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Resumo

O presente estudo foi elaborado com o intuito de avaliar os efeitos respiratorios e
genotoxicos da exposi¢do ocupacional a produtos resultantes da atividade de tipografias
e determinar o risco associado a esta exposi¢do. Para tal, recorreu-se a espirometria para
avaliar a funcdo pulmonar e ao teste dos micronucleos para determinar o risco de
genotoxicidade. Participaram neste estudo 69 individuos, dos quais 25 estdo
ocupacionalmente expostos aos produtos das tipografias (grupo exposto) e 44 individuos
ndo estdo expostos ao ambiente estudado (grupo ndo exposto). Todos responderam a um
questionario sobre o seu estilo de vida, realizaram o teste da espirometria, mediram a
pressdo arterial e recolheu-se as células do epitélio bucal. Analisou-se a frequéncia de
c¢lulas micronucleadas e outras anomalias nucleares (binucleagdo, cariolise, picnose e
cariorréxis) e verificou-se que no grupo exposto a frequéncia de células micronucleadas
foi maior (12.96 MN/2000 células) enquanto que no grupo nao exposto foi menor
(4MN/2000c¢lulas). Relativamente as outras anomalias nucleares observou-se uma
grande discrepancia entre o grupo exposto € o nao exposto (218.84 e 51.48 ONA/ 2000
células, respetivamente). Relativamente as varidveis de caracterizagdo, obtidas através
dos questionarios, ndo se observaram diferencas significativas entre os dois grupos em
estudo (p<0.05). Para além disso, 0 mesmo aconteceu com os resultados do diagnostico
do teste de espirometria (normal, obstrucdo leve / moderada / severa), onde ndo se
verificaram diferencas significativas entre o grupo exposto € o grupo nao exposto. Os
resultados deste estudo revelaram que o risco de ter células com MN ¢ 3,2 vezes superior
no grupo exposto ao ambiente em estudo do que no grupo nao exposto (controlo),
mostrando que neste ambiente os produtos resultantes das atividades de impressdo sdo

agentes genotoxicos.

Palavras-chaves: Micronucleos; espirometria; tipografias; COV; Exposicdo

ocupacional; genotoxicidade.
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Abstract

The present research has been organized in order to evaluate the respiratory and
genotoxic effects of occupational exposure to products resulting from the activity of
printers in typographies, and to determine the risk associated to such exposure. to achieve
these goals, spirometry was used to evaluate lung function while the micronucleus test
was carried to determine the risk of genotoxicity. This study comprised 69 subjects, being
25 individuals occupationally exposed to the products of typographies (group exposed)
and 44 individuals non-exposed to the environment studied (group not exposed). Each
individual responded to a questionnaire about their lifestyle, performed the spirometry
test and measured the blood pressure. Also, the frequency of micronucleated cells and of
other nuclear anomalies (binucleated, karyolitic, pyknotic and karyorrhectic) in the oral
epithelia of each subject was analyzed. We found that in the exposed group the frequency
of micronucleated cells was high (12.96 MN/2000 cells), while in the group non-exposed
was significantly lower (4MN/ 2000cells). Concerning the other nuclear anomalies, there
was a large discrepancy between the exposed and non-exposed group (218.84 and 51.48
ONA/2000 cells, respectively). Regarding the variables of characterization, obtained by
questionnaires, we did not observe significant differences between the two studied groups
(< 0.05). Similarly, the results of spirometry test (diagnosis of normal, mild, moderate
or severe respiratory obstruction) did not reveal significant differences between the
exposed and non-exposed group. Results showed that the risk of having cells with MN is
3.2 times higher in the group occupationally exposed than in non-exposed one (control

group), revealing that the products of printing are genotoxic agents.

Key-words: Micronuclei; spirometry; typographies; VOC; Occupational exposure;

genotoxicity.
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Introducao

Um individuo passa em média um ter¢o da sua vida no local de trabalho. Assim
sendo, este espaco ¢ considerado um grande fator condicionante para a saude de cada
individuo (Goud et al. 2001). No caso de tipografias, a exposi¢do ocupacional a
componentes toxicos derivados das fotocopiadoras pode causar danos ao nivel do genoma
nas células somaticas dos trabalhadores (Manikantan et al. 2009). As pessoas que
trabalham com as fotocopiadoras estdo, particularmente, expostas as substancias que
constituem os tinteiros, sendo os seus componentes essencialmente dois: o carbono negro
e a resina (Goud et al. 2004). No entanto, nestes ambientes também estdo presentes os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), estireno, magnetita (Fe3O4) e
nitropireno (Goud ef al. 2001). Para além dos componentes dos tinteiros, quando as
impressoras estdo em funcionamento libertam varios compostos, tais como gases toxicos
(ozono, didxido de nitrogénio) e compostos organicos volateis (COV), e produzem

emissoes de baixa frequéncia eletromagnética (Goud et al. 2004).

Estudos prévios revelam que a exposi¢do a alguns componentes dos tinteiros
induz efeitos mutagénicos nas células. Por exemplo, o estireno induz anomalias no ADN,
tais como transposi¢des de cromatideos irmaos em linfécitos (Vaghef & Hellman 1998),
os PAHs atuam no ADN por oxidagdo (Popp et al. 1997) e o ozono induz anomalias

nucleares nas células do epitélio nasal (Garciduenas et al. 1997).

Os componentes dos tinteiros das impressoras que mais influenciam a satde dos
trabalhadores s3o os COV; estes, sdo compostos organicos que possuem alta pressdo de
vapor sob condigdes normais, a tal ponto de vaporizarem facilmente e entrarem na
atmosfera (Berenjian & Khodiev, 2009). A Organizagao Mundial de Saude (OMS) define
COV como qualquer composto organico cujo ponto de ebuli¢do se situa na gama dos 50-
100°C a 240-260°C, o que corresponde a pressdes de vapor de saturagdo superior a 102
kPa a 25 °C (ISO16000- 6, 1989). Uma grande variedade de moléculas a base de carbono,
tais como aldeidos, cetonas e outros hidrocarbonetos leves sdo considerados COV
(Berenjian et al. 2012). Muitos destes compostos volateis sdo toxicos ou mesmo mortais
para os seres humanos e podem ser prejudiciais para 0 meio ambiente. Varios estudos
demonstram que a exposi¢ao aos COV induz um aumento significativo na frequéncia de
microndcleos em células epiteliais bucais (Caselli ef al. 2009; Sutton et al. 2009; Garcia

et al. 2012) e em células sanguineas, como os linfocitos (Manikantan ez al. 2009; Sancini
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et al. 2014). O aparecimento de outras anomalias nucleares também esta relacionado com
a exposicao a COV (Goud et al. 2004). Para além destes efeitos genotoxicos, outros
estudos concluiram que os trabalhadores expostos aos COV s3ao mais suscetiveis a
demonstrar fadiga, perda de forcas tanto nos bragos como nas maos, dificuldade de
concentragdo, dores de garganta e baixa tolerancia ao dlcool (Horstman et al. 2001).
Existem evidéncias que mostram uma associagdo entre a exposi¢ao ocupacional a COV
e os efeitos na saude humana dos trabalhadores das tipografias (Guo et al. 2004), sendo
os principais efeitos a nivel respiratério, pulmonar, neurolégico e de irritacdo ocular

(Caselli et al. 2009).

Um biomarcador ¢ considerado pela OMS (1993) como sendo “uma substancia,
estrutura ou processo que pode ser medido no organismo ou, um produto derivado desta
estrutura ou processo que possa influenciar/prever alguma doenca”. Também,
acrescentam que pode ser considerado “qualquer medida que reflete uma interagao entre
um sistema biologico e um perigo potencial que pode ser quimico, fisico ou biolégico™.
Os biomarcadores desempenham, na verdade, um papel fundamental na pesquisa
biomédica e no conhecimento profundo de varias doengas, como por exemplo o cancro

(Strimbu & Tavel 2010).

Os micronucleos (MN) sao um dos biomarcadores mais estudados, e a sua analise
¢ feita através de um teste considerado barato e eficaz que permite a avaliagdo do risco
de carcinogénese (Ramirez et al. 2002). Quando a frequéncia de MN ¢ elevada nos
linfocitos, indica um aumento do risco de desenvolvimento de cancros gastrointestinais e
urogenitais (Bonassi ef al. 2007) sendo que, a frequéncia de MN e os polimorfismos
nucleares ajudam a entender o quao maligna pode ser a neoplasia (Mahimkar ez al. 2010).
A mucosa oral fornece uma barreira a potenciais agentes genotdxicos que podem ser
metabolizados para gerar diversos produtos reativos (Spivack et al. 2004). Como até 90%
de todos os cancros sdo de origem epitelial, a aplicagao do teste dos MN pode ser utilizada
para monitorizar acontecimentos genotdxicos precoces. Para a andlise dos estilos de vida
no quotidiano (tabaco, dlcool), um método ndo-invasivo e ja estudado, ¢ a exfoliagcdo de
células bucais, sendo este muitas vezes associado a utilizagdo de MN como

biomarcadores (Holland et al. 2008).

As células com MN sdo caracterizadas pela presenca de um ou mais pequenos
nucleos perto do nucleo principal. Estes podem ser redondos ou ovais, com a mesma

textura e mesma intensidade da coloragdo do nucleo principal, possuem de didmetro 1/3
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a 1/6 do nucleo principal, ndo existindo nenhum tipo de ligagdo com o nucleo principal
(Bolognesi et al. 2013). Um individuo que nao esteja exposto a nenhum tipo de agente
genotoxico apresenta, normalmente, entre 0,50-2,5 células com MN por 1000 células
(Bonassi et al. 2011). A formagao de células micronucleadas ocorre na tel6fase, aquando
da formagao da membrana nuclear, pois por vezes ha cromossomas inteiros, ou pequenas
partes destes, que ndo atingem os polos durante a divisao celular, ficando estes fragmentos
fora do nucleo principal (Krisch-Volders et al. 2011; Norppa & Falck 2003). Outro modo
de formagdo de células com MN pode ser numa falha do fuso mitético, levando ao nao
emparelhamento dos centromeros aos microtibulos. Isto fara com que o centrémero ndo
passe para a proxima fase da divisao celular (andfase) e, consequentemente, para a

telofase (Mateuca ef al. 2006).

Para além dos MN existem outros tipos de anomalias nucleares (ONA), como por
exemplo, células com a cromatina condensada, cariorréxis, cariolise, picnose, células
binucleadas e com pontes nucleares (Thomas ef al. 2009). As células com a cromatina
condensada possuem um nucleo com um padrao estriado devido a agregacdo da
cromatina, que esta intensamente corada. Esta cromatina tem pouca ou nenhuma
atividade e ¢ associada ao processo de apoptose (Thomas et al. 2009). Nas células com
cariorréxis também ocorre a agregacao da cromatina, s6 que em extensdes maiores,
havendo um padrao corado mais intenso que o das células anteriores. Esta anomalia
indica-nos que a célula ja estd num estado avancado da apoptose (Majno & Joris 1995).
Outra anomalia nuclear ¢ a caridlise, onde o nucleo estd desprovido de ADN, contendo
apenas proteinas nucleares, pois como esta célula ndo possui material genético nao ¢
“corado” com a técnica de Feulgen (Bolognesi ef al. 2013). Este tipo de células indica-
nos os ultimos estadios da apoptose ou necrose (Majno & Joris 1995). As células
picnoticas possuem um nucleo reduzido e intensamente corado, apresentando uma
condensagdo da cromatina irreversivel. O nucleo, como ja foi referido, ¢ reduzido e
condensado, apresentando um diametro de cerca de 1/3 de um nucleo de uma célula vidvel
(Bolognesi et al. 2013). O seu significado biologico ainda ndo estd totalmente
desvendado, no entanto sabe-se que esta diretamente relacionado com as células com a
cromatina condensada e com cariorréxis, ou seja, as células picnoticas estdo também num
processo de apoptose (Bolognesi ef al. 2013). Nas células binucleadas, hd dois nucleos
com o mesmo tamanho e corados com a mesma intensidade dentro da mesma célula, pois

ocorre uma falha numa das fases da divisdo celular, a cariocinese, mais concretamente
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um defeito na formagao do fuso acromatico (Shi & King 2005), originado uma segregacao
andémala dos cromossomas (Bolognesi et al. 2013). Por ultimo, as células com pontes
nucleares (NBUD) caracterizam-se por conterem corpos nucleares ligados ao nucleo por
uma ponte nucleoplasmatica, os quais possuem a mesma textura e a intensidade da
coloracdo que o nicleo. Normalmente, as NUBD apresentam 1/3 do diametro do nucleo,
mas por vezes podem ser do mesmo tamanho sendo entdo estas anomalias designadas de

“broken egg” (Bolognesi ef al. 2013).

O teste histoquimico utilizado neste estudo foi a reagcdo de Feulgen. Neste teste,
inicialmente trata-se a célula com acido cloridrico, para remover as bases de purina do
ADN, ficando expostos os aldeidos do acucar desoxirribose. De seguida, a amostra ¢
imersa no reagente de Schiff, que depois se liga aos aldeidos e forma a cor avermelhada.
Este tipo de teste ¢ o mais utilizado para estudar as anomalias nucleares acima referidas

(Kumar et al. 2016).

Considerando que a composi¢ao do ambiente a que os individuos do presente
estudo estio expostos devera ter algum efeito na fung¢ao pulmonar, criou-se a necessidade
de avaliar a mesma, recorrendo ao teste de espirometria (Backman et al. 2015). A
espirometria ¢ o teste mais utilizado na avaliacdo da funcao pulmonar e consiste na
medicao do fluxo de ar, utilizando um espiroémetro, podendo avaliar e/ou diagnosticar
varias doengas pulmonares (Gold & Koth 2015). Depois de realizar o teste, o equipamento
da-nos os valores dos pardmetros, sendo os mais relevantes: o volume de ar expirado
forcado (FVC); o volume de ar expirado no primeiro segundo (FEV)), este parametro
pode ser importante para conseguirmos determinar quanto tempo demora a esvaziar os
pulmdes cheios de ar; um indice de limitagao de fluxo de ar (FEV1/FVC); e MEF75-25%
que ¢ o fluxo médio de ar durante os 25% a 75% do teste. Dependendo do aparelho
utilizado podem ser disponibilizados também, outros tipos de parametros (Johns & Pierce
2007). Os valores obtidos no teste de espirometria, t€m em consideragao as caracteristicas
do individuo, como a idade, altura, etnia e género, e os resultados obtidos sdo expressos
em percentagem (Gold & Kalt, 2015), sendo que estas varidveis individuais podem alterar
os valores do teste de espirometria. Tendo em conta o género, os individuos masculinos
apresentam os valores de FVC, FEV| e MEF25%-75% mais elevados do que os
individuos femininos (Johns & Pierce 2007), devido ao menor volume dos pulmoes destes
ultimos (American, 1995); em relagdo a idade, os valores de FVC, FEV1e MEF25%-75%

aumentam até aos 20 anos no sexo feminino e até aos 25 anos no sexo masculino, sendo
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que depois diminuem gradualmente (Johns & Pierce 2007); relativamente a altura, todos
os indices aumentam com a altura, menos o FEV/FVC; por fim a etnia, - os caucasianos
tém o maior FEV; e FVC de todos os grupos étnicos, os polinésios sdo os que apresentam
os valores mais baixos (Johns & Pierce 2007). Quando aplicado o teste de espirometria,

o seu modo de aplicacdo no individuo tem que ser rigoroso (Backman et al. 2015).

O presente estudo tem como objetivo avaliar se os poluentes produzidos na
atividade de tipografia/grafica estdo associados ao aumento de MN e de outras anomalias
nucleares nas células do epitélio bucal dos trabalhadores (exposi¢ao ocupacional) e, para
além disso, se influenciam os parametros do funcionamento pulmonar dos mesmos,
através de testes de espirometria. Este trabalho tem um caracter interessante e com
inovacdo, pois apesar de ja haver varios estudos que comprovam que este tipo de
poluentes apresenta riscos para a saude humana (Balakrishnan & Das, 2010; Manikantan
et al. 2009), ainda ndo existem estudos que esclarecam a utilidade do uso das anomalias
nucleares das células do epitélio bucal como biomarcadores de efeito neste tipo de

exposicao ocupacional.
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