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RESUMO

O objetivo do presente estudo € avaliar os danos genéticos induzidos em linfocitos
do sangue periférico e células da mucosa oral em trabalhadores de industria de
tintas. O ensaio cometa em linfcitos de sangue periférico e em células da mucosa
oral e o teste do micronlcleo em células da mucosa oral foram empregados para
avaliagdo de genotoxicidade. Para o teste do micronucleo em células bucais
exfoliadas, nenhuma diferenca significativa foi detectada entre o grupo controle e os
trabalhadores em industria de tintas. O ensaio Cometa em células do epitélio bucal
mostraram que o Indice de Dano (DI) e Freqiéncia de Dano (DF) observada no
grupo exposto foram significativamente maiores em relagdo ao grupo controle (P <
0,05). Da mesma forma, os dados do ensaio Cometa em leucécitos no sangue
periférico mostrou que ambos os parametros para andlise do presente ensaio (DI e
DF) foram significativamente maiores do que para o grupo controle (P < 0,05). A
exposi¢ao profissional crénica relacionada com fabricagédo de tintas, pode ocasionar
um sensivel aumento do risco de dano genético entre trabalhadores da industria de
fabricacao de tintas.

Palavras-chave:

Ensaio Cometa; Teste do Micronucleo; Trabalhadores em Industria de Tintas;
Células da Mucosa Oral.



ABSTRACT

Objectives: The aim of the present study was to evaluate genome damage induced
in peripheral blood lymphocytes and oral mucosa cells from paint-industry workers.
Methods: The alkaline Comet assay in blood lymphocytes and mucosa oral cells and
the Micronucleus test in cells mucosa oral were employed for genotoxicity
evaluations. Results: For the micronucleus test in buccal exfoliated cells, no
significant difference was detected between the control and paint industry workers.
The Comet assay in epithelia buccal cells showed that the Damage Index (DI) and
Damage Frequency (DF) observed in the exposed group were significantly higher
relative to the control group (P<0.05). In the same way, the Comet assay data in
peripheral blood leukocytes showed that both analysis parameters of this assay (DI
and DF) were significantly greater than that for the control group (P<0.05).
Conclusions: Chronic occupational exposure to paints may lead to a slightly
increased risk of genetic damage among paint industry workers

Key-words: Alkaline Comet Assay; Micronucleus Test; Paint-industry workers; Oral
mucosa cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 Risco Ocupacional

Doenca ocupacional € descrita desde tempos remotos, como um fator gerador e
modificador das condi¢des de viver, adoecer e morrer dos homens (Frias & Silva,
1999) e a relacao entre trabalho, saude e doenca foi expressa em obras de artistas,
historiadores e filosofos. HipOcrates descreveu o quadro clinico da intoxicagao
saturnina, Plinio (naturalista romano) o aspecto dos trabalhadores expostos ao
chumbo, mercurio e poeiras, Agricola (médico saxao do século XVI) sobre a “asma
dos mineiros”, conhecida hoje como silicose e Paracelso (médico suico) a
intoxicacao pelo mercurio (Margotta, 1998).

Em 1700, o médico italiano Bernardino Ramazzini foi considerado o pai da
Medicina do Trabalho com a publicacdo do livro “As doencgas dos trabalhadores”.
Relacionou 54 profissbes e descreveu o0s principais problemas de saude
apresentado pelos trabalhadores, chamando a atencdo para a necessidade dos
médicos conhecerem a ocupacdo atual e pregressa destes pacientes para
relacionarem com sua doenca atual, fazendo diagnésticos corretos e adotando
procedimentos adequados para sua prevencao (Mendes, 1995).

A medicina do trabalho pode ser definida como uma especialidade que lida
com as relacgdes entre a saude de homens e mulheres e seu trabalho, visando além
da prevencao de doencas e acidentes de trabalho, a promocdo da saude e
qualidade de vida relacionados com o seu ambiente de trabalho.

Com a Revolucao Industrial, que teve inicio na Inglaterra no século XVIII

(1760 — 1850), ocorreram transformacgdes radicais nas condi¢gdes de vida social e de
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trabalho. As condicdes de trabalho eram péssimas, 0s acidentes eram numerosos,
nao havia limite na jornada de trabalho, e muitos problemas se deviam a ambientes
fechados e maquinas sem protecao, disseminando inclusive doencas infecto
contagiosas (Mendes,1995).

No Brasil a primeira lei sobre acidentes do trabalho foi aprovada em 15 de
janeiro de 1919 (decreto legislativo n? 3.724). Posteriormente, na década de 70, foi
regulamentada no Brasil a obrigatoriedade dos servicos de seguranca e medicina do
trabalho nas empresas acima de determinado porte e grau de risco (Rocha et al.,
1994).

Mesmo com medidas preventivas cada vez mais rigidas adotadas pelos
orgaos de fiscalizagdo, ainda é corrente a deteccdo de lesdes originadas pela
exposicao irregular dos trabalhadores aos produtos téxicos presentes em seu
ambiente de trabalho. Devido a exposicao a estes produtos, podemos encontrar
neoplasias, que sdo doencas caracterizadas pela perda de controle do processo de
divisdo celular, por meio do qual os tecidos normalmente crescem e/ou se renovam,
levando a multiplicacdo celular desordenada. A oncogénese pode ser ativada por
agentes ambientais atuando sobre determinados genes, sendo um processo
multifatorial onde estao envolvidos a predisposi¢cdo genética ou induzida por fatores
secundarios ambientais ou virais (MS, 2001).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2005), o Ministério
da Saude esta elaborando e executando projetos que visam a reducgao, a eliminagcao
ou o controle de agentes cancerigenos presentes no meio ambiente e nos
ambientes de trabalho. Nos ambientes de trabalho podem ser encontrados agentes
cancerigenos como o amianto, a silica, solventes aromaticos como o benzeno,

metais pesados como o niquel e o cromo, a radiagdo ionizante e alguns agrotéxicos,
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cujo efeito pode ser potencializado se for somada a exposicdo a outros fatores de
risco para cancer como a poluicdo ambiental, dieta rica em gorduras trans, consumo
exagerado de alcool, os agentes bioldégicos e o tabagismo (INCA, 2005). Os tipos
mais freqlentes de cancer relacionados ao trabalho sdo o cancer de pulmao, os
mesoteliomas, o céncer de pele, o de bexiga e as leucemias (INCA, 2005). O
periodo de laténcia entre a exposicdo ao carcinégeno e o desenvolvimento da
alteracao celular é muito variavel e longo, dificultando a correlagdo causal ou o
estabelecimento do nexo entre a exposicao e a doenga, particularmente no caso dos
canceres relacionados ao trabalho (MS, 2001). Dentre as agéncias reguladoras, a
IARC (International Agency for Research on Céancer) (IARC, 1987), comprovou ou
considerou suspeitos de carcinogénese cerca de dois mil fatores de risco
classificados em dois grandes grupo: Grupo 1: Fatores genéticos que explicam as
diferentes suscetibilidades entre os individuos e a maior suscetibilidade em um
mesmo grupo familiar. Grupo 2: Fatores ambientais que considera tabagismo, dietas
ricas em gorduras saturadas, alcool, exposicao solar excessiva, habitos sexuais e de
higiene pessoal e outros fatores sobre os quais os individuos ndo detém controle,
como as exposi¢des ocupacionais (IARC, 1987).

As estimativas sobre a contribuicdo dos fatores ocupacionais no
desencadeamento dos canceres variam de 4 a 25%. A partir do estudo classico de
Percival Pott, no século XVIII, descrevendo o cancer de testiculo em limpadores de
chaminé, inumeros outros trabalhos tem demonstrado uma maior frequéncia de
determinadas patologias em grupos populacionais especificos (MS, 2001). E
estimado que em paises industrializados aproximadamente 9% dos canceres que

atingem os homens sao decorrentes de exposicao ocupacional (MS, 2001). Outros
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estudos estimam que a exposi¢cdo ocupacional € responsavel por pelo menos 4%
dos casos de cancer em humanos (Nora, 2003).

Estima-se que existam cerca de 600.000 substancias quimicas conhecidas,
das quais 50.000 a 70.000 tem uso industrial e que cerca de 3.000 novos produtos
quimicos sejam colocados anualmente no mercado por laboratérios e centros de
pesquisa sem que se conheca perfeitamente os efeitos toxicos sobre a saude e seu
potencial cancerigeno (MS, 2001). Entre as varias substancias no ambiente
industrial para as quais ndo existem estudos com respeito a carcinogenicidade em
humanos, centenas tem se mostrado carcinogénicas para animais de laboratério e
milhares tem demonstrado efeitos em testes de mutagenicidade ou genotoxicidade
(Siemiatycki et al., 2004).

Milhées de trabalhadores em diversas configuragdes ocupacionais tém o
potencial de serem expostos a substancias perigosas. Estas substancias, incluindo
poeiras, fibras, substancias quimicas organicas ou inorganicas, sao utilizados como
matérias-primas, intermediarias, subprodutos ou produtos finais em processos
industriais. Eles podem existir na forma de gases, vapores, fumos, névoas ou
particulas. A inalagao é a principal via de exposicao a estas substancias, no entanto,
a exposicao também pode ocorrer por meio de absorcdo cutdanea ou ingestao.
Muitas dessas substancias sao conhecidas por serem genotoxicas e terem potencial
para causar alteragdes genéticas em tecidos-alvo dos trabalhadores a elas expostos.
Tais alteracbes, se ocorrerem em proto-oncogenes € genes supressores tumorais
que estao envolvidos no controle do crescimento celular ou de diferenciacéo, pode

levar ao desenvolvimento de cancer nos 6rgaos-alvo (Keshava & Ong, 1999).
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Com isso, podemos afirmar que a saude de trabalhadores expostos a
algumas substancias quimicas esta sujeita a uma multiplicidade de possiveis efeitos,
tais como a teratogénese, a carcinogénese, a mutagénese e danos a 6rgaos-alvo
especificos. A realidade é que, para a vasta maioria dos produtos quimicos temos
pouco ou nenhum dado sobre a toxicidade crénica. Mesmo quando os temos, nao
sabemos ao certo os efeitos quimicos na funcao dos sistemas: respiratério, nervoso,
endocrino, imunolégico, reprodutivo ou em outras fungdes vitais do organismo como

a molécula da vida, o DNA (Augusto & Freitas, 1998).

1.2 Avaliacao genotodxica do risco ocupacional

E crescente a preocupacdo sobre o efeito mutagénico e carcinogénico de
agentes genotoxicos em populacdes expostas ocupacionalmente, acidentalmente ou
por estilo de vida é crescente. Estas substancias podem afetar a saude humana por
sua disseminacdo no meio ambiente, mas os trabalhadores que manipulam
rotineiramente estes agentes sdo os que constituem o maior grupo de risco, devido a
constante exposicao (Maluf & Erdtmann, 2000).

Agentes industriais, tais como o amianto, o diesel, emissdo de particulas
de poeira de madeira, cromo, arsénio, cloreto de vinilo, solventes, etc, sdo
conhecidos por estarem associados a induzir o aumento de cancer (Loeb & Harris,
2008).

Um exemplo € o setor de fabricacdo de tintas, onde os trabalhadores ficam
expostos a agentes potencialmente perigosos como 0s solventes aromaticos,
pigmentos e residuos plasticos (Netto, 2000; IARC 1989) Os componentes mais

comumente encontrados como solventes no setor de pintura sdo o tolueno,

benzeno, acetona e xileno, e alguns pigmentos metalicos podem conter
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principalmente cromo e pequenas quantidades de chumbo (Netto, 2000). Estes
produtos podem agir ainda como agentes toxicos exercendo acdo sobre a
membrana celular, citoplasma e/ou nucleo da célula (Larini, 1999).

A definicdo "solventes organicos" inclui um conjunto heterogéneo de
compostos liquidos utilizados como diluentes ou solubilizadores e com especial
afinidade para moléculas lipofilicas. Atualmente a producao e utilizacao de tintas e
cores representam a principal fonte de exposicao ocupacional a solventes organicos.
Na realidade 50% dos solventes sao sintetizados e empregadas na produgcdo de
tintas e diluentes, onde o papel especifico do solvente é evaporar-se depois de
terem solubilizado e as tintas diluidas, que, alias, sdo muitas vezes aplicados por
pulverizacao (Costa et al., 2006).

Sabe-se que solventes orgénicos interagem com os acidos nucléicos
produzindo efeitos genéticos de forma imediata ou em longo prazo (Forster et
al.,1994; Pitarque et al., 1999). O uso incorreto dos solventes nos locais de trabalho
€ a exposicao a altos niveis destes compostos pode levar a acidentes de trabalho.
Quanto maior o tempo e a freqiéncia da exposicdo, maior a possibilidade de
ocorréncia de dano (Freitas & Arcuri, 2000) Para isso, € imprescindivel para a
sociedade o estabelecimento de normas de uso e controle de agentes
potencialmente danosos. Geralmente, as normas sdo estabelecidas com base em
estudos capazes de identificar substancias que possuem potencialidades
mutagénicas, carcinogénicas e/ou teratogénicas (Silva, 2003).

Existe pouca informagéo disponivel sobre os efeitos citogenéticos de tintas a
base de solventes organicos em trabalhadores que manipulam estes produtos.
Mello-Silva e Santos (1996) relataram os resultados de monitoramento biolégico de

um grupo de 25 pintores que trabalham com pinturas de automoveis. Eles
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encontraram uma freqliéncia significativamente maior de cromossomos aneuploides
e supressdes nos linfocitos periféricos nos pintores de automoéveis do que nos
individuos controle. Steenland e Palu (Madhavi et al., 2008) relataram que existem
varios agentes cancerigenos conhecidos ou suspeitos nas tintas, que provocam o
aumento na incidéncia de cancer do pulmao e da bexiga entre os pintores. Mais
recentemente, estudos genotdxicos in vivo tém demonstrado que as poeiras, fumos
de tintas a base de chumbo podem causar danos cromossdmicos que resultam em
aumento significativo de aberragdes cromossémicas hereditarias nos pintores
(Madhavi et al.,, 2008). Em contraste, Cardenas-Bustamante et al (2007)
investigaram o grau de exposicdo a solventes organicos e consegléncias
genotoxicas em trabalhadores que lidavam com tintas para pintura usando
acompanhamento citogenético (freqiiéncia de micronucleos e ensaio cometa) e
encontraram que nao houve diferenca estatistica em biomarcadores genéticos entre
trabalhadores expostos e ndo expostos.

Pesquisas tém sido desenvolvidas para o biomonitoramento de populacdes
humanas expostas a agentes mutagénicos, que podem ser feitos através da
utilizacdo de marcadores bioquimicos e genéticos, os quais incluem metodologias
que detectam efeitos biol6gicos precoces como as mutagdes no DNA. Segundo
Lowry (1995) existem dois tipos de Biomarcadores de exposicdo: (1) a medida
quantitativa de uma substancia quimica ou seus metabdlitos em fluidos bioldgicos, e
(2) a medida de uma alteracao bioquimica precoce e reversivel em fluidos bioldgicos
que reflita a exposicao.

O biomonitoramento de popula¢des ocupacionais expostas a substancias
genotdxicas como o0s solventes organicos, tem o propédsito de detectar efeitos

genéticos que alertam sobre o risco de exposicdo (Cardenas-Bustamante et al.,
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2007). Porém o risco do trabalhador apresentar um dano também vai depender da
intensidade da exposicao ao produto, isto é, da quantidade do produto que esta
contaminando o ar que ele respira, ou a quantidade que cai na pele ou ainda quanto
ele chega a ingerir. Depende também do tempo que o trabalhador fica exposto e a
freqiéncia com que ele trabalha com o produto. Quanto maior o tempo e a
freqiéncia da exposicao, maior a possibilidade de ocorréncia de dano (Freitas &
Arcuri, 2000).

A medida de substancias quimicas ou seus metabdlitos sdo os biomarcadores
de exposicao mais utilizados. O acido hipurico € o principal metabdlito resultante da
exposi¢cdo ao tolueno e tem sido sugerido como um biomarcador para estimar a
exposicao tanto a baixas como a altas concentracées de tolueno (Heuser et al.,
2005), mesmo em misturas de solventes (Pitarque et al., 1999, Burgaz et al., 2002,
Gok et al., 2003).

Como a incidéncia de cancer e a mortalidade relacionada com a exposicao
ocupacional sdo detectaveis apenas apos a exposi¢cdo com o desenvolvimento do
cancer ou morte, estudos com biomarcadores intermediarios em trabalhadores
saudaveis sdo importantes na avaliacdo do risco de carcinogenicidade, antes que
tais eventos ocorram (Nora, 2003). Sdo necessarios mais esforcos para se detectar
e identificar essas substdncias no ambiente ocupacional, bem como para se
estabelecer biomarcadores adequados relacionados com doencas quer seja em
nivel quimico, fisioldégico, celular e sub-celular, ou molecular, para facilitar a

prevencao do cancer ocupacional (Keshava & Ong, 1999).
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1.3 Ensaios genéticos usados na avaliacao de risco ocupacional

Para avaliar esse efeito genotoxico pode se citar os biomarcadores mais
utilizados, que sao o teste de micronucelos (MN), sendo um biomarcador de efeito
que indica exposi¢ao a determinado agente e que reflete risco de doenca individual,
o qual permite detectar aneuploidia ou clastogenicidade e o Ensaio Cometa,
considerado um biomarcador de exposicao que nos ultimos anos tem se tornado
uma ferramenta importante em estudos de biomonitoramento para avaliacéo do risco
de dano genético em populagcdes humanas expostas, sendo entdo um método
sensivel para medir o rompimento de cadeias simples de DNA (Cardenas-
Bustamante et al., 2007; Faust et al., 2004; Kassie et al.,2000).

A andlise citogenética de linfécitos do sangue periférico, foi aceita como uma
técnica adequada para o controle biolégico de dano genético em células somaticas
desde o inicio dos anos 1970 (SRAM et al., 2004). No presente estudo foi utilizado o
teste do micronucleo em células esfoliadas da mucosa bucal e 0 ensaio cometa
devido suas vantagens para o rastreio de danos no DNA causados por agentes
mutagénicos ambientais.

Microndcleos sdo cromossomos inteiros ou fragmentos deixados para tras
durante a divisdo celular mitética, e aparecem no citoplasma das células como
pequenos nucleos adicionais. O teste micronucleo (MN) é rapido e facil podendo ser
utilizado tanto in vivo e in vitro em uma variedade de células. Este teste também tem
sido demonstrado que é um biomarcador sensivel e confiavel para o
biomonitoramento humano (Kirsch-Volders et al., 2003). Teste do micronucleo em
células exfoliadas de tecido epitelial tém sido utilizados para avaliar os efeitos
genotoxicos produzido por baixas doses de substdncias cancerigenas aos quais

estdo expostas as populagdes humanas (Keshava & Ong, 1999). A freqiéncia de
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MN em células humanas esfoliadas é considerado um 0til biomarcador de efeitos
genotoxicos em populacdes expostas, através do contato direto, ingerido ou inalado,
de compostos genotéxicos (Salama et a., 1999).

Durante os ultimos anos, tem havido um grande interesse no
desenvolvimento de testes rapidos e simples para identificar os efeitos da exposicao
aos agentes ambientais que possam afetar a salde das pessoas devido aos danos
do DNA. Um desses métodos é a ensaio cometa, ideal para investigacoes em
humanos porque nao exige nenhuma pré-marcacdo com radioatividade ou outros
procedimentos prejudiciais (Moller et al., 2000; Dusinska & Collins, 2008). A
semelhanca de outros testes de genotoxicidade, o ensaio cometa nao é preditivo de
risco de cancer individual, mas representa uma ferramenta Gtil para a avaliagao
precoce de efeitos genotoxicos devido a exposi¢cao ocupacional ou ambiental (Moller

et al., 2000).

1.4 Risco ocupacional X solventes organicos

Raros estudos existem sobre danos ao DNA causados por agentes
genotoxicos em pessoas expostas em unidades de fabricacao de tintas. Citaremos
um estudo realizado em trabalhadores que manuseiam estes compostos em pinturas
externas estando em contato com os solventes usados na composi¢cdo destes
produtos. Os autores estudaram pintores de pinturas externas sem protecao
(mascaras ou luvas) para determinar o risco de exposicdo ocupacional. Foram
coletados amostras de células bucais e sanguineas dos trabalhadores expostos e de
um grupo controle. Niveis de chumbo foram medidos nas amostras de tintas e no
sangue dos individuos em estudo. Solventes organicos e seus metabdlitos também

foram também determinados no sangue. Aberracées cromossdmicas (CA) e troca de
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cromatides irmas (SCE) foram determinadas em culturas de sangue periférico
(linfécitos). A freqiéncia de micronacleo (MN) em células bucais também foi
investigada. Pintores tiveram um alto indice de chumbo no sangue. CA e SCE em
linfécitos € MN nas células epiteliais também foram elevados (p < 0,05). Dano
citogénico foi significativamente associado com o tempo de exposi¢cdo, mas nao com
os niveis de chumbo encontrado no sangue (Pinto et al., 2000). Esta caréncia de
informacdes sobre o assunto nos levou a investigar os possiveis danos em DNA e
colaborar para a protecao de pessoas expostas a estes agentes.

Estudo realizado em uma fébrica de produtos quimicos para producao de
laminas de PVC, na Coréia do Sul, avaliou através de um biomonitoramento com o
teste Trad-MCN (usando o vegetal tradescantia) a frequéncia de micronucleos
relacionado com a exposicdo a compostos organicos volateis ( tricloroetileno,
tolueno, etil benzeno, xileno, estireno, trimetil benzeno ) em varios pontos da
industria, mostrando aumento de micronucleos relacionado com o tempo de
exposicao e uma correlacdo entre a freqiéncia de micronucleos e concentracéo de
tolueno no ar (Kim et al., 2003). Estudo semelhante realizado na cidade de
Uberlandia, um dos maiores centros atacadistas da América Latina, onde a
qualidade do ar ambiental apresenta uma deterioracdo significativa devido ao
aumento do trafego de veiculos principalmente os de grande porte movidos a diesel,
formando complexas misturas de poluentes do ar incluindo substancias
carcinogénicas e mutagénicas (Pereira et al., 2007). Neste estudo foi testado o
potencial genotdxico de seis localidades diferentes da cidade utilizando o teste de
micronucleos em Tradescantia pallida. As amostras foram coletadas em duas
estacdes do ano (verdo e inverno) e foram observados significante diferenca na

frequéncia de MN entre as plantas expostas no setor industrial e centro urbano com
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as expostas no setor rural (controle), revelando consideravel potencial genotoxico
(Pereira et al., 2007).

Outro estudo realizado em trabalhadores de gréaficas, em contato com tintas
de impressdo, avaliou o potencial de dano citogenético em exposicao crbnica
através da troca de cromatides irmas (SCE), aberragdes cromossomicas (CA) e
freqiéncia de micronucleos (MN) como biomarcadores em linfocitos periféricos,
mostrando resultados positivos significativamente maiores do que no grupo controle
(Aksoy et al., 2006).

Svensson et al (1990) relataram um aumento significativo no cancer do
aparelho respiratorio observado entre trabalhadores em maquinas impressoras de
rotogravura (Aksoy et al., 2006) e em maquinas de impressao de alta velocidade,
que formam névoas de tintas e se acredita estar relacionada com a inducao de
cancer de pulmao (Leon et al., 1994).

Sao relatados também estudos de cancer de rim, bexiga e leucemia entre
trabalhadores com maquinas para impressao (IARC, 1996).

Considerando que, a nosso conhecimento, ndo h4 dados publicados sobre
alteracoes citogenéticas de trabalhadores em fabrica de tintas na industria Brasileira
do setor, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o risco genotdxico destes trabalhadores
usando o ensaio cometa no sangue periférico e em células da mucosa oral e o teste

do micronucleo em células da mucosa oral.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar os possiveis riscos em nivel de DNA de trabalhadores de uma
fabrica de tintas, visando possibilitar a prevencdo e monitoramento de possiveis
efeitos danosos dos produtos usados na fabricacdo das tintas nos trabalhadores

expostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 - Analisar danos em DNA de individuos expostos e ndo expostos (controles) aos
produtos quimicos do setor de producao da fabrica (tolueno, xileno e acetato de
etila), através do teste de micronucleo em mucosa bucal e ensaio cometa em
sangue periférico.

2 - Comparar os testes de genotoxicidade com as avaliacbes ocupacionais
realizadas pela empresa, como metabdlitos na urina (biomarcadores de exposi¢ao).
3 - Levantar dados através de questionarios sobre doencas mais comuns, habitos
alimentares, idade, fumantes, ingestao de bebidas alcodlicas e tempo de exposicao
dos individuos expostos aos produtos quimicos que constituem as tintas, verificando

se existe correlacdo com maior incidéncia de danos em DNA.

23



3. RESULTADOS: ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICAGAO

ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICACAO NA REVISTA OCCUPATIONAL
MEDICINE AND ENVIRONMENTAL

Occupational Risk Assessment of Paint Industry Workers

Vanessa Moraes de Andrade'*, Gracilene Pagani Dagostim', Arielle da Silva Mota',
Priscila Tavares', Hugo Martins de Oliveira’, Luiz Alan Zukoski Correa da Rosa',
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Abstract

Objectives: The aim of the present study was to evaluate genome damage induced
in peripheral blood lymphocytes and oral mucosa cells of paint-industry workers.
Methods: The alkaline Comet assay in blood lymphocytes and mucosa oral cells and
the Micronucleus test in mucosa oral cells were employed for genotoxicity
evaluations.

Results: For the micronucleus test in buccal exfoliated cells, no significant difference
was detected between the control and paint industry workers. The Comet assay in
epithelia buccal cells showed that the Damage Index (DIl) and Damage Frequency
(DF) observed in the exposed group were significantly higher relative to the control
group (P<0.05). In the same way, the Comet assay data in peripheral blood
leukocytes showed that both analysis parameters of this assay (DI and DF) were
significantly greater than that for the control group (P<0.05).

Conclusions: Chronic occupational exposure to paints may lead to a slightly

increased risk of genetic damage among paint industry workers

Key-words: Alkaline Comet Assay; Micronucleus Test; Paint-industry workers; Oral

mucosa cells.
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Introduction

According to recent studies, occupational exposure to paint may cause an
increased risk of several kind of cancer, including lung, bladder and pancreas cancer
[1], and lymphatic and hematopoietic tumors.[1,2] These findings are consistent with
the 1989 report issued by the International Agency for Research on Cancer that
classified painting as an occupationally related cause of cancer and provide further
evidence that the risk of certain cancers is increased by exposures in the paint
manufacturing process. However, occupational exposure in paint manufacture is not
classifiable as to its carcinogenicity.[3]

Thousands of chemical compounds are used in paint products as pigments,
extenders, binders, additives and solvents (toluene, xylene, ketones, alcohols, esters
and glycol ethers). Workers in paint manufacture are potentially exposed to the
chemicals that are found in paint products, although the patterns and levels of
exposure to individual agents may differ from those of painters.

The little information available regarding genotoxic effects associated
exposure to paints describes positive and negative results. Higher values of
chromosomal aberrations (CAs), sister chromatid exchange (SCE), micronuclei (MN)
(in lymphocytes and in oral mucosa cells) and DNA damage detected by Comet
assay in leukocytes are reported for workers exposed to automobile paints and
painters in general.[4-8]. In addition, Diaz et al. [9] describes an increase of MN in
peripheral lymphocytes and in oral mucosa cells of paint industry workers in Cuba.
More recently, in vivo genotoxic studies have demonstrated that dust and fumes of
lead-based paints cause chromosomal damage that result in significant increase of

heritable CAs levels in painters.[10] In contrast, Cardenas-Bustamante et al.[11] had
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investigate the degree of exposure to organic solvents and related genotoxic
consequences in paint-factory workers by using cytogenetic monitoring (MN and
Comet assay) and had found that there were no statistical differences regarding
genetic biomarkers between exposed and non-exposed workers

Cytogenetic analysis of peripheral blood lymphocytes has been accepted as a
technique suitable for the biological monitoring of genetic damage in somatic cells
since the early 1970s.[12] In the present study we used the MN test in exfoliated
mucosa cells and the single cell gel electrophoresis (SCGE) or Comet assay
because of their advantages for the screening of DNA damage caused by
environmental mutagens.

MN are acentric chromosome fragments or whole chromosomes left behind
during mitotic cellular division, and appear in the cytoplasm of interphase cells as
small additional nuclei. The MN test is faster and easier than metaphase analysis and
it can be used both in vivo and in vitro in a variety of cells. This assay has also been
shown to be a reliable and sensitive biomarker for human biomonitoring.[13] The
frequency of MN in human exfoliated cells is considered a useful biomarker of
genotoxic effects in populations exposed to genotoxicants, through direct contact
with ingested or inhaled compounds.[14]

Briefly, in the Comet assay, that is a simple and sensitive method for studying
DNA damage and repair, cells are embedded in agarose on a microscope slide,
lysed with detergent and high salt to form the nucleoids containing supercoiled loops
of DNA linked to the nuclear matrix. Then, they are subjected to electrophoresis
under alkaline. In cells with increased DNA damage the results are structures
resembling Comets, because the DNA that have migrates from the nucleiod,

observed by microscopy. The intensity of the Comet tail relative to the read reflects
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the number of DNA breaks. The likely basis for this is that loops containing a break
lose their supercoiling and become free to extend toward the anode.[15] Similarly to
other genotoxicity tests, the Comet assay is not predictive of individual cancer risk
but represents a useful tool to evaluate early and still repairable genotoxic effects
due to occupational or environmental exposure.[16]

Considering that, to our knowledge, there is no published cytogenetic data
concern paint-industry workers in Brazil, the objective of this study was to evaluate
the genotoxic risk of these workers using the Comet assay in peripheral blood

leukocytes and oral mucosa cells and the MN test in oral mucosa cells.

Material and Methods

Study population and sample collected

This study was approved by Brazilian National Ethical Committee on Research
(Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, Protocols 061/2008) and
informed written consent was obtained from each individual prior to the start of the
study.

The study involved 58 male paint-industry workers who were employed in the
sectors where they were occupationally exposed to solutions containing organic
mixtures. The control group consisted of 17 healthy males with no occupational
exposure that worked at administrative section of the industry.

All the individuals examine in the study were required to answer a Portuguese
version of a questionnaire from the International Commission for Protection against

Environmental Mutagens and Carcinogens [17] and participate in a face-to-face
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questionnaire which included standard demographic data (age, gender, etc.) as well
as questions relating to medical issues (exposure to X-rays, vaccinations,
medications, etc.) etc.), life style (smoking, coffee, alcohol, diet, etc.) and their
occupation (number of hours worked per day, time exposed to organic solvents, use
of protective measures, etc.). Individuals were selected for the two groups (control
and paint exposed) in such a manner so as to ensure that except for occupational
exposure to organic solvents, there were no marked differences between the
members of the groups. Individuals who smoked more than five cigarettes per day for
at least one year were considered smokers. The characteristics of the two groups are
presented in Table 1.

Blood and urine samples were obtained from individuals in the two groups on
the same day at the end of a normal shift during the workers periodical medical
examinations by the nurses from a laboratory (BioLabor, Criciima, Santa Catarina,
Brazil). All blood samples were collected using venipuncture and heparinized
vacutainers and processed as quickly as possible to avoid the damage associated
with storage, the blood cell samples being transported to the university laboratory at

or below 8°C and processed within 5 h of collection.

Hippuric acid analysis

As a biomarker of toluene exposure, 50mL of urine samples were collected in
the end of the working day and analyzed for hippuric acid (HA) using high
performance liquid chromatography (HPLC) with UV-VIS detector at a commercial

laboratory (Alvaro Laboratory, Cascavel-PR, Brazil).

Analysis of Hematological parameters
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The following hematological markers were measured: erythrocytes,
hemoglobin, hematocrit, platelets, white blood cell count (WBC), lymphocytes and
neutrophils. All blood tests were analyzed in a laboratory (BioLabor, Cricitma, Santa

Catarina, Brazil) according to standard hematological methods.

Genotoxicity tests

Comet assay in peripheral blood leukocytes

The alkaline Comet assay was performed as described by Singh et al [18] with
the modifications suggested by Tice et al. [19] Samples of 5uL of whole peripheral
blood were embedded in 95uL of 0.75% low-melting point agarose and added to a
microscope slide (two slides per donor) precoated with normal agarose (1,5% buffer
solution). when the agarose had solidified the slides they were placed in lysis buffer
(2.5MNaCl, 100mMEDTA and 10mM Tris; pH 10.0-10.5) containing freshly added
1% (v/v) Triton X-100 and 10% (v/v) dimethylsulfoxide (DMSO) for a minimum of 1 h
and a maximum of 2 weeks. After treatment with lysis buffer, to allow DNA
unwinding, slides were incubated in a freshly made alkaline electrophoresis buffer
(0.3M NaOH and 1mM EDTA; pH > 13) for 20 min in a horizontal electrophoresis
tank and the DNA was electrophoresed for 20 min at 25V (0.90 V/cm) and 300mA.
Every step was carried out under indirect yellow light. After electrophoresis, slides
were washed three times in a neutralization buffer (0.4M Tris; pH 7.5) for 5 min,
rinsed three times in distilled water, and left to dry overnight at room temperature.
Slides were stained with silver nitrate as describe previously by Villela et al [20]: the
slides were fixed for 10 min in trichloroacetic acid 15% w/v, zinc sulfate 5% w/v,
glycerol 5% v/v, rinsed three times in distilled water, and dried for 2 h at 37 °C. The

dry slides were re-hydrated for 5 min in distilled water, and then stained (sodium
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carbonate 5% w/v, ammonium nitrate 0.1% w/v, silver nitrate 0.1% w/v, tungstosilicic
acid 0.25%, formaldehyde 0.15% w/v, freshly prepared in the dark), and constantly
shaken for 35 min. The stained slides were rinsed twice with distilled water, and
submerged in the stop solution (acetic acid 1%), rinsed again, and immediately
coded for analysis with an optic microscope. Images of 100 randomly selected cells
were analyzed per individual. Cells were scored visually into five classes, according
to tail size and shape (from undamaged - 0, to maximally damaged — 4), and a value
(Damage Index) was assigned to each Comet according to its class (see Villela et al
[20]). Damage index thus ranged from 0 (completely undamaged: 100 cellsx0) to 400
(with maximum damage: 100 cellsx4.[15] The Damage frequency (%) was calculated
based on the percentage of damaged cells (0— 100%). International guidelines and
recommendations for the Comet assay consider that visual scoring of comets is a
well-validated evaluation method. It has a high correlation with computer-based
image analysis.[15] Negative controls were processed together with workers samples

and analyzed by one investigator.

Comet assay in epithelial buccal cells

Buccal mucosa cells were obtained by swabbing the left inner cheek with a
cervical brush. The cells were washed with phosphate buffer solution and centrifuged
at 800 rpm for 10 min then, 20 pL of the pellet was resuspended in 80uL of 0.75%
low-melting point agarose. The Comet assay was then performed as described

above.

MN test in epithelial buccal cells
Exfoliated buccal mucosa cells were collected by swabbing the right inner

cheek of the individuals with a moistened wooden tongue depressor and it was
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smeared over clean slides containing two drops of physiological solution. Cells were
fixed in a methanol-acetic acid (3:1) solution for 10 min, dried at 50° chamber for 5
min and stained with Giemsa 5% (phosphate buffer solution pH 5.8). Then the slides
were washed in distillated water and stained with Fast green for 1 min, washed again
and stained with total Giemsa for 1 min. After this, they were washed in distillated
water again and dried at room temperature.

The criteria used for MN analysis were those of Tolbert et al [21] and Titenko—
Holland et al [22] i.e. for a structure to be considered as a micronucleus, it must be:
(a) less than one-third of the diameter of the main nucleus; (b) be in the same plane
of focus as the main nucleus e; (c) have the same color, texture and refraction as the
main nucleus; (d) have a smooth oval or round shape; and (e) be clearly separated
from the main nucleus. Only cells that were not smeared, clumped or overlapped and
those who contained intact nuclei were included in the analysis. According to Tolbert
et al [21] and Gdmez—Arroyo et al [23], exfoliated buccal cells undergo degenerative
processes which can produce anomalies that are difficult to distinguish from MN
(binucleates, pycnosis, karyorrhexis and karyolysis). In our study, these were
excluded from the micronucleus analysis and all the slides were coded to blind
analysis. The MN frequency was estimated based on the number of normal exfoliated
buccal cells counted using bright-field Zeiss microscope at a magnification of 1000X.
For each volunteer, 2000 buccal cells (i.e. 1000 from each of the duplicate slides)

were scored.

Statistical analysis
The normality of variables was evaluated by the Kolmogorov—Smirnov test; x2

and ttests were used to compare the demographic characteristics of study
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populations. The statistical analysis of differences in HA, MN test and DNA damage
measured by Comet assay were carried out using the non-parametric Mann—-Whitney
U-test. Correlations between different variables were determined by Spearman rank
correlation test as appropriate. The critical level for rejection of the null hypothesis
was considered to be a P value of 5%, two-tailed. All analyses were performed using
GraphPad Prism version 4.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego

California USA, www.graphpad.com.

Results

The main characteristics of the two groups studied are presented in Table 1.
No significant differences were observed between the mean age of subjects in the
different groups (Student t-test). Regarding smoking habits, in the exposed group just
three subjects smoking an average of 10.33 = 4.04 cigarettes per day and non
subject had the smoking habit in the control group. Duration of exposure in the
exposed group was 3.68 + 3.29 years, ranged from 0.5 to 12 years. Analysis of
questionnaires revealed that all paint-industry workers used silicone gloves to
prevent skin contact with organic solvents, glasses and breathing masks. We also

observed that all the factories had ventilation in the work areas.

Table 1. Demographic characteristics of the groups of study

Control group Exposed group
Number of subjects 17 58
Age (Mean + SD) 28.24 +10.99 29.03 £9.98
Smokers/non-smokers 017 3/55
Gigarettes/day 0 10.33 £ 4.04
Time of exposure (Mean + SD, years) - 3.68 £ 3.29

34



In relation to hematological parameters, no significant differences were found
between the two groups, and both presented normal hematological values similar to
reference values observed in the literature for several other Brazilian populations as
described by Karazawa and Jamra [24], so the data were not showed.

The comparison of the mean values (g/g creatinine) of urine HA level of the
control and exposed group is shown in Fig. 1. A significant increase in HA levels was
observed in the exposed group relative to the controls (P<0.05, Mann—-Whitney U-
test).

Table 2 shows the data obtaining using the three cytogenetic assays for
control and exposed groups that were analyzed using the Mann-Whitney U-test. No
significant differences were observed between smokers and non-smokers at the
exposed group for all cytogenetic analysis. Also, no significant differences were
observed in relation to exposure time for all assays. For the micronucleus test in
buccal exfoliated cells, no significant difference was detected between the control
and paint industry workers. The Comet assay in epithelia buccal cells showed that
the Damage Index (DIl) and Damage Frequency (DF) observed in the exposed group
were significantly higher relative to the control group (P<0.05). In the same way, the
Comet assay data in peripheral blood leukocytes showed that both analysis
parameters of this assay (DI and DF) were significantly greater than that for the

control group (P<0.05).
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Discussion

Many approaches and techniques have been developed for monitoring
human populations that have been exposed to environmental mutagens. The
traditional approach has been to use the readily available blood cells, e.g.,
lymphocytes and red blood cells, to document biomarker of effects.[14] Although
long-term diseases are not expected from the affected blood cells, it is generally
accepted that the blood cells can be used as sentinel cells types to provide early
warning signals for adverse health outcome. It is also of value to determine
whether the biomarker effects observed in blood cells are consistent with those in
available target cells. In this paper, we provided a study using two types of cells
and two genotoxicity assays for evaluate the occupational exposure of paint-
industry workers.

Paint industry workers are exposed to complex mixtures of organic solvents,
heavy metals such as lead, zinc, chromium, cadmium, and many other compounds
with potential mutagenic properties such as phthalic acid and chlorophenols.[3]
Because the main solvent present in the mixtures of organic solvents used in the
paint production process is toluene, we analyze the HA concentration in urine of
the paint industry workers. Our data indicate a higher mean concentration of this
toluene metabolite appearing in the urine of these workers in relation to control
group, and these levels confirmed exposure to toluene among paint-industry
workers (Figure 1). However, the HA values observed for all volunteers can be

considered low according to NR-7 [25] (up to 1.5 g/g creatinine). Nevertheless,
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similar result was found by Pelclova et al [26] in printers exposed to toluene in
Poland. The HA and urine in this group of printers were significantly higher than in
controls; however, the levels nonetheless remained lower than the Czech limit for
occupational settings (i.e., 2,5¢/L of urine). In addition, De Rosa et al [27] carried
out a monitoring of subjects working in a printing industry, who were exposed to
toluene, using urine samples collected before and after the work shift for the
determination of HA. They found many correlations between levels of HA in urine
and the environmental samples of toluene collected at the industry and concluded
that HA is a valid test for evaluating even low exposures to toluene.

Some of the biological effects of exposure to organic solvents are
hematological changes.[28] These effects may result in a decreased production of
red blood cells, white blood cells, and platelets.[29] However, in contrast to the
results of Beving et al.[29] from painters in Sweden, the values obtained in our
study for hematological parameters showed no significant differences between
control and exposed group.

The influences of age, sex and smoking on DNA damage are well-known
problems in industrial monitoring.[10,30] However, in this study these factors could
be excluded; in both groups the mean age was similar, all persons were men and
just 3 people of workers had smoked habits but in this case the values obtained for
cytogenetic tests were not different from control subjects. Similarly, Silva e Santos-
Mello [6] concluded that smoking habits do not represent a significant factor in
terms of production of the various types of chromosome aberrations founded in

their occupational monitoring with car painters.
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The results obtained in this study show that there is no exposure related
induction of MN in buccal epithelia cells of workers exposed to solvents in paint
industry. Although only a few studies have been conducted with paint workers,
data reported using these cells indicate positive results.[5,7,9] The use of the MN
test in exfoliated cells has substantially increased as it is considered a useful
biomarker of genotoxic effects in population exposed to genotoxicants through
direct contact with ingested or inhalated compounds. It must be recalled that
epithelial cells are highly proliferative and are the origin of more than 90% of
cancers, for which their use in biomonitoring can be really useful.[14]

On the other hand, the Comet assay values for the paint industry workers
were significantly higher than the values of control group both in the peripheral
blood and buccal exfoliated cells. Positive results in the Comet assay do not
always correspond to positive results in the MN test, especially when the exposure
to genotoxic agents is small. The Comet assay usually detects more defects than
the MN test.[31] The positives in the Comet assay and MN tests are due to
different mechanisms; the MN test detects injuries that survive at least one mitotic
cycle, while the Comet assay identifies reparable injuries or alkali-label
sites.[31,32] Consequently, Goethem et al [31] suggest the use of both MN test
and Comet assay.

The possibility of cytogenetic damage in various occupations exposed to
organic solvents has been discussed in several papers.[5-7,9-11,32-35] The
increasing use and diversity of solvents raises concern about possible risks in

occupational exposure. Several earlier reports suggest harmful effects in subjects
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occupationally exposed to paint and their components. Madhavi et al [10] reported
that occupational exposure to lead-based paints has been associated with an
increase in the frequency of CA in the workers when compared to the controls. A
monitoring study was designed for Pinto et al [5] to determine occupational
exposure risk in outdoor painters. Painters showed CA and SCE in lymphocytes
and MN in oral epithelia cells greater than in the control group. Diaz et al [9] had
analysis lymphocytes and oral mucosa cell MN in twenty-one Cuban paint industry
workers. Both MN assays show the same results, i.e., a statistically significant
difference between the workers and the control group. Another study reporting CA
in lymphocytes from car painters in Brazil showed that there was a significantly
higher frequency of aneuploidies and chromosome deletions in the peripheral
lymphocytes of car painters than in control subjects.[6]

The MN test and the Comet assay were applied to exfoliated buccal cells in
order to evaluate the genotoxic risk associated with occupational exposure of 10
car painters by Martino-Roth et al. [7]. Highly significant effects of occupational
exposure were found in this study with both the MN test and the Comet assay. On
the other hand, Cardenas-Bustamante et al.[11] had investigated the degree of
exposure to organic solvents and related genotoxic consequences in pain-factory
workers determining MN frequency in lymphocytes and DNA damage by Comet
assay. They found that there were no statistical differences regarding genetic
biomarkers between exposed and non-exposed workers.

A major problem in interpreting biomonitoring studies is estimating the

degree of exposure. Possible abuse or misuse could lead to significant levels of
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exposure.[36] Until now, many biomonitoring studies have been performed in
people from different regions and under a variety of exposure conditions, using
several different biomarkers. In this context, is not surprising that the results
obtained by different authors have also shown variability. Also, since workers are
frequently exposed to complex mixtures of organic solvents present in paints, it is
difficult to attribute the genotoxic damage to any particular chemical or compound.

Thus, the DNA damaged observed in our study and in all these listed above
should not be attributed only to one compound, but to the cumulative effect of
many chemical compounds that are used in paint products. Also, even the water-
based paints containing polymerized acrylates and vinyls which are presumed
innocuous except for residual monomers mainly: ethyl acrylate, methyl acrylate
and vinyl acetate that would be metabolized and excreted.[3,37] Interestingly, they
have shown clastogenic activities in vitro and in vivo, and ethyl acrylate is
considered an animal carcinogen.[37]

In the present study, even that paint workers had said they using adequate
personal protection equipment, an increase in HA concentration in urine was
observed together with an increase in Comet assay values both for leukocytes as
buccal cells. Organic solvents levels in the samples were apparently low, which is
consistent with the absence of mutagenicity and presence of only genotoxicity in
cells. It can be concluded from this study that occupational exposure to paints may
lead to a slightly increased risk of genetic damage among paint industry workers.
Due to these considerations and the complex multi composition of paints and

solvents, hygienic measures were suggested. A better understanding of variables
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related to cytogenetic damage would greatly reduce the uncertainty in the

carcinogenic risk assessment among paint industry workers.
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4. DISCUSSAO

Um objetivo importante para a genética toxicélogica € o de proporcionar
informacbes precisas sobre a exposicdo e avaliacdo dos riscos para uma
prevencao eficaz dos problemas de saude. Muitas abordagens e técnicas foram
desenvolvidas para o monitoramento de populagbes humanas expostas ao
ambiente mutagénico. A abordagem tradicional tem sido a utilizacdo de células
sanguineas prontamente disponiveis, por exemplo, linfécitos e glébulos
vermelhos, para documentar biomarcador de efeitos (Salama et al., 1999).
Embora a longo prazo doengas ndo sdo esperadas a partir de células do sangue
dos afetados, é geralmente aceito que as células do sangue podem ser usadas
como células sentinelas, pois fornecem sinais precoce de alerta para o desfecho
adverso para a satde. E também de valor para determinar se o biomarcador de
efeito observado em células do sangue sdo coerentes com os disponiveis em
células-alvo.

Trabalhadores em industrias de tintas estdo expostos a misturas complexas
de solventes organicos, metais pesados como o chumbo, zinco, cromo, cadmio,
além de varios outros compostos com propriedades mutagénicas (IARC, 1998).
Como o tolueno é o principal solvente presente nas misturas de solventes
organicos utilizados no processo de producdo das tintas, analisamos a
concentragao acido hipurico na urina desses trabalhadores. Nossos dados
indicam uma maior concentracdo média deste metabdlito do tolueno aparecendo
na urina desses trabalhadores em relacdao ao grupo controle (P < 0,05, Mann-

Whitney U-teste), e estes niveis confirmou a exposigdo ao tolueno entre
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trabalhadores da industria de tintas. Contudo, as taxas de acido hipurico
observadas em todos os voluntarios pode ser considerada baixa, considerando
que o normal é até 1,5 g/g de creatinina, conforme a Norma Regulamentadora
NR-7 (1994). Ainda assim, resultados similares foram encontrados por Pelclova et
al. (2000), em trabalhadores expostos ao tolueno na Polonia. O &cido hipurico
nesse grupo de trabalhadores foi consideravelmente maior do que no grupo
controle, no entanto, os indices permaneceram menores do que o limite permitido
para exposicao ocupacional na Republica Tcheca (2,5 g/L de urina). Além disso,
De Rosa et al (1985) monitorou trabalhadores em uma industria grafica, expostos
ao tolueno, utilizando amostras de urina coletadas antes e depois do turno de
trabalho para a determinagdo do &cido hipuarico. Os pesquisadores encontraram
varias correlagdes entre os indices de acido hipurico na urina e a amostra
ambiental de tolueno coletada na industria e concluiram que o &cido hipurico é um
teste vélido inclusive para a avaliacdo de casos de menor exposi¢ao ao tolueno.

As alteragbes hematolégicas exemplificam alguns dos efeitos biol6gicos
causados pela exposicdo a solventes organicos (Descatha et al 2005). Esses
efeitos podem resultar no decréscimo da producdo de glébulos vermelhos,
leucocitos e plaquetas (Beving et al 1991). Entretanto, diferente dos resultados
obtidos por Beving et al acerca de um grupo de pintores na Suécia, os valores
obtidos para os parametros hematolégicos em nosso estudo nao acusaram
variacao relevante entre o grupo controle e o0 grupo exposto.

As influéncias da idade, sexo e tabagismo nos danos ao DNA sao bem

conhecidos em se tratando de monitoramento industrial (Faust et al 2004; Madhavi
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et al 2008). Entretanto, no presente estudo estes fatores puderam ser excluidos,
em ambos os grupos a média de idade foi semelhante, todas as pessoas eram
homens e apenas 3 trabalhadores tinham habito de fumar, mas nesse caso 0s
valores obtidos pelos testes citogenéticos nao diferiram daqueles do grupo
controle. Do mesmo modo, Silva e Santos-Mello (1996) concluiram que o
tabagismo nao representa um fator significativo em relagdo a producao dos varios
tipos de aberragdes cromossOmicas encontradas no monitoramento ocupacional
de pintores de carros.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que ndo ha indugao
relacionada a exposicdo de MN em células epiteliais bucais de trabalhadores
expostos a solventes na industria de pintuta. Embora apenas alguns estudos
tenham sido conduzidos com trabalhadores que manipulam tintas, os indices
indicam resultados positivos no uso dessas células (Diaz et al 1990, Pinto et al
2000; Martino-Roth et al 2003). O uso do teste MN em células esfoliadas
aumentou consideravelmente, uma vez que € considerado como um biomarcador
de efeitos genotdxicos eficaz em populagdes expostas a produtos genotdxicos
através do contato direto com compostos inalados ou ingeridos. E importante
lembrar que as células epiteliais sdo altamente proliferativas e originam mais de
90% dos canceres, razao pela qual o seu uso em biomonitoramento faz-se
fundamental (Salama et al, 1999).

Por outro lado, os valores do ensaio cometa para trabalhadores da industria
de tintas foram significativamente maiores do que os valores encontrados no

grupo controle, tanto em células sanguineas periféricas quanto em células bucais
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esfoliadas. Os resultados positivos no teste do cometa nem sempre correspondem
aos resultados positivos no teste MN, especialmente quando a exposicdo aos
agentes genotoxicos é pequena. O ensaio cometa normalmente detecta mais
defeitos do que o teste MN (Goethem et al., 1997). O valores positivos no ensaio
cometa e teste do MN s&o devido a diferentes mecanismos, o teste do MN detecta
lesbes que sobrevivem, pelo menos, um ciclo mitético, enquanto que no ensaio
Cometa identifica lesbes reparaveis ou sitios alcali-labeis (Goethem et al 1997;
Vrzoc e Petras 1997 ). Consequentemente, Goethem et al (1997) sugerem a
utilizagdo de ambos os testes MN e Cometa.

A possibilidade de danos citogenéticos em diferentes ocupacdes expostas a
solventes orgéanicos tem sido discutida em varios trabalhos (Pelclova et al 2000;
Maffei et al 2005, Pinto et al 2000; Cok et al 2004, Madhavi et al 2008, Martino-
Roth et al 2003; Cardenas-Bustamante et al 2007; Diaz et al 1990, Pitarque et al
1999; Heuser et al 2005; Silva e Santos-Mello 1996). O uso crescente de diversos
solventes suscita preocupagdes sobre eventuais riscos de exposi¢do ocupacional.
Varios relatérios anteriores sugerem efeitos nocivos em individuos expostos
ocupacionalmente a tintas e aos seus componentes. Madhavi et al (2008)
relataram que a exposi¢cdo ocupacional a tintas a base de chumbo tem sido
associado com um aumento na freqiéncia de aberracbes cromossdmicas em
trabalhadores quando comparados aos controles. Um estudo de monitoramento
foi realizado por Pinto et al (2000) para determinar risco de exposi¢cdo ocupacional
em pintores de paredes externas. Os pintores apresentaram aberracoes

cromossdmicas e troca de cromatides irmas em linfécitos e micronlcleos em
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células epiteliais de mucosa oral maiores do que no grupo controle. Diaz et al
(1990) analisaram micronucleos em linfocitos e células da mucosa oral em vinte e
um trabalhadores cubanos de industria de tintas. Ambos o0s ensaios de
microndcleos mostram o0s mesmos resultados, ou seja, uma diferenca
estatisticamente significativa entre os trabalhadores e os do grupo controle. Outro
estudo relata aberragdes cromossémicas em linfocitos de pintores de carros no
Brasil, mostrou uma frequéncia significativamente maior de aneuplbides e
delecdes cromossdmicas nos linfocitos periféricos em pintores de automoéveis do
qgue no grupo controle.

O teste do MN e o ensaio cometa foram aplicados por Martino-Roth et al
(2003) em células esfoliadas da mucosa oral para avaliar o risco genotoxico
associado a exposi¢cao ocupacional de 10 pintores de carros. Efeitos altamente
significantes em relagdo a exposicdo ocupacional foram encontrados nesse
estudo, tanto no teste MN quanto no ensaio cometa. Por outro lado, Cardenas-
Bustamante et al (2007) haviam investigado o grau de exposicdo a solventes
organicos e consequéncias genotdxicas relacionadas em trabalhadores da
industria de tintas, determinando a frequéncia de micronucleos em linfécitos e o
dano do DNA no ensaio Cometa. Eles observaram que nao havia nenhuma
diferenca estatistica relevante em relagdo aos biomarcadores genéticos entre os
trabalhadores expostos e trabalhadores nao expostos.

Um grande problema encontrado ao interpretar os estudos biomonitorizados
diz respeito a estimativa do grau de exposicdo. Abusos possiveis e usos

equivocados podem levar a significativos indices de exposi¢ao (Bolognesi, 2003).
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Até hoje, varios estudos biomonitorados consideraram pessoas de diversas
regides e sob uma variedade de condi¢cdes de exposicao, utilizando diferentes
biomarcadores. Nesse contexto, ndo surpreende a variabilidade dos resultados
obtidos por diferentes autores. Da mesma forma, como os trabalhadores séo
freqlientemente expostos a misturas complexas de solventes organicos presentes
nas tintas, € dificil atribuir o dano genotdxico a um composto quimico em particular
(Remor et al., 2008).

Assim, o dano no DNA observado em nosso estudo e nos estudos acima
mencionados nao deve ser atribuido a apenas um composto, mas sim ao efeito
cumulativo dos varios compostos quimicos utilizados na produgédo das tintas.em
todos esses listados acima ndo deve ser atribuida a um sé complexo, mas para o
efeito cumulativo de varios compostos quimicos que sdo usados na producao das
tintas. Da mesma maneira, até mesmo as tintas a base de agua contendo agua
contendo acrilatos e vinis polimerizados que se presume indcuo exceto para
monémeros residuais principalmente: etil acrilato, metil acrilato e acetato de vinil
qgue sao metabolizados e excretados (IARC, 1986). Curiosamente, eles mostraram
atividade clastogénica in vitro e in vivo, e o etil acrilato é considerado um
carcinogénico em animais (IARC, 1989). No entanto, segundo a avaliagao feita
pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Céncer (IARC) relativa
especificamente para trabalhadores na industria de tintas, ndo ha evidéncias
suficientes para a carcinogenicidade na exposi¢cdo ocupacional em fabricacdo de

tintas.
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No presente estudo, mesmo os trabalhadores afirmando estarem utilizando
equipamentos de protecao individual adequados, o que pode ser uma informacao
incorreta, um aumento na concentracdo de acido hipurico na urina foi observado,
juntamente com um aumento nos valores do ensaio cometa tanto para leucécitos
como em células bucais. Solventes organicos tiveram niveis aparentemente
baixos nas amostras, o que é consistente com a auséncia de mutagenicidade e
presenca de apenas genotoxicidade nas células. E possivel concluir a partir deste
estudo que a exposicao crbnica ocupacional a tintas pode conduzir a um leve
aumento no risco de dano genético entre trabalhadores na industria de tintas.
Devido a estas consideragdes e a complexa composi¢ao das tintas e solventes,
algumas medidas de higiene e seguranca do trabalho. O entendimento mais
correto  das varidaveis relacionadas ao dano citogenético reduziria
consideravelmente a incerteza na avaliagdo dos riscos carcinogénicos dos

trabalhadores dessa industria de tintas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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