W
\./ Universidade do Extremo Sul Catarinense }f
L
unesc

SUMARIO

34751 - ANALISE DA CORRELACAO ENTRE ALTERACOES EPIGENETICAS E
QUALIDADE DE VIDA EM CERAMISTAS DO SUL CATARINENSE

Amabile Cristina Figueredo?!, Fernanda Pasini Berkenbrock?, Franciele Kuhn Mesacasa?,
Kristian Madeira*, Samira S. Valvassori®, Willians Cassiano Longen®................cccccceceeuneeen. 2

W‘M_ A Matemdtica estd em tudo



W
\./ Universidade do Extremo Sul Catarinense }f
L
unesc e

Trabalho Completo de Pesquisa

34751 - ANALISE DA CORRELACAO ENTRE ALTERACOES EPIGENETICAS E
QUALIDADE DE VIDA EM CERAMISTAS DO SUL CATARINENSE

Amabile Cristina Figueredo!, Fernanda Pasini Berkenbrock?, Franciele
Kuhn Mesacasa?, Kristian Madeira®, Samira S. Valvassori®, Willians Cassiano Longen®

1 Curso de Fisioterapia, Unidade Académica de Ciéncias da Saude, Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Criciima, SC, Brasil.

2Curso de Fisioterapia, Unidade Académica de Ciéncias da Salde, Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Criciima, SC, Brasil

3Curso de Medicina, Unidade Académica de Ciéncias da Saude, Universidade do Extremo Sul Catarinense,
Criciima, SC, Brasil.

4Laboratdrio de Epidemiologia, Unidade Académica de Ciéncias da Saude, Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Criciuma, SC, Brasil.

5Laboratério de Sinalizacdo Neural e Psicofarmacologia, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da
Saulde, Unidade Académica de Ciéncias da Saude, Universidade do Extremo Sul Catarinense, Criciima,
SC, Brasil.

6Nucleo de Estudos e Pesquisas em Saude do Trabalhador, Programa de Pds-Graduacao em Saude
Coletiva, Unidade Académica de Ciéncias da Saude, Universidade do Extremo Sul Catarinense, Criciima,
SC, Brasil.

A industria ceramica é uma das maiores empregadoras da regido carbonifera de Santa
Catarina, entretanto, ndo ha estudos de avaliacdo da qualidade de vida e as tendéncias de
impacto na funcionalidade génica dos seus trabalhadores. O objetivo deste estudo foi
analisar as alteracBes epigenéticas e a sua influéncia sobre a Qualidade de Vida dos
ceramistas. Trata-se de um estudo com abordagem transversal e quantitativa. Foram
analisados 145 trabalhadores de duas empresas ceramicas na regido de Cricima e 145
homens de grupo controle, formado por ndo ceramistas. Fizeram parte do grupo de
ceramistas homens com tempo de servigo superior a 3 anos has empresas em questao,
empregados nos setores de producdo. Todos tiveram uma amostra de sangue periférico
coletado para avaliacdo epigenética, feita pelo kit de Ensaio de HDAC, e responderam ao
qguestionario WHOQOL-BREF. Independentemente do tabagismo, verificou-se uma
diferenca significativa na atividade das Histonas Desacetilases - HDACs entre 0 grupo
controle e o grupo de ceramistas. Contudo, as alteracbes epigenéticas ndo apresentaram
correlacdo com a qualidade de vida dos ceramistas, a qual demonstrou melhores resultados
no dominio das relagdes sociais e piores, no dominio do meio ambiente. Verificou-se que
0S ceramistas estdo expostos a agentes potencialmente danosos e apesar de ndo existir
correlacdo das alteracOes epigenéticas com os resultados do questionario WHOQOL-
BREF, tal achado pode contribuir para destacar a proximidade da condi¢cdo de saude a
condicdes limitrofes, aproximando o risco de adoecimento, mesmo expresso parcialmente
na percepc¢ao dos trabalhadores sobre a sua qualidade de vida.
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O Brasil tem sua producéo de ceramica centralizada em algumas regides, dentre
elas, aregidao do Sul de Santa Catarina que € reconhecida como polo internacional e abriga
empresas ceramicas consideradas as maiores do pais'. Em se tratando de salude do
trabalhador, as doencas relacionadas as atividades laborais implicam grandes custos,
principalmente causando absenteismo ao trabalho, predispondo acidentes e queixas nas
empresas?. A exposicdo ocupacional é responsavel por 4% de todos os casos de cancer,
segundo a National Occupational Research Agenda (NORA)3. Agentes ambientais sdo
grandes responséaveis pela desestabilizacdo do genoma e modificacdo do metabolismo
celular, podendo levar a doenca .

Os ceramistas estdo expostos principalmente a distlirbios osteomusculares
devido aos gestos repetidos®, tonturas e desmaios devido as altas temperaturas nas
ceramicas® e doencas relacionadas com a exposicédo a silica cristalina, como o cancer de
pulméo, tuberculose e esclerodermia’. Durante o processo de producdo, dependendo do
tipo do mesmo, 0s ceramistas estdo expostos as substancias quimicas que fazem parte
deste processo produtivo, como a oleina dissolvida em Oleo diesel, que € usada nas
maquinas que fazem a moldagem das telhas, por exemplo®. Além do nimero elevado de
afastamentos do trabalho, as doencas ocupacionais prejudicam o bem estar e a qualidade
de vida dos trabalhadores®.

Em 1994 o grupo de Qualidade de Vida da Organizacdo Mundial da Saude -
OMS, definiu que qualidade de vida € um conceito subjetivo e multidimensional, que avalia
pontos positivos e negativos!®. Tendo em vista a necessidade da avaliacdo da qualidade
de vida, esta passou a ser aplicada com um amplo espectro de significados, abrangendo
desde condicdes de salude a funcionamento social!. A qualidade de vida passou a ser
avaliada pelo instrumento de WHOQOL - World Health Organization Qualityof Life, que foi
desenvolvido de maneira transcultural, sendo que centros com culturas diferentes se
envolveram e colaboraram para a criagdo do método. Foram discutidos dominios para a
avaliacado da qualidade de vida, além de redacao e selecdo de questbes e derivacdo da
escala de respostas??.

Para o monitoramento da populacédo do presente estudo, além do instrumento
de WHOQOL, foram analisadas alteracfes epigenéticas. Estas, mostram mudancas
herdaveis observadas na genética, porém, que nao alteram a sequéncia de bases
nucleotidicas do DNA®. Por serem moduladas pelas alteracdes do meio, a epigenética é

denomina a “ponte” entre gene e ambiente“.
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Os mecanismos epigenéticos sao os parametros flexiveis do genoma e podem
sofrer alteracdes sob influéncia dos mais diversos estimulos?®. Padrdes epigenéticos sdo
sensiveis a agentes ambientais e podem resultar até mesmo em alteragBes fenotipicas
herdaveis’®. HA dois mecanismos regulatérios importantes envolvidos na epigenética, a
metilacdo do DNA e a modificacao de histonas. Esses mecanismos modificam o acesso da
cromatina para a regulacao da transcri¢ao, local ou globalmente, através de alteracdes no
DNA ou dos rearranjos e modificacées dos nucleossomos?’.

A metilacdo do DNA e a modificacdo das histonas atuam regulando funcdes
como a estabilidade do genoma, o imprinting génico, a inativacdo do cromossomo X, a
reprogramacdo de genes nao imprintados, além de desenvolverem a plasticidade as
exposicoes a fatores endégenos ou ambientais'®. Alteracdes inadequadas nos mecanismos
regulatérios podem levar a ativacao ou inibicdo imprépria de alguns genes. A consequéncia
€ a alteracdo da fisiologia celular normal, podendo ocasionar o desenvolvimento de
doencas?é.

O presente estudo justificou-se pelo fato de que na regido de Cricilma existem
dez industrias ceramicas, duas industrias com processo de moagem a seco e oito com
processo de moagem a umido. O segmento ceramico € um dos principais empregadores
da regido carbonifera e ndo existiam estudos que tivessem avaliado a qualidade de vida e
as tendéncias de impacto na funcionalidade génica, a exemplo da presenca de alteracdes
epigenéticas destes trabalhadores, fazendo-se necessaria esta andlise. Com este estudo
pretendeu-se correlacionar a existéncia de alteracdes epigenéticas e o comprometimento

da Qualidade de Vida dos trabalhadores avaliados.
2 METODOLOGIA

Este trabalho trata-se de um estudo transversal, com uma abordagem
guantitativa. Foram analisados 145 trabalhadores de duas empresas ceramicas na regiao
de Criciima e 145 pessoas para formacéo do grupo controle, que ndo fossem ceramistas.
Fizeram parte do grupo de ceramistas apenas homens, com tempo de servigo superior a 3
anos nas unidades e empresas em questdo e empregados nos setores de producao —
moagem, prensagem, preparacao de esmaltes e forno.

A retirada de amostras de sangue periférico num volume de 10ml foram

coletados por puncdo venosa para um tubo de vacuo. O sangue foi imediatamente
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centrifugado a 3000 giros durante 5 minutos, e o soro foi armazenado a -80°C para
subsequente ensaio.

A avaliacdo da atividade das Histonas desacetilases, foi realizada através do Kit
de extracdo nuclear Nuclear Extraction Kit® (Cayman, EUA) de acordo com as instrucoes
do fabricante. A quantificacdo de proteina foi avaliada nos extratos nucleares através do
método de Lowry!®.0s extratos nucleares foram submetidos a um ensaio para a avaliacédo
da atividade das HDACs com o uso do kit de Ensaio de HDAC (deteccéo colorimétrica), de
acordo com as instrugdes do fabricante (Upstate, EUA).

Quanto ao questionario de qualidade de vida WHOQOL-BREF, os ceramistas
receberam auxilio capacitado e em seguida responderam o instrumento de avaliacdo.O
WHOQOL-BREF, é composto por 26 questdes, duas gerais e outros 24, abordando quatro
dominios (fisico, psicolégico, relages sociais e meio ambiente)!!.

Os dados coletados foram analisados com auxilio do software IBM Statistical
Package for the Social Sciencies (SPSS) versdo 22.0. As variaveis quantitativas foram
expressas por meio de mediana e amplitude interquartil (com correcéo de Tukey) quando
ndo apresentaram distribuicdo normal e por média e desvio padrao quando seguiram esse
tipo de distribuicdo. As variaveis qualitativas foram expressas por meio de frequéncia e
porcentagem.

Os resultados apurados do questionario foram apresentados em média e a
classificacdo se deu de acordo com a média encontrada. Quando esta foi de 1 até 2,9, foi
classificada como “necessita melhorar”, quando foi de 3 a 3,9, “regular’, quando de 4 a 4,9
“poa” e muito boa quando a média foi 5.%°

Os testes estatisticos foram realizados com um nivel de significancia a = 0,05 e,
portanto, confianca de 95%. A distribuicdo dos dados quanto a normalidade foi avaliada por
meio da aplicacdo do teste de Kolmogorov-Smirnov. A comparacdo da média das variaveis
guantitativas entre as categorias das variaveis qualitativas dicotdmicas foi realizada por
meio da aplicacdo do teste U de Mann-Whitney. A correlacdo entre as variaveis
guantitativas foi realizada por meio do céalculo do coeficiente de correlagédo de Spearman.
A comparacao entre as frequéncias observadas nos grupos avaliados foi realizada por meio
da aplicacdo dos testes Qui-quadrado de Pearson seguido de analise de residuo quando

observada significancia estatistica.

3 RESULTADOS
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A amostra do estudo foi de 290 homens, destes 145 compunham o grupo de
ceramistas e 145 o grupo controle. Todos os ceramistas em questdo tinham tempo de
servico superior a 3 anos eram empregados no setor de producao das empresas — moagem,
prensagem, preparacdo de esmaltes e forno.

A média de idade dos ceramistas foi de 40,21 anos e o desvio padréo de +7,82
anos, semelhante a média de idade do grupo controle, que foi de 41,99 anos e o desvio
padréo de +8,78 anos. No grupo de ceramistas, havia um namero maior de tabagistas,
representando 28,3% dos entrevistados, sendo que no grupo controle apenas 10,3% eram
tabagistas. Com relacao a atividade das Histonas Desacetilases — HDACs, o grupo controle
mostrou uma mediana de 0,0050 uM/ug de proteina, mostrando que a atividade da enzima
foi menos quando comparada ao grupo de ceramistas, que mostrou uma mediana de
0,0326 uM/ug de proteina, resultando em achados significativos, conforme descrito na
Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo da Amostra
Grupo, n (%)

Variavel Ceramica n = 145 Controle n = 145 Valor —p
HDACs* 0’03%?5(57’%26 - O’OO%?O(é’é%(;36 - <0,001
Idade (anos) * 41 (33 —47) 43 (35 —-48) 0,113
Tabagismo**
g0 09 (717 130 (85 <0001

*Mediana (AIQ)
**Q total de respondentes ceramistas em relacdo a variavel tabagismo foi n = 138.
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Com relacéo a atividade das Histonas Desacetilases-HDACs e o Tabagismo, o
grupo controle de tabagistas teve uma mediana 0,0046 uM/ug de proteina e o grupo de
tabagistas de ceramistas uma mediana de 0,0366 pM/ug de proteina. O grupo de nao
tabagistas no controle apresentou uma mediana de 0,0051 uM/ug de proteina, e o grupo
de néo tabagistas dos ceramistas apresentou uma mediana de 0,0325 pM/ug de proteina,
mostrando que mesmo nos ndo fumantes, a atividade da enzima mantém-se maior nos
ceramistas, evidenciando que esta alteragdo estd ocorrendo independentemente do

tabagismo (Tabela 2).
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Tabela 2 — Atividade das HDACs em Fumantes e Nao Fumantes
Grupo, Mediana (AlQ)

Variavel Ceramica n = 145 Controle n = 145 Valor —p
HDACSs
0,0366 (0,0174 — 0,0046 (0,0029 —
Fumantes 0,0492) 0,0076) <0,001
~ 0,0325 (0,0125 — 0,0051 (0,0036 —
Nao Fumantes 0,0531) 0,0080) <0,001

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Quanto a Qualidade de Vida, avaliada pelo WHOQOL-BREF, na média geral,
0,7% dos ceramistas responderam que precisa melhorar, 62,1% dos ceramistas
responderam que sua qualidade de vida é regular e 37,2% boa. Nenhum dos funcionarios
referiu qualidade de vida muito boa. Entre os dominios, o de meio ambiente foi o mais
desfavoravel, sendo que 6,9% referiram que precisa melhorar, 81,4% referiram regular e
apenas 11,7% como bom. O dominio que se apresentou mais favoravel foi o de relacbes
sociais, 2,1% ceramistas responderam que precisa melhorar, 17,9% regular, 72,4% boa e
7,6% muito boa (Tabela 3).

Tabela 3 — Qualidade de Vida (WHOQOL)

. Fisico Psicologico Relagqes M?'O Geral
Variavel sociais ambiente
Precisa
melhorar 2(1,4) 1(0,7) 3(2,1) 10 (6,9) 1(0,7)
Regular 67 (46,2) 71 (49,0) 26 (17,9) 118 (81,4) 90(62,1)
Boa 76 (52,4) 73 (50,3) 105 (72,4) 17 (11,7) 54(37,2)
Muito boa 0 (0,0) 0 (0,0) 11 (7,6) 0 (0,0) 0 (0,0)

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Por fim, embora, em média, seja sugerida pela amostra uma correlacéo fraca
negativa entre os niveis de HDACs e os dominios de WHOQOL, revelando que quanto
maiores forem os niveis no primeiro, menores 0s do segundo, ndo ha evidéncias de que

essa correlagdo seja estatisticamente significativa (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 — Correlagéo entre HDACs e Qualidade de Vida

Variavel I's Valor - p
Fisico -0,139 0,095
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Psicologico -0,026 0,752
Relacbes Sociais -0,102 0,221
Meio Ambiente -0,090 0,281

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Apoés a analise dos dados, verificou-se que os ceramistas tém indicadores de
alteracdo epigenética significativa quando comparada com o grupo controle (Tabela 1).
Apesar da exposicdo ndo ser limitada ao ambiente de trabalho e refletir um estilo de vida
que inclui habitos, dimensionamento de tempo e ndo ater-se a um Unico agente, pode-se
observar que a exposicédo do grupo de ceramistas tem resultado em alteragdes bastante
elevadas quando comparados ao grupo que ndo teve a mesma exposi¢cao ocupacional que
existe nas industrias ceramicas. As alteracdes epigenéticas relatadas mostraram-se
independente do tabagismo, considerando ser este um dos habitos / vicios mais
frequentemente encontrados na populacdo em geral e trabalhadora que poderiam
influenciar nos parametros avaliados no presente estudo (Tabela 2).

Lima e Camarini expdem que em cada processo da fabricacdo de ceramicas de
revestimento existem operacfes que dispersam poeira de composicao variavel, pois tem
diferentes fontes geradoras. A composi¢ao quimica da poeira a que os trabalhadores estédo
eXpostos Nos processos ceramicos pertencente a derivados do grupo dos argilo-minerais
formados por materiais de alta plasticidade, amorfos ou cristalinos, constituidos de
aluminio, ferro, magnésio, além de outras impurezas??.

Jaenisch relata que as alteracdes epigenéticas séo reversiveis e que podem ser
alteradas por fatores ambientais e estes fatores podem contribuir para o desenvolvimento
de fendtipos anormais e doencas. Além disso, certos estimulos ambientais também podem
ser mediados por mecanismos epigenéticos??. Segundo Gluckman, a precoce exposicéo a
condicdes que sdo adversas leva a mudancas epigenéticas persistentes que podem
esclarecer os fenétipos adversos expressos em vida?2.

Com relacdo a qualidade de vida dos ceramistas, ap0s a analise dos dados,
verificou-se que os trabalhadores em questédo, em sua maioria, ttm uma qualidade de vida
regular, sendo as rela¢gdes sociais 0 dominio com melhores resultados e 0 meio ambiente
o dominio com indicadores mais negativos (Tabela 3). Apesar de nao existir evidéncia de
correlacdo das alteracdes epigenéticas com os resultados do questionario WHOQOL-BREF
(Tabela 4), sabe-se que a qualidade de vida € um conceito subjetivo e que diferentes

ferramentas para avaliacgdo da mesma poderiam ser empregadas. Dificuldade de se
8
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conceituar a qualidade de vida, segundo Seidl e Zannon, ocorre pelo carater
multidimensional e subjetivo que ela impbe, gerando uma dificuldade de empregar a
avaliacdo na pratica clinica. E bem estabelecido que a variedade de ferramentas existentes
para a avaliacdo da qualidade de vida dificulta sua aplicagcdo na pratica clinica, pois ndo ha
uma unificacédo das ferramentas usadas?*.

Sendo assim, nota-se que 0 ramo ceramico expde seus trabalhadores a
alteracdes epigenéticas que podem predispor a doencas. Apesar da qualidade de vida ndo
ter dimensdes com grandes alteragfes, pode significar apenas uma questao de tempo, ja
gue a qualidade de vida esta intimamente ligada com o processo saude-doenca e nao
necessariamente com apenas a exposicao a substancias patogénicas.

Embora a epigenética contribua para a compreensdo de mecanismos locais
decorrentes da exposi¢cao ocupacional a silica, levando a apoptose de células a exemplo
do epitélio respiratério?®, outras frentes de investigacédo tém sido abertas na exploragdo de
indicadores para a promocao, protecao e recuperacdo da saude ocupacional dos grupos
expostos. Neste sentido, uma revisdo sistematica recente voltada ao acimulo de evidéncias
que sugere que alteracbes epigenéticas desempenham um importante papel na
carcinogénese quimicamente induzida, identificou um total de 158 estudos que avaliaram
alteracdes epigenéticas para Varios agentes cancerigenos ocupacionais. As alteracdes de
histonas foi uma das formas de investigacdo mais empregadas. O estudo denota a grande
importancia de que mais estudos de epigenética sejam realizados para atingir todos os
agentes cancerigenos e potencialmente cancerigenos, visto que ndo foram encontrados
trabalhos para 9 dos 28 agentes firmados pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre
Cancer (IARC),

Pode-se considerar que a relacdo entre gendtipo e fenétipo e sua associacao
com a susceptibilidade a doencas € muito complexa devido a varios fatores como ambiente
e o estilo de vidado trabalhador. A variabilidade genética e as alteragdes epigenéticas estédo
intrincadas na patogénese molecular de pneumopatias ocupacionais?’.

Algumas limitacbes deste estudo estdo representadas pela dificuldade de
avaliacdo de outros parametros epigenéticos e a ndo aplicacdo de outros instrumentos para
avaliacdo da qualidade de vida dos ceramistas. Por fim, a ndo consideragdo dos niveis de
poeira presentes em cada setor de atuacdo dos ceramistas impede a correlacdo com a

guantidade de poeira a que 0S mesmos estdo expostos.
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4 CONCLUSAO

Os achados deste estudo, de alteracbes epigenéticas estatisticamente
significativas nos trabalhadores da industria ceramica, denotam a potencialidade dos riscos
ocupacionais presentes. Isso pode contribuir para destacar a proximidade da condicéo de
saude as condic¢des limitrofes, aproximando o risco de adoecimento, mesmo expresso

parcialmente na percepgéao dos trabalhadores sobre a sua qualidade de vida.
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