has been applied for esttmating
mutagens exposure in various occupational settings, including workers in the rubber
industry (Bos et al., 1989), coke oven workers (Clonfero et al., 1995), charcoal workers
exposed to wood smoke (Kato et a/., 2004) and in detecting environmental exposures
to genotoxins (Cerna et al.,, 1997).

When the TA98 strain was used, only 2 samples (7 %) of the urine in
sugarcane workers exposed to burning of the sugarcane fields were mutagenic. In
relation to the YG1041 strain, only 1 sample (4 %) was mutagenic and from 10
samples evaluated with the YG1024 strain, 5 were mutagenic. This low mutagenicity is
consistent with few rings PAHs such as pyrene, and suggests a slight contribution of
nitrate PAHs to the mutagenicity of urine samples. Moreover, our results showed that
41 % of samples of the exposed sugarcane workers were toxic for TA98 strain and 62
% in relation to the YG1041 strain in dose usually above 5 mL-eg/plate. In the
charcoal workers study, the samples that underwent acid or alkaline extractions were
not toxic below 12 mL-eqg/plate, whereas samples without this kind of extraction, done
in our study, presented toxicity at 3 mL-eq/plate. This suggests the presence of acid
and basic cytotoxins in the urine of charcoal workers (Kato et a/., 2004). Toxic effects
were also often observed at higher urine volumes in a group of women working
outdoors in the Northern Bohemia exposure to ambient air pollution (Cerna et al.,
1997). The frameshift Sa/monella typhimurium strain TAS8 was used to esttmate the
efficiency of the more sensitive Salmonella typhimurium YG1041 and YG1024 strains in
this particular occupational setting, thereafter, it was not possible to perform this
comparison due to the high toxicity of the samples. Thereby, we suggest the
fractionation of urine samples extract of the sugarcane workers. Strain YG1041 used in

this study is sensitive to frameshift mutations caused by complex mixtures containing
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PAH and aromatic amines, especially nitroarenes and arylamines (Hagiwara et al.,
1993), such as those presented in cigarette smoke. It is uncommon the use of this
strain to assess mutagenicity in urine samples, and the literature offered only a few
examples to which our results could be compared. Only Cerna et a/. (1997) and Kato et
al. (2004) used a sample preparation procedure similar to ours. The values reported in

these two studies were higher than those of sugarcane workers exposed, when it was

possible to observe the positive response in our samples. Kato et a/ (2004) have

shown that exposed workers had increased odds of having toxic urine relative to non-
exposed workers. In the evaluation of the mutagenicity of urban air pollution and also
of urine of subjects exposed occupationally to outdoor pollution, the YG1041 strain
with the addition of S9 was more sensitive than the more traditional TA strains (Cerna
et al,, 1997). According to Kato et a/. (2004), this observation suggests more cytotoxic
urine, due to the presence of aromatic amines and nitroarenes in the exposed workers
relatively to that of the non-exposed workers. Compounds such as these may have
accounted for our finding that exposed workers had 62 % of toxic urine compared to
48 % non-exposed workers.

Urinary 1-OHP

Our study assessed the influence of CYP1A1, GSTT1, GSTM1 and GSTP1
polymorphisms on occupational exposure to PAHs in nonsmokers’ sugarcane workers
during the harvest time (exposed) and during the non-harvest time (non-exposed).
Only nonsmokers were selected for this purpose, once the smoking habit has a
profound effect on the urinary concentrations of 1-OHP (Clonfero et al, 1995) and
mutagenic activity (Kuenemann-Migeot et al, 1997). The urinary level of the pyrene
metabolite 1-OHP has been suggested as a biomarker of PAH exposure due to the high
sensitivity of the analytical method and additionally to take into account all the
exposure routes. Furthermore, in occupational settings the 1-OHP content in urine may
be increased 10-100 fold (Alexandrie et al,, 2000; Kato et al., 2004). Large variations
in urinary 1-OHP were found among the sugarcane workers. The mean concentration
of urinary 1-OHP in the exposed workers was significantly higher than the mean
concentration in non-exposed sugarcane workers. The half-life of 1-OHP is reported to
be 18.6 h (Lu et al,, 2002) and the urine of sugarcane workers during the non-harvest
time was collected after three months of the harvest time. There was also significant
difference between the excretion of 1-OHP in exposed sugarcane worker groups and

controls. The urinary levels of 1-OHP among exposed workers were higher than those
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reported for charcoal workers (0.07 umol mol™ creatinine), a Brazilian group exposed
to wood smoke (Kato et a/, 2004), in non-smoking bus drivers (0.19 pmol mol™

creatinine) and non-smoking mail carriers (0.11 pmol mol™ creatinine) in a Danish

‘population (Hansen et a/,, 2004). Nevertheless, lower to the levels (0.94 pumol mol™

creatinine) were reported for non-smoking in coke oven Italian workers, engaged on
various tasks (Clonfero et al., 1995) and 2.81 umol mol ~ ! creatinine for non-smoking
in Koreans coke oven workers (Nan et a/., 2001). It can be plausible to observe that it
was also lower than nonsmokers individuals exposed to diesel exhaust, including
workers of the diesel plants (2.18 umol mol™ creatinine) and street vendors (2.18 umol
mol™ creatinine) in Santiago of Chile urban area (Adonis et a/, 2003). Our results
showed that the 1-OHP excretions were significantly higher in the younger individuals
of non-exposed group. This effect may be due to the reduced creatinine excretion with
age (Hansen et al., 2004) or breathing behaviour (Jacob & Seidel, 2002). However, no
effect was observed in the exposed sugarcane workers. Hence this effect may be an
artifact.

The levels of 1-OHP was higher in the exposed workers carrying CYPIA1*2A,
*2B, *4and GSTP1 but the difference was not significant. Our results are in agreement
with Pan et al. (1998) that showed no influence of GSTMI or CYPIAI (Ile/Val)
polymorphism on 1-OHP excretions in a group of 99 Chinese coke-oven workers.
Likewise, no influence of the CYP1A1*2A and *2B and GSTM1 genetic polymorphisms
on the urinary levels of 1-OHP was detected in workers of two electric steel plants and
an iron foundry that were exposed to high levels of PAHs (Apostoli et al/, 2003).
Hemminki et a/. (1997) also found no influence of genotypes GS7TMI1 or CYPIAI on
urinary 1-pyreno levels in foundry workers. In contrast, gene-environment interactions
on the excretion of 1-OHP were confirmed by Alexandrie et a/. (2000) in aluminium
smelter workers, where CYPIAI*2B, and GSTM1 polymorphisms were found to have
significant influence on 1-OHP excretion. This study showed that total particulate-
associated PAH exposure, use of respiratory protection devices and metabolizing
genotype for the CYPIAI1 and GSTMI genes significantly determined urinary 1-OHP
excretion.

Our study showed no significant differences in the level of 1-OHP in individuals
with null GSTM1. These data are in agreement with Merloi ef al. (1998). Actually,
GSTM1 activity is not directly linked to the metabolism of 1-OHP, which is, in fact,
mainly excreted as a glucoronide conjugate. Nevertheless, the authors (Alexandrie et
al., 2000; Apostoli et a/, 2003; Adonis et al., 2003) who demonstrated an effect of
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polymorphism on urinary 1-OHP levels explained the positive correlation observed
between the null genotype and 1-OHP excretion by suggesting that a deficiency in
GSTM1 activity may increased glucuronidation pathway, as a result of accumulation of
PAH derivatives that are not conjugated with glutathione and which may cause the
induction of CYPIAI and increase the 1-OHP. Considering that the major routes of
occupational and environmental exposure to PAHs are inhalation and cutaneous
absorption and that extra hepatic CYP1A1 is primarily expressed in the lung, it can be
suggested that people working in polluted places, such as sugarcane fields that were
burnt, are exposed to high levels of inhalable particle matter and PAHs and might
represent at high risk population to develop long term effects such as lung cancer. This
effect might be regulated by individual differences in the efficiency to metabolize PAHs
such as BaP or pyrene (Adonis et a/,, 2003).

Multivariate regression analysis showed that the CYPIA1*2A and GSTPI
polymorphisms significantly influenced the excretion of 1-OHP levels in control groups.
This may be explained by the higher exposure of the sugarcane workers to PAHs since
the effect of the polymorphisms in the 1-OHP excretion is better observed under lower
dosage exposure. This observation agrees with the results of Adonis et al. (2003)
among those smokers individuals exposed to diesel exhaust the CYPI1A1%*2A allele
showed a non-significantly higher 1-OHP level than the CYP1A41*1A allele. On the other
hand, in the non-exposed group a significantly higher 1-OHP level was observed for
the CYP1IA1*2A allele. In this manner, the sample size prevents any ultimate
conclusion concerning the role of genotypes and larger and conclusive studies are
needed to confirm this date.

The mutagenicity and excretion of 1-OHP in workers urine has shown a high

degree of interindividual variability (Einisto et a/., 1990; Cerna et al,, 1997; Alexandrie

et al., 2000), and may be explained by genetic, environmental and/or lifestyle factors.
Metabolic activation and detoxification processes have been shown crucial for
individual susceptibility to the exposure of genotoxic carcinogens and influence the
excretion of mutagens in urine. For example, glutathione S-transferases (GSTs) are
important for detoxifying number of mutagenic compounds, including metabolites of
PAHs. Increased urinary mutagenicity was encountered in smokers with the GSTM1
null genotype (Hirvonen et al, 1994) and in individuals exposed to environmental
pollutants (Binkova et al,, 1996), presumably caused by lower levels of detoxification in
these individuals. Nevertheless, it was not detected a relationship between
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mutagenicity and GST genotypes in the individuals with mutagenic urine analyzed in
this study.

Although some PAHs that are human carcinogens have been found in the
sugarcane soot (Zamperlini et al, 1997), there are no data about cancer incidence
among sugarcane workers. As far we are concerned, this is the first report that
evaluated internal exposure comparing the harvesting (when the sugarcane fields are
burnt) and non-harvesting periods among sugarcane workers in relation to
polymorphisms of xenobiotic-metabolising enzymes. Our study showed that the
sugarcane workers during the harvest period received an intense exposure to
genotoxic and mutagenic compounds. The present study indicates that sugarcane
workers are significantly more exposed to PAH and genotoxic compounds during the
harvesting time than the non-harvesting and the control groups, although the
differences between the levels of 1-OHP was not significant in the exposed bearing
CYPIA1*2A, *2B, *4 and GSTPI1. These findings indicate a potential risk for this
workers associated with respiratory diseases and or lung cancer. Accordingly,
prevention strategies, such as the use of respiratory protection, are needed to reduce

the toxic compounds inhalation and absorption from burnt sugarcane fields.
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Table 1. Caracterization of sugar cane workers according to age, gender

and period of exposition to the burning of sugar cane.

Code

Age
(years)

Gender

Skin Color Period of
Exposition

oo~ bhWNE

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

30
25
55
41
43
24
22
39
20
33
45
41
44
26
44
41
36
29
36
51
45
32
30
20
37
45
37
20
44
34
21
67
22
34
26
33
29
25
23
23
20
35
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11y
20y
20y
8y
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F= female; M= male; W= White; Mu= mulatto; B= black; y= years; m= months.
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Table 2. Urinary levels of 1-OHP, mutagenicity in urine and metabolizing genotype in exposed sugar
cane workers.

Urinary Mutagenic Activity® Metabolizing Genotype
Code 1-OHP TA98 YG1041 YG1024 CYP1AL
El El E2 El E2 *2A *2B *4 M1
0.955 = nd tox : nd *1*1 *1/*1 *1/*4
0.386 a im (15) +(5) +(8)  *1/*2A *1/*2B *1/*1
0367  tox tox +(11) +(10) XUEL KURL O KLRL Hf+
0410 im (2) im (20) +(18) +(4) XL R xR
0.755 : : . X*1 xR x1*L
0.287  tox tox - x*1 xRl x1*]
0519 +(110) + (100) tox +(90) x*1 xxL x1xL
0493 +(29) +(35) tox +(12) XKL R L *1*L
1.265 : nd XKL KR 14
0.868 tox tox tox *1/%1 *1/%1 *1f*1 +/+
0519  tox nd tox X1/%2A  *1/¥2B  *1/*1 +/+
1.363 X1%2A  *1/¥2B  *1/*1 ++
0.502 nd tox X1/%2A  *1/¥2B  *1/*1 0/0
0.070 nd tox XL KL XA 0/0
0.357 nd . X1/¥2A  *1/¥2B  *1/*1 0/0
0.473 nd tox X1/¥2A  *1/%2B  *1/*1 0/0
0.204 tox X1¥2A  *1/%2B  *1/*1 0/0
0.205 tox XA FIEL *1EL +/+
tox
tox

O o NOYW» s WN =

2.716 *1/*2A *1/*¥1 *1/*x1 +/+
*AA/*2A *1/*1 *1/*1 +/+
15 Vo SR 5 Vo B 5 Vs +/+
*2A/*¥2A  *1/¥2B  *1/*1 +/+
*1/*1 *1/*1 *1/*4 +/+
*1[*2A  *1/¥2B  *1/*1 ++
*2A/*¥2A *2Bf*2  *1/*1 0/0
*1/*2A "‘1;';28 *1/*1 +/+
*1/F2A K1fx1 *1/% +/+
*1/*2A *1/*1 *1/*1 +/+
*2A/%2A  *2Bf*2  *1/*1 +/+
*1/*1 “‘1?“1 *1/*1 +/+
*1/%1 *1/*1 *1/*1 +/+
*1/*1 *1/*1 *1/*1 +/+
*1/*1 *1/*1 *1/*1 +/+

nd *1’!*1 *1;‘*1 *1,.“*1 +‘{+

nd *1/*1 *1/*1 *1/*1 +/+

nd *1/*1 e 1 jur PO U fo | +/+  +/+

nd *1/%2A *1/*1 *1/*1 +/+ +/+

nd *1/*2A *1/*1 *1/*1 +/+  +/+ I/I

nd *1/*1 b 1 s SR 5 | +/+ 00 IV

nd *1r¥1 x1/¥1L X1 0/0 0/0 IV

nd *1/%2A *1/¥2B  *1/*1 +/+ +/+ IN

0.118
0.026
0.106 nd -
0.229 nd
0.337
0.109
0.109
2.039
0.125
nd
nd
0.303
0.072
0.098
0.242
0.061
0.114
0.408
0.222
0.580
0.458
0.260

3
R23232333383232333383FE228

nd
nd
nd
nd
tox
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd

REARBRERERRBRBRRAERE -

tox
nd
nd
nd
nd .
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

d3838323233332333¢8¢¢

adddadaddadzdzidi

=1
(=%

* 59 mediated; E: experiment; -: mutagenic activity absent; +: mutagenic activity present; im: trace of mutagenic activity; tox: toxic sample; ( ): mutagenic
potencies in rev/mL-eq (results Interpreted according to SBMCTA norms); nd: not determined.

*1/*1, I/I: wild-type allele; *1/*2A, *1/*2B,*1/*4, I/V: heterozygous; *2A/*2A, *2B/*2B, V/V: homozygous for mutant allele; +/+: present gene; -/-: absent
gene.
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Table 3. Urinary levels of 1-OHP, mutagenicity in urine and metabolic genotype in non-

exposed sugar cane workers.

Urinary Mutagenic Activity® Metabolizing Genotype
Code 1-OHP TA98 YG1041 CYP1A1

El__ E2 El__ E2 *2A *B__*4 M1
0.030 . nd . nd *1/*2A  *1/*2B *1/* 0/0
0.003 - nd = LV B VL B S VL 2
0.004 4 nd . x1/¥1 x1x1 *Q)x 0/0
0114  +(30) +(6) + (88) x1/*¥1 XLxL *Q)x 0/0
0.049 1 tox *1 /%1 *1/%1 xﬂ't +/+
0.103 tox *lf"l ‘1}'*1 x];,ft +".f+
0.007 - *1/%1 *1 /%1 *1}«* +/+
0.029 im (19) x1/x1 xE1L xx 00
0.003 . X1/*¥2A  *1/*2B  *I/*  +/+
0.032 X1/*¥2A  *1/*2B  *1/* 0/0
0.013 X107 X1 *1F +/+
0.029 *1/F1 RIFL R 4f+
0.005 *1/¥A  X1/*B  *1* 4+
0.034 *1/}A  *1/*2B  *1*  +/+
0.027 X1/}2A  *1/¥2B *I[* 4+
0.002 *{FQA KQ R RQ)E +/+
0.049 *1RA K11 KIx 0/0
0.027 RN KIFL KL 4+
0.042 *1/%1 %11 *1x 0/0
0.011 *QA/¥2A  *1/*2B ‘if* +/+
0.088 Vo B S VL R VL e
0.005 *QA/¥2A  *QB[*2  *1/* 0/0 N
0.174 XA XKLFB XIx +/+ W
0.030 XA FIFL KD 4/+ VIV
0.056 X1/¥A X1 xIx 1
0.046 nd *QA/X2A  *2B/*¥2  *If* 4+ I
0.119 tox Vs SV B YL 0/0 W
0.045 nd X1/¥1 xX1*1 *1x /0 Y
0.378 nd Vs NS VL YL 0/0 VIV
0.021 nd *1/*1 *1A1 K 00 +/+  II
0.125 nd X% KL X 4+ [+ IV
0.354 nd *1/F2A *1*F1 *R1/* H+  H+ VN
2.153 nd x1/¥1 *iX1 KX 4+ 00 IV
0.203 nd *1/*1 X1 *p* 0/0 0/0 IN

+38323332333¢822

2
(=%

d3333333323333333333383:333aa’daadaididid

S9 mediated; E: experiment; -: mutagenic activity absent; +: mutagenic activity present; Im: trace of mutagenic activity; tox: toxic
sample; ( ): mutagenic potendles in rev/mL-eq (results interpreted according to SBMCTA norms); nd: not determined.

*1/*1, IJI: wild-type allele; *1/*2A, *1/*2B,*1/*4, I/V, heterozygous: *2A/*2A, *2B/*2B, V/V, homozygous for mutant allele; +/+: present
gene; -/-: absent gene.
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Table 4. Results of microsuspension assays

with the strains TA98, YG1041 and
YG1024 in urine of exposed and non-exposed sugar cane workers.

Total Numbers

Group Urinary Activity®

YG1041 YG1024

Exposed  toxic
mutagenic
trace of mutagenicity
Non-Exposed toxic 2
mutagenic 1
trace of mutagenicity  null

E1l E2 El E2
14 9 1 null

1 null 5 3
2 1 null
10 3 nd nd
1 nd
1 nd nd

? interpreted according to SBMCTA norms; nd: not determined.

2345678unesp
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Table 5. Geometric means of urinary 1-OHP levels (umol mol ~ ! creatinine) in all subjects and in

relation to age and gender.

Groups Exposed Non-exposed Controls

N  Geometric Mean N  Geometric Mean Geometric Mean  P-value ? P-value ® P-value ¢

All subjects 0.318 34 0.035 0.041 0.0000 0.0000 0.6957

Age 19-25 0.331 0.126 nd 0.1965 nd nd
Age 26-67 0.313 0.022 nd 0.0000 nd nd
P-value? 0.8782 0.0025 nd
Men 20 0.337 16 0.050 0.0022 0.0000

Women 19 0.299 18 0.026 0.0000 0.0001
P-value? 0.7186 0.2286

2 P-value calculated between exposed and non-exposed.

® p-value calculated between exposed workers and controls.

¢ P-value calculated between non-exposed workers and controls.
9 P-value calculated between two groups of the lines above.

nd, not deterrnined.
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Table 6. Geometric means of urinary 1-OHP levels (umol mol " ! creatinine) in different genotypes.

Exposed Non-exposed Controls

Groups
N Mean N Mean Mean P-value® P-value® P-value®

CYPI1A1 Mspl
*1A/*1A 0.267 17 0.055 0.030 0.0079 0.0000 0.2591
*1A/*2A or 19 0.382 17 0.023 0.058 0.0000 0.0000 0.0560
*2A/*2A
P-value ¢ 0.2851 0.0989 0.0565

CYP1A1 Ile/Val
*18/*18 0.296 0.048 0.035 0.0005 0.0000 0.4423
*1B/*2B or 0.374 0.018 0.081 0.0000 0.0039 0.0325
*28/*28
P-value ¢ 0.5181 0.0857 0.0588

CYP1A1 Thr/Asp
*1/*1 0.300 0.036 0.044 0.0000 0.0000
X1 /%4 0.652 0.025 0.025 0.3841 0.0053
P-value ¢ 0.2134 0.7454 0.2570

GSTT1
Present (+/+) 0.330 0.034 0.041 0.0000 0.0000
Null (-/-) 0.277 0.039 . 0.0168 nd
P-value ¢ 0.6785 0.8219

GSTM1

Present (+/+) 0.340 0.032 0.0000
Null (-/-) 0.279 0.041 0.0066
P-value ¢ 0.5784 0.6649

GSTP1
Ile/lle 14 0.255 12 0.021 0.0009 0.0212
Ile/Valor Val/Val 25 0.360 22 0.047 0.0001 0.3444
P-value ¢ 0.3204 0.1413
2 P-value calculated between harvest workers and non-harvest workers.
b p-value calculated between harvest workers and controls.
¢ P-value calculated between non-harvest workers and controls.
9 P-value calculated between two groups of the lines above.
nd, not determined.
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Table 7. Multivariate regression analysis followed by stepwise
procedure (P = 0.25).

Group Independent
variable
Exposed genotype
CYPIAI*2A
CYPIAI*4
GSTP1

Non-Exposed
Age
Control
CYPIAI*2A
GSTP1

? Regression coefficient.
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Muitos agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos conhecidos sao detectados na
atmosfera e os riscos de cada um deles sdo de dificil determinagdo, devido a grande
variedade e complexidade de interagbes que podem ocorrer (DEMARINI et al, 1994;
FARMER et al., 2003),

As particulas de diametro menor que 10 um, por exemplo, residem por longo tempo
na atmosfera e sdo facilmente inaladas pelo homem (CHRISP & FISHER, 1980; LEWTAS et

al, 1997). Tais particulas sdo, em geral, eficientemente depositadas nos alvéolos

pulmonares e lentamente removidas dessa regido ndo ciliada do trato respiratério,

expondo o organismo aos compostos mutagénicos por um periodo significativo. Por outro
lado, o risco potencial de absorcdo das particulas maiores do que 10 pm ndo deve ser
completamente desprezado, pois seus componentes podem ser solubilizados, absorvidos
pelo intestino até a circulacdo sistémica e apresentar riscos para outros tecidos, além dos
pulmdes (CHRISP & FISHER, 1980).

A exposicdo a altos niveis de particulas por longos periodos aumenta o risco de
cancer, doencas respiratdrias e arteroscleroses, enquanto que, picos de exposi¢ao a
periodos curtos causam exacerbagdo de bronquite, asma e outras doengas respiratérias,
bem como, alteracdes do ritmo cardiaco. O mecanismo exato de como as particulas
exercem seus efeitos toxicos em nivel celular ndo esta completamente entendido e varias
hipéteses tém sido sugeridas (SORENSEN et al., 2003).

Além da atmosfera nas grandes cidades e nas indUstrias, que contém altos niveis de
poluentes, algumas areas rurais tém revelado a presenga desses compostos. A pratica da
queima da palha de cana-de-agucar, para facilitar a operagao de corte manual dos colmos,
acarreta problemas de poluicdo do ar em razdo da grande emissao de fumaga e fuligem
que, dependendo das condigdes atmosféricas, atingem os centros urbanos, trazendo
transtornos as populacdes das cidades das regides canavieiras, assim como para 0s

proprios cortadores de cana.




Devido a exposicao didria dos cortadores de cana aos compostos da fuligem, pode-
se sugerir que eles constituem populacdo de risco para o desenvolvimento de doengas.
Tal sugestdo encontra suporte em um levantamento efetuado pela Fundagao Oncocentro
de uma incidéncia aumentada de tumores malignos nas regiées canavieiras. Do mesmo

modo, ha registros de aumento na incidéncia de doencgas respiratdrias, por ocasido da

queima de canaviais (ZAMPERLINI et al, 1997). Sabe-se, que a intensa exposicdo a

poluicdo do ar aumenta o risco de doengas respiratorias, cancer de pulmdo e outros
canceres relacionados (SANDFORD & SILVERMAN, 2002; SGRENSEN et al., 2003), sendo a
intensidade do efeito proporcional a concentracdo de poluentes e duracao da exposicao.
Contudo, somente nos anos mais recentes, essa teoria foi ampliada e aprendeu-se que o
processo da exposicdo ao aparecimento da doenca € modulado por fatores genéticos
(TANINGHER et al., 1999). Com o objetivo de averiguar os efeitos dos poluentes e os
riscos para a salde humana, inimeros ensaios tém sido conduzidos. Watanabe et al.
(1997), por exemplo, testaram a agao mutagénica de muitos nitro-PAHs presentes no ar e
observaram a indugdo de transversbes C-G — A-T em linhagens de Salmonella
typhimurium. Essa mutagao € a substituicdo de base mais freqiiente no gene supressor de
tumor 7P53 em cancer de pulmao.

Em nosso entendimento, o presente estudo parece ser o primeiro em que a
influéncia dos gendtipos GSTM1, GSTT1, GSTP1 e CYPIAI foi avaliada, tanto para a
atividade mutagénica da urina, quanto para os niveis de 1-OHP urinario em cortadores de
cana queimada, portanto, expostos aos HAPs, excluindo-se o habito tabagista como fator
de viés.

Na tentativa de aumentar a probabilidade de deteccao do efeito da exposigao aos
compostos genotdxicos liberados na queima da plantagao da cana, a linhagem TA98, um
indicador padrao de mutagenicidade, que causa mudanga na matriz de leitura para
compostos mutagénicos urinarios (PASQUINI et a/., 1990), foi complementada com suas
derivadas, as linhagens YG1041, supostamente mais sensivel em detectar compostos
mutagénicos na urina, uma vez que superproduz nitrorredutase e O-acetiltransferase
(Cerna et al., 1997) e YG1024 que superproduz O-acetiltransferase (WATANABE et al.,
1990). Além da linhagem, a sensibilidade do teste, visando os objetivos propostos neste
estudo, também foi aumentada usando-se o ensaio de microssuspensdao (KADO et al.,

1983). Varios ensaios realizados com amostras de urina de trabalhadores




ocupacionalmente expostos aos HAPs, utilizando a TA98, mostraram resultados negativos,
observando-se o contrario, apenas em trabalhadores fumantes (RECIO et a/ 1984;
VENIER et al., 1985, CLONFERO et al.; 1995). Também tem sido observado, pelo teste de
mutagenicidade, que a urina de individuos ocupacionalmente expostos a PAHs e demais
compostos originados da combustdo mostra-se mais mutagénica do que aquela de
individuos controle (MIELZYNSKA et al, 1997; YIN, et al., 1998; ALEXANDRIE, et al.,
2001). O mesmo foi demonstrado para individuos fumantes (SMITH et &/, 1995;
KUENEMANN-MIGEOT et al, 1996; KUENEMANN-MIGEOT et al, 1997, MURE et al.,
1997). No presente estudo, a grande maioria das amostras foi toxica quando testada em
altas doses, no entanto, tal resultado também foi observado por outros grupos e
justificado pela presenca de componentes citotdxicos na urina (CLONFERO et al,, 1995;
GABBANI et al., 1999; KATO et al., 2004).

O nivel urinario do metabdlito 1-OHP tem sido utilizado como um biomarcador de
exposicao interna a PAHs pela alta sensibilidade do método analitico e por levar em
consideragao todas as rotas de exposicao. Em ambientes ocupacionais, o contetido de 1-
OHP urinario pode estar aumentado cerca de 10 a 100 vezes (ALEXANDRIE et al., 2001).
Nos cortadores de cana-de-aglcar amostrados no periodo da safra, o nivel médio de 1-
OHP log transformados foi de 0,318 umol mol™ creatinina, variando de 0,03 a 2,72 pmol
mol™ creatinina, no periodo da safra. A concentracdo média dos niveis de 1-OHP em
motoristas de Onibus e carteiros que trabalhavam no centro de Copenhague, Dinamarca

foi de 0,19 e 0,11 pmol mol® creatinina, respectivamente e variou de 0,05 a 1,60 em
motoristas e 0,02 a 0,75 pmol mol™ creatinina em carteiros (HANSEN et al., 2004). A

concentracao de 1-OHP em urina de individuos expostos a exaustdao de diesel variou de

ndo detectada a 9,24 umol mol™ creatinina em ndo fumantes amostrados em Santiago do
Chile. Ja, em uma populagdo rural ndo fumante tais niveis variaram de 0,23 a 3,7 pmol
mol! creatinina (ADONIS et al., 2003).

Existe pouca informagdo sobre as freqiiéncias dos polimorfismos GSTMI, GSTT1,
GSTP1 e CYPIAI na populagao brasileira. Tais polimorfismos sdo responsaveis pelas
diferengas interindividuais na capacidade de ativar e/ou inativar xenobidticos que estdo
relacionados com o inicio de cancer (AUTRUP, 2000). Varios estudos tém demonstrado
associacao entre esses polimorfismos e muitos tipos de canceres, tais como bexiga, oral,
pulmdes e cabega e pescoco (CONFORTI-FROES et a/., 1997; SREELEKHA et al., 2001;




SONG et al., 2001; JEONG et al., 2003; PINARBASI, et al., 2003; MOHR et al., 2004,
SORENSEN et al., 2004). O Brasil apresenta uma das populagdes mais heterogénias dado
o alto grau de mistura entre grupos étnicos. A populacdo brasileira é composta por
descendentes de amerindios, portugueses, italianos e africanos com menor nimero de
imigrantes da Espanha, Alemanha, Siria, Libano e Japao (CARVALHO-SILVA et al., 2001;
PARRA et al., 2003). Desse modo, somos uma populacdo Unica em relagdo as freqiiéncias
dos polimorfismos em genes que codificam enzimas que metabolizam carcinégenos e
drogas terapeuticas. Portanto, o conhecimento das freqiiéncias alélicas desses genes em
grupos brasileiros é de grande aplicagdo na prevencdo de efeitos adversos a saulde.
Dentre os individuos analisados neste estudo, 34,3 % e 20,2 apresentavam 0s genotipos
GSTM1 e GSTT1 nulos, respectivamente. A freqiiéncia alélica para o polimorfismo GSTP1
foi de 38 %. As freqiiéncias alélicas para os polimorfismos CYPIA1*2A e *2B foram de 23
% e 14 %, respectivamente. Em relacdo ao polimorfismo CYP1A1*4 apenas seis individuos
apresentaram a variante no estado heterozigoto.

A atividade das GSTs é um importante caminho de destoxificagdo para uma ampla
classe de mutagénicos, tais como os metabdlitos de HAPs; desse modo, a exposigao a
esses compostos induz a atividade do produto do gene GSTMI. Alguns estudos avaliaram
a influéncia dos polimorfismos genéticos na atividade mutagénica da urina em individuos
ocupacional ou ambientalmente expostos a compostos genotoéxicos Os trabalhadores de
fornos de coqueria com auséncia do gendtipo GSTMI apresentaram uma maior
mutagenicidade urinaria, quando comparados aos que tinham o gene (GABBANI et al.,
1996). O trabalho de Binkova et al. (1996), por exemplo, demonstrou a influéncia do

gendtipo GSTMI nulo na mutagenicidade da urina em mulheres que moravam em uma

area altamente poluida na Polonia. Outros dados corroboram a importancia do gene

GSTMI1 no metabolismo de compostos PAHs. A exposicdo terapéutica de pacientes nao
fumantes, portadores de psoriase, tratados topicamente com ungiiento contendo 2% de
alcatrdo de carvdo, confirma isso, uma vez que os valores da mutagenicidade urinaria nos
individuos com genétipo nulo foram, em média, o dobro daqueles portadores do gendtipo
favoravel (GABBANI et al, 1999). Os dados do presente estudo mostraram nao ser
possivel estabelecer associagao entre os polimorfismos estudados e mutagenicidade
urinaria dos cortadores de cana devido a alta toxicidade da urina desses individuos. No
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entanto, dos oito cortadores de cana queimada em que a urina foi mutagénica, ou
apresentou trago de mutagenicidade, trés tinham genétipos GSTMI nulo.

Os estudos de epidemiologia molecular sugerem que individuos com auséncia do
gene GSTMI tém um risco maior de desenvolver cancer de bexiga e de pulmdo
(BROCKMOLLER et al, 1998) estbmago e cdlon (STRANGE et al, 1991). No caso da

exposicdo voluntaria ou ocupacional que aumenta a atividade mutagénica da urina, o

efeito da modulagdo e protegdo pelo gendtipo GSTMI é dobrado. Além disso, para um

menor nimero de compostos mutagénicos eletrofilicos atacar a bexiga, existe a maior
capacidade de destoxificagdo do urotélio, em individuos com o genétipo GSTM1 positivo
(GABBANI et al., 1996).

O envolvimento do gene GS771 no metabolismo dos HAPs ainda ndo esta claro
(VIEZZER et al., 1999). Tal gendtipo parece estar mais envolvido com a destoxificagdao de
hidrocarbonetos menores, como 6xido de etileno e diepdxibutano (LEE et a/,, 2002). Entre
os oito cortadores de cana que a urina amostrada no periodo da safra foi mutagénica ou
apresentou trago de mutagenicidade apresentavam o gendtipos GS771+/+. Ja em relagao
ao gendtipo GST7PI, um individuo era homozigoto mutante e seis deles eram
heterozigotos.

Com relagdo a participacdo dos polimorfismos do gene CYPIA1 ja foi demonstrado
um aumento na atividade enzimatica em individuos com o gendtipo variante do gene
CYP1A1*2A (CROFTS et al., 1994). Além disso, foi relatado, em cancer de pulmdo, que o
polimorfismo CYPI1A1*2A esta associado a niveis de adutos de DNA-HAPs (HEMMINKI et
al., 1997) e com maior freqiiéncia de mutagdes no gene p53 (KAWAJIRI et al, 1996),
sugerindo que os metabdlitos reativos de carcindgenos sdo produzidos em maior
quantidade em individuos com o alelo variante (TANIMOTO et al, 1999). O gendtipo
homozigoto mutante CYPIAI*2A [*2A estd associado como fator de risco para o
carcinoma da célula escamosa e, em menor extensdo ao adenocarcinoma em populacdes
japonesas (TANINGHER et a/.,, 1999), fato confirmado em populagoes brasileiras (HAMADA
et al., 1995; SUGIMURA et al, 1995). No presente estudo, observou-se que dos oito
individuos com urina mutagénica ou com tracos de mutagenicidade trés deles eram
heterozigotos para ambos os polimorfismos CYP1A41*2A e *2B.

Vérios estudos tém avaliado a influéncia dos polimorfismos genéticos nos niveis de
1-OHP urinario nas populagGes alvo. Em oposicdo as expectativas, Hemminki et a/. (1997)
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ndo encontraram influéncia dos gendtipos CYPIAI ou GSTMI nos niveis de 1-OHP

urinario. Merlo et al. (1998), avaliando policiais do trafego de Génova (Itdlia), ndo
detectaram qualquer influéncia do genétipo CYPIAI, GSTMI1 e GSTTI nos niveis de 1-

OHP, embora a excrecao tenha sido maior em alguns fumantes (< 15 cigarros/dia) com
gendtipo heterozigoto (CYP1A1%¥1/*24), comparados aos individuos com gendtipo
selvagem (CYPIAI1*1/*1). Pavanello et al. (1999), avaliando individuos expostos a HAPs,
como trabalhadores de fornos de coqueria, de industrias de aluminio e limpadores de
chaminé, mostraram que dentro de cada grupo os valores médios de 1-OHP foram
maiores em individuos GSTMI nulo em relacdo ao grupo GSTMI positivo, embora a
diferenga ndo tenha sido estatisticamente significante. Resultado semelhante também foi
observado em nosso estudo, uma vez que os cortadores de cana com alelos variantes
CYPIAI*2A, *2B, *4 e GSTP1 Ile/Val e Val/Val mostraram maiores niveis de 1-OHP
urinarios no periodo da safra, entretanto ndo houve diferenca estatisticamente
significante. Ao contrario dos estudos anteriores, Wu et a/. (1998) demonstraram que
trabalhadores de fornos de coqueria homozigotos para o gendtipo CYPIAI*2A/*2A
mostraram diferenga estatisticamente significante para os niveis de 1-OHP urinario, em
relacdo aos heterozigotos e homozigotos normais. Em relacdo aos nossos dados, foram
unidos os individuos heterozigotos (CYP1A1*1/*2A) e os homozigotos (CYPIA1*2A/*2A),
mas nao houve diferenca estatisticamente significante entre esses dois grupos.

O polimorfismo GS7PI é esperado ser importante em determinados efeitos de
exposicao aos PAHs. Na verdade, ele tem sido associado com a inativagao do principal
metabdlito reativo do benzo(a)pireno, isto & o benzo(a)pireno diol epdxido e outros
agentes toxicos advindos da fumaca do cigarro. O estudo de Viezzer et al. (1999) em
trabalhadores italianos de fornos de coqueria, ndo pode avaliar com propriedade a
importancia do polimorfismo GS7PI, devido ao pequeno nimero de individuos com o
gendtipo de risco. Nosso estudo ndo mostrou diferenca significante entre os cortadores de
cana GSTPI Ile/Ile e aqueles com o alelo variante. A analise de regressdao multivariada
mostrou uma possivel interagdao em relagdo aos niveis de excrecdo de 1-OHP urinarios e
os polimorfismos CYP1A1*2A, *4 e GSTPI em cortadores de cana amostrados no periodo
da safra. Quando analisados em combinacdo, os trés gendtipos mostraram uma reducao
do valor de P em relagdo ao valor obtido na andlise com o test t, principalmente em

relacdo ao gendtipo CYP1A1*4 (P = 0,06). Entretanto, mesmo com o ajuste ndo foi
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possivel mostrar uma contribuicdo significante dos genétipos em relacao a excrecdo de 1-
OHP.

Nossos resultados sugerem que a populagao de cortadores de cana esta exposta a
complexas misturas de compostos quimicos, principalmente aquelas ricas em PAHs. Ao
mesmo tempo, revelam a real necessidade da combinacdo de biomarcadores, ou seja,
associar o de exposicdo com o de suscetibilidade. Além disso, pode-se notar que ao
escolher o teste de Kado para a avaliagdo de mutagenicidade é importante o emprego de,
pelo menos duas linhagens diferentes, uma vez que a sensibilidade dessas pode variar,
dependendo do gendtipo do individuo e do tipo de mistura poluentes de testada. Ainda
quanto ao marcador de exposicao de dose interna, a quantificacdo do 1-OHP em urina
mostrou-se, com base no que foi observado, como um biomarcador eficiente e rapido.

Em relagdo a resposta diferencial dos individuos frente a exposicdo a compostos
quimicos é importante considerar a analise tanto de genes envolvidos nos passos de
ativagdo, como no de destoxificagdo do metabolismo de xenobidticos, uma vez que a
interacdo gene-ambiente € um dos principais focos no entendimento da etiopatogénese de
doencas.

Muitos estudos tém demostrado a importancia dos polimorfismos fenotipicos no
metabolismo dos compostos quimicos como fatores de risco no desenvolvimento tanto do

cancer quanto de outras doengas associadas a exposicdo aos poluentes quimicos.

Paralelamente a esses estudos, as bases genéticas de muitos dos polimorfismos foram
elucidados e métodos ndo invasivos, como a genotipagem, foram desenvolvidos, com a
vantagem de serem aplicados em grandes populagdes. A identificacdo de fatores genéticos
que, agindo independentemente ou em conjunto com a exposicdo ambiental, aumenta o
risco de toxicidade ou cancer, tem importante implicagdo na prevencdo, diagndstico
precoce e intervencao com doengas humanas, pois uma vez identificados os grupos
suscetiveis, esses podem ser persuadidos a evitar conhecidos fatores de risco. Politicas
publicas de redugdo na emissdo de gases resultantes de combustdo automotiva (exigéncia
legal de filtros cataliticos em veiculos a diesel, gasolina e alcool), obrigatoriedade de filtros
eletromagnéticos em chaminés industriais, equipamento de protecdo para o trabalhador
sujeito a exposigao ocupacional podem significar uma importante redugdo na incidéncia do

cancer e outras doengas na populagdo e nos gastos com saude publica.
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Conclusoes

1-

A origem étnica deve ser levada em consideragao em estudos de interagao gene-
ambiente envolvendo os polimorfismos GSTMI, GSTT1, GSTP1 e CYPIAL As
freqliéncias foram tanto similares quanto diferentes daquelas obtidas em outras

populages brasileiras e de outros paises.

Os ensaios de microsuspensao indicaram que os cortadores de cana-de-agucar

apresentam urina altamente téxica no periodo da safra.

Em decorréncia da alta toxicidade da urina dos cortadores de cana, os indices de
mutagenicidade obtidos foram baixos, ndo sendo possivel investigar a influéncia dos

polimorfismos GSTs e CYP1A1 na atividade mutagénica da urina.

Os cortadores de cana-de-aglicar estdo significantemente mais expostos durante o

periodo da safra que na entressafra, assim como o grupo controle, uma vez que os
niveis do metabdlito urindrio 1-OHP, excretados pelo grupo amostrado na safra foi
estatisticamente significante quando comparado com os niveis do grupo amostrado na

entressafra e controles.

Nao houve influéncia dos polimorfismos GSTM1, GSTT1, GSTPI e CYPIAI na excregao
urinaria de 1-OHP.
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BOSSO, R.M.V. Investigacao de biomarcadores de suscetibilidade e de exposicao
ambiental em individuos ocupacionalmente expostos a queima de canaviais. Sdo José do
Rio Preto, 2004. 106p. Tese (Doutorado em Genética) - Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

No presente estudo investigou-se as frequiéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos
GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1IAI*2A, *2B e *4 em uma populacao (n=99) do noroeste do
Estado de Sao Paulo. Para tanto, foram empregadas as técnicas PCR multiplex, PCR-RFLP
e PCR-SSCP. Adicionalmente, foi avaliada a atividade mutagénica das amostras de urina
de parte dessa populagdo, constituida de cortadores de cana-de-aglcar, comparando-se
os periodos da safra, quando os trabalhadores cortam cana queimada (expostos) e
entressafra, época do plantio (ndo expostos). O 1-hidroxipireno urinario (1-OHP) foi usado
como marcador de exposicdo interna a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), e a
influéncia dos polimorfismos na excrecao desse metabdlito foi analisada. Nossos
resultados mostraram que as freqliéncias dos gendtipos GSTMI e GSTT1 nulo foram 34,3
% e 20,2 %, respectivamente. Essas freqliéncias mostraram-se similares quando
comparadas as de outras populagGes brasileiras. Encontramos uma alta freqiiéncia de
heterozigotos para o genétipo GSTPI e mostramos que essa populacao ndo estava em
equilibrio de Hardy-Weinberg. As freqiiéncias alélicas para os polimorfismos CYP1A1%*2A,
*2B e *4 foram respectivamente 0,23; 0,14 e 0,03. Dentre as 29 amostras de urina dos
cortadores de cana-de-aglcar expostos a queima de canaviais oito mostraram-se
mutagénicas ou com tracos de mutagenicidade e 16 foram toxicas; no entanto, ndo foi
possivel investigar a influéncia dos polimorfismos em relagao a atividade mutagénica da
urina devido a alta toxicidade das amostras. Os niveis de 1-OHP urinario foram

significantemente maiores (P<0,0000) em cortadores de cana expostos que no grupo nao

exposto e controle. Ndo houve influéncia dos polimorfismos na excrecdao de 1-OHP

urindrio. Conclui-se que os trabalhadores estdo significantemente mais expostos ao PAHs
e a compostos genotdxicos no periodo da safra que na entressafra. Estes resultados
reforgam a necessidade desses trabalhadores usarem protetores respiratorios, dculos de
protegdo e roupas que minimizem a absor¢ao dos compostos presentes na fumaca e

fuligem originados com a queima de canaviais.

Palavras chaves: cortadores de cana-de-aglcar, mutagenicidade urinaria, hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos (PAHs), 1-hidroxipireno (1-OHP), polimorfismos genéticos.
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Abstract

BOSSO, R.M.V. Biomarkers of susceptibility and environmental exposure investigation in
individuals exposed occupationally to burnt sugarcane fields. Sdo José do Rio Preto, 2004.
106p. Tese (Doutorado em Genética) - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas,
Universidade Estadual Paulista "Jdlio de Mesquita Filho".

The present study aimed to investigate the genotypic and allelic frequencies in GSTMI,
GSTT1, GSTP1, CYPIAI*2A, *2B and *4 polymorphisms in a population (n=99) of the
northwest of the Sdo Paulo State Brazil. To do so, we employed PCR multiplex, PCR-RFLP
and PCR-SSCP. In addition, it was evaluated the possible mutagenic activity of urine
samples of exposed sugarcane workers and non-exposed to burnt of sugarcane fields.
Urinary 1-hydroxypyrene (1-OHP) was used as marker of internal exposure of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs). We also analyzed the influence of GSTM1, GSTT1, GSTPL,
and CYPIA1 polymorphisms in the 1-OHP excretion. Our results showed that the
frequencies of the null GSTMI and GS771 genotypes were 34.3 % and 20.2 %,
respectively. These frequencies were similar when compared to other Brazilian
populations. We found high frequency of the heterozygous for the GSTPI genotype and
showed that this population was not in Hardy-Weinberg equilibrium. The allelic
frequencies of the CYPI1A1*2A, *2B and *4 polymorphisms were 0.23, 0.14, and 0.03,
respectively. Among the 29 urine samples of sugarcane workers exposed to burnt of
sugarcane fields, eight showed mutagenicity or traces of mutagenicity and 16 were toxic.
However, it was not possible to investigate the influence of the polymorphisms regarding
to urinary mutagenic activity due the high toxicity of the samples. The 1-OHP urinary
levels in exposed sugarcane workers were significantly higher (P < 0.0000) than in the
non-exposed workers and control group. No influence of G575 and CYP1A1 polymorphisms
was observed in the 1-OHP urinary levels studied. In conclusion, the group of sugarcane
workers are significantly more exposed to PAH and compounds genotoxic during the
harvesting period than the non-harvesting one. These data reinforce the need of the use
of protection devices such as respiratory protectors, glasses and clothes by these workers
in order to minimize the absorption of compounds present in smoke and dust of burnt

sugarcane fields.

Keywords: Sugarcane workers, urinary mutagenicity, 1-hydroxypyrene (1-OHP), genetic
polymorphisms, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs).
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UNESP UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE SAO JOSE DO RIO PRETO

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, LETRAS E CIENCIAS EXATAS

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAGAO EM
PESQUISA CIENTIFICA

Estou ciente de haver concordado em participar, voluntariamente, da
pesquisa que vem sendo realizada pelo Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas,
IBILCE-UNESP de Sao José do Rio Preto - SP. Para tanto, fornecerei sangue e urina.

Fui informado também de que os resultados a serem obtidos sé serdo
validos quando analisados em conjunto, nunca individualmente. Esse estudo poderad ser
apresentado em publicagGes cientificas sem a minha identificacdo.

S3o José do Rio Preto,

assinatura
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Anexos

Para Uso do Pesquisador
NUMeEro COdigo ...uuuvmummemmmiinininninnnienineniennneennsenennes DAA v vevvend/ienieeenenn,

QUESTIONARIO DE SAUDE PESSOAL
Por favor, leia as seguintes questdes cuidadosamente e responda-as o mais completo e
corretamente possivel. A informagdo dada ndo sera associada com seu nome em nenhum
documento publico e sera revelada somente ao investigador responsavel por este estudo.
As respostas que vocé fornecer podem ter um papel direto na interpretacdo de nossos
resultados.

HISTORIA PESSOAL

1.Nome:

2.dade:

3.Data de Nascimento:
Dia Més Ano
4. Sexo: () Masculino ( ) Feminino
5. Grupo Etnico:
a)cor da pele:......eerennns
B IOESEAORICIa: il i e ST RS S S I

HISTORICO DE EXPOSICAO
6. Exposigao Ocupacional

PO E LTINS OIS -ooummsnonncos i oucensin it sisn i s AL 5 A RS A S RS SRS SRR

7. Vocé tem sido exposto, em seu emprego, a algum dos seguintes compostos quimicos?
7.1. Quando vocé foi exposto pela primeira vez? (meses ou anos)
7.2. Quando vocé foi exposto pela Gltima vez? (meses ou anos)
7.3. Quanto tempo em termos de dias, meses ou anos, no total, vocé foi exposto?
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Asbestos ) sim
(amianto) ) ndo

Radiagao ) sim
) nao

Produtos de ) sim
Carvao
) nao

Cinzas (de ) sim
madeira, couro ou ) nao
particulas finas de

metal)
Pesticidas ) sim
/Herbicidas ) ndo

Produtos de ) sim
petroleo ) nao

Tintura ) sim
) ndo

Solventes ) sim
) ndao

Outros quimicos ) sim
(especificar no ) ndo
item 15)

HISTORICO DE TABAGISMO

8. Vocé fuma constantemente? ( )sim ( )nao

Se sim:

a)Ha quanto tempo
1 - T A
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b)Vocé fuma atualmente? ( ) sim ( )nao
Se sim proceda em diante.
quando fumar?

de fumar?

c) Vocé fuma cigarros? ( )sim ( )ndo
Se sim, quantos cigarros por dia

9. Vocé esta tomando algum medicameto ? (por exemplo: comprimidos para pressdo
sanguinea, antibidticos, antiinflamatdrios, antidepressivos, insulina, tranquilizantes,
relaxantes musculares e etc.)

Se sim qual o tipo de medicagao, a dose, a quantidade/dia e o periodo de tempo (més
de inicio e de término)?

10. Vocé ja teve ou tem alguma das seguintes enfermidades?

) Cancer

) Hepatite

) Herpes

) Aids

) Meningite

) Doenga cardiovascular
) Diabetes

) Outras enfermidades

(
(
(
(
(
(
(
(

HISTORIA DA DIETA
(deve refletir somente habitos frequentes)

11. Vocé come carne?

( )sim ( )ndo
Se sim, como vocé come frequentemente os seguintes alimentos:

Dias/semana

todo dia

Cozida




Assada

Frita

Churrasco

Outros

12. Vocé toma bebida alcdolica?

Se sim quantas:

OBRIGADA
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