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Resumo

Resumo

Introduc¢ao: Mutacdes na familia RAS de proto-oncogenes, particularmente no gene
KRAS, foram identificadas como fator-chave no desenvolvimento de varios tipos de
cancro de pele, incluindo melanomas e carcinomas de células escamosas. A mutacdo mais
comum ocorre no codao 12, alterando a funcionalidade da proteina GTPase, que esta
envolvida na transduc¢ao de sinais celulares. Também foram relatados casos de neoplasias
cutaneas em individuos tatuados, levantando questdes sobre se a tinta, o trauma mecanico
da agulha ou o fotoenvelhecimento da pele poderiam ser fatores desencadeantes. No
entanto, apesar dessas observagdes, ainda ha uma falta de evidéncias cientificas robustas

que relacionem diretamente as tatuagens a mutacdes genéticas especificas.

Objetivos: Verificar a presenga no ADN de mutagdes no coddo 12 do gene KRAS em

estudantes tatuados da Egas Moniz School of Health and Science.

Metodologia: Realizou-se um estudo piloto experimental com 16 estudantes tatuados,
selecionados com base nos seguintes critérios de inclusdo: individuos saudaveis, sem
doengas dérmicas, com tatuagens pretas e localizadas nos membros superiores, cada
tatuagem tinha pelo menos dois centimetros de didmetro e tinha sido feita ha mais de dois
anos. O ADN foi recolhido através da raspagem da pele com swab himida e extraido
utilizando colunas de centrifugacdo revestidas com silica (kit NZYtech). O gene KRAS
foi amplificado utilizando Nested PCR. A andlise da mutagdo consistiu na digestdo do
produto amplificado com a enzima de restricao BstNI, seguida de eletroforese em gel de
agarose a 4%. A andlise dos dados foi realizada com recurso a uma andlise descritiva

simples.

Resultados: Obteve-se 10 amostras vidveis de ADN com qualidade suficiente para
interpretagdo molecular, correspondentes a 5 participantes. Quatro deles apresentaram um
padrdo de fragmentagdo correspondente ao genotipo selvagem (111 pb), indicando a
auséncia de mutacdes no codao 12 do gene KRAS. Uma amostra apresentou uma banda
de 140 pb, o que € consistente com um gendtipo mutante homozigdtico. No entanto, os
resultados também destacam limitagdes importantes da metodologia utilizada,
particularmente no que diz respeito a qualidade do ADN, que pode ter comprometido a

eficiéncia do processo de amplificagdo na maioria das amostras.
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Conclusao: Os resultados limitados deste estudo refor¢am a necessidade de otimizar a
metodologia de recolha. Abordagens alternativas poderiam incluir a limpeza prévia da
pele com uma solugdo alcodlica para remover células mortas ou a extragdo de ADN dos
foliculos capilares em vez da raspagem da pele. S3o necessarias mais pesquisas
envolvendo uma amostra maior e técnicas laboratoriais mais robustas para validar a

viabilidade da genotipagem do gene KRAS em individuos tatuados.

Palavras-chave: Gene KRAS; Mutacdes; Tatuagens; Variabilidade genética



Abstract

Abstract

Introduction: Mutations in the RAS family of proto-oncogenes, particularly in the
KRAS gene, are a key factor in the development of various skin cancers, including
melanoma and squamous cell carcinoma. The most common mutation occurs in codon
12, altering the functionality of the GTPase protein, which plays a role in cell signalling.
There have also been reports of skin neoplasms in tattooed individuals, raising questions
as to whether the ink, the mechanical trauma of the needle or photoaging could be
triggering factors. However, despite these observations, there is still a lack of robust

scientific evidence directly linking tattoos to specific genetic mutations.

Objectives: To verify the presence of mutations in codon 12 of the KRAS gene in the

DNA of tattooed students at the Egas Moniz School of Health and Science.

Methodology: An experimental pilot study was conducted with 16 tattooed students who
met the following inclusion criteria: they were healthy individuals without skin diseases;
their tattoos were black; they were located on the upper limbs; and each tattoo was at least
two centimetres in diameter and had been completed more than two years ago. DNA was
collected by scraping the skin with a wet swab and extracted using silica-coated
centrifugation columns (NZYtech kit). The KRAS gene was amplified using nested PCR.
Mutation analysis consisted of digesting the amplified product with the BstNI restriction
enzyme, followed by electrophoresis on a 4% agarose gel. Data analysis was performed

using simple descriptive statistics.

Results: Ten viable DNA samples of sufficient quality for molecular interpretation were
obtained, corresponding to five participants. Four of these samples exhibited a
fragmentation pattern indicative of the wild-type genotype (111 bp), suggesting an
absence of mutations in codon 12 of the KRAS gene. One sample exhibited a 140 bp
band, consistent with a homozygous mutant genotype. However, the results also highlight
important limitations of the methodology used, particularly with regard to DNA quality,
which may have compromised the efficiency of the amplification process in most

samples.
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Conclusion: The limited results of this study reinforce the need to optimise the collection
methodology. Alternative approaches could include cleaning the skin with an alcoholic
solution prior to sampling to remove dead cells, or extracting DNA from hair follicles
instead of scraping the skin. Further research involving a larger sample size and more
robust laboratory techniques is needed to validate the feasibility of KRAS gene

genotyping in tattooed individuals.

Keywords: KRAS gene; Mutations; Tattoos; Genetic variability
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Glossario

Glossario

ADN (Acido Desoxirribonucleico) — Molécula que contém a informagio genética dos
seres vivos.

Agarose — Polissacarideo utilizado para preparar géis em eletroforese, permitindo separar
fragmentos de ADN conforme o seu tamanho.

Amplificacdo (PCR) — Processo de replicacao de segmentos especificos de ADN para
obtencao de uma quantidade suficiente para analise.

Amostragem por conveniéncia — Tipo de amostragem em que os participantes sdo
selecionados com base na facilidade de acesso, sem aleatorizagao.

Apoptose — Morte celular programada, essencial para manter o equilibrio celular e
eliminar células danificadas.

Banda (em gel de eletroforese) — Faixa visivel que representa fragmentos de ADN
separados por tamanho.

BstNI — Enzima de restricao usada para cortar o ADN num local especifico, permitindo
distinguir genotipos com base nos fragmentos gerados.

Codao — Sequéncia de trés nucledtidos no ADN ou ARN que codifica um aminoéacido
especifico ou sinal de paragem na sintese proteica.

Controlo negativo — Amostra sem ADN usada para garantir que ndo ha contaminagao
durante as reacoes de PCR.

Desnaturaciao (PCR) — Etapa em que o ADN ¢ separado em duas cadeias simples por
aumento de temperatura.

DNase — Enzima que degrada o ADN.

Eletroforese — Técnica que separa fragmentos de ADN num gel de agarose, com corrente
elétrica.

Enzima de restricio — Proteina que hidrolisa 0 ADN em locais especificos, usada para
identificar alteragcdes genéticas.

Epiderme — Camada mais externa da pele, composta por queratinocitos e outras células,
responsavel pela prote¢do contra agentes externos.

Exao 2 (do gene KRAS) — Regido codificadora onde se localiza o coddo 12, alvo da
analise neste estudo.

Farnesilacdo — Modificacdo pds-traducional que permite a ancoragem da proteina KRAS

a membrana celular.

13
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Fibroblasto — Célula da derme responsavel pela producdo de colagénio e elastina,
fundamentais para a estrutura da pele.

Genétipo — Conjunto de genes de um individuo. Pode ser wild type (sem mutagdo),
heterozigdtico ou homozigo6tico mutado.

GTPases — Enzimas que hidrolisam GTP em GDP, atuando como interruptores
moleculares em vias de sinalizacao celular.

Hibridac¢ao (PCR) — Etapa em que os primers se ligam ao ADN alvo, permitindo o inicio
da amplificagao.

Hotte (cAimara de fluxo laminar) — Equipamento que fornece um ambiente estéril,
utilizado para evitar contaminag¢des em laboratorio.

Inflamacido cronica — Estado de inflamacdo persistente que pode levar a lesdes
tecidulares e predispor ao aparecimento de mutacdes.

Instabilidade genémica — Acumulagdo de alteracdes no ADN que afeta a integridade
genética da célula e pode levar a formagao de tumores.

KRAS — Gene da familia RAS que codifica uma proteina GTPase. Mutagdes neste gene
estdo associadas a diversos tipos de cancro.

Ladder (DNA Ladder) — Marcador de peso molecular usado como referéncia para
estimar o tamanho dos fragmentos de ADN no gel.

Lise — Etapa de rutura celular que liberta o ADN para posterior purificacao.
Macroéfagos — Células do sistema imunitdrio que fagocitam particulas estranhas e
participam na resposta inflamatoria.

Melanina — Pigmento natural produzido pelos melandcitos, que confere cor a pele e
protege contra a radiagdo UV.

Melandcitos — Células epidérmicas responsaveis pela sintese de melanina.
Mistura-mée (Master Mix) — Solucdo que contém todos os reagentes essenciais para
uma reacao de PCR.

Mutacio heterozigotica — Situagdo em que apenas uma das duas copias de um gene
apresenta mutagao.

Mutacdo homozigotica — Situacdo em que ambas as copias de um gene apresentam a
mesma mutagao.

Mutacdo somatica — Alteragdo genética adquirida durante a vida, que afeta apenas
determinadas células e ndo ¢ herdada.

Nested PCR — Técnica que envolve duas rondas de PCR para aumentar a sensibilidade e

especificidade da amplificagao.
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Neoplasia — Crescimento anormal e descontrolado de células, podendo ser benigno ou
maligno.

NZY Tissue DNA Isolation Kit — Conjunto de reagentes da marca NZYtech utilizado
para extrair ADN de tecidos bioldgicos.

Oncogene — Gene mutado ou ativado de forma anormal que contribui para o
desenvolvimento de cancro.

PCR (Reacio em Cadeia da Polimerase) — Técnica de biologia molecular usada para
amplificar regides especificas do ADN.

Pigmento azo — Tipo de corante organico utilizado em tintas de tatuagem, com potencial
cancerigeno quando degradado.

Pigmentos de tatuagem — Substancias quimicas presentes nas tintas, potencialmente
mutagénicas devido a presenca de metais pesados e compostos aromaticos.

Primers — Sequéncias curtas de ADN que delimitam o inicio e o fim da sintese de ADN
durante a PCR.

Produto de PCR — Fragmento de ADN resultante da amplifica¢do, que serd analisado
posteriormente.

Queratina — Proteina fibrosa produzida pelos queratindcitos, essencial para a
impermeabilidade e prote¢do da epiderme.

Queratinocitos — Células predominantes da epiderme, envolvidas na protegdo,
regeneragdo e resposta imunoldgica cutanea.

Radicais livres (ROS) — Espécies reativas de oxigénio que podem danificar o ADN e
outras estruturas celulares.

RAS (Rat Sarcoma) — Familia de genes que codificam proteinas GTPases envolvidas na
sinalizacdo celular. Inclui KRAS, HRAS e NRAS.

Raspagem cutinea — Técnica de recolha de células da pele através de friccdo com uma
swab, usada para obter ADN.

Regido codificante — Parte do gene que contém a informagao traduzida em proteina. No
estudo, corresponde ao exao 2.

Restri¢cao enzimatica — Processo de corte do ADN por enzimas de restri¢do para analise
de mutagoes.

Senescéncia celular — Estado em que a célula interrompe a sua divisdo, como mecanismo
de defesa contra mutagdes.

Sequenciacdo gendmica — Técnica que permite identificar a sequéncia exata de

nucleotidos no ADN, usada para confirmacao de mutagdes.
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Sistema linfatico — Rede de vasos e 6rgdos que transporta linfa, participa na defesa
imunitaria e no transporte de pigmentos.

Swab — Cotonete estéril utilizado para recolher amostras bioldgicas.

Taq polimerase — Enzima resistente ao calor utilizada na PCR para sintetizar novas
cadeias de ADN.

Termociclador — Equipamento que automatiza os ciclos de temperatura necessarios para
a PCR.

Tipo selvagem (Wild Type) — Genotipo sem mutagdes na regido analisada do gene.
Transducio de sinal — Processo pelo qual as células respondem a estimulos externos
através de cascatas moleculares intracelulares.

Ultravioleta (UV) — Tipo de radiacdo solar que pode danificar o ADN e contribuir para
o desenvolvimento de cancro de pele.

Validacio — Processo de confirmagdo da eficacia e fiabilidade de uma metodologia

cientifica.
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Introdugdo

1. Introducao

1.1 Estrutura e Funcoes da Pele

1.1.1 Camadas da pele

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano, apresenta varias camadas com diferentes
estruturas e fungdes, responsavel por servir de barreira protetora contra 0 meio ambiente
quer seja por agentes patogénicos ou por lesdes causadas pela luz ultravioleta (Lowe &
Anderson, 2015).

Também apresenta outras fun¢des como: defesa imunoldgica, regulagdo da homeostase
pela manutencao da temperatura corporal e do equilibrio hidrico, sensoriais, entre outras

(Sociedade Portuguesa de Dermatologia e Venereologia, s.d.).

Epiderme -|:

Dierme =

Hipoderme =

Figura 1 - Representacdo anatomica da estrutura da pele humana, destacando-se de fora para dentro a
epiderme, derme e hipoderme (Figura elaborada pela autora, com adaptagdes feitas na plataforma
BioRender).
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— Epiderme

A epiderme ¢ a camada mais externa da pele e na sua superficie (membrana apical),
encontra-se o estrato corneo. O estrato corneo ¢ composto essencialmente por células
mortas, designadas corneocitos, que contém grandes quantidades de queratina e
desempenham um papel fundamental na resisténcia da pele, atuando como barreira
protetora contra agressdes externas (Tortora & Derrickson, 2016). A medida que as
células epidérmicas se diferenciam, migram progressivamente para a superficie, perdendo
o nucleo e a viabilidade celular num processo conhecido como queratinizagao, seguido
de descamagdo (Oakley & Krishnamurthy, 2023).

Entre as principais células que compdem a epiderme encontram-se 0s queratindcitos, os
melanocitos, as células de Langerhans e as células de Merkel (Figura 2) (Wong et al.,
2022). Os queratindcitos, que representam a maioria das células desta camada, serdo
abordados com mais detalhe no subcapitulo seguinte (1.1.2 - Fun¢des dos queratindcitos
na epiderme), dada a sua relevancia nos mecanismos celulares associados a lesdes e

potenciais mutagdes genéticas.

Os melanocitos sao responsaveis pela produgdo de melanina, o pigmento que confere cor
a pele. As células de Langerhans t€ém uma fungdo importante na resposta imunitaria,
enquanto as células de Merkel possuem uma funcdo sensorial, estabelecendo contacto

com as terminagdes nervosas cutaneas (Bataille et al., 2022; Matejuk, 2017).

Importa ainda referir que ¢ na epiderme que se originam 0s anexos cutdneos, como as
unhas, os pelos, as glandulas sebaceas e as glandulas sudoriparas (Lowe & Anderson,

2015).

— Derme

A derme ¢ a camada intermédia da pele e tem um papel fundamental na sua resisténcia e
elasticidade, gragcas a presenga de fibras de colagénio e elastina produzidas pelos

fibroblastos, que sdo as principais células desta camada (SPDV, s.d.).

Para além dos fibroblastos, a derme ¢ rica em vasos sanguineos e linfaticos, recetores

sensoriais e contém ainda as raizes dos foliculos pilosos. Desempenha também funcdes
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importantes na resposta inflamatdria e na cicatrizagdo de feridas, sendo essencial na

manuten¢do da integridade e saude da pele (Lowe & Anderson, 2015).

m
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Figura 2 - Representacdo anatomica da epiderme e da derme, destacando-se as respetivas células (Figura
elaborada pela autora, com adaptagdes feitas na plataforma BioRender).

— Hipoderme

A hipoderme, ou tecido subcutineo, ¢ a camada mais profunda da pele. E constituida
maioritariamente por tecido adiposo (adipocitos) que desempenham um papel importante
na regulacdo térmica, ajudando a manter a temperatura corporal estavel, e na reserva de

energia, através do armazenamento de gordura (SPDV, s.d.).
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1.1.2 Funcdes dos queratindcitos na epiderme

Os queratindcitos sdo as células predominantes da epiderme, representando
aproximadamente 90% das suas células (Than et al., 2019). O seu ciclo de vida tem inicio
na camada basal da epiderme, onde sao formados. Nesta fase, sdo células ativas, com
capacidade de divisdo e metabolicamente funcionais. A medida que amadurecem, migram
lentamente em diregcdo a superficie da pele, onde iniciam a sintese de queratina, uma
proteina essencial que protege o organismo contra agressdes externas (Yousef et al.,

2024).

Durante este percurso, os queratindcitos sofrem alteragdes estruturais: perdem
progressivamente o nucleo e tornam-se em células mortas, metabolicamente inativas e
altamente queratinizadas ao atingirem o estrato cérneo, a camada mais superficial da pele.
Este processo, conhecido como queratinizagdo, ¢ fundamental para garantir a integridade

e impermeabilidade da epiderme (Murphrey et al., 2022).

Além da sua fun¢ao estrutural, participam ativamente na defesa imunologica da pele. Sao
capazes de reconhecer agentes patogénicos e responder através da produgdo de citocinas,
quimiocinas e péptidos antimicrobianos, desencadeando respostas imunitarias e evitar
possiveis infe¢des (Than et al., 2019). Tém ainda um papel importante na resposta
inflamatoria, intervindo nos processos de cicatrizacdo e regeneragdo cutinea (Piipponen

et al., 2020).

No entanto, quando expostos de forma prolongada a certos agentes patogénicos podem
sofrer lesdes no ADN. Esta modifica¢dao na sua estrutura e a acumulagdo destas lesoes,
leva a uma instabilidade genémica que pode, possibilitar ao aparecimento de mutacdes
oncogénicas e, em casos mais graves, contribui para o desenvolvimento de neoplasias

cutaneas, como o melanoma (Negrini et al., 2010).
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1.1.3 Mecanismos de defesa celular e regeneragao cutinea

A pele tem capacidade de se proteger e regenerar apos agressoes fisicas, quimicas ou
biologicas. Esta resposta a lesdes resulta de uma interagdo entre as células da epiderme,
da derme e do sistema imunitério inato que atuam em conjunto através de um processo
dividido em trés fases: inflamacao, proliferacdo e maturagdo (Carlos et al., 2007 ; Yousef

et al., 2024).

— Inflamagdo

Numa primeira abordagem, as células da epiderme, os queratindcitos e as células de
Langerhans, juntamente com as células da derme, os mastocitos e macrofagos
reconhecem sinais moleculares associados a lesoes e infe¢des. Este reconhecimento,
provoca a libertagdo de citocinas pro-inflamatorias (Interleucina-1, Interleucina-6 e
Fatores de Necrose Tumoral-a) e quimiocinas que desencadeiam as células de defesa para

o local da lesdo (Pastar et al., 2014).

— Proliferacao

Na periferia da ferida, os queratindcitos iniciam a sua migragao e proliferacdo enquanto
os fibroblastos atuam na matriz extracelular, sintetizando o colagénio e a fibronectina,
fundamentais para o suporte estrutural da pele. Por sua vez, as células do endotélio
asseguram o aporte de oxigénio e nutrientes ao tecido regenerado, através do processo de

Angiogénese (Eming et al., 2007 ; Yousef et al., 2024).

— Maturagao

As alteragdes estruturais do colagénio e a maturag@o do tecido recém-formado conferem
a area regenerada a resisténcia de que necessita. Na maturagdo, estabelece-se um
equilibrio entre a sintese e a degradagdo dos componentes de tecido, crucial para prevenir
a formacdo de cicatrizes hipertréficas ou fibroses (acumulagdo excessiva de tecido
conjuntivo) (Carlos et al., 2007).

Para além do seu papel na reparagdo tecidular, as células epidérmicas também ajudam a
prevenir mutagdes, através de mecanismos de reparagdo do ADN, a producdo de

antioxidantes e a renovagdo constante da epiderme. Estes processos sdo fundamentais
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para limitar as lesdes causadas por agentes externos, como os raios ultravioleta

(Montagner & Costa, 2009).

1.1.4 Lesoes induzidas por agentes externos

Apesar de ter uma barreira protetora eficaz, a pele estd em contacto constante com fatores
ambientais que podem comprometer a sua integridade. Entre os principais agentes
destacam-se a radiagdo ultravioleta (UV), a poluicdo, os produtos quimicas e os

microrganismos (Baumann, Rieder, & Sun, 2022).

A radiagdo UV, em particular os raios ultravioleta tipo B (UVB), ¢ uma das principais
causas de lesdes diretas no ADN das células da epiderme, como os queratinécitos. Estes
raios podem induzir alteragdes na sequéncia nucleotidica, como a formag¢ao de dimeros
de pirimidina, que, se ndo forem corrigidas pelos mecanismos naturais de repara¢do da
célula, podem resultar em mutacdes permanentes (Balogh et al., 2011). Algumas destas
mutagdes, como as que ocorrem nos genes da familia RAS, incluindo o KRAS, estdo
associadas ao desenvolvimento de doengas de cancro da pele (Emmert et al., 2014).

A polui¢do atmosférica ¢ outro fator com impacto significativo na saude. Compostos com
particulas finas, metais pesados e hidrocarbonetos libertados por industrias ou pelo
transito automoével, também t€m sido associados ao stress oxidativo, a inflamacao cutanea
e ao envelhecimento precoce da pele. Estes poluentes podem penetrar na epiderme,
interagir com os lipidos da membrana celular e desencadear a formagao de radicais livres,

que danificam as estruturas celulares (Baumann, Rieder, & Sun, 2022).

A exposicao frequente a produtos quimicos como os conservantes, 0s cosméticos ou 0s
pigmentos de tatuagem, pode causar reagdes alérgicas, inflamatorias ou mesmo toxicas.
Este tipo de reagdes podem interferir com a capacidade natural de regeneragdo da pele e
alterar o seu funcionamento celular (Laux et al., 2016).

Além disso, as infegdes provocadas por bactérias, virus ou fungos também representam
uma ameaga a integridade cutdnea. Quando repetidas ou persistentes, podem agravar
lesdes preexistentes e enfraquecer as defesas naturais da pele (Yousef et al., 2024).

Em suma, todos estes fatores externos afetam diretamente a estrutura e a fungdo das
células da epiderme e da derme. Quando os mecanismos naturais de protecao e reparagao

falham, as lesdes acumulam-se, o que pode resultar no desenvolvimento de doengas
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inflamatorias, envelhecimento precoce da pele e até alteragdes genéticas com risco de

evolu¢do para cancro cutaneo (Piipponen et al., 2020).

1.2 Tatuagens: Composicio e Efeitos Cutineos

1.2.1 Composicao das tintas de tatuagem

De acordo com a Agéncia Europeia de Produtos Quimicos (ECHA), cerca de 54 milhdes
de pessoas na Unido Europeia tém tatuagens (Expresso, s.d.).

Nos Estados Unidos da América, a Food and Drug Administration (FDA) nio
regulamentou nem aprovou oficialmente qualquer tinta de tatuagem como segura para

aplicag@o no corpo humano (Kluger & Koljonen, 2012).

A maioria das tatuagens utiliza pigmento preto, geralmente adquirido pelos tatuadores
através de fornecedores especializados ou pela internet. A produgdo desta cor requer a
combustdo térmica de 6leos derivados da matéria-prima, processo que origina compostos
como o carbono preto e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), ambos

classificados como potencialmente cancerigenos para o ser humano (Regensburger et al.,

2010).

Os pigmentos utilizados nas tintas de tatuagens consistem em suspensdes de particulas
solidas dispersas em solventes aquosos (Baumler, 2020). Estas particulas podem incluir
metais coloridos de origem organica ou inorganica, respetivos 6xidos € compostos
poliaromaticos. Com exce¢do dos compostos organicos, a maioria destes materiais €
considerada biologicamente inerte (Regensburger et al., 2010). Estima-se que cerca de
80% dos pigmentos utilizados sejam compostos organicos, os quais podem ser
classificados com base na sua estrutura quimica em dois grandes grupos: pigmentos azo
e pigmentos policiclicos. Os pigmentos azo, em particular, libertam grupos amina
aromaticos, substancias potencialmente cancerigena, quando expostos a radiagdo

ultravioleta ou ao laser (Piccinini et al., 2015).

O pigmento mais utilizado nas tatuagens ¢ o carbono preto, seguido pelo didxido de
titdnio (TiO2), um pigmento branco frequentemente adicionado a outras tintas com o

objetivo de aclarar a tonalidade da cor. No entanto, por ser um didxido, o TiO; pode
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originar espécies reativas de oxigénio (ROS) toxicas quando exposto a luz solar

(Schreiver et al., 2017).

Além disso, os pigmentos podem conter metais reconhecidos como alergénicos, tais como
o cromo, o niquel e o cobalto, frequentemente em concentragdes superiores aos limites
de seguranca. Outros elementos encontrados incluem compostos de cddmio, classificados
como cancerigenos para humanos (Grupo 1 da lista nacional de agentes cancerigenos para
humanos), bem como sais soliveis de cobalto, mercurio e o proprio carbono preto,
classificados como possivelmente cancerigenos para humanos, pertencendo ao Grupo 2B

dessa mesma classificagdo (Kluger & Koljonen, 2012).

Idealmente, a composicdo das tintas de tatuagem deveria constar no rétulo, incluindo a
descri¢do dos componentes, conservantes, data de validade e o nimero de Color Index.
Esta informagdo permitiria que tanto o tatuador como o cliente tivessem pleno
conhecimento dos produtos utilizados. Contudo, na pratica, as embalagens apresentam
frequentemente informagao limitada ou incompleta, e a farmacocinética destes compostos
no organismo humano, bem como os seus potenciais riscos, permanecem desconhecidos

(Santos, 2020).

Como forma de evitar a degrada¢do das tatuagens provocada pela radiacdo solar, passou-
se a utilizar pigmentos originalmente desenvolvidos para aplicagdo em automoéveis e
materiais plasticos. Apesar de estes pigmentos terem sido testados quanto a sensibilidade
a luz solar, os seus efeitos toxicoldgicos nao foram devidamente avaliados (Hauri & Hohl,

2015).
A Tabela 1 apresenta os principais constituintes quimicos encontrados nos pigmentos

utilizados em tintas de tatuagem, organizados por cor. Esses componentes incluem metais

e compostos que podem ter implicagdes toxicologicas.
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Tabela 1- Pigmentos de tatuagem e seus constituintes quimicos (adaptado de [Béumler, 2020 ; Islam et al.,
2016 ; Santos, 2020], com modificagdes feitas pela autora)

Pigmento Constituintes quimicos
Amarelo Bario
Bromo
Cadmio sulfeto (CdS)
Estroncio

Hidroéxido de ferro (FeHO-)
Sulfureto de cadmio

Titanio

Azul Bromo

Cobalto espinélio (CoALO4)
Cobre

Ferrocianeto férrico

Titanio

Zirconio

Branco Chumbo
Nidbio
Titanio
Zinco

Zirconio

Castanho Bario
Estroncio
Ferro

Titanio

Preto Bromo

Carbono

Chumbo

Oxido de ferro (11, IIT) (FesOx4)
Titanio

Zinco

Zirconio

Rosa Bromo

Titanio
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Vanadio
Zinco

Zirconio

Roxo Bromo
Cobre
Ferro
Titanio

Zirconio

Verde Bromo

Cianeto ferroférrico
Cobre

Corantes de ftalocianinas
Cromato de chumbo
Ferrocianeto ferroférrico
Oxido de cromo (Cr205)

Zinco

Vermelho Cédmio

Oxido férrico (Fe203)
Pigmento de cadmio
Sulfato férrico

Sulfeto de mercurio (HgS)
Seleneto de cadmio

Quinacridona

Violeta Indigoide
Manganés amonio
Pirofosfato

Sais de aluminio
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1.2.2 Comportamento da tinta nas diferentes camadas da pele

A introdugdo do pigmento insoluvel na pele ocorre através da inser¢do da agulha até a
camada dérmica, onde ¢ responsavel pela coloracdo preta da tatuagem. Este processo
provoca a destruicdo da membrana basal da epiderme, bem como das células epidérmicas
e dérmicas envolventes (Islam et al., 2016). As particulas do pigmento apresentam uma
ampla variagdo de tamanhos, variando entre 100nm (nanoparticulas) e 1 pm
(microparticulas). Devido as suas dimensdes reduzidas, estas particulas possuem maior
capacidade de dispersdo, podendo atingir locais distantes do ponto de aplicagdo da

tatuagem e atravessar barreiras bioldgicas (Figura 3) (Schreiver et al., 2017).

. Passi
Eplderme‘ oo TR

Derme

Transporte Ganglio linfatico
Ativo

Hipoderme

Figura 3 - Dispersao e transporte dos pigmentos de tatuagem no organismo através dos fluidos linfaticos,
sanguineos e células imunes. (Adaptado de [Schreiver et al., 2017] com modificagdes feitas pela autora)

O pigmento ndo permanece exclusivamente na derme. Conforme evidenciado por
Regensburger et al. (2010), os pigmentos introduzidos na derme podem ser transportados
passivamente através dos fluidos linfaticos e sanguineos, ou captados por transporte ativo
pelas células do sistema imunitario, como os macréfagos. Além disso, uma fracdo das
particulas, incluindo o carbono preto e os PAHs, ¢ libertada por exsudacdo através da
epiderme danificada, enquanto outra parte ¢ transportada para diversos 6rgaos, como 0s
ganglios linfaticos, as células de Kupffer no figado e as células de Langerhans na

epiderme.
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Por sua vez, Bidumler (2020) indica a presenca de pigmentos nos ganglios linfaticos e em

estruturas intracelulares, como o citoplasma de fibroblastos e macrofagos.

A migragdo dos pigmentos e a sua degradacdo intracelular podem contribuir para a
reducdo gradual da sua presenga na pele ao longo do tempo. Além disso, ha evidéncias
de que parte desses pigmentos pode ser metabolizada por enzimas presentes do proprio
organismo. A migragdo dos pigmentos para além do local de aplicagdo levanta
preocupacdes relevantes do ponto de vista toxicologico, sobretudo no que diz respeito a

exposi¢do sistémica a compostos potencialmente nocivos (Hauri & Hohl, 2015).

Do ponto de vista temporal, o processo inflamatorio inicia-se nas primeiras duas horas
apOs a tatuagem, altura em que leucocitos polimorfonucleares fagocitam parte do
pigmento, desencadeando uma resposta imunoldgica local. Passadas 24 horas, as
particulas de pigmento sdo detetadas em diferentes tipos celulares, incluindo
queratindcitos, macréfagos, mastocitos e fibroblastos. A eliminacdo transdérmica dos
componentes do pigmento pode prolongar-se até¢ a completa cicatrizacdo da membrana
basal da epiderme, processo que pode demorar, no minimo, cerca de um més (Islam et

al., 2016).
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1.2.3 Reacgoes inflamatdrias e resposta imunologica

Assim que ocorre a lesdo da membrana basal cutanea, a pele torna-se suscetivel a invasdo
por agentes externos. Em resposta, o organismo desencadeia uma reagdo imunologica de
agressao microbioldgica, iniciando a translocagdo de células apresentadoras de antigénios

para os ganglios linfaticos locais, o que d4 origem a uma resposta imunitéria sistémica

(Nielsen et al., 2024).

Atualmente, ndo existe uma classificagdo especifica para as complicagdes cutineas
associadas a tatuagem. Na literatura, estas complicagdes sdo descritas de forma varidvel,
seja por base na patologia clinica (infe¢@o ou hipersensibilidade), seja quanto ao caracter
agudo ou cronico, o que pode dificultar o diagnostico e originar confusdes clinicas. Neste
trabalho, a revisao da literatura sera analisada de acordo com a classifica¢dao clinica

proposta por Temiz & Ozlii (2021).

Edema e prurido sdo as queixas mais frequentemente relatadas ap6s a realizacdo de uma

tatuagem. No entanto, outras manifestagdes também podem ocorrer, nomeadamente:

— Cicatrizes hipertroficas/queloide: resultante do trauma mecéanico provocado

pela agulha durante o processo de tatuagem.

— Disturbios alérgicos: reacdes de hipersensibilidade ou alergias aos pigmentos

utilizados sdo das complica¢des mais prevalentes.

— Dermatoses localizadas: lesdes desencadeadas por traumas fisicos ou quimicos,
como psoriase ou vitiligo. Em individuos com historial de doengas cutaneas, estas

condi¢des podem ser exacerbadas pela tatuagem.

— Granulomas: os granulomas de corpo estranho caracterizam-se pela presenca de
células gigantes contendo o pigmento. Os granulomas sarcoides, de natureza
autoinflamatoria, podem surgir a partir de cicatrizes (sarcoides) e afetar a pele ou
orgdos internos. Apresentam-se sob a forma de papulas, nédulos ou placas,
habitualmente confinadas a zona tatuada. Estes podem surgir semanas ou até

décadas apos a tatuagem, sendo o pigmento vermelho o principal responsavel.
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— Infecbes cutineas micobacterianas: a tinta utilizada pode ser um meio propicio
ao crescimento de micobactérias. Ja foram descritos casos de tuberculose cutianea

e infegdes por micobacterianas associados a tatuagens.

— Infe¢des cutineas piogénicas: a auséncia de desinfecdo adequada durante o
procedimento aumenta significativamente o risco de infe¢des bacterianas. Entre
as mais comuns encontram-se a foliculite, acne, impetigo, erisipelas e celulite. Os
agentes etiologicos mais frequentemente identificados incluem Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium spp, Pseudomonas spp,

Clostridium spp e Klebsiella spp.

— Infecdes fungicas e virais da pele: durante o processo de tatuagem, pode ocorrer
contaminagdo por fungos ou virus presentes na agulha ou na tinta. Foram
reportados casos de zigomicose, dermatofitoses e tinea, bem como infe¢des por

virus do papiloma humano (HPV), herpes simples e até virus da variola.

— Neoplasias: existem diversos relatos de desenvolvimento de carcinoma
basocelular (BCC) e melanoma (MM) em tatuagens de pigmentagao preta e azul.
Em tatuagens vermelhas, foi descrito o aparecimento de carcinoma de células

escamosas (SCC) e de hiperplasia pseudoepiteliomatosa benigna.

— Reacgoes fotoalérgicas/fotodermatoses: as tatuagens amarelas, que contém
sulfeto de cadmio, sdo as mais associadas a este tipo de reagdo. Este composto
também pode estar presente, embora em menor quantidade, em pigmentos

vermelhos.

Com base na revisdo realizada por Islam et al. (2016), estas complicacdes estdo
organizadas por categorias clinicas e pelo tempo expectavel para o aparecimento dos
sintomas (Tabela 2). Esta sistematizacdo contribui para uma melhor compreensdo da
diversidade de reacdes adversas que podem surgir apds a tatuagem, facilitando a

vigilancia clinica e o diagndstico diferencial.
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Tabela 2 - As principais complicagdes associadas a tatuagem (adaptado de [Islam et al. , 2016], com
modificagdes feitas pela autora)

Complicacoes apos

Clinica Inicio dos sintomas
tatuagens

Dermatite alérgica Imediato a dias

Imunohipersensibilidade

. (tipo IV retardada, Dias, semanas ou anos
Imunolégicas ) o
hipersensibilidade)

Reagdes fotossensiveis

apos exposic¢ao solar
Abcesso
Infecdes bacterianas Erisipela ‘
. Poucos dias
localizadas Gangrena
Impetigo
Infecdes bacterianas Celulite Poucos dias
sistémicas Sepse, Endocardite

Dias a meses

Molusco contagioso Semanas a meses

o Verruga vulgar Meses a anos
Infecdes virais

Hepatite B, C

Semanas a meses
VIH

Tinha
Fungicas

. . Semanas a meses
Zigomicose

Psoriase

Liquen plano
Reagdes inflamatorias Pseudolinfoma Semanas a anos
localizadas/sistémicas

Hiperplasia

pseudoepiteliomatosa

Sarcoidose sistémica Meses a anos

Linfoma
Tumores Melanoma maligno Anos

Carcinoma basocelular
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1.3 O gene KRAS e a sua releviancia oncolégica

1.3.1 A familia RAS: KRAS, NRAS e HRAS

A familia RAS ¢ o grupo de oncogenes mais frequentemente mutado, estando presente em
cerca de 20% dos doentes com cancro (Burge & Hobbs, 2022). No genoma humano,
existem 36 genes que codificam 39 proteinas da familia RAS, cuja principal fungdo ¢
regular processos celulares como o crescimento e a diferenciacdo (Karnoub & Weinberg,

2008).

Os proto-oncogenes sao genes normais que sao ativados em oncogenes por um processo
de tradugdo, estando presentes nos retrovirus de transformacdo aguda. No caso dos
mamiferos, o oncogene relacionado com o virus do sarcoma Harvey deu origem ao Ha-
ras, enquanto o do virus Kirsten originou o Ki-ras, sendo estes designados em humanos
como H-RAS (Harvey Rat sarcoma viral oncogene homolog) e K-RAS (Kirsten Rat
sarcoma viral oncogene homolog) (Karnoub & Weinberg, 2008). Por sua vez, o0 NRAS
(Neuroblastoma RAS homolog) ¢ outro membro da familia RAS, mas ndo ¢ codificado

por um virus, tendo sido identificado numa linha celular de neuroblastoma (Holderfield,
2018).

A maioria das mutacdes (cerca de 85%) ocorre no gene KRAS, estando associadas
nomeadamente a tumores do pulmio, pancreas e célon. As mutacdes no gene NRAS
representam aproximadamente 11%, sendo mais comuns no sangue e tirdide. Ja as
mutacoes no HRAS sdo as mais raras (cerca de 4%) ¢ observam-se sobretudo no sistema

urindrio e também na tirdide (Burge & Hobbs, 2022).

O gene KRAS quando estd mutado, contribui para a progressao tumoral pois a sua proteina
mutada desencadeia o descontrolo na cascata de sinalizagdo celular (Hobbs et al., 2016).
Tendo isto em conta, este trabalho ird centrar-se no gene KRAS, dada a sua importancia

clinica e elevada taxa de mutagdes em varias neoplasias, incluindo casos de melanoma.
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1.3.2 O papel do gene KRAS na sinalizacio celular e regulacio de vias de

proliferacio

O gene KRAS desempenha um papel fundamental na transducao de sinal, participando na
regulacdo de processos celulares essenciais como o crescimento, diferenciacdo,
sobrevivéncia e metabolismo (Stephen et al., 2014). A proteina codificada por este gene,
KRAS, pertence a familia de pequenas GTPases (enzimas que hidrolisam GTP), atuando
como um interruptor que alterna entre um estado ativo, ligado ao GTP (trifosfato de
guanosina), e um estado inativo, ligado ao GDP (guanosina difosfato). Esta alternancia
depende da agdo do EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), que ¢ ativado por
recetores tirosina cinase em resposta a presenga de fatores de crescimento (Pylayeva-

Gupta et al., 2011 ; Cox et al., 2014).

A proteina KRAS contém dois dominios principais: o dominio G, responsavel pela
ligacdo aos nucleotidos de guanina, e a regido hipervaridvel na extremidade C-terminal,
essencial para a sua localizagdo na membrana plasmatica. Esta extremidade inclui uma
modificacdo pds-traducional, a farnesilagdo, que atua como uma ancora entre a proteina
¢ a membrana celular, permitindo a ancoragem da proteina & membrana celular e assim
realizar a ativagdo eficiente das vias de sinalizacdo (Figura 4) (Zhou et al. 2017 ; Burge

& Hobbs, 2022).

Dominio G

Regido hipervariavel

Farnesilacdo

Figura 4 - Estrutura da proteina KRAS, com destaque do dominio G, da regido hipervariavel e da
extremidade farnesilagdo. (Figura elaborada pela autora na plataforma BioRender e com adaptacdes feitas
com auxilio de inteligéncia artificial)
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A regulagdo da atividade de KRAS depende ainda da a¢do das proteinas GAPs (GTPase,
proteinas ativadoras), que aceleram a hidrélise do GTP para GDP, promovendo o retorno
da proteina ao seu estado inativo. Este mecanismo de retroalimentacdo negativo ¢ o alvo
de muitas mutagcdes somaticas mais comuns nos genes da familia RAS, uma vez que

impede a desconexdo adequada da sinalizacdo (Ferreira et al., 2022).

KRAS participa na ativagdo de varias vias de sinalizagdo intracelular associadas a
proliferacdo celular, diferenciagdo, inibi¢do da apoptose e reprogramacao metabolica.
Entre estas destacam-se as vias PI3K/AKT/mTOR, RAF/MERK/ERK ¢ RalGDS/NF-kB
(Figura 5). Estas vias contribuem para uma homeostasia celular, contudo a presenca de
mutagdes em KRAS pode conduzir a uma sinalizagdo exacerbada, criando um ambiente

tumoral favoravel (Mendoza et al., 2011; Prior et al., 2012).
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Proliferacio, diferenciacio e sobrevivéncia

Figura S - As vias de sinalizagao intracelular (Adaptado de [BPS Bioscience, n.d.], com modificagdes feitas
pela autora através da plataforma BioRender)
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A ativagdo de KRAS promove a independéncia celular aos sinais de controlo do
crescimento. A célula mutada pode assim progredir autonomamente no ciclo celular,
passando da fase de repouso (GO0) para a fase de crescimento (G1) e, posteriormente, para
a fase de sintese de ADN (S). Este avanco ¢ regulado por proteinas como a ciclina D, que
em contexto com as cinases dependentes de ciclina CDK4 e CDKG6, fosforila a proteina
de retinoblastoma (Rb), liberta o fator de transi¢do E2F entrando a célula em fase S. O
ciclo celular progride com a ativacao de outros complexos ciclinas e cinases dependentes
de ciclina. A proteina KRAS pode aumentar os niveis da ciclina D e inibir a a¢do de p27,

um inibidor desta ciclina, favorecendo a proliferacdo (Ash et al., 2024).

Por outro lado, a proteina KRAS interfere com a acdo do TGF-f (Transforming Growth
Factor beta), um potente inibidor da proliferacdo e supressdo tumoral. A KRAS pode
reduzir a expressao deste fator ou inibir a sua via de sinaliza¢do, comprometendo os

mecanismos naturais de controlo da divisao celular (Kubiczkova et al., 2012).

A ativacdo de KRAS causa replicacdo descontrolada do ADN, resultando em
instabilidade gendmica. Para lidar com esses erros, a célula pode entrar em senescéncia
celular (um estado de paragem do ciclo celular) ou iniciar a apoptose (morte celular
programada), muitas vezes mediada pela via RAF-p53. Para além disso, esta via pode
ativar proteinas da familia BCL-2 pro-apoptdticas como a BAX, BAD e BAK, que

promovem a ativag¢ao de caspases (como a caspase-3) (Ferreira et al., 2022).

Por outro lado, a KRAS ativa vias com efeito anti-apoptdtico, a via RAS-PI3K, que regula
os niveis inibidores da apoptose (IAPs) e da proteina BAX, e a via RAS-RAF, que reduz
a atividade da proteina PAR4 (pro-apoptdtica) e aumenta a expressdo de ARC (um
inibidor da apoptose mediada por caspase). Ambas as vias contribuem ainda para a
inativagcdo de BAD. Caso os mecanismos de reparagdo falhem, as lesdes acumuladas no
genoma poderdo originar mutagdes e contribuir para a transformacao celular maligna de

ADN (Ash et al., 2024).
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1.3.3 Mutacoes relevantes no gene KRAS: codoes 12, 13 e 61

De acordo com a investigacdo de Burge & Hobbs (2022), ja foram identificadas mais de
150 mutagdes no gene KRAS, com especial destaque para as posi¢des 12 e 13, onde se
encontra o aminoacido glicina, e para a posi¢do 61, correspondente a glutamina. Dados
epidemioldgicos mostram que cerca de 90% das mutagdes em KRAS ocorrem no codao
12, aproximadamente 5% no codao 13 e entre 1% a 2% no codao 61. Esta Glltima ¢ a mais
frequente noutros membros da familia RAS, como o NRAS, nomeadamente em casos de

melanoma.

Estas mutagdes comprometem a ligacdo entre a proteina RAS e a GAP (proteina ativadora
de GTPase), que tem como funcdo acelerar a hidrélise de GTP. Ao interferirem com o
posicionamento correto da glutamina, aminoacido essencial para essa fungdo catalitica,
essas alteracdes impedem a RAS de se desligar do GTP. Como resultado, a RAS
permanece ativa durante mais tempo, ativando de forma mais prolongada as vias de

sinaliza¢ao associadas (Holderfield, 2018 ; Ash et al., 2024).

Estas mutacdes variam conforme a forma da proteina, o tipo de cancro e a exposi¢io de
certos tecidos a agentes cancerigenos (Prior et al., 2012). A distribui¢do mais comum por

coddo ¢ a seguinte:

— Codao 12: a mutagdo mais frequente ¢ a G12D, comum no adenocarcinoma do
pancreas, seguida de G12V

— Codao 13: a mutagdo G13D

— Codao 61: a mutagdo Q61H

A Tabela 3 apresenta as mutagdes mais frequentes por coddao (G12, G13 e Q61) em
diferentes tipos de cancro, destacando a sua prevaléncia relativa em cada contexto

oncolégico (Huang et al., 2021).
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Tabela 3 - As mutagdes mais frequentes por coddo (G12, G13 e Q61) em diferentes tipos de cancro,
destacando a sua prevaléncia relativa em cada contexto oncologico (adaptado de [Huang et al., 2021], com
modificagdes feitas pela autora)

Tipos de Tumor G12D G13D Q61H Taxa Total
Adenocarcinoma do 62,30% 0,83% 4,23% 67,61%
pancreas
Adenocarcinoma 22.82% 6,68% 1,67% 35,77%
colorretal
Carcinoma pulmonar 17,39% 0,85% 0,31% 20,42%
de ndo pequenas
células
Cancro da via biliar 8,96% 1,12% 1,12% 12,69%
Carcinoma 10,38% 1,78% 0,63% 14,11%
endometrial uterino
Cancro de células 6,92% 0,00% 1,98% 11,66%
germinativas
testiculares
Carcinoma de 2,47% 0,99% 0,00% 4,28%

células escamosas do

colo do tutero
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1.3.4 Alteracdes no KRAS': neoplasias cutineas e influéncia ambiental

Como ja foi referido, as mutagdes no gene KRAS mantém a proteina numa forma
constantemente ativa, o que leva a uma sinalizacdo celular continua, mesmo na auséncia
de estimulos externos. Esta atividade desregulada contribui para a formagao e progressao
do cancro, ao promover a proliferagdo celular descontrolada, a evasdo dos mecanismos

de morte celular (apoptose) e a transformagao maligna das células (Hayward et al., 2017).

Embora estas mutagdes sejam mais frequentes em tumores pancreaticos, pulmonares e
colorretais, também tém sido identificadas em neoplasias cutaneas, como o melanoma.

O melanoma com mutacdes em KRAS tende a apresentar uma elevada carga mutacional
total, isto ¢ um marcador quantitativo de instabilidade gendmica, correspondente ao
nimero de mutagdes somaticas numa amostra tumoral e estd associado a maior
agressividade tumoral e resisténcia aos tratamentos convencionais (Akbani et al., 2015 ;

Rabbie et al., 2020; Xu et al., 2024).

A instabilidade gendmica pode ser desencadeada por fatores ambientais, como a radiacdo
UV que induz a producao de ROS. Estas espécies provocam lesdes oxidativas no ADN e
podem levar a transformacdo maligna dos melandcitos. Tanto a radiagio UVA como
UVB sao capazes de gerar ROS e, se estas lesdes ndo forem reparadas adequadamente,
podem surgir mutagdes com potencial oncogénico (Garcia-Mouronte et al., 2024; Venza

etal., 2015).

Para além da radia¢do UV, a exposicdo a agentes quimicos e a lesdes cutineas repetidas,
como acontece com tatuagens, também sdo fatores relevantes devido ao seu potencial

genotoxico (Schreiver et al., 2017).

Importa destacar que estes fatores externos ndo atuam de forma isolada. A predisposi¢@o
genética, a suscetibilidade individual e o estado do sistema imunitario sdo igualmente
determinantes. Por exemplo, uma inflamacdo cronica da pele, como pode ocorrer em
zonas tatuadas, cria um ambiente favoravel a erros na replicagdo do ADN e falhas nos
mecanismos de reparacdo, o que pode aumentar o risco de mutacdes e contribuir para o

desenvolvimento de tumores cutaneos (Kay et al., 2019).
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1.3.5 Lacunas na literatura e justificacido do presente estudo

Tem-se debatido a possivel relacdo entre tatuagens e o desenvolvimento de cancro de
pele, sobretudo devido a presenca de substancias potencialmente cancerigenas nas tintas,
como sais metalicos e corantes organicos. No entanto, at¢ ao momento, ndo existem
evidéncias cientificas robustas que estabelecam uma ligagao causal direta. Os casos de
cancro identificados em zonas tatuadas sdo, na maioria das vezes, considerados
coincidéncia, sendo necessaria mais investigacdo para esclarecer esta possivel associagdo

(Kluger & Koljonen, 2012).

Apesar da crescente popularidade das tatuagens, continuam a faltar estudos cientificos
que investiguem diretamente a sua relacdo com o cancro de pele. Em particular, sdo
escassos os estudos em grande escala, especialmente in vivo, que avaliem a presenca de

pigmentos na pele, os seus subprodutos e os possiveis efeitos mutagénicos associados.

Outro ponto importante ¢ a auséncia de dados consistentes sobre os habitos de exposi¢ao
solar das pessoas tatuadas. A radiacdo UV, sendo um agente carcinogénico, pode interagir
com os pigmentos das tatuagens e potencialmente aumentar o risco de desenvolvimento

de tumores cutaneos (Garcia-Mouronte et al., 2024).

Além disso, atualmente ndo existem dados sobre tatuagens no Registo Oncologico
Nacional (RON). A inclusdo desta informacgdo seria relevante para se obter uma visao
mais clara da sua prevaléncia e do seu impacto na saude publica (Registo Oncologico

Nacional, 2023).

Neste contexto, o presente estudo surge da necessidade de explorar uma possivel
associagdo entre tatuagens e mutagdes genéticas, com especial destaque na genotipagem
do oncogene KRAS, contribuindo assim para colmatar uma lacuna existente na literatura

cientifica.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo principal

O objetivo principal deste estudo ¢ verificar a presenca no ADN de mutag¢des no coddo

12 do gene KRAS em estudantes tatuados da Egas Moniz School of Health and Science.

2.2 Objetivos secundarios

Este estudo tem como objetivos secunddarios:
e Avaliar a viabilidade da genotipagem do gene KRAS em amostras bioldgicas de
individuos tatuados;
e Identificar possiveis limitagdes metodologicas, como a qualidade do ADN ou
eficiéncia dos primers;
e Estimar a prevaléncia da mutacdo no coddo 12 do gene KRAS na amostra

selecionada.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Desenho de Estudo

Foi realizado um estudo piloto experimental, com metodologia mista (quantitativa e
qualificativa), em pequena escala.

Esta abordagem foi escolhida por se tratar de uma primeira investigacao nesta populagdo
especifica (estudantes tatuados da Egas Moniz School of Health and Science) e por
possibilitar uma anélise preliminar de eventuais correlagcdes entre tatuagens e mutagdes
genéticas, um tema ainda pouco estudado.

O estudo decorreu nas instalagdes da Egas Moniz School of Health and Science entre os

meses de janeiro e abril de 2025.

3.2 Populacio e Amostra

A populagdo-alvo constituida por estudantes universitarios da instituicdo Egas Moniz

School of Health and Science de ambos os sexos.

3.2.1 Calculo da dimensao amostral

A amostra-alvo como objetivo 20 estudantes, nimero que se enquadra nas recomendagdes
metodoldgicas para estudos piloto com componente laboratorial. Esta dimensao amostral
foi alcangada com base na literatura cientifica, que frequentemente indica um minimo de
20 participantes para garantir a validade dos resultados obtidos em estudos com técnicas

moleculares.

Esta amostra ¢ um tipo de amostragem ndo probabilistica, por conveniéncia, uma vez que
os participantes que foram selecionados entre os estudantes da Egas Moniz School of
Health and Science apresentavam tatuagens e manifestaram interesse em participar. Esta
abordagem foi considerada adequada para os objetivos de um estudo piloto, de carater

exploratdrio.
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3.2.2 Critérios de elegibilidade

Os critérios de elegibilidade sdo:

Estudantes saudaveis sem doengas dérmicas;
Tatuagem de tinta preta;

1
2
3. Tatuagem localizada nos membros superiores (ombro, braco, antebrago ou mao);
4. Tatuagem com diametro minimo de 2 centimetros;

5

Tatuagem realizada no minimo ha 2 anos.

3.3 Registo e documentacao das tatuagens

Ap6s a aplicacdo dos critérios de elegibilidade, foi realizado o registo fotografico das
tatuagens dos participantes incluidos no estudo com o objetivo de proceder a sua
caracterizacdo visual. Foram considerados aspetos como a localizagdo anatomica e a

dimensao aproximada.

As fotografias foram obtidas em ambiente controlado, utilizando luz natural, de modo a
garantir a uniformidade e qualidade das imagens. Para assegurar a fiabilidade das
medicdes e permitir a comparagdo entre participantes, foi construida uma régua forense
plastificada especificamente para este estudo. Esta régua foi posicionada junto a tatuagem
no momento da captura da imagem, permitindo uma estimativa precisa da sua dimensado

real.

As imagens foram posteriormente codificadas e armazenadas de forma segura, sendo
utilizadas exclusivamente como suporte a andlise descritiva e cientifica dos dados

recolhidos, sem qualquer finalidade de identificacdo pessoal.

Alguns exemplos das imagens recolhidas encontram-se disponiveis no Anexo III (Registo
fotografico padronizado das tatuagens dos participantes com escala forense). Importa
referir que, por razdes metodoldgicas e éticas, estas imagens incidem exclusivamente

sobre a zona de raspagem.
3.4 Recolha de Informacao

Os dados de elegibilidade foram obtidos presencialmente, através de uma breve entrevista

oral, conduzida pelo investigador. Durante este contacto, foram colocadas questdes
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especificas relacionadas com os critérios de inclusdo e exclusdo previamente definidos,
em formato de questionario, de forma a assegurar a conformidade de cada participante

com os requisitos do estudo.

O questionario apresenta duas secgdes de metodologia de resposta aberta e fechada com
uma duragdo média de 1 a 2 minutos, criado a partir da ferramenta Microsoft Forms.

Na primeira sec¢do do questiondrio, abordou-se a caracterizagao sociodemografica tendo
em conta o género e a idade.

Na segunda sec¢@o do questionario, caracterizou-se a informagao relativa a tatuagem de
modo a estar de acordo com os critérios pré-estabelecidos.

O questionario foi preenchido, a posteriori pelo investigador, com base nas respostas

fornecidas pelo inquirido (Anexo II) .
3.5 Certificado de Originalidade

Declaro que sou responsavel pelo trabalho submetido neste projeto e que o trabalho ¢
original, ndo sendo plagiado de outra fonte, excetuando o especificado nas referéncias.
Informo ainda que apenas recorri a inteligéncia artificial para a criacdo de ilustragdes e

esquemas, ndo tendo sido utilizada para o desenvolvimento do conteudo escrito.

3.6 Etica e confidencialidade

Este estudo foi submetido pela Comissio de Etica da Egas Moniz School of Health and
Science, com o nimero PT-413/23, tendo sido aprovado no dia 26 de Janeiro de 2024.
No decorrer da realizagdo do questionario foi respeitada a ética e a confidencialidade dos

resultados da populagdo, de modo a garantir a privacidade dos participantes e a

fidedignidade dos dados recolhidos.

Foi entregue e assinado um termo de consentimento informado, garantindo a participagdo

voluntaria e consciente no estudo.
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3.7 Fluxograma do estudo
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Figura 6 - Fluxograma do desenho do estudo (Figura elaborada pela autora, com adaptagdes feitas na
plataforma Napkin AI)
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3.8 Extracao de ADN

Com o objetivo de se extrair uma amostra pura de ADN foi necessario recorrer a um kit
de isolamento de tecidos de ADN do fabricante NZYtech (NZY Tissue DNA Isolation

Kit), cuja metodologia se baseia em colunas de centrifugagdo revestidas com silica.

Os componentes disponibilizados estdo discriminados na lista subsequente:
e Buffer NT1;
e Buffer NL;
e Buffer NW1;
e Buffer NW2 (concentrado);
e Buffer NE;
e Proteinase K (liofilizada);
e Buffer Proteinase;
e Colunas de tecido NZY Spin;

e Tubos de colheita.

Para além dos componentes fornecidos pelo kit foi necessario adquirir:
e Luvas latex;
e Micropipetas e Pontas de 10ul , 20ul e 1000pul;
e Suporte e Tubos de microcentrifugagcdo 2mL;
e 96-100% Etanol,
e Cronometro;
e Agitador vortex;
e Maquina de centrifuga;

e Bloco seco de aquecimento.

A purificacdo das amostras envolve varias etapas, desde a preparacdo inicial até ao

armazenamento final e foi realizada segundo as instrug¢des do fabricante.
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1. Colheita do ADN
Procedeu-se a raspagem das células epiteliais durante 30 segundos, utilizando-se uma
swab de algoddao com cabo de plastico descartavel estéril. Em seguida, foi introduzida

num tubo de microcentrifugacao de 2mL.

2. Pré-lise
Ao tubo de microcentrifugacdo foi adicionado 400ul de NT1 e 25ul de solugdo de
Proteinase K. A mistura foi homogeneizada por dois ciclos de 10 segundos num agitador
vortex e incubada a 56 °C durante 10 minutos no bloco seco de aquecimento.
Apos a incubacdo, a swab foi descartada e o lisado foi transferido para um novo tubo de

microcentrifugacdo de 2mL.

3. Lise
Adicionou-se 400ul de Buffer NL e homogeneizou-se no agitador vortex. A mistura foi

incubada a 70°C por 10 minutos.

4. Precipitacio
Para garantir a separagao da solucdo (contendo impurezas) da fase insoliivel (ADN), foi
necessario adicionar 400ul de etanol a 96-100%, uma vez que o etanol facilita a
precipitacdo e concentracdo do ADN, promovendo a remogao de contaminantes. Apods a
precipitacdo, o tubo de microcentrifugacdo foi colocado no agitador vortex para

homogeneizagao.

5. Ligac¢do do ADN
Transferiu-se 600ul do tubo de microcentrifuga¢do para a coluna de tecido NZY Spin.
Procedeu-se a centrifugacdo a 11,000 xg durante 1 minuto, descartou-se o efluente e a
coluna foi reposicionada num novo tubo de colheita. O ADN precipitado ficou

aprisionado na membrana de silica.

6. Lavagem da membrana de silica
Foram adicionados 500 pL. do Buffer NW1 a coluna de tecido NZYSpin, seguida de
centrifugacdo a 11,000 xg durante 1 minuto. O efluente foi descartado e a coluna

transferida para um novo tubo de colheita.
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Em seguida, adicionaram-se 600 puL. do Buffer NW2, procedendo-se a centrifugacio nas

mesmas condi¢gdes, com posterior descarte do efluente.

7. Secagem da membrana de silica
Apo6s reposicdo da coluna de tecido NZYSpin no tubo de colheita, procedeu-se a

centrifugacdo a 11,000 xg por 2 minutos.

8. Eluicdo do ADN
A coluna de tecido NZY Spin foi transferida para um novo tubo de microcentrifugacao,
ao qual se adicionaram 50 pL do tampao NE previamente aquecido a 70 °C num bloco
seco de aquecimento. A amostra foi incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos,

seguida de centrifugagdo a 11,000 xg durante 2 minutos.

9. Quantificagcdo do ADN por NanoDrop One
O NanoDrop One ¢ um espectrofotometro que permite a quantificagdo de &cidos
nucleicos (DNA/RNA) e respetivos graus de pureza (A260/A280, A260/A230).

Todas as amostras (2 uL de cada) foram analisadas quantitativamente e qualitativamente.

10. Armazenamento

O ADN gendmico foi conservado a -20°C.
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3.9 Adaptacoes metodologicas

Durante o desenvolvimento do estudo, foi necessario efetuar diversas adaptagdes
metodoldgicas. Foi testada a extragdo de ADN com uma Swab em condi¢des secas e
hamidas (passagem de um papel embebido em 4gua sobre a superficie de teste), optando-
se posteriormente, pela técnica humida devido as melhores concentragdes de ADN

extraido reveladas pela espectrofotometria NanoDrop One.

Inicialmente, estava prevista a amplificagao dos produtos de reagao por PCR (Polymerase
Chain Reaction) direto. Contudo, face aos resultados insatisfatorios, como a baixa nitidez
das bandas na eletroforese em gel, que comprometeu a sua visualizacdo e anélise,
procedeu-se a utilizagdo da técnica de PCR convencional.

Face a limitacdo dos resultados obtidos, foi implementada uma estratégia de Nested PCR,
baseada na repeti¢do da reacdo de amplificacdo para potenciar a concentracao do produto

final.
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3.10 Protocolo de amplificacao por Nested PCR

3.10.1 Descri¢ao do protocolo de Nested PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ uma técnica molecular que permite a
amplificagdo de regides especificas do ADN através de ciclos repetidos de desnaturagao,
hibridacao de primers e extensdo pela ADN polimerase. Para aumentar a especificidade
e sensibilidade da amplificacdo, pode ser utilizado o método Nested PCR, que consiste
em duas etapas sequenciais: uma primeira amplifica¢do, seguida de uma segunda, com
primers especificos direcionados a uma sequéncia interna do produto inicial. Este método
reduz a amplificacdo de fragmentos inespecificos e permite a detecdo precisa de
sequéncias-alvo, mesmo em amostras com baixo teor de ADN ou contaminadas

(Mothershed & Whitney, 2006; Schanfield, 2003).

Todas as etapas do protocolo, foram realizadas integralmente sob condi¢des assépticas
numa camara de fluxo laminar vertical (hotte), de forma a minimizar o risco de
contaminagdo e garantir a fiabilidade dos resultados obtidos nas rea¢cdes de PCR. Durante

todo o processo, foram utilizadas pontas com filtro para evitar contaminag¢des cruzadas.
Os dois pares de primers utilizados neste protocolo, partilham a mesma sequéncia e foram
desenhados para amplificar a regido do exao 2 do gene KRAS , onde se encontra o coddo

12 (Gauthaman & Moorthy, 2021).

Primer Forward: 5'- ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT - 3’
Primer Reverse: 5'- TCAAAGAATGGTCCTGGACC-3’
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1. Diluicoes
Para a preparagdo dos primers, foram efetuadas duas diluigdes distintas consoante a sua
cor. Os primers azuis foram diluidos na propor¢do de 1:5, utilizando-se 2 pL de primer e
8 uL de 4gua destilada. Os primers transparentes tiveram uma dilui¢do de 1:1, sendo
preparados com 5 pL. de primer e 5 pL de 4gua destilada. No final em todos os tubos

obtivemos a concentragao de 10 uM.

2. Mistura-Mae (Master Mix) por reacao
A mistura de reacdo foi preparada com os seguintes volumes: 12,5 pL de MyTaq, 1,0 uL
de Primer Forward e 1,0 uLL de Primer Reverse, totalizando 14,5 pL por reacdo. Utilizou-

se o Kit Taq polimerase Green Master Mix (NZY Tech).

3. Montagem das Reacdes de PCR
Foram realizadas reagdes de PCR para um total de 16 individuos, cada um com duas
amostras, perfazendo 32 amostras no total. A estas juntou-se um controlo negativo,
somando assim 33 reagdes. Como foram utilizados dois pares de primers distintos, cada

amostra foi amplificada em duplicado, resultando num total de 66 tubos de PCR.

4. Distribuicio Volumétrica por Reacio

Tabela 4 - Distribuicdo volumétrica dos componentes utilizados nas reagdes experimentais para a amostra
e para o controlo negativo (Tabela elaborada pela autora)

Amostra Controlo negativo
Mistura-Mae (uL) 14,5 14,5
ADN (uL) 10,5 -
Agua (uL) - 10,5
Volume Final (uL) 25,0 25,0

Uma vez concluido o primeiro ciclo de PCR, procedeu-se a realizacdo de um segundo
PCR com as mesmas condigdes e reagentes, utilizando como molde o produto
amplificado da primeira reagdo. Este segundo passo, caracteristico de um protocolo de
Nested PCR, permite aumentar a especificidade e sensibilidade da amplificagdo,
reduzindo a probabilidade de amplificacdo inespecifica e garantindo maior fidelidade nos

resultados.
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3.10.2 Definicdo do programa de Nested PCR

Apos a preparacao das reacdes segundo o protocolo descrito, os produtos de PCR foram
introduzidos num termociclador MJ Mini™ Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad). As
diferengas observadas, nomeadamente a cor distinta das tampas (azul e transparente),
sugeriram a possibilidade de haver variacdes nos lotes. Esta abordagem permitiu
comparar diferentes condi¢des, uma vez que apds vdarias tentativas com distintos

programas, este conjunto de parametros revelou-se o mais eficaz.

Assim, procedeu-se a implementagdo de dois protocolos distintos de PCR, com respetiva

analise das diferencas de cada etapa:

Tabela 5 - Parametros e condi¢des dos dois protocolos distintos de PCR implementados, detalhando as
etapas e respectivas diferencgas entre os primers F1/R1 (tampa azul) e F2/R2 (tampa transparente) (Tabela
elaborada pela autora)

Etapa

Primer F1/R1

(Tampa azul)

Primer F2/R2

(Tampa transparente)

Desnaturagdo inicial

95 °C durante 5 minutos

96 °C durante 10 minutos

Numero de ciclos

35 ciclos

30 ciclos

Desnaturacgdo (por ciclo)

95 °C durante 40 segundos

96 °C durante 1 minuto

Hibridagao (por ciclo)

65 °C durante 45 segundos

57 °C durante 1 minuto

Extensao (por ciclo)

72 °C durante 50 segundos

73 °C durante 30 segundos

Extensdo final

72 °C durante 10 minutos

73 °C durante 7 minutos

o Desnaturacio inicial e desnaturacio por ciclo:
No primer F2/R2 garantiu-se uma amplificagdo mais eficaz do ADN, em regides com
estrutura secundaria ou alto contetido guanina-citosina, através da temperatura e do tempo

mais elevados.

o Hibridacao:
No Primer F1/R1 foi utilizado uma temperatura mais elevada (65 °C) para promover uma
maior especificidade na ligagao.
No primer F2/R2 valorizou-se condigdes mais abrangentes de ligagdo, através da menor

temperatura (57°C).
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o Extensao:
72°C e 73°C sdo as temperaturas ideais para a atividade da Taq polimerase (Saraswathy
& Ramalingam, 2011).
A diferenga no tempo permitiu analisar se o prolongamento da extensdo impactava

positivamente o rendimento da reagao.

o Numero de ciclos e extensio final:
Um maior nimero de ciclos e uma extensao prolongada sao estratégias para garantir uma
amplificacdo suficiente, especialmente em casos de baixa concentracdo inicial de ADN

ou baixa eficiéncia de reagao.

Esta duplicacdo experimental assumiu um papel crucial para garantir a reprodutibilidade
e fiabilidade dos resultados, verificando que ambos os pares de primers originavam um

padrdo de bandas idéntico.
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3.11 Protocolo da restricio enzimatica - método de RFLP

(Restriction Fragment Length Polymorphism)

A técnica de Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP) baseia-
se na utilizagcdo de enzimas de restrigdo para identificar variacdes na sequéncia de ADN.
Estas enzimas reconhecem sequéncias especificas e hidrolisam o ADN nesses locais.
Quando ocorrem mutacdes nos locais de reconhecimento, o padrdo de fragmentacao do
ADN ¢ alterado, originando fragmentos de diferentes comprimentos. A andlise destes
padrdes, obtidos apds eletroforese em gel de agarose, permite a detecdo indireta de
mutacdes especificas, sendo uma metodologia amplamente utilizada na genotipagem e
em estudos de variabilidade genética (Kumar et al., 2023).

A reagdo de restricdo enzimatica foi preparada em bancada, seguindo rigorosamente boas
praticas laboratoriais para evitar contaminagdes. Para cada reacdo, foi preparada uma
mistura-mae composta por 3 pL de tampdo de restri¢ao (Buffer), 1 pL da enzima BstNI
(Bacillus stearothermophilus NI) e 1 uL de agua ultrapura, totalizando 5 uL por reagdo.
Esta mistura foi distribuida em aliquotas individuais até atingir um volume final de 30 uLL

por tubo.

3.12 Protocolo da eletroforese gel

Ap0s a restrigdo enzimatica, os produtos foram submetidos a andlise por eletroforese em
gel de agarose a 4% (p/v). Para cada amostra, foi preparada uma mistura composta por
5 uL de azul de bromofenol (Loading dye blue) e 5 uL de ADN, totalizando 10 pL,
volume que foi carregado diretamente em cada poco do gel. Este tampao de carga contém
glicerol ou sacarose, que aumenta a densidade da solugdo, facilitando a deposicdo da
amostra no fundo dos pogos e evitando a sua dispersdo. Adicionalmente, o azul de
bromofenol atua como referéncia visual, deslocando-se a frente dos fragmentos de ADN
e permitindo acompanhar em tempo real o progresso da eletroforese (Scientific, 2012).
Para permitir a estimativa do tamanho dos fragmentos obtidos, foi aplicado 7 uL de

marcador de peso molecular (Ladder VI da NZY Tech).
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3.13 Analise estatistica de dados

Inicialmente, estava previsto realizar uma andlise estatistica inferencial utilizando o
software R (versdo 4.0), recorrendo ao teste do qui-quadrado (¥*) com um nivel de
significancia de 5% e um intervalo de confianca de 95%. O objetivo era verificar se
existiam associacdes estatisticamente significativas entre as variaveis genéticas e as

caracteristicas das tatuagens.

Contudo, o nimero reduzido de amostras vidveis (n=5) impediu o cumprimento dos
pressupostos necessarios para uma analise estatistica robusta. Diante disso, optou-se por
uma analise descritiva simples, baseada na distribuicao percentual dos resultados. Esta
abordagem permitiu apresentar uma visdo inicial sobre a presenca ou auséncia de

mutacdes no codao 12 do gene KRAS nos individuos analisados.
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4. Compreensao e expectativas da genotipagem do KRAS

Antes da restricdo com a enzima de restri¢do BstNI, o produto de PCR amplificado intacto
do gene KRAS tem um tamanho de 157 pares de bases (pb).

Depois da restricdo com a enzima, este produto pode ser hidrolisado em diferentes
fragmentos, dependendo de existir ou ndo uma mutagdo no coddo 12. A interpretagao

baseia-se no padrao de bandas observado apds a eletroforese em gel de agarose a 4%:

e Tipo Selvagem (Wild Type - sem mutagdo)

A sequéncia amplificada contém o local de restricdo reconhecido pela enzima BstNI, o
que resulta no corte em trés fragmentos: 111 pb, 29 pb e 17 pb.
Apenas a banda de 111 pb costuma ser visivel no gel, pois os fragmentos mais pequenos

(29 pb e 17 pb) migram rapidamente e podem nao ser detetaveis.

e Mutacdo Heterozigdtica (uma cdpia normal e uma copia mutada)

A enzima BstNI atua sobre a copia normal do gene, hidrolisando-a. No entanto, a
sequéncia mutada ndo ¢ reconhecida pela enzima e permanece quase intacta, como um
fragmento de 140 pb.

Na eletroforese, isto traduz-se na visualizagdo de duas bandas: uma de 111 pb
(proveniente da copia normal) e outra de 140 pb (indicando a presenca de mutagdo). A
banda de 17 pb pode estar presente, mas provavelmente ndo serd visivel devido ao seu

tamanho pequeno.
e Mutacdo Homozigotica (para ambas as cOpias mutadas)
Quando ambas as copias do gene estdo mutadas, o sitio de corte da enzima ¢ perdido e

ndo ha restricdo do produto de PCR pela BstNI. Como resultado, a sequéncia permanece

quase intacta, resultando numa banda de 140 pb.
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Desta forma, o padrio de bandas observado na eletroforese permite distinguir os

diferentes genotipos, conforme detalhado nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7 - Padrdo de bandas observadas na eletroforese para a identificagdo dos genotipos. 1- Marcador de
peso molecular (NZYDNA Ladder VI); 2- Genotipo wild type (selvagem) sem mutacdo; 3- Genotipo
homozigdtico mutado; 4- Genétipo heterozigético mutado. (Figura elaborada pela autora, com adaptagdes
feitas na plataforma BioRender)
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Figura 8 - Representagdo esquematica da NZYDNA Ladder VI (50-1500 pb), utilizada como marcador de
peso molecular para estimar o tamanho dos fragmentos de ADN obtidos por PCR. (Figura retirada de
NZYtech, s.d.)
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5. Resultados

Todas as amostras de ADN foram extraidas utilizando o NZY Tissue DNA Isolation
Kit (NZYtech). No total, foram consideradas dez amostras viaveis, cujo ADN foi
analisado tanto quantitativamente como qualitativamente. Verificou-se que, na maioria
dos casos, as concentragdes de ADN obtidas foram baixas. A tabela abaixo apresenta, a
titulo de exemplo, os valores de concentracdo das amostras 1,5 e 6, extraidas através de

uma zaragatoa himida.

Tabela 6 - Concentragcdes de ADN das amostras 1,5 e 6 obtidas pelo NanoDrop One com absorvéncia a
260nm. “T” corresponde a amostra recolhida no brago tatuado.

Amostra ng/pL
1 102.6
IT 177.1
5 233.4
5T 247.3
6 63.1
6T 38.1

De 16 participantes, apenas cinco (1, 5, 6, 7 e 8) apresentaram ADN com qualidade
suficiente para a realizagdo da andlise molecular. De um total de dez amostras validas
(duas por participante), oito exibiram um padrao de fragmentacao de restricdo de bandas
caracterizado por uma banda tnica de 111 pb. As amostras do participante nimero 1 (A1)
destacaram-se das restantes por apresentarem uma unica banda de 140 pb, tanto no brago

sem a tatuagem como no braco com tatuagem.

As 22 amostras restantes, correspondentes a 11 participantes, foram excluidas devido a
baixa concentra¢do, degradacdo, auséncia de material genético ou de amplificacdo, o que

impossibilitou a interpretagdo dos resultados.

A Figura 9 apresenta os perfis de bandas obtidos por eletroforese em gel de agarose,
organizados por numero de participante, sendo que “T” indica a amostra recolhida no
brago tatuado. Os resultados permitem distinguir visualmente os diferentes gendtipos

identificados. O controlo negativo, correspondente ao po¢o nimero 2 no gel de agarose,
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ndo revelou nenhuma banda visivel apos a amplificagdo e a restrigdo enzimatica como

seria esperado.
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Figura 9 - Visualizacao da regido do coddo 12 do gene KRAS num gel de agarose a 4% (p/v). 1- Marcador
de peso molecular (NZYDNA Ladder VI); 2- Controlo negativo; 3- Amostra 1; 4- Amostra 1T; 5- Amostra
5; 6- Amostra 5T; 7- Amostra 6; 8- Amostra 6T; 9- Amostra 7; 10- Amostra 7T; 11- Amostra 8; 12- Amostra
8T. (Fotografia obtida pela autora)
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6. Discussao

As oito amostras, correspondentes aos quatro participantes, apresentaram todas um
fragmento de 111pb, tanto nas amostras dos bragos sem tatuagem como nas dos bragos
tatuados. Este resultado ¢ compativel com o geno6tipo de tipo selvagem no exdo 2 do gene

KRAS, indicando a auséncia de mutag¢des no cddao 12.

Por outro lado, o participante 1 apresentou um perfil distinto. Ambas as suas amostras,
uma do brago tatuado e outra do braco sem tatuagem, revelaram um gendtipo mutante
homozigo6tico, com uma Unica banda na regido dos 140 pb. Este padrdo ¢ sugestivo da
presenca de uma mutacdo no coédio 12 do gene KRAS, regido frequentemente associada
a alteracdes oncogénicas em diversos tipos de cancro, nomeadamente carcinomas

colorretais e pulmonares.

As bandas observadas abaixo da marca dos 100 pb poderao corresponder a fragmentos de
17 pb ou 29 pb, resultantes da restri¢do enzimatica do gene KRAS. Contudo, devido a sua
dimensdo reduzida, estas bandas podem migrar rapidamente no gel de agarose,
sobrepondo-se a produtos inespecificos gerados durante a PCR, como ¢ o caso de dimeros

de primers ou fragmentos amplificados fora da regido-alvo.

A auséncia de amplificacdo no controlo negativo mostra que o protocolo laboratorial que
se seguiu foi bem conseguido, o que ¢ especialmente importante porque se usou a técnica
de Nested PCR. Esta técnica envolve muitos ciclos e manipulagdes, o que aumenta o risco
de contaminacdo. Portanto, este resultado confirma que as medidas de boas praticas no
laboratorio funcionaram bem para evitar qualquer contaminacdo, garantindo que as

mutagoes que detetdmos sdo reais € ndo erros do processo.

Para consolidar os resultados obtidos, ¢ importante a utilizacdo de outra técnica de
genotipagem, diferente da PCR-RFLP seguida de eletroforese em gel de agarose, para a
confirmagdo de resultados obtidos. A utilizagdo da técnica de sequenciacdo gendmica

permite a confirmacao inequivoca da mutacdo e assim ultrapassar esta limitacao.
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O ntmero reduzido de amostras viaveis (n=5) impossibilitou o cumprimento dos
pressupostos necessarios para uma analise estatistica robusta. Face a esta limitacao,
optou-se por uma andlise descritiva simples, baseada na distribui¢do percentual dos
resultados. De um total de cinco amostras viaveis, uma apresentou muta¢ao no codao 12
do gene KRAS, enquanto as restantes quatro ndo apresentaram alteracdes genéticas
detetaveis. Assim, 20% das amostras analisadas revelaram a presenga de mutacao, e 80%
mantiveram o genotipo wild type. Esta distribui¢do percentual permite uma visdo
preliminar dos resultados obtidos, sem recorrer a analises estatisticas mais complexas,

devido ao reduzido niimero de amostras validas.

Este estudo como referido anteriormente, foi condicionado por limitagdes logisticas e
temporais, nomeadamente a impossibilidade de repetir a colheita ou o procedimento
laboratorial, e a auséncia de protocolos validados especificamente para amostras

recolhidas em pele tatuada versus ndo tatuada.

A dete¢do da mutagado tanto na amostra do braco tatuado como na do brago sem tatuagem
sugere fortemente uma alteracdo de origem hereditiria, ou seja, presente desde o
nascimento e germinativa, existente em todas as células do organismo. Sugere-se que
dado o potencial impacto clinico de uma mutag¢do no gene KRAS, o participante deveria
ser encaminhado para uma consulta de genética médica para esclarecé-lo da relevancia

clinica e decisOes futuras.

Este trabalho, por ser de natureza piloto, apresenta algumas limitagcdes e hipoteses

importantes de serem consideradas.

— Auséncia de literatura cientifica
A inexisténcia de literatura cientifica especifica dificultou a definicdo de um protocolo
experimental previamente testado e validado, o que se traduziu na construgao
metodoldgica a partir do zero. Esta limitagdo aumentou o grau de incerteza quanto a

fiabilidade, reprodutibilidade e aplicabilidade dos procedimentos adotados.
— Amostra reduzida

Embora o objetivo inicial do estudo fosse incluir 20 participantes, apenas 16 foram

efetivamente integrados, devido a dificuldades no recrutamento e a elegibilidade dos
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voluntarios. Destes, apenas 5 apresentaram resultados laboratoriais validos. Este baixo
rendimento compromete substancialmente a robustez dos dados, limitando a capacidade
de analise estatistica e a fiabilidade das concluses obtidas. No entanto, o nimero
reduzido de amostras validas limita a capacidade de tirar conclusdes mais gerais. Por isso,
¢ fundamental que futuros estudos incluam mais participantes para validar estes

resultados.

— Recolha superficial
Como a amostra foi recolhida por raspagem a superficie da pele, é provavel que tenha
atingido apenas o estrato corneo da pele, uma camada composta por células mortas e
portanto sem ADN viavel. Isto pode ter impedido o acesso as estruturas mais profundas,
como a camada basal da epiderme ou da derme, onde os queratindcitos ainda estdo vivos

e seriam mais adequados para a andlise.

— Contaminacido com DNase
A DNase ¢ uma enzima que pode degradar o ADN, comprometendo tanto a integridade
como a quantidade do material genético extraido. A sua presenca ubiqua pode resultar em
contaminagdes acidentais, nomeadamente através do contacto com superficies ndo
esterilizadas, reagentes ou materiais contaminados, ou ainda por manipulacdes

inadequadas, como a auséncia de luvas estéreis.

— Baixo rendimento de ADN
Apesar das adaptagdes metodoldgicas aplicadas, como a utilizagdo da técnica humida,
varias amostras apresentaram concentracdes de ADN inferiores a 10 ng/uL, o que podera
ter comprometido a eficiéncia das reagdes de PCR e, consequentemente, a fiabilidade dos

resultados.
— Complexidade da técnica

A realizagdo de Nested PCR aumenta o risco de contaminagdo cruzada entre amostras,

apesar das boas praticas laboratoriais adotadas.
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— Auséncia de confirmacio por sequenciacio genémica
A andlise genética realizada teve por base a técnica de PCR-RFLP, seguida da
visualizacdo dos fragmentos de ADN em gel de agarose. Este método permite detetar
alteracdes no ADN com base no padriao de bandas obtido, sugerindo a presenga de uma
mutagio. E necessario uma segunda validagio dos resultados através de outra

metodologia de genotipagem como por exemplo a sequencia¢do gendémica.

64



Conclusdo

7. Conclusao

Este estudo piloto teve como objetivo principal explorar a presenga de mutacdes no codao
12 do gene KRAS em estudantes tatuados da Egas Moniz School of Health and Science,
utilizando técnicas laboratoriais que incluiram extragao de ADN, Nested PCR e restricdo
enzimatica (PCR-RFLP). Embora tenha sido identificada uma mutacdo de origem
homozigota num dos participantes, evidenciada pela banda de 140pb tanto na amostra do
brago tatuado como no ndo tatuado, esta podera ndo estar diretamente relacionada com a
exposi¢do a tinta de tatuagem, pois ha evidéncia germinativa. Ainda assim, a presenca de
compostos como pigmentos azo e metais pesados nas tintas levanta hipoteses plausiveis
sobre potenciais efeitos mutagénicos, que justificam investigacdo mais aprofundada. O
objetivo principal foi parcialmente cumprido, pois embora nao se tenha identificado uma
mutacdo na amostra tatuada estudada, a técnica possibilitou identificar a mutacdo nas

amostras analisadas.

Relativamente aos objetivos secundérios, os resultados demonstraram, de forma
preliminar, a viabilidade da genotipagem do gene KRAS em algumas amostras, o que
permitiu identificar obstaculos e oportunidades relevantes para investiga¢des futuras.
Foram identificadas limitagcdes metodologicas significativas, como o numero reduzido de
amostras viaveis, a baixa concentracdo do ADN, e a auséncia de confirmacdo por
sequenciacdo gendmica, o que impactou a eficiéncia da amplificacdo e a interpretacdo
dos resultados. Ainda assim, foi possivel realizar uma estimativa preliminar da
prevaléncia da mutacao no coddo 12 do gene KRAS, embora esta esteja condicionada pelo

reduzido numero de amostras validas.

Para otimizar a qualidade das amostras, poderdo ser exploradas alternativas como
a colheita de foliculos pilosos, ou a raspagem da pele com solugdo alcodlica, com o

objetivo de remover células mortas e aumentar a pureza e eficiéncia do ADN obtido.

Adicionalmente, a implementacdo de métodos moleculares mais sensiveis, como
o cobas® KRAS Mutation Test (Roche Diagnostics), um ensaio multiplex de PCR em
tempo real que deteta mutagdes nos coddes 12, 13 e 61 do gene KRAS, poderd ser
considerada em estudos futuros. Embora este teste tenha sido originalmente concebido

para ADN extraido de blocos de parafina de cancros colorretais, a sua adaptacao a analise
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de tecidos cutaneos, mediante validagdo laboratorial adequada, abre caminho a uma

caracterizacdo genética mais precisa e robusta.

Apesar de ainda ndo existir uma associagdo causal comprovada entre os pigmentos de
tatuagem e mutagdes no gene KRAS, a composicdo destas substincias, ricas em
compostos aromaticos e metais pesados, levanta questdes pertinentes sobre o seu
potencial efeito na integridade do ADN cutaneo (Schreiver et al., 2017). A possivel
implica¢do clinica e os riscos para a satide publica associados a estas alteracdes genéticas
reforcam a necessidade de regulamentacdo mais rigorosa sobre a composi¢ao das tintas
de tatuagem, de modo a mitigar os perigos de uma pratica cada vez mais comum (Kluger

& Koljonen, 2012).

Este trabalho com o seu contributo preliminar permite numa perspetiva futura estudar a
compreensdo da possivel relagdo entre pigmentos de tatuagem e alteracdes genéticas na
pele humana. Ao identificar fragilidades técnicas e levantar hipdteses pertinentes,
sublinha-se a importancia de desenvolver investigacdes mais abrangentes, fundamentais
numa abordagem interdisciplinar que integre a dermatologia, a biologia molecular ¢ a

saude publica.
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9. Anexos

Anexo I- Consentimento informado aprovado pela Comissdo de Etica da Egas Moniz
School of Health and Science

= EGAS MONIZ SCHOOL
of HEALTH & SCIENCE

Consentimento Informado
Cédigo | IMP-EM-PE-17_03

Monte de Caparica, Janeiro de 2025

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do Curso de Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) na Unidade
Curricular de Estagio do IUEM, sob a orientacao da Professora Dr® Ana Clara Ribeiro, solicita-
se autorizacdo para a participacao no estudo “O impacto das mutacoes do gene KRAS em
individuos tatuados” a Estudantes da Egas Moniz School of Health and Science com o objetivo
de analisar e identificar a presenca de mutacdes do gene K-RAS em individuos tatuados que
consiste na seguinte participacdo: Preenchimento de um questionario e recolha de amostras

de ADN nas células da pele usando uma zaragatoa.

A participacdo neste estudo é voluntaria. A sua ndo participagdo nao lhe trara qualquer
prejuizo.
Este estudo pode trazer beneficios tais como ter o conhecimento de parte do seu genoma e

contribuir para o esclarecimento do processo de cancerizacao da pele a partir de tatuagens.

A informacao recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e publicacdo e sera

tratada pelo orientador e pela investigadora. A sua recolha é anénima e confidencial.

(Riscar o que ndo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as

condi¢cdes do mesmo e que nao tenho davidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/ mée ou tutor legal)

Egas Moniz - Cooperativa de Ensino Superior, CRL
Campus Universitario - Quinta da Granja
2829-511 Monte da Caparica, Portugal

NIF 504 218 611
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Anexo II - Questionario aplicado aos participantes

1. Género:
() Feminino

() Masculino

2. Idade:

3. Tem tatuagem de tinta preta?

() Sim

() Nao

4. Onde esta localizada a tatuagem:

5. Ha quanto tempo a realizou?
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Anexo III- Registo fotografico padronizado das tatuagens dos participantes com escala

direito

forense
Nuamero do . Dimensao estimada .
Fotografia .. Zona anatomica Cor predominante
participante total
o Br: 1 i
PO rag0 posierior 14 cm Preto
N direito
=1 EES. s 8 d. 7 a
P02 Antebrago anterior 7 em Preto
esquerdo
Antebrago anterior
P03 4 cm Preto
esquerdo
PO4 Antebrago anterior o it
esquerdo
P05 B0 posteLion 14 cm Preto
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Anexo IV - Resumo cientifico submetido no 7th CiiEM International Congress 2025

Abstract ID: 16 for 7th CHEM International Congress 2025 - Empowering One Health to Reduce Social Vulnerabilities (Auto-
Generated May 22, 2025 4:32 pm)

KRAS Gene Genotyping in Tattooed Individuals

Authors:
Catarina Alves, Instituto Universitdrio Egas Moniz (IUEM), Egas Moniz School of Health & Science,
Caparica, Almada, Portugal
Ana Clara Ribeiro, Molecular Biology Laboratory, Egas Moniz Center for Interdisciplinary Research
{CiiIEM); Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal
Abstract ID: 16
Event: 7th Congress of the Egas Moniz Center for Interdisciplinary Research
Topic: P3. Clinical & Translational Research
Keywords: KRAS gene; Mutations; Tattoos; Genetic variability

Mutations in the RAS family of proto-oncogenes, particularly the KRAS gene, have been
identified as key factor in the development of various skin cancers, including melanomas
and squamous cell carcinomas. The most common mutation occurs in codon 12, altering the
functionality of the GTPase protein, which is involved in cell signal transduction. Cases of
skin neoplasms have also been reported in tattooed individuals, raising questions about
whether the ink, the mechanical trauma of the needle or photoaging of the skin could be
triggering factors. However, despite these observations, there is still a lack of robust
scientific evidence directly linking tattoos to specific genetic mutations. This study aimed to
investigate the presence of codon 12 mutations in the KRAS gene in tattooed students at the
Egas Moniz School of Health and Science, and to assess the feasibility of detecting them in
a laboratory setting. An experimental pilot study was carried out with sixteen tattooed
students, who were selected based on the following inclusion criteria: they were healthy
individuals without dermal diseases, their tattoos were black and located on their upper
limbs, each tattoo was at least two centimetres in diameter and had been done more than
two years ago. DNA was collected by scraping the skin with wet swabs and extracted using
silica-coated centrifugation columns (NZYtech kit). The KRAS gene was amplified using
Nested PCR. Mutation analysis consisted of digesting the amplified product with the BstNI
restriction enzyme, followed by gel electrophoresis. This made it possible to distinguish
between wild-type, heterozygous and homozygous genotypes based on the observed
fragmentation patterns. Of the 16 samples collected, only five were of sufficient quality for
molecular interpretation and were considered valid. Four of these showed a fragmentation
pattern corresponding to the wild-type genotype (111 bp), indicating no mutations in codon
12 of the KRAS gene. One sample showed a 140 bp band, which is consistent with a
homozygous mutant genotype. Despite the small number of valid samples, the detection of
this mutation demonstrates the potential of this approach as a basis for future research.
However, the results also highlight important limitations of the methodology used,
particularly regarding the quality of the DNA, which may have compromised the efficiency
of the amplification process in most of the samples. The limited results of this study
reinforce the need to optimise the collection methodology. Alternative approaches could

include cleaning the skin with an alcohol solution beforehand to remove dead cells or

Copyright 2025 7th CHEM International Congress 2025 - Empowering One Health to Reduce Social Vulnerabilitles powered
by WPAbsiracis Pro
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Abstract ID: 16 for 7th CHEM International Congress 2025 - Empowering One Health to Reduce Social Vulnerabilities (Auto-
Generated May 22, 2025 4:32 pm)
extracting DNA from hair follicles instead of scraping the skin. Further research involving a

larger sample size and more robust laboratory techniques is essential to validate the
feasibility of genotyping the KRAS gene in tattooed individuals.
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Anexo V - Poster cientifico submetido no 7th CiiEM International Congress 2025

A MONIZ
INTER for
THRDISCIPLINAIY
AR

SCHOOL | INSTITUTO UNIVERSITARIO

\ Laboratério|
IENCE | EGAS MONIZ Blologla

Molecular

KRAS GENE GENOTYPING IN TATTOOED INDIVIDUALS

! Catarina Alves, ">Ana Clara Ribeiro
1.Instituto Universitario Egas Moniz (IUEM), Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal
2.Molecular Biology Laboratory, Egas Moniz Center for Interdisciplinary Research (CiiEM); Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal

INTRODUCTION AND AIMS

Mutations in the RAS family of proto-oncogenes, particularly the KRAS gene, have been identified as key factor in the development of various skin cancers, including melanomas and
squamous cell carcinomas (1). The most common mutation occurs in codon 12, altering the functionality of the GTPase protein, which is involved in cell signal transduction. Cases of
skin neoplasms have also been reported in tattooed individuals, raising questions about whether the ink, the mechanical trauma of the needle or photoaging of the skin could be
triggering factors. However, despite these observations, there is still a lack of robust scientific evidence directly linking tattoos to specific genetic mutations (1)(2). This study aimed to
investigate the presence of codon 12 mutations in the KRAS gene in tattooed students at the Egas Moniz School of Health and Science, and to assess the feasibility of detecting them in

a laboratory setting.

MATERIALS AND METHODS

Criteria for Tattoo Study Participants

Tattoo Age Health Status

&

Healthy without skin

More than twoyearsold
diseases

@

Tattoo Size Tattoo Color

Atleast2 cmin
diameter

Tattoos must be black

In order to extract a pure sample, it was necessary to use a DNA
isolation kit (NZYtech), whose methodology is based on silica-
coated centrifugation columns.

DNA was collected by scraping the skin with
wet swabs.

Tattoo Location
Tattoos must be on the
upper limbs

20—

Y, v 5o w—
Mutation analysis consisted of digesting the amplified % —

The KRAS gene was amplified using Nested product with the BStNI restriction enzyme, followed by WL VIV WIN

PCR.

gel electrophoresis. » o

WT - Wild-type genotype; V/V - Homozygous mutant genotype;
WT/V - Heterozygous genotype.

RESULTS

Only five of the 16 participants had DNA of sufficient quality for molecular analysis. Of the ten
valid samples in total, two per participant (5, 6, 7 and 8), eight exhibited a fragmentation pattern
characterised by a single 111 bp band and a wild-type genotype (WT). This finding indicates an
absence of mutations in codon 12 of the KRAS gene.

Samples from participant number 1 exhibited a distinctive pattern, characterised by the presence of
a single 140 bp band and a homozygous mutant genotype (V/V) in both the arm bearing the tattoo and
the non-tattooed arm.

The remaining 22 samples, corresponding to 11 participants, were excluded from the study due to
the low concentration of genetic material, its degradation, or its absence, which impeded the

interpretation of the results. The negative control, corresponding to well number 2 in the PCR

Figure | : Band profiles obtained by agarose gel electrophoresis (4%). organised by participant number.
The 'T" indicates the sample taken from the tattooed arm and 'NC' indicates the negative control.

reactions, exhibited no visible bands after amplification and enzymatic digestion.

CONCLUSION

Although a homozygous mutation was identified in one of the participants, this may not be directly related to exposure to tattoo ink, but rather may have a hereditary origin.
Notwithstanding the inherent limitations of the study, including the limited number of viable samples and the absence of genetic sequencing confirmation, the preliminary results indicated the
approach's promise as a foundation for subsequent research. However, the data also demonstrates significant deficiencies in the methodology employed, particularly with regard to the quality
of the extracted DNA, which may have compromised the efficiency of amplification in a substantial proportion of the samples. In order to overcome these constraints, alternative approaches
could be tested, such as the use of an alcohol solution to clean the skin in advance in order to remove dead cells, or the collection of hair follicles as a source of DNA instead of skin

scraping.
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