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_Resumo

Os nao-fumadores expostos ao fumo do cigarro passivo ou, simplesmente
fumo passivo (FP), apresentam um risco acrescido de desenvolver diversas
doencas graves. No entanto, os mecanismos moleculares que explicam estes
efeitos continuam pouco esclarecidos, o que reforga a necessidade de identi-
ficar biomarcadores capazes de avaliar o risco associado a esta exposicao.
Neste estudo, analisamos o proteoma do epitélio nasal e do plasma de indi-
viduos nao-fumadores saudaveis expostos ao FP no local de trabalho, num
contexto ainda enquadrado pela Lein.° 37/2007, utilizando uma abordagem
protedmica ‘shotgun’ por espectrometria de massa.

No epitélio nasal, observdmos um aumento de proteinas envolvidas em vias
centrais do metabolismo energético, como a Gliceraldeido-3-fosfato desidro-
genase (GAPDH) e a Triosefosfato isomerase (TPI1), sugerindo uma possivel
reprogramacao metabolica induzida pela exposicao. Identificamos também
uma diminui¢ao da tubulina beta-4B (TUBB4B), relacionada com a organiza-
¢éo do citoesqueleto, e um aumento da proteina anti-apoptotica SERPINBS,
apontando para alteragdes em processos de morte e sobrevivéncia celular.
No plasma, destacaram-se o aumento da Butirilcolinesterase (BChE) e a dimi-
nuigao da Proteina de ligagdo a vitamina D (GC), ambas associadas a resposta
a xenobioticos e a processos de lesdo tecidular. Foram ainda detetadas alte-
ragbes em proteinas reguladoras da inflamagao sistémica, como C1R, C1QC,
HRG e PROS1. A expresséo diferencial de APOA4 e SERPINF2 sugere, adicio-

nalmente, a ativagdo de mecanismos relacionados com risco aterotrombaético.

Em conjunto, estes resultados contribuem para aprofundar a compreensao das
vias biolégicas que ligam a exposicao ao fumo passivo ao risco acrescido de can-
cro e de doengas cardiovasculares, e apresentam um conjunto promissor de po-
tenciais biomarcadores para avaliagdo do risco associado & exposigéo ao FP.

_Abstract

Non-smokers exposed to secondhand smoke (SHS) have an increased
risk of developing several serious diseases. However, the molecular
mechanisms underlying these effects remain poorly understood,
underscoring the need to identify biomarkers capable of assessing the
risk associated with this exposure.

In this study, we analysed the nasal epithelial and plasma proteomes of
healthy non-smokers exposed to SHS in the workplace, in a context still
regulated by Law No. 37/2007, using a shotgun proteomics approach by
mass spectrometry.
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In the nasal epithelium, we observed an increase in proteins involved in
key energy metabolism pathways, such as Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase (GAPDH) and Triosephosphate Isomerase (TPI1),
suggesting a possible metabolic reprogramming induced by exposure.
We also identified a decrease in beta-tubulin 4B (TUBB4B), related to
cytoskeletal organisation, and an increase in the anti-apoptotic protein
SERPINBS, indicating alterations in cell death and survival pathways.

In plasma, we found an elevation of Butyrylcholinesterase (BChE) and
a reduction of Vitamin D-binding Protein (GC), both linked to xenobiotic
response and tissue injury processes. We also detected changes in
regulators of systemic inflammation, such as C1R, C1QC, HRG, and
PROS1. Additionally, the differential expression of APOA4 and SERPINF2
suggests activation of mechanisms related to atherothrombotic risk.
Together, these findings deepen our understanding of the biological
pathways linking secondhand smoke exposure to the increased risk of
cancer and cardiovascular disease, and highlight a promising set of
potential biomarkers for assessing SHS-related health risk.

_Introdugéo

O fumo passivo (FP) é constituido por um complexo conjunto
de elementos toxicos, alguns deles carcinogénicos e como tal
trata-se de um poluente ambiental perigoso, especialmente
quando concentrado em espagos interiores. Estudos epide-
mioldgicos demonstraram que a exposicao prolongada ao FP
esta associada a doengas graves como a doenga coronaria,
0 acidente vascular cerebral (AVC) e o cancro do pulmao (1),

A Lei n.° 37/2007 estabeleceu em Portugal uma proibicéo par-
cial de fumar em espagos publicos, permitindo zonas para fu-
madores em estabelecimentos de restauragdo com mais de 100
m2, Reformulagdes posteriores, culminando na Lei n.° 63/2017,
introduziram requisitos técnicos que extinguiram, na pratica,
essas areas interiores. No periodo intermédio, 0 nosso grupo
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elaborou um estudo que demonstrou que as zonas para fuma-
dores apresentavam concentracoes elevadas de PM2.5 com-
pativeis com fumo de tabaco, mesmo sob cumprimento das
normas legais, e que trabalhadores nédo-fumadores expostos
exibiam niveis aumentados de cotinina, confirmando exposi-
cao0 ao FP (2),

_Objetivo

Com o intuito de melhor conhecer as alteracoes da biologia
molecular e simultaneamente descobrir biomarcadores para
avaliacao precoce do risco de exposicao ao FP, estudou-se
0s proteomas do epitélio nasal e do plasma de sangue pe-
riférico dos trabalhadores. Para o efeito foi realizada uma
analise protedmica shotgun por espectrometria de massa,
seguida de uma avaliagao bioinformatica integrada, através
da qual foram descobertos perfis de expressao proteica e
vias bioldgicas associados aos efeitos da exposi¢ao ao FP.

Figura 1:
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_Materiais e métodos

O presente trabalho constituiu um estudo transversal num bio-
banco de amostras de epitélio nasal e plasma de sangue venoso
periférico, obtidas de trabalhadores de um conjunto de 25 res-
taurantes e cantinas de Lisboa, com e sem salas onde era per-
mitido fumar ainda sob a legislacédo, Lei n.° 37/2007. Foram
selecionadas amostras de 48 trabalhadores saudéaveis, catego-
rizados com base no habito tabagico e na sua exposicao ao
FP no local de trabalho: fumadores (S, n=8) e nao-fumadores
(n=40), sendo que nestes Ultimos 19 nao estavam expostos (NS)
e 21 estavam expostos ao FP (NSE). O grupo NS foi subdividi-
do em 11 “Nunca Fumadores” (N) e 8 “Ex-Fumadores” (F), en-
quanto o grupo NSE foi subdividido em 11 “Nunca Fumadores
Expostos” (NE) e 10 “Ex-Fumadores Expostos” (FE).

Para o estudo protedmico, foi utilizada uma abordagem de
espectrometria de massa por “Shotgun” recorrendo a um es-
pectréometro de massa ESI-LTQ-Orbitrap XL e a plataforma
bioinformatica “PatternLabV” (figura 1). As proteinas diferen-
cialmente abundantes entre grupos foram determinadas atra-
vés da aplicacao do teste estatistico nao paramétrico Mann
U-Whitney.

Esquema da metodologia adotada no estudo.

Plasma | PROTEOMA |
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_Resultados e discussdo

Modulagéo do proteoma do epitélio nasal

A exposi¢ao ao fumo do cigarro compromete a fun¢do mito-
condrial, reduzindo a atividade das subunidades da cadeia
respiratoria e a producdo de ATP (3:4). Nas células epiteliais
das vias respiratérias, foi também descrito um aumento da
producao de lactato, sugerindo maior atividade glicolitica
(5). Curiosamente neste estudo, observamos que no epitélio
nasal de ndo-fumadores expostos ao FP, proteinas glicoliti-
cas como a Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
e a Triosefosfato isomerase (TPI1) apresentavam niveis de
abundancia aumentados (6).

No nosso trabalho, foi observado que a expressao da Cadeia
beta-4B da tubulina (TUBB4B) se encontrava diminuida no
epitélio nasal de nao-fumadores expostos ao FP (6). Estudos
demonstraram que fumar aumenta a permeabilidade do epi-
télio das vias respiratérias através de alteracées na organi-
zagao do citoesqueleto e nos complexos juncionais apicais
(7.8). A desregulagéo da rede tubulina-microtdbulo induzida
pelo fumo do cigarro tem sido também associada a uma dis-
funcdo da atividade ciliar (9:10).

A Serpina B3 (SERPINB3) pode induzir a transicao epitélio-
-mesenquima (EMT) e inibir a apoptose, promovendo assim
a sobrevivéncia celular (11:12)_ 0 nosso trabalho revelou uma
sobre-expressao de SERPINB3 nos individuos expostos ao
FP (6). Um resultado que parece apoiar a hiptese de que a
exposicao ao FP contribui para a persisténcia e sobrevivén-
cia celular num contexto de dano tecidular.

Modulagdo do proteoma do plasma de sangue venoso
periférico

A proteina butirilcolinesterase (BChE), envolvida na detoxi-
ficagdo de compostos téxicos (12), foi identificada no nosso
estudo (1%). Embora a exposicéo a inibidores geralmente
reduza os niveis plasmaticos desta enzima (12:15) incluindo
em populacées expostas a organofosforados (16:17) obser-
vamos um aumento no plasma de BChE em nao-fumadores
expostos ao FP (14),

A Proteina de Ligacao a Vitamina D (GC) e a gelsolina par-
ticipam na remocao dos filamentos de F-actina libertados
durante a lesdo celular (18:19), No nosso estudo, ambas
apresentaram niveis diminuidos no plasma dos individuos
expostos ao FP (14.20) Estes dados sugerem que a exposi-
¢ao ao FP poderéa induzir lesdo celular, levando a libertacdo
de actina e ao seu subsequente sequestro pela GC e pela
gelsolina, seguido da eliminacao hepatica do complexo.
Estainterpretacao estd em concordancia com a reducao da
GC descrita previamente em fumadores (21).

Sabe-se que o fumo do cigarro possui a capacidade de al-
terar a resposta do sistema imunitéario, incluindo a resposta
inflamatdria (22). Neste estudo, o plasma dos individuos ex-
postos ao FP apresentou um perfil de expressao compativel
com um estado pré-inflamatério na presenga de autoanticor-
pos resultantes de lesdo tecidular (14). Um perfil caracteriza-
do pelo aumento da abundéancia da Glicoproteina rica em
histidina (HRG) e da proteina S dependente da vitamina K
(PROS1), associado & remogéo de células apoptéticas (23:24)
e pela redugao do Subcomponente C1g do complemento,
subunidade C (C1QC) e do Subcomponente C1r do comple-
mento (C1R) elementos centrais da via classica do comple-
mento cuja diminuicdo pode comprometer a depuracdo de
complexos imunes (25:26),

Foi identificado nos individuos expostos ao FP um conjunto
de proteinas no plasma cujo perfil de expressdo sugere um
estado pré-aterogénico e pro-trombotico (14). Entre estas,
destacou-se o aumento da Alfa-2-antiplasmina (SERPINF2)
(14) cuja sobre-expressdo estd associada a maior risco de
aterosclerose e trombose e, consequentemente, ao AVC is-
quémico e enfarte do miocardio (7), devido & sua accéo an-
ti-fibrinolitica, interferindo com a atividade da plasmina (28).
Também se observou uma diminuicdo da Apolipoproteina
A-IV (APOA4) nos individuos expostos ao FP (14), Esta protei-
na inibe a agregacao plaquetaria e, assim, quando ocorre um
desequilibrio na atividade da APOA4 (diminuicao), a trombo-
se ¢ favorecida, aumentando o risco de enfarte do miocardio
ou AVC (29,30),
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_Conclusoes

Neste trabalho identificamos no epitélio nasal dos individuos
nao-fumadores expostos ao FP, um perfil de expressdo com-
pativel com uma reprogramacgao energética, com uma pertur-
bacéo na permeabilidade do epitélio nasal, devido a um efeito
negativo no citoesqueleto e cilios, e com uma propensao para
a persisténcia e sobrevivéncia celular num contexto de dano
tecidular. Simultaneamente, foi observado no plasma perfis
de expressao de proteinas que demonstram a ocorréncia de
uma resposta fisioldgica a presencga de substancias xenobié-
ticas com a ocorréncia de lesao celular. Tendo também sido
detetado perfis de expressao de proteinas envolvidas na pro-
mocao de um estado pro-inflamatoério, em contexto de autoi-
munidade, pro-aterosclerotico e pro-trombaético.

Serdo necessarios estudos adicionais de validagao dos resul-
tados aqui apresentados. Todavia, 0 conjunto das proteinas
aqui discutidas constitui um potencial painel de biomarcado-
res de risco e/ou preditivos da exposicéo ao FP (dados com-
pletos em (6.14)),
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