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Resumo

O Formaldeido (FA) é um dos compostos quimicos mais utilizados em todo o mundo. A
sua aplicacdo é multifacetada e transversal a praticamente todas as actividades, sendo
gue a exposicdo humana a este composto assume particular importancia a nivel industrial
e no sector da saude, onde é bastante utilizado. Este facto aliado ao seu baixo custo de
producdao, faz do FA um quimico de uso corrente e de dificil substituicao.

Recentemente a International Agency for Research on Cancer (IARC) reclassificou-o
como agente carcinogénico para 0 Homem, com base em estudos epidemiolégicos de
populagbes ocupacionalmente expostas. Embora tenha sido classificado como
carcinogénico, ndo existem até ao momento dados conclusivos no que se refere as
consequéncias na saude humana da exposi¢do a este aldeido. O potencial genotoxico e
citotoxico do FA esta descrito tanto in vitro como in vivo. Varios estudos apontam os
laboratérios de anatomia patoldgica como sendo um dos cenarios ocupacionais em que
os trabalhadores estdo expostos a elevados niveis de FA. Nestes laboratorios decorrem
actividades que implicam a libertacdo de vapores de FA pela utilizacdo de formol, usado
em procedimentos anatomopatolégicos para conservar e armazenar biopsias e pecas
cirirgicas. Um estudo recente, realizado em Portugal, indica que os valores de FA
existentes no ar dos laboratorios dos Servicos Hospitalares de Anatomia Patologica
excedem valores normativos, tanto nacionais como internacionais.

Neste contexto desenvolveu-se um trabalho que teve como principal objectivo avaliar o
efeito genotoxico da exposicdo ocupacional a FA em profissionais dos Servigcos
Hospitalares de Anatomia Patoldgica, relacionando um biomarcador de toxicidade e a
exposi¢do. Para o efeito foi estudada uma populagcdo de 55 profissionais dos Servigos
Hospitalares de Anatomia Patolégica, expostos a FA no seu ambiente de trabalho e 52
individuos com historial ocupacional de ndo exposicdo a FA e com caracteristicas
demograficas e estilos de vida semelhantes ao grupo exposto.

A avaliacdo da exposicdo ocupacional a FA foi realizada pela medi¢cdo da concentracdo
no local de trabalho e pela analise de um indicador biol6gico, o teste do micronudcleo
(MN). Para estimar o nivel de exposicdo a FA nos Servicos de Anatomia Patolégica
durante a jornada de trabalho (TWA) recorreu-se a amostragem continua de ar no posto
de trabalho, representativa do ar inalado pelos trabalhadores. Para a observacdo dos
efeitos genotdxicos recorreu-se ao teste do MN em linfécitos de sangue periférico.

Para o grupo de trabalhadores estudados, tendo em conta a jornada de trabalho (8 horas
diarias e 40 horas semanais) obteve-se um valor médio de exposicéo a FA de 0.49 ppm.
Os resultados obtidos para o indicador de genotoxicidade revelaram que os individuos

expostos apresentaram, em média, maior dano genético comparativamente aos



individuos do grupo controlo. Observou-se no grupo exposto uma relagédo
estatisticamente significativa entre a exposicao a FA e a frequéncia de MN (p < 0.003). A
andlise das caracteristicas da populacdo sugere que o género tem um efeito significativo
na frequéncia de MN em ambos os grupos (p < 0.017) e que o fumo do tabaco nao
influencia significativamente a varidvel dependente estudada. Observou-se uma maior
frequéncia de MN com o aumento da idade e com o0 aumento do tempo de exposicdo a
FA.

O conjunto de dados reunidos contribui para a caracterizacdo da exposicdo a FA num
contexto profissional especifico, podendo, deste modo, revelar-se particularmente util
para reforcar a necessidade de alterar as praticas de trabalho de forma a salvaguardar a
saude dos profissionais. Por outro lado, a informagédo recolhida sera util para as
entidades responsaveis em definir os niveis aceitaveis para a exposi¢do ocupacional a

FA e para os servi¢os que tém a seu cargo a vigilancia da saude dos trabalhadores.



Abstract

Formaldehyde (FA) is an important industrial compound with numerous applications
ranging from the production of resins to medicine. At room temperature is a flammable
and colorless gas with a strong pungent odor. It is also a naturally occurring biological
compound present in tissues, cells and body fluids. The highest level of human exposure
to this aldehyde occurs in occupational settings. Because of its widespread use a
relatively large number of workers are exposed to FA. Increased incidences of
nasopharyngeal cancer were found in populations occupationally exposed to FA. There
was also some evidence for an association between FA exposure and leukemia. Based
on available data the International Agency for Research on Cancer (IARC) classified FA
carcinogenic to humans. Several studies have shown the potencial genotoxic effect of FA
in proliferating cultured mammalian cell lines and in human lymphocytes. Induction of
micronuclei was reported in industrial workers, embalmers and pathologists/anatomists
exposed to FA. Although the in vitro genotoxic as well as the in vivo carcinogenic
potentials of FA are well documented in mammalian cells and in rodents, in vivo genotoxic
effects and carcinogenic properties in humans remains to be more documented.
Occupational exposure to FA occurs mainly in pathology and anatomy laboratories where
it is widely used as a tissue preservative for more than 100 years. In these settings,
absorption of FA occurs mainly through inhalation. Inhaled FA primarily affects the upper
airways; the severity and extent of physiological response depends on its concentration in
the air. Several studies have consistently shown that the levels of airborne FA in anatomy
laboratories exceed recommended exposure criteria.

The aim of the present study was to evaluate cytogenetic damage in peripheral
lymphocytes of 55 workers from five hospital pathology and anatomy laboratories exposed
to FA. Genetic damage was studied using a specific biomarker of effect, the micronucleus
test (MN test).

The concentration of airborne FA in pathology and anatomy laboratories was also
determined. Air sampling was performed in the breathing zone for representative working
periods, and subsequent FA quantification was carried out in order to estimate the time
weighted average (TWA) level of exposure for each subject. An unexposed group (n = 52)
from the same area and with same demographic characteristics without occupational
exposure history to genotoxic compounds was studied and data obtained from both
groups were compared.

For each subject selected for the study relevant data on personal and medical history
were elicited via standard questionnaire. Controls did not differ from exposed workers in

gender, age and smoking habits.



The TWA mean value (8 h) for FA exposed workers was 0.49 + 0.06 ppm (range
0.07 - 1.58 ppm). MN frequency was significantly higher (p < 0.003) in the exposed
subjects (6.02 + 0.58) when compared with controls (3.71 + 0.50). Gender had a
significant effect on the frequency of the studied biomarker in both groups (p < 0.017).
Smoking habits had no significant effect on the MN frequency. It was also found a
relationship between age and exposure time, occurring higher MN frequency with
increased age and with increased exposure time to FA.

Genotoxic endpoints analysis may be of great interest in risk assessment of occupational
carcinogens because they precede by a long time the potential health effects, thus
offering a greater potential for preventive measures. The results of the present
biomonitoring study emphasize the need of more effective measures in order to protect
the workers from potentialy hazard health effects due to occupational exposure to FA.
Implementation of security and hygiene measures in this sector as well as good practices

campaigns may be crucial to decrease risk.
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1. Introducéo

O trabalho, enquanto factor imprescindivel ao desenvolvimento econémico e social tem
representado um papel de transcendente importancia ao longo de toda a histéria da
humanidade (Uva & Faria, 2000). Durante a vida adulta, os seres humanos ocupam a
maioria dos seus dias em actividades profissionais por isso, um ambiente de trabalho
saudavel é fundamental para a saude e bem-estar das populagdes.

Actualmente sdo conhecidas mais de 100 mil substancias quimicas das quais apenas 6%
foram alvo de uma avaliagdo considerada como minimamente adequada sobre 0s riscos
para a saude humana e meio ambiente. As substancias quimicas sao parte integrante da
esmagadora maioria das actividades humanas desempenhando um papel fundamental
na sociedade, pois para além de serem utilizadas em ampla escala na agricultura sdo
elementos indissociaveis aos processos industriais e a indmeros outros servicos (Prista &
Uva, 2003). A este quadro acresce a capacidade de inovagdo tecnoldgica do ramo

quimico que coloca no mercado, a cada ano, entre mil a duas mil novas substancias.

A expansao da industria quimica levou ao aumento da exposicdo humana a substancias
potencialmente téxicas. Das substancias quimicas até agora estudadas algumas foram
identificadas como alergénicas e outras demonstraram ter ac¢do mutagénica e/ou
cancerigena. Embora a populagdo em geral se encontre exposta a estes agentes, € a
nivel ocupacional que essa exposicdo se torna mais relevante. Os trabalhadores
expostos a agentes toxicos no seu ambiente de trabalho s&o os que mais sofrem 0s seus
efeitos adversos, uma vez que as concentracfes sdo mais elevadas e as exposicdes

mais intensas e prolongadas.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que entre 90 a 95% dos cancros
humanos possam estar relacionados com a exposi¢do ocupacional, factores alimentares
e fumo de tabaco (Hughes, 1996), muito embora se reconheca que existem outros
factores que também podem ser importantes, nomeadamente a predisposicdo genética

do organismo exposto (Timbrell, 1998).

O estudo da exposicdo ocupacional a agentes quimicos e a consequente tomada de
decisBes sobre meios para o0 seu controlo e prevencéo sao fundamentais para a criacao e
manutencdo de ambientes de trabalho saudaveis. A deteccao precoce de uma exposicao
de risco pode diminuir significativamente a ocorréncia de efeitos adversos na saude dos

trabalhadores expostos a esses compostos.
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O potencial genotéxico de um composto quimico € um dos mais importantes factores de
risco para o aparecimento de efeitos a longo prazo, como o cancro ou efeitos a nivel
reprodutivo. S&o0 compostos genotdxicos aqueles que directa ou indirectamente séo
capazes de danificar o ADN nuclear. A probabilidade deste dano genético originar um
efeito real na saude do individuo depende da natureza do dano, da capacidade da célula
para reparar e amplificar esse dano, da oportunidade que a célula pode ter ou ndo de
expressar essa alteracao e ainda da capacidade do organismo de reconhecer e suprimir

a multiplicacao de células aberrantes (Silbergeld, 2001).

A monitorizacdo da exposicdo ocupacional a agentes quimicos € um procedimento que
consiste numa rotina de avaliacdo e interpretacdo de parametros biolégicos e/ou
ambientais, com a finalidade de detectar possiveis riscos para a salde dos
trabalhadores, antes que a intoxicagdo ou doenca ocorram. A exposicdo pode ser
avaliada pela medicdo da concentracdo do agente quimico em amostras ambientais,
como o ar (Monitorizagdo Ambiental), ou através da medicdo de parametros biologicos
(Monitorizagdo Biologica), denominados indicadores biologicos ou biomarcadores. As
informacfes provenientes destes dois tipos de monitorizagdo sdo complementares e
permitem a implementacdo de medidas de prevencdo e controlo apropriadas (Prista &
Uva, 2006).

Do exposto se evidencia a importancia da caracterizagdo da exposicdo aos agentes
guimicos presentes no local de trabalho, provenientes de produtos manipulados e/ou de
processos industriais, como uma das ac¢des a desenvolver na prevencdo do risco

profissional.

O formol ou formalina é um composto quimico amplamente usado em procedimentos
anatomopatoldgicos, cuja aplicacdo remonta ao século XIX. A sua manipulacdo implica a
libertacdo de vapores de formaldeido. Estudos recentes sobre a qualidade do ar interior
dos Servigos Hospitalares de Anatomia Patoldgica (Costa et al., 2008; Ferro et al., 2005)
registaram niveis elevados deste aldeido, superiores ao valor limite normativo
(NP — 1796: 2007).

Embora haja dados em Portugal sobre a sintomatologia resultante da exposicao ao FA
em profissionais e estudantes de laboratérios de anatomia patolégica, até ao momento

sdo poucos 0s que avaliaram o potencial risco genotéxico decorrente dessa exposicao.

O objectivo deste trabalho é avaliar a exposicdo ocupacional a formaldeido de
profissionais de Servigos de Anatomia Patologica, em ambiente hospitalar, e estudar os
potenciais efeitos genotéxicos provocados pela utilizagdo desse composto, recorrendo ao

teste dos micronucleos em linfécitos humanos.



INTRODUCAO

1.1. Formaldeido

O Formaldeido (FA) (Namero CAS: 50-00-0) é o composto mais simples da familia dos
aldeidos alifaticos. Conhecido também como aldeido férmico ou metanal (nome IUPAC) é
em condices normais de pressao e temperatura um gas incolor com elevada capacidade
de difusdo. Caracteriza-se ainda por possuir um odor forte e caracteristico, detectavel a
baixas concentragbes. E sollvel em &agua, alcool etilico, éter dietilico, cloroférmio e
miscivel com acetona e benzeno (ATSDR, 1999). A sua férmula estrutural esta
representada na Figura 1.

LS )

- -

Figura 1 — Formula estrutural do FA

Face a elevada reactividade e a facilidade com que se condensa, o FA néo se pode isolar
nem manipular facilmente no estado puro, por esta razdo ndo se encontra disponivel
comercialmente sua forma gasosa. A nivel industrial este composto é produzido por
oxidagéo catalitica do metanol, fazendo passar vapores deste, juntamente com ar, sobre
espirais de cobre incandescentes ou de 6xidos metdlicos (catalisadores metalicos). Em
presenca de tracos de agua, o FA tende a polimerizar-se espontaneamente formando um
sélido denominado paraformaldeido. A polimerizacdo pode ser evitada na presenca de
metanol (IARC, 2006). As propriedades deste aldeido estdo resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do FA

Peso Molecular 30.03 g/mol
Férmula Molecular CH,0O
Ponto de Fusao -118a-92°C
Ponto de Ebuligao -21a-19°C
Densidade a - 20 °C 0.815 g/mL
Pressao a 25 °C 3.883 mm Hg
Conversao a 25°C e 1bar 1 ppm = 1.2 mg/m3

Adaptado de ATSDR, 1999

1.1.1. Aplicacdes e relevancia comercial

O FA foi descoberto por Butlerov em 1859 e comecou a ser comercializado no inicio do
século XX (Mayan et al., 1995). E uma substancia de grande relevancia comercial devido
a polivaléncia de aplicacdes e ao baixo custo de producao.

Comercialmente o FA, por ser reactivo e instavel a temperatura ambiente, € vendido em
solugdo aquosa de 37-39%, contendo ainda 10-15% de metanol, para inibir a sua
polimerizacdo a paraformaldeido (IARC, 1995). A estas solu¢des comerciais de FA mais
estaveis da-se o nome de formol (ATSDR, 1999).

Este composto é produzido mundialmente em grande escala. No ano 2000, a producéo
mundial foi cerca de 21 milhdes de toneladas (IARC, 2006). Em Portugal, a producéo
industrial deste composto (sob a forma de solucdo aquosa a 37%) atinge cerca de 320
mil toneladas por ano (IPQ, 2007).

As caracteristicas quimicas do FA em especial a sua reactividade quimica e poder
bactericida, torna a sua utilizacdo muito diversificada tendo aplicaces tanto nas ciéncias

como na industria.

No sector téxtil € usado para melhorar a resisténcia aos vincos e na industria da madeira
para a producdo de aglomerados, contraplacados e painéis de fibras. No entanto, a
maioria das aplicac6es dizem respeito a producao das resinas fendlicas, de ureia, de

melamina e de poliacetal. As trés primeiras tém uma ampla utilizacdo na industria de

4
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produtos de madeira (adesivos e aglutinantes), pasta de papel e na producdo de
plasticos. As Ultimas, devido as suas caracteristicas Unicas, podem ser usadas como
substitutos de metal, madeira, vidro, borracha e plastico em diversas industrias
nomeadamente na industria eléctrica, automovel, quimica e petrolifera (Tang et al.,
2009).

E igualmente usado na indlstria farmacéutica, na producdo de cosméticos e no
curtimento de peles. Pode ainda ser encontrado noutros produtos de consumo como
aditivos alimentares, papéis com brilho e fotografias a cores (IARC, 2006). A sua
aplicacdo estende-se também ao sector da saude onde é amplamente usado em
produtos de limpeza para fins sanitarios e em procedimentos laboratoriais, como

desinfectante, conservante de tecidos e na esterilizagdo a frio (ATSDR, 1999).

1.1.2. Exposi¢do Ambiental

O FA é ubiquo no meio ambiente, constituindo cerca de 50% do total de aldeidos de uma
atmosfera urbana (Cleaves, 2008). E produzido em grandes quantidades na troposfera
durante a oxidacao fotoquimica de hidrocarbonetos, como o metano, provenientes

sobretudo de fontes poluentes (Hong et al., 2007).

A maioria deste composto quimico € libertada em resultado de actividades e processos
antropogénicos tais como fabricas, veiculos e cigarros (IARC, 2006). Por ser constituinte
de materiais de construgcdo como espumas de isolamento, aglomerados de madeira,
tapetes, tintas e vernizes, o FA pode também estar presente em atmosferas interiores e
atingir niveis de concentracdo capazes de provocar sintomatologia nos seus ocupantes
(WHO, 2000; Zhang & Smith, 2003). E também produzido na Natureza em pequena
escala a partir da decomposicao de residuos vegetais e processos de combustédo
naturais (IARC, 2006).

1.1.3. Exposic¢éo Ocupacional

A exposicdo a FA assume particular importancia em ambiente ocupacional quando
comparada com a exposicdo ambiental (ar livre e habitacdo), uma vez que é nos locais
de trabalho que a concentracdo ambiental deste aldeido pode atingir valores elevados
(WHO, 2002).

Embora nao seja possivel calcular com precisao o nimero de pessoas ocupacionalmente
expostas a FA a nivel mundial, estima-se que s6 na Unido Europeia haja cerca de 971 mil

trabalhadores expostos a este aldeido (IARC, 2006).
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Segundo a OSHA (Occupational Safety and Health Administration), os laboratérios de
anatomia patoldgica, salas de autopsia e industrias quimicas e de madeira sdo 0s postos
de trabalho com maior nimero de exposi¢cdes a concentracdes elevadas de FA, sendo
indicadas pela mesma agéncia como 0s cendrios ocupacionais de maior risco (Mayan et
al., 1995).

Um estudo sobre a exposicao ao FA de 29 estudantes de medicina durante a técnica de
embalsamento detectou que a concentracdo média desse composto no ar era de 1.4 ppm
(Suruda et al., 1993), sendo importante referir que o valor limite estabelecido pela OSHA
€ de 0.75 ppm (PEL). S&o varios os trabalhos publicados posteriormente sobre a
exposi¢ao ocupacional ao FA no sector da salde, tanto em instituicdes hospitalares como
académicas, que reportam a exposi¢cdo dos profissionais a niveis elevados desse agente
quimico (Vasudeva & Anand, 1996; Ying et al., 1997; Hauptmann et al., 2003; Pala et al.,
2008).

Este produto é um fixador de tecidos pouco dispendioso e bastante eficiente sendo, por
isso, o eleito em procedimentos de rotina anatomopatolégicos. Como ndo provoca o
endurecimento excessivo dos tecidos é igualmente o meio preferencial para conservar e
armazenar biépsias e pecas cirurgicas. Face ao exposto, torna-se evidente que o formol
€ um produto de uso corrente e frequente pelos profissionais dos Servicos de Anatomia
Patologica. A principal desvantagem apontada na utilizagdo do formol é o facto de haver
libertacdo de vapores de FA durante o seu manuseamento, com consequente inalacao

por parte dos trabalhadores (Ferro et al., 2005).

1.1.4. Metabolismo

O FA ocorre naturalmente nas células humanas (Orsiére et al., 2006). E produzido no
organismo durante o processo metabdlico de aminoacidos (serina, glicina, metionina e
colina) e xenobidticos (substancias estranhas ao organismo) e, independentemente da
sua origem, enddégena ou exdgena, € metabolizado pelas mesmas vias (ATSDR, 1999,
WHO, 2002)

No organismo, este composto € rapidamente oxidado a acido formico. A destoxificacdo
deste xenobidtico é inicializada no citosol pela sua conjugag¢édo com a glutationa (GSH). O
conjugado é oxidado a S-formilglutationa pela S-(hidroximetil) glutationa desidrogenase.
A S-formilglutationa é posteriormente hidrolisada a &cido férmico. Este ultimo composto
pode ser eliminado pela urina como formato (maior percentagem) ou ser novamente
oxidado, formando dioxido de carbono (CO,) (IARC, 2006).
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O FA pode ainda ser incorporado em macromoléculas biolégicas através da via
biossintética de compostos de um carbono e pode também ser oxidado a &cido férmico
por enzimas peroxissomais, como a catalase (OECD, 2002). Na figura 2 encontram-se
representadas as principais vias de metabolizacdo do FA, bem como vias secundarias

também descritas na literatura cientifica.

Proteinas Formaldeido (FA) H,COH
ADN (metanol)

GSH NAD*  NADH
ADN —NH — CH2 — NH - proteina

S-hidroximetilglutationa
NAD NAD*

mitocondria H,0O,

NADH Catalase

NADH H,0

S-formilglutationa

GSH
Acido Férmico

CO, (+ H,O)  Formato
(urina)

Adaptado de IARC, 2006

Figura 2 — Principais vias de metabolizacao do FA

1.1.5. Efeitos na Saude

A exposicdo ao FA acarreta efeitos adversos na saude humana que dependem da via de

exposi¢do, da duragdo e da concentragéo (IARC, 2006).

1.1.5.1. Sintomatologia

A principal via de exposi¢cdo a este composto é a inalatéria e a sintomatologia mais

comum inclui irritag@o no nariz e garganta e aumento de lacrimagéo (ATSDR, 1999).

A exposicéo prolongada e repetida ao FA pode causar fortes dores de cabeca, alteracdes
neurocomportamentais, nauseas, vOomitos, vertigens, tosse, diarreia, dor abdominal,
dificuldades respiratérias e edemas pulmonares. O FA € também um irritante dérmico
capaz de promover reaccdes alérgicas como a dermatite de contacto (ATDSR, 1999). Os

principais efeitos da exposicdo aguda a vapores de FA caracterizam-se pela irritacdo das
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membranas mucosas do tracto respiratério superior e olhos e dependendo da
concentracdo da exposicao, rinite, dores toracicas e dispneia (Fox & Boyes, 2001; Arts et
al., 2006; Lang et al., 2008). A tabela 2 contém o resumo dos principais efeitos do FA.

Tabela 2 — Efeitos cronicos e agudos do FA

Area Afectada Efeitos Cronicos
Nariz Displasia, metaplasia escamosa
Pele Sensibilizagao e dermatite de contacto
Pulmées Broncospasmo, pneumonite
Efeitos Agudos
Olhos Irritagao e secrecgao lacrimal (formaldeido
gasoso); opacidade da cornea e cegueira
(formaldeido aquoso)
Nariz Redugao temporaria da capacidade olfactiva

(formaldeido gasoso)

Tracto respiratorio superior Irritagdo (formaldeido gasoso)

Pulmées Irritagéo, broncoconstricido e edema pulmonar
(formaldeido gasoso); Edema das mucosas
(formaldeido aquoso)

Tracto gastrointestinal Alteragao da estrutura do eséfago e gastrite
(formaldeido aquoso)

Pele Irritagdo e dermatite de contacto alérgica
(formaldeido aquoso)

Adaptado de ATSDR, 1999

A Norma Portuguesa, NP — 1796 de 2007 classifica o FA como agente sensibilizante
(IPQ, 2007). E também apontado pela Sociedade Portuguesa de Pneumologia como um
dos agentes etiologicos envolvidos no desenvolvimento de asma ocupacional (Costa et
al., 2008).

Num estudo realizado em Portugal sobre a exposi¢cdo a FA em laboratérios de ensino de
Anatomia a maioria dos alunos inquiridos apresentou sintomas de irritacdo ocular e do
tracto respiratério superior (Almeida et al., 2000). Sintomatologia semelhante foi
observada num grupo de 34 profissionais de um laboratério de anatomia. Os sintomas
mais frequentes foram irritacdo ocular (88%), irritacdo no nariz (74%) e irritacdo na
garganta (29%) (Akbar-Khanzadeh et al., 1994).

O limiar de detec¢cdo humana a FA pode variar entre valores de 0.05 ppm a 1.5 ppm.

Concentragdes ambientais de FA com valores entre 0.005 ppm e 2 ppm podem provocar
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irritacdo ocular e das membranas mucosas. A exposicao torna-se intoleravel quando a
sua concentracdo atinge valores superiores a 5 ppm. Concentracdes a partir de 12 ppm
sdo responsaveis por irritacbes graves e a inalagdo de valores de FA superiores a 50
ppm pode causar graves lesdes respiratorias. A tabela 3 resume a sintomatologia
associada a diferentes concentracbes ambientais de FA, os valores apresentados sao
uma estimativa que tem por base a bibliografia consultada (IARC, 2006).

Tabela 3 — Relagdo dose-resposta para os efeitos
resultantes da exposicao a FA

Concentragao de FA (ppm) Sintomatologia
0.05-1.50 Detecgao do odor
0.05-2.0 Irritagao ocular
0.10-25 Irritagéo da via aérea superior

(nariz e garganta)

5-30 Irritagao da via aérea inferior
(sintomas respiratorios graves)

50-100 Inflamagéo e edema pulmonar

>100 Morte

Adaptado de IARC, 2006

1.1.5.2. Carcinogenicidade

O FA foi inicialmente classificado como provavel agente carcinogénico humano em 1982
(Binetti et al., 2006). Desde entdo foram publicados diversos estudos que demonstram
uma relagdo positiva entre a exposi¢cdo de profissionais a FA e o aumento de risco de
desenvolvimento de cancro (Ballarin et al., 1992; McLaughlin, 1994; Armstrong et al.,
2000; Vaughan et al., 2000; Hildesheim et al., 2001; Collins et al., 2001; Luce et al.,
2002). Com base nestes resultados e em dados de estudos experimentais animais, a
IARC (International Agency for Research on Cancer) reclassificou recentemente o FA

como agente carcinogénico (IARC, 2006).

Um estudo de 2004 revelou um aumento estatisticamente significativo de cancro
nasofaringeo num grupo de 26 mil trabalhadores industriais americanos expostos ao FA

(Hauptmann et al., 2004). Resultados similares para o mesmo tipo de cancro foram
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obtidos noutros estudos publicados anteriormente (Blair et al., 1990; Partanen, 1993; Ying
et al., 1997). Em 2003 foi publicado um artigo sobre a exposicdo de 14 mil trabalhadores
de seis industrias quimica britanicas ao FA que concluiu que, relativamente a populagéo
nacional, esse grupo apresentava uma maior probabilidade de desenvolvimento de
cancro do pulmio (Coggon et al., 2003). A mesma conclusdo chegaram trés outros
estudos divulgados alguns anos antes (Bertazzi et al., 1986; Gardner et al., 1993; Stone
et al., 2001).

A ocorréncia de cancro em 4 mil embalsamadores americanos foi examinada num estudo
gue evidenciou uma correlacdo positiva entre a exposicdo a FA e o risco acrescido de
desenvolvimento de cancro do colon (Hayes et al., 1990). Até a data foram também
publicados dois trabalhos sobre a relacéo entre a exposicdo a FA e o risco acrescido de
cancro pancreatico, e ambos verificaram uma associagdo positiva (Dell & Teta, 1995;
Kernan et al., 1999). Para avaliar os potenciais efeitos carcinogénicos do FA, um estudo
sobre a ocorréncia de cancro da préstata em embalsamadores da Califérnia concluiu que,
nesse grupo profissional, esta patologia era significativamente elevada (Walrath &
Fraumeni, 1984).

Um trabalho publicado sobre a mortalidade derivada de doencgas linfohematopoiéticas em
26 mil trabalhadores de 10 industrias que produzem FA demonstrou uma relacéo entre a
exposicao a esse agente quimico e doencas do sistema linfohematopoiético (Freeman et
al., 2009). Esta associacdo foi também verificada noutros trabalhos (Hauptmann et al.,
2003; Pinkerton et al., 2004), alguns com foco na associacao positiva entre a exposicao
ocupacional a FA e o aumento de risco de desenvolvimento de leucemias (Hayes et al.,
1990; Hall et al.,, 1991; Coggon et al., 2003). No entanto, outros estudos publicados
concluem que ndo ha dados suficientes para assumir uma relacdo causal entre a
exposicdo a FA e o risco de leucemia (Collins et al., 2004; Heck & Casanova, 2004;
Marsh & Youk, 2004; Marsh & Youk, 2005; Golden et al., 2006). Por outro lado, a IARC
conclui que existem fortes indicios, mas ndo suficientes, de uma associa¢do causal entre

o desenvolvimento de leucemia e a exposi¢do ocupacional a FA (IARC, 2006).

E importante referir que as conclusées dos estudos referidos anteriormente permanecem
controversas uma vez que alguns ndo avaliaram, entre outros factores, a exposicdo

concomitante com outras substancias.

A actividade genotéxica e carcinogénica do FA tem sido comprovada em diversos
modelos tanto in vitro, como in vivo em animais e humanos, através de ligaces cruzadas
ADN-proteina, aberragbes cromossomicas, troca entre cromatideos irmdos e

micronucleos (Binetti et al., 2006; Schulte et al., 2006; Pala et al., 2008 Duhayon et al.,
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2008). Esta comprovado que o FA é mutagénico para bactérias e eucariontes inferiores e
em linfoblastos humanos (Croshby et al., 1988) e clastogénico em células de mamiferos
(Merck & Speit, 1998).

1.2. Avaliacdo da Exposicéao

A avaliacdo da exposi¢cao consiste numa rotina de monitorizagdo e interpretagdo de
parametros biolégicos e/ou ambientais com a finalidade de detectar os possiveis riscos
na saude, antes que uma intoxicacdo ou doencga se instale (Amorim, 2003).

A exposicdo humana pode ser caracterizada recorrendo a duas metodologias
complementares, a monitorizacdo ambiental que consiste na determinacdo da
concentracdo do agente quimico em amostras ambientais (amostras de ar) e a
monitorizacdo biolégica que se baseia na determinacdo de parametros biolégicos,
denominados indicadores bioldgicos ou biomarcadores (Prista & Uva, 2006).

Esta avaliagdo, quando associada ao conhecimento dos limites considerados seguros,
permite avaliar o risco da populacdo exposta e constitui o primeiro passo para a fixacédo
de normas para 0s contaminantes quimicos presentes em meio ocupacional (IEH, 1996).

Por outro lado, embora os estudos epidemiolégicos realizados em populagdes humanas
ajudem a estabelecer os riscos associados a exposicdo a um determinado agente
guimico, a maioria ndo permite determinar se os efeitos observados na saude sédo o

resultado directo da exposicdo a esse agente quimico (Amorim, 2003).

1.2.1. Monitorizagcdo Ambiental

A monitorizacdo ambiental € a actividade sistematica, continua ou repetida, pela qual se
procede a recolha de amostras do ar ambiente, para andlise da concentracdo de
poluentes quimicos. O objectivo consiste em estimar a exposi¢ao e o risco para a saude
dos trabalhadores, por comparacéo dos resultados obtidos com um valor de referéncia
estabelecido (Hughes, 1996).

A colheita de amostras de ar pode ser efectuada no local de trabalho ou por amostragem
individual do trabalhador, recorrendo a dispositivos individuais portateis. O tipo de
amostragem que se efectua depende sobretudo da natureza das tarefas realizadas pelo
trabalhador e da sua mobilidade no espaco geografico de exposicdo ao agente que se

pretende dosear (Amorim, 2003).
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Os valores maximos admissiveis (VLE, Valores Limite de Exposi¢do; TLV, Threshold
Limit Values; PEL, Permissible exposure limit; REL, Recommended Exposure Limit) tém
como objectivo promover a seguranca e saude do trabalhador. Para agentes quimicos
(como no caso do FA) esses valores limite sdo expressos como niveis de concentracfes
ambientais aceitaveis, sendo estabelecidos como normas por agéncias reguladoras ou
como orientacdes por grupos de pesquisa ou organizacoes (ACGIH, 2008). Referem-se a
concentracdo da substancia e representam, a luz do conhecimento cientifico actual,
concentracdes abaixo das quais se cré que a maioria dos trabalhadores pode estar

repetidamente expostos dia ap6s dia sem sofrer efeitos adversos na saude.

S&o sugeridos trés tipos de valores limite. A concentragdo média ponderada (Time
Weighted Average - TWA) representa uma concentragéo limite de exposi¢gédo ocupacional
para exposicbes médias durante 8 horas por dia, 5 dias por semana, geralmente
aplicados a toxicos que exercem 0s seus efeitos durante longos periodos. O Short Term
Exposure Limit (STEL) representa uma concentragdo limite de exposicdo ocupacional
para um periodo de 15 minutos, a qual ndo deve ser excedida em nenhum dos 15
minutos da janela de amostragem, devendo ocorrer um tempo minimo de 60 minutos
entre as exposicdes nesse intervalo (NP — 1796: 2007). A concentracdo maxima (Ceiling
Limit - C) representa uma concentracdo que nunca deve ser excedida, usualmente

aplicado a toxicos que causam efeitos agudos (Thorne, 2001).

Na tabela 4 estdo referidos os limites de exposicdo ocupacional a FA no ar (ppm)

definidos pelas principais Organiza¢fes e Agéncias Mundiais.

12
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Tabela 4 - Limites de exposicéo ocupacional para o FA estabelecidos pelas
principais Instituicées Mundiais

Organizacao/Agéncia Valores Limite
PEL - Permissible exposure limit
OSHA
(Occupational Safety and Health 0.75 ppm (TWA) '
Administration) 2 ppm (STEL) 2
) NIOSH. REL — Recommended airborn exposure limit
( National Institute for
Occupational Safety and Health) 0.016 ppm (TWA) '
0.1 ppm (C)3
_ ACGH TLV — Threshold limit value
(American Conference of
Governmental Industrial 0.3 ppm (C) °
Hygienists)

T TWA (time-weighted average): concentragdo média do agente quimico no ar que néo deve ser excedida
durante jornadas diarias de trabalho de 8 horas (OSHA)/10 horas(NIOSH) e 40 horas semanais

2 STEL (short-term exposure limit): concentracdo maxima do agente quimico no ar que hdo pode ser
excedida durante 15 minutos ao longo do turno de trabalho

3 C (ceiling limit): cancentragdo do agente quimico no ar que nunca deve ser excedida durante qualquer
periodo de exposicao, mesmo momentaneamente.

Adaptado de IARC, 2006

Um estudo de 2006 sobre a exposicdo de trabalhadores de laboratorios de anatomia
patolégica de cinco Hospitais do sul de Franca detectou niveis médios de FA de 2.0 ppm
(STEL) (Orsiére et al., 2006). Neste pais, o valor normativo € de 1 ppm (IARC, 2006).

Em Portugal, foi publicado um estudo sobre a qualidade do ar no interior dos Servigos de
Anatomia Patoldgica de 5 hospitais da zona de Lisboa que reportou concentrages de FA
com valores compreendidos entre 0.2 ppm e 50.6 ppm (Ferro et al., 2005). A média dos
valores de concentragdo, minima e maxima, foram respectivamente 0.45 ppm e 5.47
ppm. Sendo de destacar que o valor limite admissivel estabelecido pelo normativo
portugués para qualquer periodo de exposi¢cdo ao FA é de 0.3 ppm (TWA) (NP — 1796:
2007).

Este tipo de monitorizacdo apenas permite obter a dose aproximada a que o individuo
esta exposto, ndo incluindo as diferengas existentes entre individuos (Hughes, 1996).
Incide sobre o ambiente de trabalho onde o individuo esté inserido, e as informacdes dela
obtidas permitem a implementacdo de medidas de prevencdo e controlo apropriadas
(Amorim, 2003).
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1.2.2. Monitorizacgé&o Biolégica

A monitorizacdo biolégica incide sobre o préprio individuo exposto. Consiste na
guantificacdo e avaliacdo da substancia quimica, dos seus metabolitos ou outros
parametros bioquimicos resultantes da sua interacgdo com o organismo, medidos em
meios biolégicos, como sangue, urina e ar exalado (Amorim, 2003). O doseamento
dessas substancias em fluidos biologicos e tecidos corporais (unhas e cabelo) permite
conhecer a exposicdo do individuo ao agente téxico, sendo estes designados por
indicadores biol6gicos ou biomarcadores (Timbrell, 1998).

Esta monitorizacdo visa avaliar o risco resultante da exposi¢do, ndo pela presenca do
agente quimico no meio ambiente, mas em funcdo da quantidade que efectivamente

penetrou no organismo (Prista & Uva, 2006).

Uma das vantagens da monitorizagdo bioldgica relativamente a monitorizagdo ambiental
consiste no facto de considerar todas as vias de entrada no organismo. Permite avaliar a
exposicdo global ao agente toxico na medida em que € capaz de prever variacdes
individuais no que diz respeito a absor¢ao, ao metabolismo, a excrecdo e a distribuicdo
do composto téxico (IEH, 1996). A figura 3 representa a caracterizacdo dos dois tipos de

monitorizacao.

Monitorizagao Ambiental Monitorizagao Biologica
Exposigao externa Dose interna Efeitos bioquimicos Efeitos biologicos
Concentragao do agente Xenobidticos Aductos de proteinas Parametros
quimico no ar e/ou metabolitos e aductos de ADN citogenéticos,
danos genéticos e
actividade
enzimatica

Adaptado de Timbrell, 1998

Figura 3 — Monitorizagdo Ambiental e Monitorizagéo Biolégica

Os dois tipos de monitorizacdo fornecem informacdes diferentes mas complementares
sobre os riscos resultantes da interaccdo entre o agente quimico presente no ambiente
ocupacional e o individuo, sendo fundamental que ndo sejam tomadas como acc¢bes
alternativas, mas o0s seus resultados sejam antes interpretados com base na sua

complementaridade (Prista & Uva, 2006).
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1.2.2.1. Biomarcadores

Os biomarcadores (ou indicadores biol6gicos) sdo uma ferramenta importante para a
avaliacdo dos niveis de exposicdo e para o estabelecimento de valores de referéncia
para a mesma, uma vez que podem ser intermedidrios entre a exposicdo e a
manifestacdo clinica da doenca. Por si s6, ndo sao indicadores de uma situacdo de
doenca ou de um processo toxico, uma vez que, ha maioria das situacfes, apenas
indicam a exposicdo do organismo, constituindo informacdo complementar aos

programas de vigilancia da saude (Amorim, 2003).

Sao geralmente classificados em trés categorias, biomarcadores de exposi¢ao, de efeito
e de susceptibilidade. Estes séo Uteis na avaliacdo de exposi¢cdo de curto prazo e,
idealmente, devem ser usados simultaneamente de forma a obterem-se informagtes
mais completas e abrangentes. Na figura 4 encontram-se representados os trés tipos de
indicadores biolégicos e o0 percurso entre a exposicdo e a manifestacdo clinica da
doenca.

Susceptibilidade

Activacao a
Metabollca
&

—
Dose Interna DosnglttJllogma Efeito Biologico Cancro
| Reactivacs /Fec va Precoce
eaclivacao \L
v
Exposigao Excregéo Reparagéo do ADN

Adaptado de Costa et al., 2008

Figura 4 — Esquema representativo das trés categorias de biomarcadores

1.2.2.1.1. Biomarcadores de exposi¢cdo

Os biomarcadores de exposicdo referem-se a qualquer substancia exdgena, seus
metabolitos ou produtos da sua associacao com moléculas alvo, como ADN ou proteinas,
que podem ser medidos no organismo (Amorim, 2003). Podem ser divididos em

biomarcadores de dose interna e biomarcadores de dose bioldgica efectiva.
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Biomarcadores de dose interna

Os biomarcadores de dose interna dao evidéncia da existéncia de exposicdo do
organismo a um xenobidtico pela medicdo deste ou dos seus metabolitos em meios
biolégicos, indicando qual a extensdo dessa exposi¢do. Reflectem somente a exposicéo,
indicando a quantidade de substancia quimica que foi absorvida pelo organismo. Nao
fornecem informacdo sobre se essa exposicdo teve ou ndo como consequéncia a
ocorréncia de danos que podem resultar em cancro ou outras doencas (Amorim, 2003).
Os meios analisados sao geralmente urina e sangue mas também podem ser utilizados o

ar exalado, cabelos, unhas, saliva, leite materno, tecido adiposo e fezes (Timbrell, 1998).

Na tabela 5 encontram-se alguns exemplos de indicadores de dose interna de compostos

quimicos.

Tabela 5 — Exemplos de biomarcadores de dose interna

Composto Indicador de dose  Meio biolégico
interna
Estireno Acido mandélico: Urina

Acido fenilglioxilico

Tolueno acido hipurico Urina
Xileno Acido metil-hiptrico Urina
Benzeno Acido Urina

trans,trans-mucénico

Chumbo (Pb) Pb Sangue
Niquel (Ni) Ni Urina; sangue

Cadmio (Cd) Cd Urina; sangue

Mercurio (Hg) Hg Sangue

Enquanto biomarcadores como o chumbo e o mercuario no sangue reflectem a exposicéo
média dos ultimos meses, outros como o cadmio na urina reflectem a exposicdo dos
dltimos anos (IPCS, 1993).
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Biomarcadores de dose bioldgica efectiva

Os biomarcadores de dose bioldgica efectiva fornecem informacéo sobre a extensao da
exposicdo ao xenobiodtico do local alvo através da quantificacdo das espécies quimicas
reactivas que interagem com esses locais, tecidos, células, organelos ou macromoléculas
(ADN e proteinas). Exemplos deste tipo de biomarcadores sdo os aductos de ADN e de

proteinas (albumina e hemoglobina) (Amorim, 2003).

Os aductos de ADN sdao indicadores de um efeito biolégico precoce que surgem da
ligacdo covalente de um metabolito extremamente reactivo (electrofilico) com as bases
nucleofilicas do ADN. Se ndo reparado podera dar origem a um processo de

carcinogénese (Conaway et al., 1996; Delft et al., 1998; Amorim, 2003).

Contrariamente ao que acontece com os aductos de ADN, os aductos de proteinas nao
estdo directamente envolvidos na carcinogénese. Como o0s eritrcitos tém um tempo de
vida de cerca de 120 dias, os aductos de hemoglobina s&o considerados bons
indicadores para a quantificacdo da dose interna derivada de exposi¢fes longas ou
repetidas. Por outro lado, os aductos de albumina avaliam exposi¢cdes mais recentes ja

que o tempo de semi-vida da albumina é apenas de 20 a 25 dias (Teixeira et al, 2008).

1.2.2.1.2. Biomarcadores de efeito

Os biomarcadores de efeito s&o indicadores de alteragBes bioquimicas resultantes da
interaccdo entre o xenobidtico e o organismo. Reflectem modificagbes precoces,
reversiveis ou nao, que precedem danos estruturais ou funcionais progressivos a nivel
molecular, celular e tecidular (Prista & Uva, 2006). As altera¢des bioquimicas podem ser
citogenéticas (danos genotéxicos em células) avaliadas pelo estudo das aberragbes
cromossomicas, das trocas entre cromatideos irmaos e dos microndcleos ou podem ser

danos no ADN avaliados pelo teste do cometa.

Este tipo de indicadores biologicos poderd permitir a detec¢do precoce de doengas, em
fase de pré-clinica, possibilitando a intervencdo atempada em situacdes de risco (IEH,
1996). O decréscimo no numero de células sanguineas ou alteracdo no nivel ou

actividade de uma enzima em particular sdo exemplos de biomarcadores de efeito.

AlteracOes citogenéticas

A exposicao a certos compostos quimicos pode induzir danos genéticos que podem ser
detectados por técnicas citogenéticas através da andlise das alteracdes cromossomicas

consequentes dessa exposi¢cdo em linfocitos de sangue periférico estimulados (Amorim,
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2003). Os métodos citogenéticos convencionais in vitro permitem detectar trés tipos de
alteracdes cromossOmicas, as aberracbes cromossomicas, as trocas entre cromatideos

irméos e a formagéo de micronucleos.

Aberracbes Cromossdmicas (AC)

As AC sédo alteracBes estruturais e/ou numéricas nos cromossomas. As alteracdes
estruturais dos cromossomas resultam da quebra de cromossomas (efeito clastogénico) e

do seu rearranjo aberrante no cromossoma ou entre cromossomas.

Podem distinguir-se vérios tipos de danos cromossémicos estruturais: deleccbes
terminais, inversdes, trocas simétricas, rearranjos assimétricos (anéis acéntricos ou com
centrémero) e trocas assimétricas (dicéntricos, figuras tri- e tetra-radiais) (Parry & Parry,
1995). Os rearranjos assimétricos sdo considerados aberragdes instaveis pois conduzem
a morte da célula. Os rearranjos simétricos, como translocacdes e inversdes, séo
considerados estaveis uma vez que podem ser transmitidos as células filhas (Bonassi,

1999). Na figura 5 encontram-se representados diferentes tipos de AC.

Quebra num cromatideo

Quebra nos dois cromatideos

‘ﬁ
=t
N,

,e" Dicéntrico e fraccédo acéntrica
—3

‘ Q Anel e fracgao acéntrica

% Figura tetra-radial

Figura 5 - Exemplos de AC

As AC sao consideradas como um indicador da existéncia de risco acrescido de doenca
oncoldgica, uma vez que estas estdo associadas a diversos tipos de cancro humano.
Alguns estudos demonstram a existéncia de uma correlacdo positiva entre a exposicao
ao FA e a inducdo de AC (He et al. 1998, Bonassi, 1999; Jakab et al., 2010). As
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translocacdes e inversfes estdo associadas com subtipos morfolégicos e fenotipicos de

leucemias, linfomas e sarcomas (Heng et al., 2004).

Trocas entre cromatideos irmaos (SCE — Sister chromatid exchange)

As SCE consistem na ocorréncia de troca de informacao genética entre as duas cadeias
de ADN de ambos os cromatideos de um mesmo cromossoma. Este fendbmeno ocorre
durante a replicacdo, através da quebra das cadeias de ADN e posterior juncdo, em
locais aparentemente semelhantes nos dois cromatideos de um mesmo cromossoma (He

et al., 1998). Na figura 6 pode-se observar SCE em cromossomas metafasicos.

o ‘:'T‘\ 7
- e
w* $ - o

—> SCE

Figura 6 - Cromossomas metafasicos onde se
pode observar SCE

As SCE poderao ser induzidas por substéncias que formam aductos de ADN ou que
interferem com o processo de reparacdo de ADN (Farmer & Emeny, 2006). Estas trocas
séo observadas em preparagfes de cromossomas em metafase. A diferenciagdo entre os
cromatideos irméos é obtida em células que incorporaram 5 -bromodeoxiuridina (BrdU),
anélogo da timina, em dois ciclos de replicacdo consecutivos. Durante estes ciclos ndo ha
tempo para que ocorra reparagdo do ADN que foi lesado in vivo. A adicdo, na fase da
coloracdo da técnica, do fluorocromo Hoescht torna visivel a distingdo das duas cadeias,
uma vez que apenas a cadeia que tem a BrdU incorporado adquire fluorescéncia
(Rooney & Czepulkowski, 1996).

Varios estudos realizados em animais e em populagdes humanas demonstraram que a
frequéncia de SCE aumenta em células que tenham estado expostas a agentes

mutagénicos e carcinogénicos (Yager et al., 1986; He et al., 1998; Shaham et al., 2002).
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Teste do micronucleo (MN)

O teste do MN consiste na observacdo de células em interfase onde sao detectados MN

resultantes de danos genéticos induzidos por agentes téxicos.

Os MN sao formados por condensacao de fragmentos de cromossomas acéntricos (efeito
clastogénico) ou por cromossomas inteiros (efeito aneugénico) que se atrasam em
relacdo aos restantes durante a anafase do ciclo celular, ndo sendo incluidos no nucleo
das células-filhas em telofase. Nesta fase, os fragmentos de cromossomas ou
cromossomas inteiros sdo envolvidos por um involucro nuclear formando estruturas
tipicamente arredondadas, com cor e textura semelhantes ao nucleo principal e diametro
a variar entre 1/20 e 1/5 do diametro do nucleo principal (Fenech, 2000). O processo de

formacédo de MN encontra-se esquematizado na figura 7.

<
(e @

Figura 7 — Formagao de MN a partir de um
fragmento acéntrico de um cromossoma ou
de um cromossoma inteiro

Adaptado de Fenech ef al., 1999

Os MN que séo formados por cromossomas inteiros tém a sua origem em defeitos na
segregacdo de cromossomas, tais como deficiéncias nos genes que controlam o ciclo
celular, falhas no fuso mitético ou no cinetocéro, dano em sub-estruturas cromossomicas,

disrupcao mecanica e hipometilagdo de ADN centromérico (larmarcovai et al., 2008).

O destino dos MN apds a sua formacado é pouco conhecida mas sabe-se que, apos a
mitose, pode ocorrer:

- eliminacao de células com MN por apoptose;

- expulsdo da célula, quando o ADN que o constitui ndo é funcional ou capaz de
replicagdo ou quando ndo tem 0s componentes citoplasmaticos necessarios;

- retencdo dentro do citoplasma da célula como uma entidade extranuclear incapaz de

completar um ou mais ciclos de replicacdo ADN/cromossoma (larmarcovai et al., 2008).
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O teste do MN é um ensaio que apresenta diversas vantagens, sendo a rapidez e a
simplicidade as principais. Requer proliferacao celular, uma vez que os MN s6 podem ser
observados em células em interfase que completaram pelo menos uma divisdo nuclear
(Fenech, 1993; Fenech et al.,, 1999). Por outro lado apresenta uma desvantagem
evidente que consiste no facto de ndo ser possivel distinguir MN com cromossomas
inteiros de MN com fragmentos de cromossomas. Esta limitacdo pode ser ultrapassada
utilizando a técnica de hibridizac&o in situ de fluorescéncia (FISH) que permite detectar a

presenca do centrémero (Surrallés et al., 1996).

No método usado actualmente adiciona-se citocalasina-B (Cyt-B) ao meio de cultura para
bloquear a citocinese (NIOSH, 1994). Deste modo as células em que ja ocorreu mitose
(divisdo celular) distinguem-se por se apresentarem binucleadas. Na figura 8 pode-se

observar células binucleadas que contém MN.

Figura 8 — a) Linfocito binucleado com um MN (ampliagao de
500x, ocular, 12.5x; objectiva 40x); b) Linfécito binucleado com
dois MN (ampliagao de 500x, ocular, 12.5x; objectiva 40x)

O teste do MN tem sido amplamente utilizado desde h& varios anos, estando bem
validado e com um grande numero de substancias testadas (IEH, 1996).

Recentemente, a formagdo de MN em células foi considerado um indicador valido de
risco acrescido de cancro (Bonassi et al., 2007). Alguns trabalhos sobre a exposicéo
ocupacional a FA demonstram um aumento da frequéncia de MN em linfécitos de
individuos expostos a FA (He et al., 1998; Hoffmann & Speit, 2005; Schmid & Speit, 2007;
Jiang et al., 2009). Contudo, outros estudos mostraram resultados inconclusivos e
contraditorios no que diz respeito a genotoxicidade em seres humanos (Kitaeva et al.,
1996; Vasudeva & Anand, 1996; Bonassi et al., 2007). Nos seres humanos, o0 aumento da
incidéncia de células com MN da mucosa bucal ou nasal tem também sido documentado
em alguns estudos de exposi¢do ocupacional (Ballarin et al., 1992; Suruda et al., 1993;
Titenko-Holland et al., 1996; Ying et al., 1997; Ye et al., 2005).
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Danos no ADN: Electroforese em microgel (Teste do Cometa)

A electroforese em microgel é uma técnica rapida, sensivel e fiavel que permite detectar
danos no ADN de células individuais e que tem vindo a ser extensamente utilizada na

deteccado de danos genéticos em biomonitorizacdo humana (Vodicka et al., 2004).

Sucintamente, a téchica consiste na lise de células que foram previamente suspensas em
gel de agarose e colocadas sobre laminas. Durante a electroforese o ADN danificado
migra dando a aparéncia de uma cauda. O nome de teste do cometa deve-se ao facto de,
apos a sua realizacao, as células com ADN danificado apresentarem a aparéncia de um
cometa com a cabeca intensamente brilhante e uma cauda cujo comprimento e
intensidade se relaciona com o dano. As células ndo danificadas apresentam-se sem
cauda (Fairbairn et al., 1995). O aspecto da electroforese em microgel de ADN de
linfécitos humanos com diferentes graus de danificacdo pode ser observados na figura 9.

Figura 9 - Aspecto da electroforese em microgel em que se pode observar o
ADN de linfécitos humanos intacto (a) e com diferentes graus de ADN danificado
(b, c e d - aparéncia de cometa).

A capacidade do FA em induzir um aumento do dano no ADN, detectado pelo teste do
cometa, em linfécitos de trabalhadores expostos a este aldeido no seu local de trabalho

tem sido comprovada em alguns trabalhos (Fairbairn et al., 1995; Yu et al., 2005).

1.2.2.1.3. Biomarcadores de susceptibilidade

Os biomarcadores de susceptibilidade podem reflectir factores genéticos ou adquiridos
gue influenciam a resposta do organismo a uma determinada exposicao quimica. Estes

sdo factores pré-existentes e independentes da exposicao.

Y

A susceptibilidade refere-se a forma como as variacdes genéticas influenciam,
aumentando ou diminuindo, a susceptibilidade individual a factores ambientais nocivos,
como € o caso de alguns compostos quimicos, radiacdo ou estilos de vida (Amorim,
2003).
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Os biomarcadores de susceptibilidade incluem polimorfismos em genes que codificam as
enzimas do metabolismo dos xenobiodticos, genes que codificam as enzimas de
reparacdo do ADN e genes que codificam proteinas que regulam o crescimento celular
(Teixeira et al., 2004). Recentemente foram identificadas numerosas diferencas nos
genes que codificam as enzimas do metabolismo dos xenobidticos, sendo que essas
diferencas provocam variagbes na actividade enzimatica. Estas enzimas poderdo
converter compostos inactivos em compostos intermédios toxicos extremamente
reactivos que poderdo interagir com o ADN e consequentemente elevar o risco de
cancro. Os polimorfismos nos genes envolvidos na reparacdo do dano do ADN que
provoguem uma diminuicdo na eficiéncia da reparacdo do ADN poderdo aumentar a
susceptibilidade de risco de cancro. Os polimorfismos nos genes que codificam proteinas
que regulam o crescimento celular poderdo provocar um aumento do risco de cancro,
uma vez que had uma desregulacdo de oncogenes e genes supressores de tumores
(Silbergeld, 2001).

A susceptibilidade genética € muito importante mas existem outros factores de igual
importancia, como por exemplo, a ocorréncia de alteragdes fisiolégicas, a existéncia de

medicacao e a exposicdo a outros agentes ambientais (IEH, 1996).

Um exemplo muito comum da interacg¢é@o entre factores ambientais e variagdes genéticas
sdo as doencas multifactoriais que incluem patologias como a diabetes, hipertenséo,

doencas cardiovasculares e cancro (Rueff et al., 2002).

A contribuicdo de factores ambientais, genéticos e estilos de vida no desenvolvimento da

doenca encontra-se representada na figura 10.
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Género e Etnicidade

Adaptado de Perera et al. 2002

Aductos de

Cancro

Habitos
Aliment.
o nr.;.
Wl

Polimorfismos
genéticos

Figura 10 - Esquema representativo da contribuicédo de factores ambientais, genéticos e estilos

de vida no desenvolvimento da doenca
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2. Materiais e Métodos

2.1. Populacéo estudada

A populacdo em estudo foi constituida por um conjunto de 55 profissionais dos Servigos
Hospitalares de Anatomia Patolégica da regido Norte e Centro do pais. Foi também
constituida uma populagéo controlo formada por 52 individuos do sector terciario na area
da Educacéao e dos Sistemas Multimédia com um historial ocupacional de ndo exposicao
a FA.

As caracteristicas demograficas, sexo e idade, e os estilos de vida, habitos tabagicos e

tempo de exposicdo, dos dois grupos estudados estédo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 — Caracteristicas da populagac estudada

Grupo Controlo  Grupo Exposto

(N =52) (N = 55)
Sexo (%)

Feminino 73 (N=38) 71 (N=39)
Masculino 27 (N=14) 29 (N= 16)

Idade (anos) 2 37+ 10 40+ 10

Habitos Tabagicos (%)

Nao Fumadores 87 (N= 45) 80 (N= 44)
Fumadores 13 (N=7) 20 (N= 11)

Tempo de Exposi¢do (anos) 2 - 14+9

2@ Meédia + Desvio Padrao

2.1.1. Contacto com as Instituicdes e Informacao relevante

Ap6s identificacdo das unidades hospitalares com Servicos de Anatomia Patolégica
procedeu-se ao contacto com os responsaveis destas e do servico visado. O primeiro
contacto, feito por carta, acompanhada por uma breve descricdo do projecto, teve como
objectivo dar a conhecer o estudo, pedir a colaboracdo dos profissionais do Servigo e
obter autorizagdo por parte da Direccdo para a realizagdo do mesmo. Num segundo
contacto, in loco, pretendeu-se contactar directamente os trabalhadores visados com o
objectivo de esclarecer quaisquer duavidas acerca do estudo e da natureza da
participacdo requerida. O mesmo procedimento foi adoptado no contacto com a

populagéo controlo.
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O estudo foi submetido & Comiss&o de Etica do Instituto Nacional de Sadde Dr. Ricardo
Jorge e desenvolvido de acordo com a Declaracado de Helsinquia de 1975, revista em
1989.

Todos os individuos que aceitaram participar no estudo foram informados dos objectivos
do trabalho em curso e, uma vez manifestado 0 seu consentimento por escrito,
responderam a um questiondrio, que se encontra em anexo (Anexo 1), visando a
avaliacdo de factores demogréficos e sociais e outros potenciais factores de risco
associados com a exposi¢cdo a compostos reconhecidos como cancerigenos (habitos
tabagicos, Raios X, entre outros). Os individuos expostos responderam ainda a questdes
relacionadas com a sua actividade laboral, uso de equipamento de protecgéo individual,
anos de actividade profissional, entre outros.

2.2. Metodologia

Procedeu-se a monitorizacdo ambiental para avaliar a exposi¢cdo de cada profissional a
FA, e a monitorizacao bioldgica para analisar o efeito genotoxico. As metodologias abaixo
descritas encontram-se optimizadas pelo Laboratorio.

2.2.1. Monitorizacdo Ambiental

A exposicdo dos profissionais dos Servicos de Anatomia Patolégica a FA ocorre
principalmente durante o exame macroscopico das pecas cirlrgicas conservadas em
formol (registo das pecas) e no despejo desse mesmo formol aquando da eliminacdo das
pecas para posterior tratamento como residuos hospitalares (despejo e lavagem das
pecas). A monitorizagdo ambiental foi realizada no decorrer destas duas tarefas e em

outros pontos relevantes para a estimativa da concentragcdo média ponderada (TWA).

A quantificagdo de FA no ambiente de trabalho dos profissionais dos Servigos de
Anatomia Patol6gica, representativa do ar inalado pelos mesmos durante a sua
actividade laboral, foi efectuada por colheita de ar no posto de trabalho e posterior

guantificacdo do composto no laboratério.

A colheita de ar foi efectuada em frascos lavadores (ou impingers) com 10 mL de
bissulfito de sodio a 1%, ligados a bombas de colheita de ar com fluxo maximo de

aspiracao regulado para 1L/minuto (Figura 11).

Em cada posto de trabalho foram colocados dois colectores de ar, ao nivel das vias
respiratorias do trabalhador, durante periodos representativos do processo normal de

trabalho (cada amostragem por periodos maximos de 60 minutos).
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Impingers
Bomba de PIng

colheita de ar

Figura 11 — Colector de ar

A disposicéo dos colectores é localizada e especifica, de forma a n&o perturbar a rotina
normal de trabalho dos profissionais, e obter uma melhor caracterizagdo do ambiente de

exposi¢ado do trabalhador.

No momento da colheita de ar foi pedido ao trabalhador que respondesse a questdes
sobre a sua rotina de trabalho, nomeadamente, o tipo de tarefas que desenvolve naquele

posto de trabalho e o nimero de horas despendido para cada tarefa.

O procedimento para a quantificacdo de FA no ar é adaptado do descrito pela NIOSH
(NIOSH, 1994), método n° 3500, no qual se recorre a técnica de Espectrofotometria
UV/Visivel. Neste método o FA, num meio de &cido sulfarico concentrado, reage com o
acido cromotropico e produz um complexo que tem 0 seu maximo de absorgdo a 580 nm.
Assim, para a quantificacdo do FA, adicionou-se 0.1 mL de &cido cromotropico a 1% aos
tubos de ensaio com 4 mL de amostra, devidamente identificados (amostras, branco e
padrbes de leitura). Na hotte foram adicionados lentamente 6 mL de acido sulfirico
concentrado em cada tubo e ap6s mistura, esses tubos foram colocados num banho-
maria a 90°C durante 10 minutos. Deixou-se arrefecer a temperatura ambiente e
procedeu-se a leitura das absorvancias dos padres e das amostras no
espectrofotobmetro UV/VIS ATl UNICAM, a 580 nm. O limite de quantificacdo do método
usado é de 0.06 ppm (para um volume da amostragem de 60 Litros).

O valor da concentragdo média ponderada (TWA) de exposi¢cdo a FA, obtido para cada
trabalhador por jornadas diarias de trabalho de 8 horas, foi calculado matematicamente
de acordo com a expressdo representada na Figura 12. Cada produto, Cy x Ty,
representa uma tarefa, sendo Cy a concentracdo de FA no ar (ppm) obtida durante a
realizacdo da tarefa e, Ty 0 tempo, em horas, que o trabalhador despende na sua jornada

de trabalho para a realizacdo daquela tarefa.
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CiXT{+CoxT,+...CyXxT
TWA (8 horas)= — ' 2" 2 ne N

8 Horas

Figura 12 — Calculo do valor de TWA para cada trabalhador
numa jornada diaria de trabalho (8 horas); C representa a
concentragao de FA no ar (ppm) obtida durante a realizagao da
tarefa e T, representa o tempo, em horas, de duragdo da tarefa

2.2.2. Monitorizacao Biologica
Recolha de amostras bioldgicas

A cada individuo participante foi colhida uma amostra de 10 mL de sangue para o
doseamento do biomarcador de genotoxicidade — Teste do Micronucleo (MN). A colheita
de sangue foi feita em tubos com heparina sddica.

Todas as amostras foram codificadas e mantidas a 4°C até chegarem ao laboratério, para
serem processadas. Para cada amostra prepararam-se duas réplicas de cultura de
células. Até a finalizagdo da incubacédo todos os passos foram realizados em condi¢des

de assépsia, huma camara de fluxo laminar e utilizando material esterilizado.

Teste dos micronucleos (MN)

O teste dos MN baseou-se no método descrito por Monteiro Gil et al. (2000). Em tubos
previamente identificados adicionaram-se aliquotas de 0.5 mL de sangue total a 4.5 mL
de meio de cultura [Nutrient Mixture F-10 HAM suplementado com estreptomicina
(50 pg/mL), penicilina (50 1U/mL), 1% de L-glutamina, 1% de heparina sédica e 24% de

FBS]. As culturas foram depois colocadas a incubar numa estufa a 37°C.

As 44 horas de incubac&o foram adicionados 150 pL de Cyt-B (6 pg/mL) de forma a inibir
a citocinese das células em cultura. A incubagéo continuou até as 72 horas, apds a qual
as células foram separadas por centrifugacédo a 1000 rpm (270 x g) durante 10 minutos. A

partir deste passo deixou de ser necessario trabalhar em condi¢fes de assépsia.

Desprezou-se 0 sobrenadante e as células (sedimento) foram lavadas 2 vezes com
solucdo de RPMI 1640 a pH 7.2 suplementado com FBS (soro fetal bovino) a 2% e
centrifugadas, durante 7 minutos, a 1000 rpm. As células foram depois submetidas a um
tratamento hipotonico (solucdo de agua desionizada e RPMI 1640 a pH 7.2,

suplementado com 2% de FBS, na proporcdo de 4:1) e imediatamente centrifugadas,
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durante 5 minutos, a 1000 rpm. O sobrenadante foi novamente desprezado. Da
suspensdo celular resultante foram retiradas gotas para laminas, tendo-se feito

esfregacos (cerca de 3 por réplica).

Ap6s 24 horas a secar ao abrigo da luz os esfregagos foram fixados numa solucao
gelada de metanol e 4cido acético (3:1), a - 20 °C durante 20 minutos. Uma vez secos,
procedeu-se a coloracdo dos esfregacos. As laminas foram mergulhadas numa solugéo
de Giemsa 4% em tampao fosfato pH 6.8 durante 7 minutos e lavadas em agua corrente,
ficando a secar ao ar. Depois de secas fez-se a montagem de lamelas sobre as laminas
com Entellan e deixaram-se secar. Para a observacdo das laminas foi usado o

Microscépio Nikon Eclipse E400.

Para cada individuo foi contado o numero total de MN observados numa populagéo de
1000 células binucleadas.

A contagem das células binucleadas foi efectuada com uma ampliagdo de 500x (ocular,
12.5x; objectiva, 40x) e a identificacdo dos MN foi conseguida com ampliagdes de 500x e
de 1250x (ocular, 12.5x; objectivas, 40x e 100x). Os MN foram identificados com base
nos critérios descritos por Caria et al. (1995), nomeadamente, textura igual a dos ndcleos
principais, didmetro entre 1/16 a 1/3 do didmetro médio dos nucleos principais, sem

ligacdo aos nucleos e pertencerem a uma célula com citoplasma bem preservado.

2.3. Anélise Estatistica

Com o objectivo de avaliar o efeito da exposicdo ocupacional a FA no biomarcador de
efeito estudado (MN) procedeu-se ao tratamento estatistico dos resultados.

Na analise estatistica dos resultados foi utilizado a verséo 16.0 do programa SPSS para
Windows. Foram consideradas variaveis independentes o género, idade, habitos

tabagicos e duracdo de exposicao, e varidvel dependente a frequéncia de MN.

As variaveis continuas obtidas nas diversas fases do estudo (idade, tempo de exposicao,
valores de concentracdo de FA no ar e frequéncias de MN) foram descritas usando
médias, erros-padrdo da média e intervalos (méximo, minimo). As variaveis categoricas

(sexo e héabitos tabagicos) foram descritas usando percentagens.

O pressuposto da normalidade foi testado através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Uma
vez que a variavel dependente, frequéncia de MN, se desvia significativamente da
distribuicdo normal foram aplicados testes ndo parameétricos (Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis).
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Foram consideradas diferencas estatisticamente significativas com um intervalo de
confianga de 95% (p < 0.05).
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3. Resultados

3.1. Monitorizagcdo Ambiental

Ap6s o calculo da concentracdo média ponderada (TWA) da exposicdo a FA no ar para
cada um dos profissionais expostos, verificou-se que o valor médio foi de 0.49 ppm
(minimo = 0.07; méaximo = 1.58). Os resultados obtidos para este parametro encontram-
se na tabela 7.

Tabela 7 — Concentragiao media da exposigcao
dos trabalhadores a FA

N TWA (ppm) 2

Grupo Exposto | 55 0.49 + 0.06
(0.07 — 1.58)

@ Media £ Erro Padrao da Média (Minimo — Maximo)

3.2. Monitorizacao Biologica
3.2.1. Teste do micronucleo (MN)

Através da observacdo microscopica de linfocitos de sangue periférico, foi possivel
encontrar células binucleadas contendo MN, sendo mais comum encontrar esse tipo de
células com apenas um MN. Na figura 13 pode-se observar dois exemplos do tipo de

células estudadas.

i

b)

Figura 13 — Linfécitos em telofase: a) Célula binucleada
(ampliagao de 500x, ocular, 12.5x; objectiva 40x); b) Célula
binucleada com um micronucleo (ampliagao de 1250x, ocular,
12.5x; objectiva 100x)
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3.2.2. Relacdo entre a exposicao a formaldeido e a frequéncia de micronucleos

Através da andlise estatistica dos resultados para o biomarcador estudado, verificou-se
que os individuos expostos a FA apresentam uma frequéncia de MN significativamente
superior a dos individuos nao expostos (p < 0.003). Os valores médios obtidos nesta

analise e a sua representacdo grafica encontram-se apresentados na tabela 8 e na figura

14, respectivamente.

Tabela 8 — Valores médios da frequéncia de MN
em ambos os grupos

Grupo N MN (%o) 2

Controlo 52 3.71+050¢k
0-17)

Exposto 55 6.02+ 058
(0-18)

@Meédia = Erro Padrao da Média (Minimo — Maximo)

b p < 0.003, entre o grupo controlo e o exposto

204

MN (%)

= Mediana

—1— Maximo

—1_ Minimo

Controlo Exposto I:I 75% — 25%

a p < 0.003, entre os
Grupo
grupos controlo e exposto

Figura 14 — Representacao grafica da distribuicdo de MN de acordo
com o grupo de individuos

32



RESULTADOS

3.2.3. Relacdo entre o sexo dos individuos e a frequéncia de micronucleos

A andlise estatistica dos resultados permitiu verificar a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas na frequéncia de MN entre homens e mulheres tanto no
grupo controlo como no grupo exposto (Tabela 9).

Observou-se que, em ambos 0s grupos, os individuos do sexo feminino apresentavam
frequéncias de MN mais elevadas do que os individuos do sexo masculino, sendo esta
diferenca estatisticamente significativa (p < 0.017).

Na figura 15 pode-se observar a distribuicdo das frequéncias de MN para ambos os
sexos nos dois grupos estudados.

Tabela 9 — Valores meédios da frequéncia de MN em
ambos os grupos de acordo com o sexo dos individuos

N MN (%o) 2
Grupo Controlo
Sexo Feminino 38 439+063°F
0-17)
Sexo Masculino 14 186 +0.44
0-9)
Grupo Exposto
Sexo Feminino 39 6.72+ 066"
(1-18)
Sexo Masculino 16 431110
(0-17)

4 Media + Erro Padrao da Media (Minimo — Maximo)

b p < 0.017, entre o sexo feminino e 0 masculino em ambos os grupos
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20+
a
104 | 4
o
=
=z
=
0-
Sexo — Mediana
—71— Maximo
|:|Feminino .
—L—  Minimo
[ Masculino
N= 38 14 B 6 I:l 75% - 25%
Controlo Exposto

2 p<0.017, entre o sexo
feminino e o masculinoem

Grupo ambos os grupos

Figura 15 — Representacao grafica da distribuicao de MN de acordo com o
sexo dos individuos em ambos os grupos

3.2.4. Relagéo entre aidade dos individuos e a frequéncia de micronucleos

Para avaliar o efeito da idade na frequéncia de MN, estratificaram-se os individuos
estudados em trés classes etarias: Classe A (< 32 anos), Classe B (32 — 41 anos) e

Classe C (> 41 anos).

ApOs a analise dos resultados € possivel afirmar que existe uma relagé@o positiva entre a
idade dos individuos e a frequéncia de MN (Tabela 10). Isto significa que existe um
aumento do nimero de MN com o0 aumento da idade nos grupos controlo e exposto. A
relacdo entre a frequéncia de MN e as classes etarias no grupo controlo e no grupo

exposto encontram-se representadas nas figuras 16 e 17, respectivamente.

Da andlise dos valores obtidos para o grupo controlo e exposto, verifica-se que o
aumento das frequéncias de MN da Classe A para a Classe B ndo é estatisticamente
significativo. No entanto existe um aumento estatisticamente significativo na frequéncia
de MN da Classe B para a Classe C (p < 0.006 e p < 0.02, no grupo controlo e

exposto, respectivamente) e da classe A para a Classe C (p < 0.001 em ambos os

grupos).
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Tabela 10 — Valores médios da frequéncia de MN
nas trés classes etarias em ambos os grupos

N MN (%o) 2
Grupo Controlo
Classe A (< 32) 20 210+047"
©0-8)
Classe B (32 — 41) 19 3.32+064¢
(0-10)
Classe C (>41) 13 6.77+1.29
(0-17)
Grupo Exposto
Classe A (< 32) 14 3.14+0.76"®
(0-10)
Classe B (32 — 41) 17 524+090¢
1-17)
Classe C (>41) 24 8.25+0.87
(2-18)

@ Média + Erro Padrdo da Média (Minimo — Maximo)

® p < 0.001, entre a classe A e a classe C, em ambos os grupos

© p< 0.008, entre a classe B e a Classe C no grupo controlo

¢ p < 0.020, entre a classe B e a Classe C no grupo exposto

201

104

MN (%o)

=

Grupo Controlo

Classes Etarias
[Ca (<32)

B (32-41)
Mc a1

Mediana
—1— Maximo

Minimo
D 75% — 25%

ap < 0.001, entre a classe A
eaclasseC

b p < 0.006, entre a classe B
eaclasseC

Figura 16 — Representagao grafica da distribuicdo de MN de acordo com as

classes etérias no grupo controlo
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20 3

a"g‘ b
~ a
=z
=
= Mediana
0o —L1— Classes Etarias o
—t— Maximo
a2 —1 Minimo
W 32-41) [ 1 75%-25%
] MlcC (> 41)
N= 14 7 2 ap<0.001, entre a
classe AeaclasseC
Grupo Exposto b < 0.020, entre a

classeBe aclasseC

Figura 17 — Representagao grafica da distribuigdo de MN de acordo com as
classes etéarias no grupo exposto

3.2.5. Relacéo entre os hébitos tabagicos dos individuos e a frequéncia de

micronucleos

A andlise estatistica dos resultados ndo evidenciou diferencas significativas na
frequéncia de MN entre fumadores e néo fumadores no grupo exposto (p = 0.404) e no
grupo controlo (p = 0.896). No entanto, é importante mencionar que na populagéo
estudada o namero de fumadores é reduzido. A influéncia dos habitos tabagicos na

frequéncia de MN em ambos 0s grupos encontra-se representada na tabela 11.
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Tabela 11 — Valores medios da frequéncia de MN em
ambos os grupos de acordo com os habitos tabagicos

N MN (%o) @
Grupo Controlo
Nao Fumadores 45 3.69+054
©-17)
Fumadores 7 3.86+1.44
(0-11)
Grupo Exposto
Nao Fumadores 44 6.18 + 0.64
(1-18)
Fumadores 1 536+1.42
0-17)

a Média + Erro Padrdo da Média (Minimo — Maximo)

3.2.6. Relacdo entre o tempo de exposicdo dos individuos e a frequéncia de

micronucleos

A duracdo da exposicdo dos trabalhadores ao FA, isto €, o nimero de anos de

trabalho no Servico de Anatomia Patol6gica, foi dividida nas seguintes classes: Classe
A (1 -7 anos), Classe B (8 — 14 anos), Classe C (15 — 21 anos) e Classe D (22 — 36
anos). Os resultados apresentados na Tabela 12 reflectem a influéncia do tempo de

exposi¢ao na frequéncia de MN no grupo exposto.

Verifica-se uma diferenga estatisticamente significativa entre a classe mais baixa de

tempo de exposicdo, a classe A, quando comparada com a Classe D, que representa

o tempo de exposicdo mais prolongado (p < 0.009), como se pode observar na figura

18.
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Tabela 12 — Valores médios da frequéncia de MN no grupo
exposto de acordo com o tempo de exposi¢cao

N MN (%o) ®
Tempo de Exposi¢cao (anos)
ClasseA(1-17) 16 3.81+0.77°
(0-10)
Classe B (8 — 14) 16 5.00 £ 0.74
(1-11)
Classe C (15-21) 7 7.86+2.24
(2-17)
Classe D (22 - 36) 16 8.44+ 1.1
(3-18)

aMeédia = Erro Padrdo da Média (Minimo — Maximo)

b p < 0.009, entre a classe A e a classe D

20 s
10 4
=
=
Classes (anos)
0 Ca-7)
Wle s - 14) Mediana
—— Maximo
Blc(15- 21)
—L _ Minimo
] o 22 -36)
ne * ! * [ ] 75%-25%

a p<0.009, entre a

Grupo Exposto
classe A e aclasseD

Figura 18 — Representacéo grafica da distribuicdo da frequéncia de MN
com o tempo de exposicao dos individuos do grupo exposto
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4. Discussao

Através do célculo da concentracdo média ponderada (TWA) para cada um dos
individuos expostos, constatou-se que o valor médio de exposicdo a FA para a
populacdo estudada foi de 0.49 ppm (minimo = 0.07; maximo = 1.58). Este valor é
indicativo da ocorréncia de uma exposicao elevada a FA nos Servigcos de Anatomia
Patoldgica das unidades hospitalares estudadas. Sendo o valor limite de concentracao
de FA no ar 0.3 ppm (IPQ, 2007), é seguro dizer que os profissionais que ai exercem a
sua actividade estdo expostos a niveis de FA superiores aos valores limite
estabelecidos.

Varios estudos apontam os laboratérios de anatomia patolégica como um dos cenarios
ocupacionais onde os trabalhadores estdo expostos a concentracdes de FA superiores
aos valores limite regulamentados, 0 que indica uma situacdo de risco de exposi¢ao
profissional (Akbar-Khanzadeh et al., 1994; Shaham et al., 1997; Akbar-Khanzadeh &
Pulido, 2003). Um estudo recente revelou que os niveis deste composto em 4
hospitais da zona do Porto e Aveiro estavam compreendidos entre 0.04 ppm e 1.58
ppm (minimo e maximo, respectivamente) e que a concentragdo media era de 0.44
ppm (TWA) (Costa et al., 2008). Um outro estudo publicado anteriormente reportou
gue trabalhadores deste ramo profissional estavam expostos a concentragbes médias
de FA compreendidas entre 0.1 e 0.7 ppm (minimo e maximo, respectivamente)
(Orsiére et al., 2006).

Da analise dos resultados obtidos verifica-se que o valor médio de frequéncia de MN
dos individuos expostos € significativamente mais elevado quando comparado com o
grupo controlo. O aumento significativo da frequéncia de MN em trabalhadores
expostos a FA é um facto referenciado em alguns estudos encontrados na literatura

cientifica.

Um estudo sobre os efeitos citotoxicos da exposicao a FA descreveu um aumento
significativo da frequéncia de MN em linfocitos de sangue periférico (28%) em
estudantes expostos a este composto durante o processo de embalsamento
(TWA = 0.33 ppm) (Suruda et al., 1993). Outro estudo sobre a deteccdo de efeitos
citogenéticos em linfocitos periféricos de estudantes de anatomia expostos a este
composto quimico (concentracdo média = 2.37 ppm) relatou um aumento significativo
da frequéncia de MN nesse grupo quando comparado com o grupo controlo (He et al.,
1998). Recentemente, o0 mesmo efeito foi descrito para um grupo de 151 operarios

expostos a esse composto quimico (Yu et al., 2005).
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Em 2006 foi publicado um trabalho sobre o efeito genotoxico do FA em 59
profissionais de laboratérios de anatomia patolégica, tendo sido encontrado um
aumento significativo na frequéncia de MN nesse grupo quando comparado com o
grupo controlo (Orsiére et al., 2006). Outro estudo obteve resultados semelhantes para
este indicador de dano genético, detectando que a frequéncia de MN no grupo exposto
é significativamente superior a do grupo controlo (p = 0.003) (Costa et al., 2008).

Por outro lado, outros estudos revelam que ndo existem diferengas significativas na
frequéncia de MN entre individuos expostos e controlo (Titenko-Holland et al., 1996;
Ying et al., 1997, Pala et al., 2008). No entanto, devido ao grande numero de estudos
que comprovam a relacdo positiva entre o aumento da frequéncia de MN e a
exposicdo a FA, poder-se-a afirmar que a frequéncia de MN em linfécitos € um bom
biomarcador de danos genéticos em populacbes humanas expostas a FA (Fenech,
1993; Fenech et al.,, 1999; Bonassi et al. 2007). Vérios estudos apontam para a
existéncia de uma relagdo entre a inducdo de MN e o desenvolvimento de cancro
(Blair et al., 1990; Armstrong et al., 2000; Vaughan et al., 2000; Luce et al., 2002;
Pinkerton et al., 2004; Freeman et al., 2009).

Na biomonitorizacdo de populacdes expostas ocupacionalmente a compostos toxicos
€ necessario estudar a interferéncia de algumas caracteristicas da populagcdo como a
idade, o sexo, o tempo de exposicdo e os habitos tabagicos dos individuos. Neste

trabalho estudou-se a influéncia destas variaveis na frequéncia de MN.

A andlise estatistica da relacdo entre o sexo dos individuos e a frequéncia de MN
revelou que as mulheres apresentam, em média, um nimero de MN significativamente

superior aos encontrados nos homens, tanto no grupo controlo como no exposto.

Alguns estudos referenciados na literatura cientifica encontraram resultados
semelhantes, revelando que os individuos do sexo feminino apresentam um maior
namero de MN do que os individuos do sexo masculino (Bonassi et al., 2001; Vodicka
et al., 2004; Costa et al., 2008). Um estudo sobre a influéncia do sexo na ocorréncia
de MN atribuiu 0 aumento do numero de MN nas mulheres a eventos aneugénicos que
envolvem o cromossoma X (Barale et al., 1998). Um outro estudo referiu que encontrar
o cromossoma X em MN é mais frequente do que seria de esperar, demonstrando
existir uma expressao excessiva deste cromossoma em MN de linfcitos de individuos
do sexo feminino (Surrallés et al., 1996). Contudo a explicagdo para este fenébmeno

nao se encontra totalmente esclarecida.

No estudo da relacdo entre a idade dos individuos e a frequéncia de MN verificou-se

que ocorre um aumento da frequéncia de MN com o aumento da idade dos individuos
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em ambos os grupos. Para a andlise desta variavel, procedeu-se ao estabelecimento
de trés classes etarias, Classe A (< 32 anos), Classe B (32 - 41 anos) e Classe C (>
41 anos). Assim, foi possivel verificar a existéncia de um aumento significativo de MN
da classe B para a classe C e da classe A para a classe C em ambos o0s grupos,
demonstrando que individuos mais velhos apresentam uma maior frequéncia de MN,

comparativamente aos mais novos.

O aumento da frequéncia de MN com o aumento da idade foi comprovado em alguns
estudos (Bolognesi et al., 1999; Fenech et al., 1999; Bonassi et al., 2001). Ha
evidéncias que esse aumento resulta de alteragbes no fuso mitético, o que leva a
atrasos na ascensdao polar dos cromossomas durante a anafase (Costa et al., 2008). O
aumento da ocorréncia de danos genéticos com o aumento da idade dos individuos
esté relacionado com a perda de eficiéncia dos mecanismos de reparagdo do ADN e
com o aparecimento de defeitos no sistema de defesa celular, durante o processo de
envelhecimento (Orsiére et al., 2006).

AplGs a analise estatistica da relacdo entre os habitos tabagicos dos individuos e a
frequéncia de MN constatou-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas entre fumadores e ndo fumadores no que diz respeito a frequéncia de

MN para ambos 0s grupos.

Esta constatacéo difere da obtida noutros estudos que evidenciam que os fumadores
apresentam uma maior frequéncia de MN quando comparados com os ndo fumadores,
possivelmente devido a existéncia de substancias carcinogénicas no fumo do tabaco,
capazes de provocar danos no ADN (Laffon et al., 2002; Orsiére et al., 2006; Bahlli et
al., 2006). Contudo, noutros trabalhos, essa relagdo ndo foi comprovada, ndo tendo
sido detectada relacdo causal entre o fumo do tabaco e o aumento da frequéncia de
MN (Bonassi et al., 2003; Hoffmann & Speit et al., 2005). O resultado obtido neste
estudo no que diz respeito ao efeito do fumo do tabaco podera ser explicado pelo

reduzido nimero de fumadores na populagéo estudada.

A andlise estatistica da relacdo entre o tempo de exposicdo e a frequéncia de MN
evidenciou a existéncia de uma relagdo positiva entre essas variaveis. Para se
proceder ao estudo desta relacdo, dividiu-se os individuos em quatro classes: Classe
A (1 - 7 anos de trabalho), Classe B (8 — 14 anos de trabalho), Classe C (15 — 21 anos
de trabalho e Classe D (22 — 36 anos de trabalho). Foi possivel verificar a existéncia
de um aumento estatisticamente significativo da classe A para a classe D no grupo
estudado, demonstrando que a frequéncia média de MN aumenta com o aumento do

tempo de exposicao ao FA.
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Esta ultima variavel estudada esta relacionada com outra ja mencionada, a idade. De
um modo geral, 0 aumento da idade dos individuos esté relacionado com o aumento
do tempo de exposi¢do a FA, verificando-se assim um aumento na frequéncia média
de MN em individuos expostos mais velhos e que trabalham h& mais anos (Bolognesi
et al., 1999; Orsiére et al., 2006).
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5. Concluséao

Neste trabalho foi avaliada a exposi¢ao ocupacional a FA de um grupo de profissionais
dos Servicos de Anatomia Patol6gica (monitorizacdo ambiental) e estudado o dano
genotodxico induzido pela exposicao a este composto (monitorizacao biol6gica).

Na monitorizacdo ambiental constatou-se que os profissionais estao expostos a niveis
elevados de FA, superiores aos valores limite estabelecidos tanto a nivel nacional
como internacional. Idealmente a primeira abordagem a este cendrio seria a
substituicdo do composto por outro, no entanto, face a relagdo custo/beneficio do FA
os laboratérios muito dificilmente o substituirdo. Torna-se por isso necesséria a
implementacdo de medidas de prevencdo e de controlo que minimizem o risco de
exposicdo a este quimico, nomeadamente a implementacdo de boas préaticas de
trabalho e a formacado dos profissionais nesses principios. Os trabalhadores deverdo
também ser informados sobre a correcta utilizacdo dos meios de prevencéao (colectiva
e individual) e sua manutengdo, de modo a minimizar 0s riscos inerentes as suas
actividades. Paralelamente devera ser assegurado um programa de vigilancia da
saude dos trabalhadores que permita uma avaliagdo continua dos riscos na saude de
natureza profissional e subsidie medidas e acc¢des preventivas adequadas ao controle
da exposicdo. Dever-se-a igualmente proceder a melhorias nos locais de trabalho
nomeadamente no que diz respeito as condicbes de exaustdo, ventilagdo e

climatizacgéo.

Relativamente & monitorizagdo biologica, para avaliar o potencial dano genotoxico
provocado pela exposicdo a FA recorreu-se ao teste do MN e verificou-se que 0s
individuos expostos ocupacionalmente a FA, apresentam um dano genético

significativamente mais elevado do que grupo dos individuos ndo expostos.

Assim, é possivel concluir que este biomarcador é Util na avaliagdo dos efeitos
genotoxicos provocados pela exposi¢do a FA, e tendo em consideragdo que os MN tal
como as aberragbes cromossOmicas sdo um indicador precoce do possivel
desenvolvimento de patologias oncologicas. Por este motivo, € fundamental a
execucdo de medidas que visem a diminuicdo da exposicdo ocupacional a este

composto.

Para finalizar, é importante referir que seria interessante a realizacdo de um estudo de
avaliacdo da exposicdo ao FA que envolvesse a aplicacdo de véarios biomarcadores
bem como um aumento do nuimero de individuos estudados. Assim, os resultados

obtidos reflectiiam mais correctamente os efeitos adversos provocados pela
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exposicdo ocupacional a este composto na saude dos profissionais e contribuiriam

seguramente para a prevengdo dos mesmos.
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ANEXO |

INSA - Laboratério Toxicologia Inquérito: Projecto GenFA

CODIGO DE IDENTIFICACAO :

Amostra recolhida por: Data: / /

Hora:

A) CARACTERIZACAO SOCIO-DEMOGRAFICA :

1. Data de Nascimento : / / (Idade= anos)
2.Sexo: M[_] FL]

3. Altura: Peso:

4 Naturalidade: Localidade onde reside:

B) ACTIVIDADE PROFISSIONAL:

5. Actividade profissional:

6. Posto de trabalho: 3. H& quanto tempo a exerce:

7. Em que consiste:

8. Usa algum tipo de equipamento de proteccao individual? SIM [ | NAO[ ]
8.1 Qual?

9. Exerce a sua actividade profissional noutro local : SIM [ ] NAO []

9.1 Quantas horas por semana

10. ProfissGes anteriores: Periodo :

C) CARACTERIZACAO DE ESTILO DE VIDA E SAUDE:

C,) Habitos Tabagicos

11. E actualmente fumador? SIM [ ] NAO [ ]

Se é fumador: Com que idade comegou a fumar? anos

Quantos cigarros fuma por dia?
Pag.1
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12. Alguma vez fumou? SIM [] NAO[]
Se é ex-fumador: Com que idade comecou a fumar? anos
Com que idade deixou de fumar? anos

13. Se é fumador passivo :

Tem contacto regular durante 2 ou mais horas com fumadores?

Em casa SIM [] NAO [ ]
No trabalho sim ] NAO []
No café ou similar SIM[] NAO [ ]

C,) Consumo de Alcool

I 0] 4 15) U] o I

Que quantidade de alcool consome em média, por dia ?

Quie tipo de bebida alcodlica bebe habitualmente?

15. NGO CONSUMO ..cvvveeiiieee e

Cs) Historial Clinico
16. Sofre de alergias respiratérias? siM[_} NAO[_]

Se respondeu SIM :

16.1. SO desde que comecei a exercer a minha actual fungéo...........

16.2. Sempre soffi..........

Se sempre sofreu, sente que houve um agravamento desde que comegou a exercer a sua
actual actividade profissional? SIM |:| NAO |:|
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17. Costuma sentir alguma da sintomatologia seguinte?

17.1. Irritac@o na garganta..................... []
17.2. Irritac@0 NO Nariz..........coeeeeeeeeeen ]
17.3. Irritac@o nos 0lhoS..........cccvvveeeeenn. []
17.4. Aumento do lacrimejar................... []
17.5. QUITOS. ..covvviiieeeeeeeeeeeiiie e Qual/Quais ?

Se assinalou algum sintoma, pode especificar a altura do dia ou da semana em que
sente mais?

18. No ultimo ano fez algum tipo de Exame radiologico (Raios X) ? SIM [ ]  NAO[]

Qual?

19. Nos ultimos 2 meses teve algum problema de saude ? siM [] NAO [ ]
Qual?

20. No dltimo ano foi submetido(a) a alguma intervencéo cirtrgica? SIM [ | NAO[_]
Qual?

21. Toma algum tipo de medicagdo? SIM[_] NAO [ ]

Qual/Quais?

22. Alguma vez tomou ou toma pilula contraceptiva ou faz terapéutica hormonal de
substituicdo? SIM [] NAO[ ]

Ha quanto tempo?

23. Tomou alguma vacina nos Gltimos 12 meses?  SIM [_] NAO [ ]

Qual?
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