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RESUMO

A exposicao a tintas, as quais contém solventeénags e metais, pode levar a danos
no DNA e formacdo de espécies reativas (ER), quiemolesar diversas classes de
moléculas. Em vista disso, este trabalho teve cabtivo avaliar possiveis danos
oxidativos, genotoxicos e mutagénicos em 33 indwsd do sexo masculino,
ocupacionalmente expostos a tintas ha, no minimogsées. Para o grupo controle, foram
selecionados 29 individuos saudaveis, ndo expastiosas, pareados em idade com o grupo
exposto. A fim de verificar a influéncia do desaam® fim de semana, foram realizadas
coletas na segunda-feira pela manha e na sexsadeifinal da jornada de trabalho. Os danos
oxidativos foram avaliados pelos produtos de reagin o acido tiobarbitirico (TBARS),
proteinas carboniladas (PC) e atividade das enzenéisxidantes superoxido dismutase
(Sod) e catalase (Cat). Foram medidos, ainda, doakipurico (AH) e o &cido delta-
aminolevulinico (ALA), marcadores urinarios de esigdo ao tolueno e ao chumbo,
respectivamente. A genotoxicidade foi avaliada geisaio cometa (em sangue periférico) e
pelo teste de micronucleos (MN) (em linfocitos duleds da mucosa bucal). Nao foi
observado aumento significativo nos niveis de TBARSJrupo exposto quando comparado
ao grupo controle. Entretanto, verificou-se, negtépo, um maior indice de danos aos
lipideos nas amostras coletadas na sexta-feira arahp com as amostras coletadas na
segunda-feira (p = 0,008; z = -2,637). Ao finalsgaana (amostras coletadas na sexta-feira),

os individuos expostos a tintas apresentaram naaigsdas proteinas em compara¢cdo com o



grupo controle (p = 0,032; z = -2,14). Observouasebém, que os trabalhadores expostos a
tintas tiveram uma diminuicdo nas atividades de (pod 0,003; z = 2,935) e Cat (p = 0,025;
z = -2,247) nas amostras de segunda-feira, bem s@ooes mais elevados de AH (p =
0,010; z = - 2,591) e de ALA (p = 0,000; z = -4 187

A exposicdo a tintas induziu um aumento signifiatidos danos ao DNA
(principalmente classes um e dois), tanto nas aawsbletadas na segunda (p = 0,000; z = -
5,356) quanto nas de sexta-feira (p = 0,000; z,456). Apesar de nao ter sido encontrado
um aumento na frequéncia de MN em linfécitos oucgthulas da mucosa bucal no grupo
exposto, observou-se um aumentandelear budg4NBUDSs) (segunda-feira, p = 0,004, z = -
2,894), uma diminuicao do indice de divisdo nuc{HaN) (sexta-feira, p = 0,000, z = -4,78)
nos linfocitos e um aumento na frequéncia de celoten cromatina condensada nas células
da mucosa bucal (segunda-feira, p = 0,000, z 034,5exta-feira, p = 0,000, z = -5,203),
indicativo de amplificacdo génica e inducdo de mscaos apoptoticos nestas células.
Observou-se uma correlacdo positiva entre o indéicedanos no DNA (ensaio cometa) e o
tempo de exposicao a tintgs £ 0,376; p = 0,031), assim como entre o tempoiaide
exposicao a tintas e a frequéncia de micronucleegufda-feirap = 0,450; p = 0,018) e de
NBUDs (sexta-feira,d = 0,402; p = 0,038) nos individuos expostos. Emlmurtros estudos
sejam necessarios, esses resultados mostram guposigdo ocupacional a tintas pode
induzir um aumento de danos no DNA, os quais pareestar sendo reparados durante o

descanso do final de semana.
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ABSTRACT

Organic solvents and metals, widely used in paicas lead to DNA damages and
reactives species (RS) generation. The aim ofsiudy was to evaluate possibles oxidative,
genotoxic and mutagenic damages in 33 male workegp®sed for at least six months to
paint. To constitute the control group 29 healthglividuals were choosen, without paint
exposure, which matched in age with exposed growp. sampling were performed to verify
a possible DNA repair during the weekend: in thgitb@ing and at the end of work week. The
oxidative damages were evaluated by thiobarbit@oid reaction products (TBARS),
carbonylated proteins (CPuperoxide dismutase (Sod) and catalase (Cat)tagivHippuric
acid (HA) and delta-aminolevulinic acid (ALA) wengsed as toluene and lead markers
exposure, respectively. The genotoxicity was euvatlidy comet assay (in peripherical blood)
and by micronucleus (MN) test (in limphocytes andokated buccal cells). The results
showed no significant increase in TBARS levelsxpased group in relation to the control
group. However, the lipidic damages was higher rinldy samples comparing to Monday
samples (p = 0.008; z = -2.637). The proteins damags higher in exposed group in
comparison to control group exclusively in Fridaynples (p = 0.032; z = -2.14). It was also
observed that the workers exposed to paints shéaveet Sod (p = 0.003; z = 2.935) and Cat
(p = 0.025; z = -2.247) activities in Monday sanspl€he exposed group presented HA levels

(p =0.010; z =- 2.591) and ALA levels (p = 0.0@G; -4.487) higher than the control group.



The workers exposed to paints presented a signifilcrease in DNA damage in
both Monday (p = 0.000; z = -5.356) and Friday (p.600; z = -6.456) samples. No increase
was observed in MN frequency in limphocytes andchucells. However, the individuals
exposed to paints showed an increase in nuclear (NBUDS) (Monday samples, p = 0.004,
z = -2.894), a reduction in nuclear division indBlDI) (Friday samples, p = 0.000, z = -4.78)
in lymphocytes and an increase in condensed chinorfraguency in buccal cells (Monday
samples, p = 0.000, z = -4.503; Friday samples, @060, z = -5.203), indicating genic
amplification and apoptosis induction. The DNA dgmandex (comet assay) correlated
positively with average working timep = 0.376; p = 0.031). It was also observed a pasiti
correlation between time daily exposure and MN oélay sampleg = 0.450; p = 0.018)
and NBUDs (Friday sampleg: = 0.402; p = 0.038) frequency. These results sdothat
paint exposure is able to generate DNA damageshasg damages are being repaired during

the weekend.
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1. INTRODUCAO

O Brasil, pais com um parque industrial diversdi@aregistrou em 2007, 1277 casos
de intoxicacdo humana de origem ocupacional casspdaprodutos quimicos industriais,
sendo que 458 destes registros ocorreram na re&giiacdo pais (Sistema Nacional de
Informacgdes Toxico Farmacoldgicas, 2007).

A cidade de Caxias do Sul, um importante polo itrialslo Estado do Rio Grande do
Sul, tem sua economia representada, principalmemaie, industria metal mecanica, cujo
faturamento, de janeiro a julho de 2009, foi detrompnadamente, 5 bilhdes de reais
(Sindicato das industrias metallurgicas, mecanicde enaterial elétrico de Caxias do Sul,
2009). A cidade destaca-se na producédo de tratumdsys, caminhdes, carrocerias e partes de
veiculos, sendo que as empresas de chapeacdauemesempenham um papel de grande
importancia como industrias de base.

De modo geral, as tintas sédo constituidas por unstura complexa de solventes
organicos e metais, que apresentam toxicidadedaarilguns dos componentes das tintas,
como tolueno e xileno podem provocar serios dancssiema nervoso central (Bruckner &
Warren, 2001). O chumbo causa uma série disfurtgdestologicas, neuropatia periférica, e
danos renais, entre outros (Goyer & Clarkson, 20@tros efeitos como problemas
cardiovasculares, hepaticos, respiratorios, cang@m para o desenvolvimento de cancer e

perda de audicao estdo relacionados a alguns ctospa®sentes nas tintas (Boffetaal,



1997; Cheret al.,1999; Kaukianeret al.,2004; Parket al.,2006; Bardin-Mikolajczalet al,
2007; Scéleet al.,2009; Changet al., 2009). Além disso, muitos solventes e metais podem
induzir danos oxidativos a proteinas, lipideosnejusive, ao DNA (Costat al, 2006;
Beyersmann & Hartwig, 2008; Chenal, 2008).

Embora existam varios estudos sobre a toxicidadeodgostos presentes nas tintas
(Valko et al., 2005 ; Costat al, 2006; Cheret al, 2008), os dados acerca dos efeitos toxicos
resultantes da exposi¢cao ocupacional ainda saoovensos (Karagozlest al., 2002 Akzoy
et al., 2006 ; Cardenas-Bustamardge al, 2007). Em vista disso, este trabalho avaliou os
niveis de danos oxidativos e 0s possiveis efeim®otgxicos e/ou mutagénicos em 33
trabalhadores ocupacionalmente expostos a tintassi@erando, ainda, os dados obtidos em
nosso laboratodrio, que mostraram que manipuladteesogas antineoplasicas podem reparar
danos ao DNA durante o final de semana (Romlsdldi, 2009), foram coletadas amostras
antes do inicio da jornada de trabalho (segunda-¢ manhd) e ao final da exposicao

semanal (sexta-feira no final da tarde).

Espera-se que o0s resultados obtidos neste estudsarpo contribuir com o
esclarecimento das condicOes capazes de gerar dasasgle dos trabalhadores, auxiliando,

desta forma, na prevencao de doencas decorrenggdsicdo ocupacional.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Composicéao das tintas

Tintas séo revestimentos que tém a funcdo de progegeover estética a superficie
onde sdo aplicadas. Sdo complementares aos prddbtasados por diversos outros setores
da economia, como o automobilistico, de construcéal, naval, aeronautico, de
eletrodomeésticos, tratores e implementos agricotasycicletas, madeiras e moveis, 6nibus e
caminhdes. Também sao utilizadas para manutendastiral, atuando como anticorrosivos
(Lambourne, 1999).

As tintas sdo compostas por uma fracdo solidapdda pelos pigmentos e resinas e
uma fracdo volatil (solventes). Os pigmentos s@stéimcias naturais ou sintéticas, de origem
organica ou inorganica, utilizados para conferir, opacidade e algumas caracteristicas de
resisténcia. Muitos pigmentos contém metais cotaait, ferro, aluminio, caddmio, cobalto e
algumas tintas podem conter, ainda, chumbo. Asassagregam os constituintes solidos e
sdo as principais responsaveis pelas propriedadefiexibilidade, resisténcia a abraséo,
resisténcia a alcalis e adesao. Geralmente asases#ip polimeros, tais como poliésteres
(acidos graxos sintéticos hidroxilados); poliuresnresinas epoéxi; ou resinas acrilicas
(Lambourne, 1999; Brukcner & Warren, 2001).

O solvente é o componente predominante da tigtaitlizado para a dissolugdo dos

pigmentos e resinas. Entre os principais solvertapregados estdao os hidrocarbonetos



alifaticos (geralmente contendo cloro, como o droétieno e o diclorometano);
hidrocarbonetos aromaticos (tolueno, xileno, eti#@mo, estireno e benzeno); alcoois
(especialmente metanol e etanol); glicéis (etilengropileno glicol); ésteres (especialmente
0os acetatos de butila e de etila); aminas, aldeédostonas (Fazenda, 1995; Brukcner &
Warren, 2001).

A Organizacao das Nac¢bGes Unidas (ONU) relne ogpasitos em classes, de acordo
com sua periculosidade, sendo os pertencentesssecla os explosivos; a classe 2, gases
comprimidos, liquefeitos e/ou dissolvidos sob piies@nflamaveis e/ou toxicos); a classe 3,
liquidos inflamaveis; a classe 4, sélidos inflamsyva classe 5, oxidantes e/ou peroxidos; a
classe 6, substancias toxicas e/ou infectantelssaec7, radioativos; a classe 8, corrosivos; e
a classe 9, substancias perigosas diversas. Aksn,dis possiveis efeitos carcinogénicos dos
solventes e pigmentos sao definidos pkeliernational Agency for Research on Cancer
(IARC) como: grupo 1, compostos considerados cagénicos para humanos; grupo 2A,
provavelmente carcinogénicos para humanos; grupg@ssivelmente carcinogénicos para
humanos; grupo 3, ndo classificado quanto a swaogenicidade; e grupo 4, provavelmente
nao carcinogénico para humanos. A Tabela 1 apeeseciassificacdo dada pela ONU e pela
IARC, quanto a periculosidade e a carcinogenicidielalguns dos compostos presentes nas

tintas.

2.2 Estresse oxidativo

Um radical livre (RL) € uma espécie quimica (atoowomolécula) que possui um
elétron desemparelhado no seu orbital de valéksisa situacdo confere ao radical uma alta
reatividade quimica, especialmente como agenteanted pela tendéncia de adquirir o

segundo elétron para estabilizar o seu orbitaladieneia(Halliwell & Gutteridge, 2007).



Tabela 1.Classificacdo de alguns solventes e pigmentoepres nas tintas de acordo com
sua periculosidade (ONU) e carcinogenicidade (IARC)

Classe definida pela ONU |Grupo definido pela IARC

Etileno 2 Gas inflaméavel 3 Nao classificado quanto a ¢
carcinogenicidade em humanos

Etilbenzeno 3 Liquido inflamave 2B Possivelmente carcinogénico ja
humanos

Metanol 3 Liquido inflamave Nc -

Tricloroetiieno Nc 2A Provavelmente carcinogénico pi
humanos

Tolueno 3 Liquido inflamave 3 Nao classificado quanto a ¢
carcinogenicidade em humanos

Xileno 3 Liquido inflamave 3 N&o classificado qué&o a sui
carcinogenicidade em humanos

Cadmio 6 Substancia toxica* |1 Carcinogénico para humanos

Cobalto 4 Solido inflamavel 2B Possivelmente carcinogénico p
humanos

Chumbo 6 Substancia toxica 2B Possivelmente carcinogénico p
humanos

Didéxido de titanioNc | 2B Possivelmente carcinogénico p
humanos

nc: nao classificado
*capaz de provocar morte, lesdes graves ou dasadde humana, se ingerida ou inalada, ou
gquando em contato com a pele.

Em nosso organismo sao produzidos radicais liveesadbono, enxofre, nitrogénio e
oxigénio, mas o que ganha mais destaque devidat&vidade e aos danos que podem
causar sao os radicais derivados do oxigénio. @oterspécies reativas (ER) é um termo
coletivo, freqientemente usado para incluir ndacapeadicais livres, mas também alguns
compostos nao radicalares capazes de gerar RL, ponmexemplo, o peréxido de hidrogénio

(Halliwell & Gutteridge, 2007).

Dentre as principais ER estdo o superdxidg \® perdxido de hidrogénio ¢8-,) e o
radical hidroxila (HO). O O~ é capaz de reagir com centros ferro-enxofre déemesz
produzindo um prejuizo ou disfuncdo enzimaticanebm possui a caracteristica de reagir

rapidamente com o acido nitrico, produzindo o amieroxinitrito (ONOO) que, apesar de



sua meia-vida curta, pode atravessar a membraragir tom biomoléculas, sendo téxico
(Denicola & Radi, 2005). O #D, ndo possui alta reatividade vivo, mas € extremamente
deletério porque tem vida longa, atravessa facileneanmembrana plasmatica e reage com
proteinas ligadas ao ferro. Além disso, se estan@B for decomposta por sistemas
enzimaticos de defesa, podera produzir o radical, lf@e é altamente reativo as proteinas,
aos lipideos e ao DNA (Halliwell & Guteridge, 200A) formacédo de HOa partir de HO,
ocorre atraves das reacdes de Fenton e Haber-\Vaik® et al.,2005), conforme descrito a

seqguir:
(1) Fé? + H,0, - Fe™ + HO + HO (Reacdo de Fenton)
(2) O," + H,0, — HO' + H,0O + O, (Reacéo de Haber-Weiss)

A fim de prevenir possiveis danos provocados peRsexistem sistemas de defesas
antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos. Egrantioxidantes ndo enzimaticos pode-
se citar o acido ascorbico, vitamina E, caroter®gle&eompostos fenolicos, normalmente
presentes na dieta (Halliwell & Gutteridge, 200Bntre as principais enzimas
antioxidantes estdo a superoxido dismutase (Soa)catalase (Cat) (Bonnefagt al,

2002).

A Sod dismuta o radical © a HO, (reacdo 3), que € menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas, tal como a catdtadiwell & Gutteridge, 2007). Em células
eucariotas, existem varias isoformas para Sod,)mgende localizadas em compartimentos
celulares distintos (Fridovich, 1998). A Sodl oudSoZn se encontra quase que
exclusivamente no espaco citoplasmatico intrace(delko et al, 2002; Fridovich, 1998). A
Sod2 ou SodMn, pode ser encontrada na mitocOndriandioria das células eucariotas

(Fridovich, 1998). A Sod3 ou ECSod possui um pkuti sinalizador que a direciona



exclusivamente para o espaco extracelular. Essmarmxiste como um tetramero de 135kDa
de massa molecular e ja foi detectada no plasnfa, éi fluido cerebroespinhal (Zelled al.,
2002).

(B) O + O +2H - H0:+ O,

A atividade da Sod pode ser medida por método gspatométrico indireto negativo,
isto é, através de uma reacdo aonde a presencazitmaeinibe a formagdo do produto
colorido resultante da interacdo entre o indica@amirenalina, por exemplo) e o radical
superoéxido (Bannister & Calabrese, 1987).

Visto que a atividade da Sod gera; este pode ser decomposto pela catalase em
agua e oxigénio molecular, conforme a reacéo 4ligdl & Gutteridge, 2007). A Cat € um
tetramero formado por unidades idénticas, sendoogq@ monbémero contém um grupo
prostético heme no centro catalitico (Urghial, 1997). Em animais, a catalase esta presente
em concentracdes elevadas no figado e nos enitspaitas € possivel detecta-la em todos os
orgdos em concentracfes mais baixas (Halliwell &esidlge, 2007). Subcelularmente, essa
enzima esta ampla ou complemente localizada nasigeomos. A isoforma de Cat sérica
possui a mesma massa molecular da eritrocitaria, difarente mobilidade eletroforética
(G6th, 1991).

(4) 2H0; - 2H,0 + &,

A atividade da Cat pode ser avaliada, espectrofetiocamente, através do consumo
de peroxido de hidrogénio adicionado no meio dede#Aebi, 1984).

Gluationa e peroxirredoxinas

Quando é gerado um aumento de espécies reativaslapdo a disponibilidade de
antioxidantes, ocorre uma condicdo denominada ssstrexidativo. Essa situacdo pode

resultar da diminuicdo de antioxidantes por mutagfiee levam ao decréscimo das defesas



endogenas; deplecdo de antioxidantes ou de coanstguessenciais (cobre, ferro, zinco,
magnésio) na dieta e/ou aumento da producdo deiesp@ativas por diversas situacoes
como, por exemplo, pela exposicado a agentes tax@asstresse oxidativo esta associado a
processos fisiolégicos como o envelhecimento, &r@ay doencas, entre elas, candabetes
mellituse doencas degenerativas como Parkinson e Alzh¢ihadiiwell & Gutterige, 2007).

Os lipideos séo alvos faceis das ER e, normalmapseecem oxidados em condi¢cdes
de estresse oxidativo. O dano aos lipideos octnaeés de reacdes em cadeia, iniciando com
atague de uma ER e provocando um aumento da paliciedd da membrana celular para
substancias que normalmente ndo cruzam a bicanpédiad (calcio, por exemplo) levando a
inimeros eventos intracelulares. Entre os prodfit@ss da peroxidacéo lipidica estdo os
compostos de baixo peso molecular, como hidrocatiosn(etano e pentano) e aldeidos
como, por exemplo, o malondialdeido (MDA). O MDAdeolesar proteinas e também reage
com o DNA, sendo a guanina a base mais danifickdterpauer & Cheeseman, 1990;
Halliwell & Gutteridge, 2007). A determinacdo dosogutos de reacdo com o0 acido
tiobarbittrico (TBARS) € um importante indicativoginiveis de dano oxidativo lipidico em
humanos. Esse método detecta ndo somente 0 MDAamd&m outros aldeidos produzidos
na lipoperoxidacao (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Como mencionado, diversas biomoléculas podem seificimlas sob condicdo de
estresse oxidativo. A determinacao de proteinatad®is pode ser considerada um importante
e sensivel marcador de estresse oxidativo (Chatkra/aChakravarti, 2007). Em geral, o
conteudo de proteinas carboniladas pode ser usado am indicador global de oxidacao
protéica (Levineet al, 1990; Chakravarti & Chakravarti, 2007). Agentesdantes como
radiacdo, oxidacdo catalisada por metais, acidocloppso e 0z6nio podem induzir a
formacdo de grupos carbonilicos nas proteinas.d0epso de carbonilacdo protéica pode

ocorrer pela oxidacao direta dos aminoacidos ddsias laterais; pela interacdo das proteinas
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com produtos finais da peroxidacao lipidica combidtexinonenal e o MDA e também
através de reacbes de glicacdo (Chakravarti & @akti, 2007). A reacdo dos grupos
carbonilicos com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)rinando 2,4-dinitrofenilhidrazona tem
sido bastante utilizada como método de avaliacdaaiteudo de proteinas carboniladas

(Levine, 1990).

2.3 Genotoxicidade e mutagenicidade

A lesdo genotodxica € uma alteracdo quimica e/aafésn um acido nucléico que leva
ao prejuizo de funcdes como a replicacdo e a Mighe¢ processos que necessitam da
integridade do DNA. As lesBes genotoxicas podemasetbras simples, quebras duplas,
ligacdes cruzadas entre as fitas de DNA, entre @Nphoteinas e entre DNA e xenobidticos,
distor¢des na hélice, formacdo de dimeros, pontescadeias, alquilacdes, perda e oxidacbes
de bases, entre outras (Pages & Fuchs, 2002; 20€h; Houtgraakt al, 2006; Roos &
Kaina, 2006).

Para avaliar o possivel impacto da exposicao ocmpacsobre a saude, € essencial
identificar os efeitos da exposicdo aos agente®tgericos, reconhecer as condicbes de
exposicdo que geram danos e monitorar individuas ppssam estar sofrendo exposicéo
excessiva, com o objetivo de prevenir consequéradasrsas sobre a populacdo (Maluf &
Erdtmann, 2003). O método de eletroforese de céhilza em gel, também conhecido como
ensaio cometa, foi proposto por Sirgjhal. (1988) para avaliar danos no DNA induzidos por
agentes quimicos e/ou fisicos (Valverde & Roja§920Esse método ndo detecta mutacoes,
mas sim les6es gendmicas que, se ndo reparadasy pesultar em mutacdes.

O ensaio cometa tem sido utilizado para estudotoxieogenética devido as suas

vantagens, quando comparado a outros testes gexde de genotoxicidade. E uma técnica



rapida, sensivel, de custo relativamente baixo sirdples realizacdo (Silet al, 2000; Tice

et al, 2000). Além disso, o teste pode ser realizadauera suspensao celular contendo uma
populacdo pequena de células, em proliferacdo ouenéorresponde a um teste citogenético
(Hartmannet al, 1994; Contijo& Tice, 2003).

Para a realizacdo do ensaio cometa, as célulasméebidas em agarose, suas
membranas sdo rompidas com o uso de detergentpsiaitalino, e as proteinas nucleares
sao removidas com uso de altas concentracdes sdlleasa maneira, permanece na lamina
apenas o remanescente de nucleo. Quando a lamiraretida ao campo elétrico, o DNA do
nacleo migra no gel de acordo com o seu tamanhdra@smentos pequenos migram com
uma velocidade maior que a matriz nuclear. Assimdgeos fragmentos do DNA danificado
apresentam o aspecto de um cometa e a extensadg@gan correlaciona-se diretamente
com a quantidade de dano ocorrido (Tetel.,2000; Valverde & Rojas, 2009). O protocolo
de realizacdo desse teste na versao alcalina éscemaregado por ser mais abrangente, pois
além de detectar danos diretos, ele possibilitealiagdo de danos indiretos como lesdes por
metilacdo e adutos, os quais, sendo alcali-lale&sressam-se como quebras simples frente
ao tratamento alcalino. Esses danos podem seridudupor varias substancias quimicas
como agentes intercalantes, alquilantes e oxida@egh et al, 1988; Ticeet al, 2000;
Collinset al, 2008).

A analise dos resultados pode ser realizada vigmérem microscopio 6ptico apos
coloracdo das células com nitrato de prata, ou érostopio de fluorescéncia, quando as
células forem coradas com brometo de etidio, lardejacridina ou iodeto de propideo. Os
danos séo classificados de acordo com o tamanbaudia em relacdo a cabeca (nucleo) em 4
classes: classe 0: sem cauda (sem dano); classenluma pequena cauda menor que o

diametro da cabeca; classe 2: com o comprimentauda entre uma e duas vezes o diametro
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da cabeca; classe 3: com uma cauda longa, supetigas vezes o diametro da cabeca; classe

4: cauda longa e espalhada em forma de leque &Figur

Sem dano

Figura 1. Imagens das classes 0 — 4 de danos no DNA anadisasialmente pelo

ensaio cometa (adaptado de Hewseal, 2007).

Quando uma lesdo genotdxica ndo é reparada antdwidao celular, tem-se uma
situagcdo que, frequentemente, acarreta eventombatacionais, aberragcdes cromossémicas
e instabilidade gendmica (Hanawalt & Spivak, 20B8ute & Depicker, 2008). As mutagdes
sao, classicamente definidas como alteracbes no. NS podem ser génicas (ou pontuais)
quando o gene muda, tornando-se um alelo diferenteromossémicas, quando a alteracéo
ocorre a nivel cromossoémico (Griffittet al, 2002). Entretanto, alguns processos, como a
recombinacdo génica da meiose, sdo naturais esetds do DNA e ndo séo classificados
como mutacgédo (Erdtmann, 2003).

As mutacles, apesar de essenciais para a marmutdac@&spécie, também estdo
envolvidas na patogénese de muitas doencas. Mdaas mutacdes ndo implicam em
mudancas detectaveis na atividade metabdlica déaagl do organismo e, portanto, passam
despercebidas. Sendo assim, alguns dos efeitosxuizsigdo a agentes genotoxicos se
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expressam imediatamente, enquanto outros levam amogeracfes para se manifestar.
Efeitos tardios bem reconhecidos incluem a indugéocancer e doencas genéticas nas
geracoes seguintes (Maluf & Erdtmann, 2003).

As anormalidades na estrutura do cromossomo podenurea consequéncia de
quebras duplas de DNA nao reparadas, e os reasramjmossOmicos, uma consequéncia do
reparo incorreto de quebras na fita de DNA. A ped#dacromossomos e 0s erros de
segregacao sao eventos importantes na carcinogé@asesados provavelmente por defeitos
na formacdo de fuso ou de centrébmero (Fenech, 2@®nsaio de micronucleos (MN),
proposto por Schmid (1975) e Heddle (1973) é ateatenum dos testes citogenéticos mais
bem estabelecido, com validacao internacional é&aml a qualquer populacdo celular
nucleada (Fenech, 2000).

Os micronucleos séo originarios de quebras de ssomos que, por ndo possuirem
centrdbmero, ndo puderam se ligar as fibras cinettanem migrar para os polos opostos da
célula juntamente com os demais cromossomos dueararafase. Na teldfase, tanto da
mitose quanto da meiose, a membrana nuclear ¢éareferedor do conjunto de cromossomos.
Os fragmentos acéntricos ou até mesmo um cromossu®iom que nao estiver ligado ao
fuso mitético é incapaz de integrar-se aos novatend. Em razdo disso, esses fragmentos
formam um pequeno nucleo individual, denominadoromigcleo, o qual € detectado em
células interfasicas como um pequeno corpusculedandado de cromatina, separado do
nacleo principal (Figura 2) (Fenech, 2006; Fen2007).

A avaliacdo da frequéncia de micronucleos é cormilde um indice de quebras
cromossOmicas e de perda cromossomal que podeessstatio em células que tenham
completado ao menos uma divisédo celular, sendgalesa avaliacdo no estagio de células
binucleadas. Para atingir esse estagio o métodiodeeio da citocinese com citocalasina B

foi estabelecido (Fenech, 2006). Nesse métod@lakas que completaram uma divisao
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Figura 2. Célula binucleada contendo microndcleo (A), ponieleoplasmica (B) e
nuclear bud(C), detectadas pelo método de bloqueio da cikseinadaptado de Fenech,
2006).
nuclear sdo bloqueadas no momento da citocineseag@o da citocalasina B e sao
identificadas pelo aspecto binucleado. A citocaadB inibe a polimerizacdo da actina,
processo necessario para a formacao dos microfi@s€ue constrigem o citoplasma entre
0s nucleos filhos durante a citocinese (FenechQR@essa forma, o uso da citocalasina B
possibilita o acumulo das células em divisdo ncagist binucleado na populacao,
independente da sincronizagao e proporcao de séuladivisédo (Fenech, 2006).

Ocasionalmente, podem ser observadas pontes pladeocas (Figura 2B) entre os
nacleos, as quais correspondem a cromossomos rito8nem que os centrdmeros foram
puxados para os polos opostos da célula, constdtse assim, em um indicativo de rearranjo
cromossOdmico. Também pode ser medido, atraves déssigza, osnuclear bud(NBUDs)
(Figura 2C), marcadores de amplificacdo génica. NDAamplificado pode ser eliminado
através da recombinacdo entre regibes homologasenmin sequéncias amplificadas
formando minicirculos de DNA acéntrico e atelomg&ricu através da excisdo de sequéncias
amplificadas depois da segregacéao para regidestdsstio nucleo (Fenech, 2006).

O teste de micronucleos permite, ainda, avaliardicé de divisdo nuclear (IDN), o

qual fornece informacfes sobre um possivel efeitostético. Para isso, verifica-se a
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frequéncia de células com 1, 2, 3 ou 4 nucleos remminimo, 500 células e o IDN é

calculado utilizando a seguinte férmula:

IDN = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4) / N,

onde M1 — M4 representa o numero de células comdlngcleos e N € o total de
células viaveis contadas (Fenech, 2007).

Os micronucleos podem ser medidos em cultura dersbe tipos de ceélulas (como
por exemplo, de linfocitos humanos) ou em célules gpssuam rapida divisao celular, como
as células da medula 0ssea e da mucosa bucal,esmssitar de cultura. As células bucais
sdo a primeira barreira para inalacdo ou ingestésuibstancias toxicas e sdo capazes de
metabolizar carcinbgenos em produtos reativos (4uet al, 1985; Vondracekt al, 2001).
Aproximadamente 90% dos canceres se originam deaséépiteliais de diversos 6rgaos,
podendo-se, entdo considerar as células epitelaisiucosa oral como um alvo preferido
para eventos genotoxicos induzidos por agentegnogénicos que entram no organismo via
inalacdo ou ingestdo (Hollarnet al, 2008). O aparecimento dos MN nessas células esta
estimado em 5-7 dias. Entretanto, esse tempo poderdar para até 21 dias devido a
variacdes interindividuais (Hollaret al, 2008).

Para verificar a formacdo de MN nas células da smdmcal, estas sdo coletadas e
armazenadas em tubos contendo tampéao especifienlakm e coradas (Hollamd al,2008).
Muitos métodos de coloracéo tém sido usados, imbduse a coloracdo de Giemsa (2 — 10%)
(Desaiet al, 1996; Hastalet al, 1997; Blochinget al, 2000; Cheret al, 2006).

O epitélio oral contém as células basais, as gpassuem coloracdo nuclear
homogénea e razéo nucleo/citoplasma maior do qoe@islde sua diferenciacdo (Thorneds
al., 2008; Hollancet al, 2008). Véarios tipos de anomalias nucleares poslemavaliados nas

células diferenciadas da mucosa bucal (Tolral., 1991). As células com MN sao
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caracterizadas pela presenca de um nucleo prineipah menor chamado micronucleo, de
forma oval ou redonda, e com um diametro de 1/BL& dlo diametro do ndcleo principal.
Sua presenca indica perda ou fragmentacdo cromass@ue ocorreu durante a divisao
nuclear prévia (Thomast al, 2008). Células com NBUDs sao caracterizadas paa u
aparente constricdo nuclear.nQclear budtem a mesma morfologia e coloracdo do nucleo
principal, entretanto possui um tamanho que vasantetade a um quarto, do nucleo
principal. O mecanismo que leva a formacado dessdHologia esta relacionado com a
eliminacdo de DNA amplificado ou com mecanismogeag@aro de DNA (Fenech & Crott,
2002).

Em alguns casos, podem ser observadas, na mugoah €€lulas binucleadas com
dois nucleos muito proximos ou encostados. A diganitia dessas células ndo é totalmente
conhecida, mas podem ser indicativas de falha tarimese da ultima divisdo celular
(Thomas et al, 2008). Células com cromatina condensada, caticagg picnoticas e
carioliticas, indicativas de morte celular, tambpodem ser encontradas. As células com
cromatina condensada indicam um estagio precoepa@ose (Meirelest al.2006; Thomas
et al, 2008). As células cariorréticas sdo caracteaggumbr uma agregacao mais extensa de
cromatina nuclear, que pode levar a eventual degiatdo do nucleo. Esse tipo de célula
pode estar passando por um estagio tardio de asop@eliket al., 2003; Thomaset al,
2008). As picnoticas sao aquelas que possuem empelqueno (2/3 do nucleo de uma célula
diferenciada normal) e com uma coloragdo mais asque as normais, devido a alta
densidade de material nuclear uniformemente disttido Nas carioliticas, o nucleo esta
completamente depletado de DNA tornando-o impobksizeser visualizado. Provavelmente
as ceélulas carioliticas representam um estagioontaitdio de processo de morte celular

(Celik et al.,2003; Thomaet al, 2008).
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2.4 Toxicidade das tintas e de seus principais cowgtos

Embora existam varios estudos acerca da toxicoldgg metais (para revisao, ver
Beyersmann & Hartwig, 2008) e dos solventes orgéni€Costaet al, 2006; Cheret al,
2008; Torrest al.,2008), os danos causados pela exposicao a timi@da @ipouco estudado.

Os metais, presentes nos pigmentos, sdo, provemtdmas toxinas mais antigas
conhecidas. Diferente de outros compostos, os snefid sdo degradados por organismos
vivos, e podem se acumular até niveis perigosase@l entra no organismo, normalmente,
pelo trato gastrointestinal ou, dependendo das crasteristicas e do tipo de exposicéo, via
respiratoria ou dérmica (Goyer & Clarkson, 2001).

Muitos estudos tém mostrado o envolvimento do sstreoxidativo e da
genotoxicidade na agao toxica de metais comumetangados nas tintas. O cobalto, usado
como pigmento nas tintas, pode causar quebrasesnmal DNA e induzir micronucleos em
células de mamiferos (De Boeekal, 2003; Beyersmann & Hartwig, 2008) e em humanos
(Mateucaet al.,2005; Keegan, 2008). O dioxido de titanio mostreuss indutor de estresse
oxidativo em células epiteliais brénquicas humaft@sr et al., 2005) e agente genotoxico
em peixes (Reevest al., 2008). Os fons Fé estdo associados & formacdo de radicais
hidroxila através da reacdo de Fenton em linféditosanos (Jiménez & Vélez-Pardo, 2004).
A exposicdo humana ao aluminio esta envolvida calmesenvolvimento de fibrose pulmonar
(Goyer & Clarkson, 2001), doenca de Alzheimer (Bafiez et al, 2007), aumento do
estresse oxidativo (Buladt al., 2008), inducdo de danos ao DNA em linfécitos hursano
(Crebeliet al., 2002; Banasiket al, 2005; Limaet al., 2007), no tecido nervoso de ratos
(Kumar et al., 2009 e em células ddllium cepal. (Achary et al., 2008). Além disso, o
aluminio foi capaz de gerar espécies reativas agEoio em cérebro de ratos (Kunetral.,

2009). O cromo Il e o cromo VI podem induzir anf@céo de ligacdes cruzadas entre DNA e
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proteinas (Medeirost al.,2003) e quebras duplas de DNA, em individuos exgoifie et
al., 2009), respectivamente. Trabalhadores expostostara de metais, incluindo o cromo,
tiveram aumento dos niveis de MDA e de danos no QNihet al.,2009).

Embora a utilizagdo do chumbo nas tintas tenhandiido consideravelmente, este
metal ainda é encontrado em algumas delas e pddeiirdanos renais, ao sistema nervoso
central, e anemia microcitica e hipocromica (Gaetlarkson, 2001). O chumbo interfere
na sintese do grupo heme da hemoglobina, por &g diminuicdo da atividade de varias
enzimas dessa rota metabolica. A enzima acido-dsitaolevulinico desidratase é inibida e,
como consequéncia, aumenta a concentracao do Bswaga, o acido delta-aminolevulinico
(ALA) que é excretado na urina (Ahmed & Siddiqud0Z). A dosagem de ALA na urina é
usada como marcador de intoxicacao por chumboleteef exposicdo recente a esse metal.
Além disso, o chumbo é capaz de induzir estresgtativo devido a: i) oxidacdo do ALA
com geracdo de radicais;’Q radical HO e de HO, (Gurer-Orhamet al, 2004); ii)
capacidade de estimular ions ferrosos a inici@raxidacao lipidica de membranas celulares
(Adonayloet al, 1999); e iii) inibicdo de enzimas antioxidantesno Sod e Cat (Ahmed &
Siddiqui, 2007). Paralelamente, o chumbo poderimbis dos principais sistemas de reparo
do DNA, o reparo por excisdo de bases (BER) e aroepor exci¢cdo de nucleotideos (NER)
(Hartwig, 1994; Beyersmann & Hartwig, 2008). Ja feiatado, ainda, que o chumbo induz
quebras de cadeia e formacao de sitios alcalidalleDNA de trabalhadores expostos (Palus
et al.,2003) e em células endoteliais humanas (Gasttidd., 2007) além do aumento do
estresse oxidativo de trabalhadores ocupacionadmexpostos (Mohammaa al.,2008).

Os solventes presentes nas tintas podem geramsittdlogias diversas e danos
oxidativos (Goyer & Clarkson, 2001; Cos& al, 2006; Chenet al, 2008). Entre os

diferentes solventes organicos encontrados naastimt tolueno é o mais utilizado. Este
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composto pode depositar-se nos tecidos, principdbneno sistema nervoso central.
Manifestacdes de exposicéo ao tolueno abrangene destlira e dor de cabeca até depressao
respiratoria e morte. Uma parte do tolueno é exgalaadlterada e outra parte € metabolizada,
pelo complexo P450, em &cido benzdico e pequenastiqades de-cresol. A dosagem
urinaria de acido hipurico, resultante da conjugagdtre acido benzoico e glicina, tem sido
utilizada como forma de monitorar a exposicao aeetw (Duyduet al, 1999; Heuseet al,
2007).

Células renais de porcos tratadas com toluenceaxibor 48h mostraram reducéo da
viabilidade e aumento do conteddo de MDA (Al-Gharetlial, 2003). Por outro lado,
mitocondrias de placenta humana expostas simultzr@a ao tolueno e ao xileno tiveram os
niveis de peroxidacéao lipidica diminuidos quandmgarados com a exposi¢cdo a cada um
dos solventes isoladamente (Sawicka & Dlugosz, RO@8xposicdo de derme humana a
vapores de estireno, tolueno, acetona, xileno égreetileno (por 8 h) foi capaz de induzir
danos oxidativos em lipideos e proteinas (Cestal., 2006). O etileno glicol € capaz de
provocar danos cardiopulmonares e renais (Egbé&i@ham, 1999) associados a geracao de
ER (Dlugoszet al, 2005). Estudos em ratos expostos a acetato déla-mostraram que este
solvente provoca irritacdo estomacal, sedacdo eatyfidade neurologica (Davidt al.,
2001).

O tiner (constituido principalmente por toluenahbera nédo faca parte da composicao
das tintas, € frequentemente utilizado pelos pastgrara remocéao de residuos de tintas e,
eventualmente, para diluicdo das tintas. Ja foiatestnado que a exposicao de ratos ao tiner
induziu a formacdo de espécies reativas de oxigérmimentou o conteudo de MDA no
cortex, hipocampo e cerebelo destes animais (Bagdas, 2005; Martinez-Alfarcet al,

2006).
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Resultados de estudos sobre a exposicdo humanizesmtss organicos mostraram
niveis aumentados de MDA e 4-hidroxinonenal, maveegl do estresse oxidativo, em
trabalhadores expostos ao tiner (Halifeagflal, 2000), ao estireno e etileno glicol (Dlugosz
& Sawicka, 1998) e em trabalhadores de industéteis (Bayilet al, 2008).

Os dados acerca da genotoxicidade dos solventasioog ainda sao contraditorios. A
exposicao ao tolueno, benzeno, etilbenzeno e xilethaziu um aumento de danos ao DNA
em linfécitos humanos (Chest al, 2008). Além disso, a exposi¢ao ao tolueno aunueato
formacdo de micronucleos em eritrécitos de camugo®n(Mohtshamipuet al, 1985).
Tolueno e benzeno foram habeis em aumentar os dem@NA em células pulmonares
humanas (Parisellet al.,2009). A exposicdo da derme humana ao estirengerio| acetona,
xileno e percloroetileno também resultou em aumedetdanos no DNA (Costt al.,2006).
Por outro lado, demonstrou-se que tolueno, beneeametona ndo foram capazes de alterar a
frequéncia de micronucleos em linfécitos humanaeddiet al, 1999) e que células renais
de porcos tratadas com tolueno e xileno ndo api@sem aumento da fragmentacdo do DNA
(Al-Ghamdiet al.,2003).

Dados obtidos em trabalhadores expostos a gebsgolueno, xileno, benzeno,
acetona, acetato de etila) mostraram um aumenitades ao DNA avaliados pelo ensaio
cometa (Lamet al.,2002; Heuseket al.,2005; Marczynsket al, 2005; Roma-Torrest al,
2006; Heuseet al, 2007; Pandewgt al.,2008; Torre<t al.,2008; Marczynsket al.,2009) e
pelo teste de micronucleos, tanto em linfocitasa(Bue, 2002; Celilet al, 2003; Roma-
Torreset al, 2006; Pandegt al.,2008; Duaret al.,2009) quanto em células da mucosa bucal
(Karahalil, 1990; Burgazt al., 2002; Gonzales-Yebrat al, 2009), ao contrario do
demonstrado por Heuset al. (2005) e Heusest al. (2007) em individuos ocupacionalmente

expostos.
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A exposicdo ocupacional a tintas foi capaz de imdumm aumento da peroxidacao
lipidica (Dlugosz & Sawicka, 1998; Karagozlet al., 2002; Mohammacet al., 2008) e
diminuicdo da atividade da Sod sérica (Karagoeteal., 2002) assim como diminuicdo da
Sod e Cat eritrocitaria (Mohammad al., 2008). Foi relatado também, inducdo de danos no
DNA (Oeschet al.,1994;Fuchset al.,1996; Zhuet al.2001; Martino-Rottet al, 2003; Lee
et al.,2003) em trabalhadores expostos a tintas. Alénodediteratura mostra aumento de
micronucleos, tanto em células da mucosa bucak(i@90; Pinteet al, 2000; Martino-Roth
et al, 2003) quanto em linfocitos (Diaz, 1990; Nisteal., 1991; Di Giorgioet al., 1994;
Testaet al., 2005; Aksoyet al, 2006) em individuos ocupacionalmente expostastast
Observou-se também aumento de aberracdes cromassdem pintores (Pifla-Calva, 1991;
Silva & Santos-Mello, 1996; Pintet al, 2000; Gajalakshmet al.,2002; Testat al, 2005;
Madhaviet al, 2008). Em contraste, outro estudo mostrou gdeiduos expostos a tintas
h& no minimo 6 meses, ndo apresentaram aumentands do DNA (ensaio cometa) e nem
aumento da frequéncia de micronucleos em linfo¢if@sdenas-Bustamange al, 2007) .

Tendo em vista a diversidade de resultados obtieiws relacdo aos efeitos
genotoxicos/mutagénicos em individuos expostastasti o objetivo deste trabalho foi avaliar
0s marcadores de estresse oxidativo e 0s possi@ies genotdoxicos e mutagénicos em
trabalhadores ocupacionalmente expostos a tinExsldl em vista, ainda, dados obtidos em
nosso laboratorio, mostrando que os danos no DNA ndmipuladores de drogas
antineoplasicas podem ser reparados durante odinaemana (Rombaldi al.,2009), este
estudo avaliou os individuos expostos antes dmidi jornada de trabalho (segunda-feira de

manha) e depois da exposicdo semanal (sexta-fefiaal da tarde).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar os possiveis danos oxidativos, genotoxiefm mutagénicos em individuos

ocupacionalmente expostos a tintas.

3.2. Objetivos especificos
Quantificar os niveis de estresse oxidativo (asal@s produtos de reacdo do acido

tiobarbitlUrico e de proteinas oxidativamente modiias) em trabalhadores expostos a
tintas.

— Determinar a atividade das enzimas antioxidantgeréxido dismutase e catalase
nestes individuos.

— Avaliar o dano ao DNA em sangue periférico (ensaimeta) bem como a frequéncia
de micronucleos em linfocitos e nas células da sadoucal dos trabalhadores
expostos a tintas.

— Determinar a concentracdo de acido hipurico e @ @elta-aminolevulinico na urina
dos trabalhadores expostos.

— Avaliar o efeito do descanso do fim de semana sobparametros estudados.

— Verificar o efeito da utilizacdo de equipamentosseguranca pelos trabalhadores

sobre os parametros avaliados.



4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentadosmaade artigo que foi submetido a

revistaMutagenesis



Oxidative stress and genotoxicity in workers octiopally exposed to paints

Carina Cassinj Caroline Calloni*, Giovana Bortoliri, Solange Cristina Garcig Marco

Aurélio Dornelleg, Jodo Antdnio Pégas HenriglieBernardo ErdtmarinMirian Salvador>”

Centro de Ciéncias Agrarias e Bioldgicas, InstitldBiotecnologia, Universidade de Caxias
do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil

’Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do@Rimde do Sul, Rio Grande do Sul,
Brazil

3Centro de Ciéncias da Saude, Universidade de Cdmissll, Rio Grande do Sul, Brazil

" To whom correspondence should be addressed. Witaele de Caxias do Sul, Laboratério
de Estresse Oxidativo e Antioxidantes, R Frandetulio Vargas, 1130, CEP 95070-560,
Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil. Tel:+58532182105; Fax: +55 54 32182149;
Email: msalvado@ucs.br

23



Abstract

Paints are complex mixtures of solvents and métalscan induce health damages in workers
exposed to them. The aim of the present work waevaluate possible oxidative and
genotoxic effects in peripheral blood and buccdl samples collected from 33 workers
exposed to paint and 29 non-exposed workers (dshtdoring an ordinary working week
(Monday morning to Friday afternoon). Oxidative kes in plasma samples were assessed
using thiobarbituric acid assay (TBARS), carborsdiatproteins (CP), and superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities. Higpacid (HA) and delta-aminolevulinic
acid (ALA) in urine were determined as biomarkers toluene and lead exposure,
respectively. Genotoxicity was measured in bloodlsceghrough comet assay, and
micronucleus (MN) frequencies in binucleated lympjtes and epithelial buccal cells. The
exposed group showed higher CP, HA and ALA levEtgday samples), and lower SOD and
CAT activities (Monday samples). DNA damage indewnfet assay) was higher in the
exposed group, both in Monday and Friday samples)pared to the control group. No
differences were observed in MN frequency betweergroups. However, the exposed group
presented an increase in nuclear buds frequenclymphocytes — a marker of gene
amplification —, as well as an increase in condéndgomatin in the buccal cells (Friday
samples), suggesting apoptosis induction. Furthexm@ decrease in the nuclear division
index (Friday samples) was observed in the expgsedp, indicating that paint exposure
induces cytostatic effects in lymphocytes. The ltessuggest that individuals exposed to

paints have an unbalanced redox metabolism andased levels of DNA damage.

Keywords: paint exposure, comet assay, micronucleus, oxigativstress
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Introduction

Paint workers are occupationally exposed to a wamd# organic solvents,
including aromatic hydrocarbons (mainly toluendjphtatic hydrocarbons, ketones,
alcohols and esters, and metals such as alumirtamiutn, cobalt, chromium and lead
(1-3). Despite the fact that some of these compsane not considered carcinogenic by
the International Agency for Research on CanceRdA a mixture of them or some
individual metals can contribute to increase thek rof developing cancer (4,5),
neurological symptoms (6), hearing loss (7), angbalie (8) and respiratory (9)
diseases. The exact mechanism of these damagetsfisiy understood, but it is known
that occupational exposure to organic solventsOf22) and some metals (13-15) can
induce oxidative stress and DNA damages. On therobland, the occupational
exposure to paints is less studied. There are sepwts about DNA damage induction
by paint exposure (16-21). However, these datast@teontroversial (22), and it is not
known if these damages could be related with tloeeased oxidative stress levels
induced by paints.

A wide range of methods is currently being useddietecting early biological
effects of DNA-damaging agents in occupational irsgét The single cell gel
electrophoresis or comet assay has been provemsitige method for investigating
DNA damage in human biomonitoring. The comet asketects strand breaks, alkali-
labile sites, DNA crosslinking, and incomplete exmn repair (23). These damages
could be or not repaired (3). Another well-estdi®#® cytogenetic technique to assess
DNA damage in occupational exposure is the micrtausc (MN) test (24). This

cytogenetic mutational test detects historical audation of mutagenic events and
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does not require metaphasic cells. It is a valuadié for studying the most important
occupational and environmental hazards to publathg3).

A previous work from our group showed that, evemg protective personal
equipment (PPESs), workers handling anti-tumoralydrpresented genotoxic damages,
which vary along the working week (25). Therefdhe aim of the present work was to
evaluate oxidative stress markers and potentialotgeic effects in workers
occupationally exposed to paints, before the warkueek (Monday morning) and after
the weekly exposure (Friday evening). Plasma okidatamages to lipids and proteins
were analyzed using thiobarbituric acid reactiviessances (TBARS) and carbonylated
proteins (CP) assays, respectively, and througlathigity of the antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). rinity was evaluated in
peripheral blood (comet assay) and in lymphocyta$ exfoliated buccal cells (MN
assay). Hippuric acid (HA), the main metaboliteutesg from toluene exposure
(Heuser et al., 2007), and urine delta-aminolewulecid (ALA), a marker for lead

exposure (26), were also assayed.

Materials and Methods

Subjects

Sixty-two healthy individuals participated in tis¢udy. The exposed group
consisted of 33 men occupationally exposed to paiifor at least 6 months — from
Caxias do Sul, RS, Brazil. Twenty-nine males, nepesed and matched by age with
the exposed group, were chosen as the control g@lipf them were non-smokers
and were not under medication. A personal questibarabout work and lifestyle was

answered by all individuals. The study was approvedhe Ethics Committee of the
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Universidade de Caxias do Sul. In accordance with Declaration of Helsinki, all
subjects were advised about the procedure andstijegd an informed consent prior to

participation in the study.

Blood, buccal cells and urine sampling

Blood samples were obtained by venipuncture, ugawyitainers with heparin
as anticoagulant. Buccal cells were collected wsthall-headed toothbrushes by
rotating them 20 times in a circular motion, stagtirom a central point, and gradually
increasing in circumference to produce an outwanidak effect. Both cheeks were
sampled. Urine samples were collected into a glagintainer without preservatives.
Blood and oral cells were taken on Monday earlymmay and on Friday evening. Urine

samples were collected on Friday evening.

Biochemical assays

Oxidative lipid damages were measured spectrophetracally by the
concentration of the TBARS (27). Results were esged as nmol/mL. The oxidative
damage to proteins was assessed by determiningrodrgroups based on the reaction
with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) (E. Merckds previously described (28).
Results were expressed as nmol/mg of protein. 8yjukr dismutase activity was
determined measuring the inhibition of the rate afto-catalytic adrenochrome
formation at 480 nm, in a reaction medium contegdirmM adrenaline (pH 2.0) and
50 mM glycine (pH 10.2) (both from E. Merck), assdebed by Bannister and
Calabrese (29). The reaction was conducted 4€30r 3 min. Results were expressed
as units/g of protein. One unit was defined asam®unt of enzyme that inhibits the
rate of adrenochrome formation in 50%. Catalaswigctwas measured according to

the method described by Aebi (30). The assay [pi@cs based on determining the rate
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of hydrogen peroxide decomposition,(d4) (E. Merck) decomposition at 240 nm. The
reaction was conducted at 3D for 1 min. Results were expressed as units/gatim.
One unit is defined as the amount of enzyme thebmposes umol H,O, per minute

at pH 7.4 and 3€C. Total protein levels were measured by the Biarethod (Bioclin,

K 031, Brazil) for spectrophotometric determinatetr545 nm. Results were expressed
as mg/dL of plasma. All of these oxidative stresarkars were analyzed in plasma
samples. HA quantification was performed in uring ligh performance liquid
chromatography (HPLC) with a K 2501 UV/VIS detectprerated by Eurochrom 2000
software (Knauer, Berlin, Germany). The wavelergjtl225 nm was chosen according
to Laffon et al. (31). The chromatographic separation was achiexsguy a reversed-
phase column Eurospher-100 150 mm x 4 mm witlirbparticle size. The mobile
phase consisted of a mixture of O, 25 mM in acetic acid 1% - acetonitrile (90:10,
v/v) with pH 3.5. The flow rate was 0.8 mL/min, atite analyses were performed
under ambient temperature. Total run time was 30 Results were expressed as g/g of
creatinine. Analysis of urinary ALA was carried osppectrophotometrically through
Ehrlich’s reagent (26). Results were expressed g#ynof creatinine. Creatinine
concentration was measured by spectrophotometinyg asroutine laboratory kit (Doles

Reagentes, Goiania, GO, Brazil).

DNA damage assays

Single cell gel electrophoresis or comet assay wagormed to assess
potential genotoxic effects in the exposed groupo& samples were transported to the
laboratory under refrigeration (10-20) and processed as quickly as possible. A
standard protocol was adopted for comet assay a@a and analysis (23). Slides
were prepared by mixing i whole blood and 9pL low melting point agarose

(0.75%) (Pronadisa). The mixture was poured onfmsted microscope slide coated
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with normal melting point agarose (1.5%) (AgargeXfjer solidification, the coverslip
was removed and the slides were placed in lysistisol [2.5 M NaCl, 100 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and 10 mN&s, TpH 10.0-10.5, with freshly
added 1 mL Triton X-100 and 10% dimethyl sulfoxiddl from E. Merck] for a
minimum 1h and a maximum of 5 days. Subsequertly,dlides were incubated in
freshly made alkaline buffer (300 mM NaOH and 1 r&MTA, pH 12.6, both from E.
Merck) for 10 min. The DNA was electrophoresed 26r min at 25V (0.9V/cm) and
300 mA, and the buffer was neutralized with 0.4MsTpH 7.5). Finally, DNA was
stained with silver nitrate, and the slides werdetbfor blind analysis. Negative and
positive controls were used for each electrophsrassay in order to ensure procedure
reliability. For positive control, 5Q1 whole blood was mixed with 13 methyl
methanesulfonate (M4016/Sigma, St. Louis, MO) to3°M final concentration. This
mixture was incubated at 3T for 2h. Images of 100 randomly selected cellsq@is
from each of two replicated slides) were analyzethfeach sample. The damages were
visually scored according to tail size into fives$es, from no tail (0) to maximal (4)
long tail, resulting in a single DNA damage scave éach subject and, consequently,
for each study group. Therefore, a group damagexir{®l) could range from 0 (all
cells with no tail, 100 cells x 0) to 400 (all celvith maximally long tails, 100 cells x
4).

To assess possible mutagenic effects, micronudssayawas performed in
binucleated lymphocytes and buccal cells. Lymphecytitures were set up by adding
0.3 mL blood to 5 mL standard culture medium (Nugtfi Campinas, SP, Brazil). Two
cultures per subject were established. The flagk® wultured at 37T for 44 h before
adding 5ug/mL of cytochalasin B (Sigma), and incubation wastinued until reaching

total time of 72 h. After incubation, lymphocytegeme harvested by centrifugation at
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800 rpm for 5min and fixed in methanol : acetiada¢3:1), without hypotonic
treatment, and dropped onto clean slides. Stawig done with Giemsa 5% (pH 6.7).
One thousand binucleated lymphocytes per sampliege wcored for the presence of
MN, nucleoplasmic bridges (NPBs) and nuclear biBUDs) with microscopy at a
magnification of 200 — 1000 x, according to Fen€2#). Calculation of the nuclear
division index (NDI) was made according to Fenet#) (following the formula:

NDI = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4) / 500

where M1 — M4 represent the number of cells with 2 nuclei and N is the total
number of viable cells scored.

For the MN assay in buccal cells, theads of the brushes used to collect the
samples were individually placed into separate sutintaining 20 mL of buccal cell
buffer (BC, 0.01M Tris-HCI, 0.1M EDTA tetra sodiusalt, 0.02M sodium chloride, all
from E. Merck) at pH 7.0. Cells of both right anefftl cheeks were mixed and
centrifuged for 10 min at 1500 rpm. The supernateas removed and replaced with
10 mL of fresh BC buffer. Cells were spun and wdstieee more times. One sample
was applied to clean microscope slides and fixeith wiethanol absolute. The slices
were stained with Giemsa 5%. The criterion of suprcells with MN and other
anomalies was the same as described by Themak (32). We scored one thousand
cells for each sampling. Results were expressdteaBequency of abnormal cells per

1000 cells.

Statistical analysis

Epidemiological features reported by workers wpresented as mean plus
standard deviation data. Oxidative and DNA damagelts were submitted to normal

distribution through Kolmogorov-Smirnov test. Mgerameters studied did not have a
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normal distribution and they were presented as amedlus interquartile range.
Comparisons between the control and exposed graugpe performed using Mann-
Whitney U-test. Wilcoxon test was used to comparenthy and Friday results.
Relationships between variables were assessedSpgharman’s correlation coefficient.

SPSS version 12.0 (SPSS, Chicago, IL) was usellistasistical analyses.

Results

The main characteristics of the exposed group sli@vn in Table I. No
difference between the age of the exposed (36.94.69 years) and the control group
(39.14 + 7.53 years) was observed. The exposegdrad been working with painting
from 0.5 to 26 years with a daily paint exposurédldd 12 hours. None of the workers
reported the use of complete personal protectiveipetent (e.g., mask, gloves,
protective clothes and glasses), 39.4% of the werkeported to wear three PPEs
(mask, gloves and protective clothes) and 60.6%erh reported the use of only one or
two of the PPEs mentioned above. No differencegwbserved in relation to drinking
and eating habits between the exposed and non-edgosups (data not shown).

The exposed group did not shown any significanteiase in TBARS levels in
relation to the control group (Table II). Howevar,the exposed group, lipid damages
were higher in Friday samples than in Monday samffle= 0.032; z = -2.14). Friday
samples of the exposed group also presented higbels of protein damages than the
control group (p = 0.015; z = -2.44). In additidnwas observed that workers exposed
to paints had lower SOD (p = 0.003; z = - 2.935) &AT (p = 0.025; z = -2.582)
activities in Monday samples.

An important genotoxic effect (comet assay) wamtbin the exposed group
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Table | Characterization of the exposed group (n=33)

Age (years)

+

Meanz SD ig?‘tﬁ 11.69

Range
Average working time (years)

+

Meanz SD g'ég_jégo
Range '
Daily paint exposure time (hours)
Mean+ SD 5.60 + 3.09
Range 1-12

Use of individual protection equipment (PPE) (%)

Use of mask, gloves and protective clothes 39.4%
Use of one or two of the PPE mentioned abog«a's OOA)

Table 1l Oxidative stress markers in Monday and Friday seamfsfom the control (n=29) and
exposed (n=33) groups.

TBARS Carbonylated Superoxide Catalase

(nmol/mL) proteins dismutase (U CAT/mg proteins)
(nmol DNPH/mg (U SOD/g proteins)
proteins)

Control group
Monday samples

Median (IQRf  5.46 (1.43)  12.27 (8.87) 3.39 (4.54) 1.97 (1.24)
Min - max 3.43-7.09  2.95-19.50 0.29 — 10.21 0.57 — 4.85

Friday samples

Median (IQR) 5.88 (0.89) 6.81 (4.48) # 2.52 (2.99) 1.52 (0.81)
Min-max 3.73-6.91 3.18 -13.64 0.72-8.81 0.00 - 3.27
Exposed group

Monday samples

Median (IQR) 5.15(1.87)  9.09 (7.28) 1.36 (2.04)* 0.94 (1.74) **
Min - max  1.55—10.24 2.05-23.41 0.08 — 6.75 0-6.08

Friday samples

Median (IQR) 5.76 (2.06) * 9.09 (3.01) ** 1.68 (2.82) 1.71 (1.36)
Min—max 4.41-10.50 4.77-13.41 0.12 - 6.38 0.29-5.84
# Interquartile range
* Values statically different from Monday samplesie same group by Wilcoxon test|®.05
**\Values statically different from control group tann-Whitney U test; g 0.05




both in Monday and Friday samples (an increasdofia2.20 times in the DNA index)
in relation to the control group (Monday samples, @000, z = -5.356; Friday samples,
p = 0.000; z = -6.456). In the exposed group, thARIamage index in Friday samples
was higher than in Monday samples (p = 0.003; 22:983) (Figure 1). DNA damage
classes one (Monday samples, p = 0.000, z = -4Bl&ay samples, p = 0.000, z = -
5.927) and two (Monday samples, p = 0.000, z =14.%riday samples, p = 0.000, z =
-6.001) in the exposed group were higher than thadserved in the control group,
which showed a higher frequency of undamaged DNAr(#&y samples, p = 0.000, z =
-5.194; Friday samples, p = 0.000, z = -6.076). €Rposed group also presented a
higher level of DNA damage class three in Fridagnglas (p = 0.017; z = -2.393)
(Table IlI). None of the workers who wear three BREask, gloves and protective
clothes) presented DNA damage class four in theetamssay (data not shown). A
negative correlation between DNA damage index a@® Sctivity (@ = -0.400; p =
0.021) was observed in the exposed group. Posituwelations between DNA damage
index and agep(= 0.481; p = 0.005) and between DNA damage indek a/erage
working time ¢ = 0.376; p = 0.031) were also found (Friday sasjple

According to Brazilian regulation (33), HA and ALKvels in the exposed
group were within normal values (HA up to 1.5 gfgatinine; ALA up to 4.5 mg/g
creatinine). However, it is important to mentiomatttboth HA and ALA were higher in
the exposed group (HA: p = 0.010, z = -2.591; AlpA= 0.000, z = -4.487) (Table IV).
A positive correlation was observed between HA eom@tion and time daily paint
exposuregd = 0.435; p= 0.013).

No statistical difference was detected in lymphesyTable V) and buccal cells

(Table VI) micronuclei frequency between the expoased control groups. However,
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Fig.1. DNA damage index in control (n = 29) and exposed @8) groups.

# Interquartile range

** Values statically different from control groupyann-Whitney U test, g 0.05

* Values statically different from Monday samplestihe same group by Wilcoxon test 9.05

MN frequency (Monday samples) was higher (p = 0,@33-2.165) in individuals who
work more than four hours/day (median 4.00; IQROR.I® comparison with painters
that work less than 4 hours/day (median 2.00; IQ¥)L Furthermore, an increase in
NBUD (Monday samples, p = 0.004, z = -2.894) andearease in NDI (Friday
samples, p = 0.000; z = -4.78) was observed indéabed lymphocytes of the exposed
group (Table V). Workers who wear three PPEs (mgkkjes and protective clothes)
presented lower NBUDs frequency (median 2.00; IQB2p = 0.046; z = -2.032) than
individuals who use only one or two PPEs (medi@®4lQR 2.00). Buccal cells of the
exposed group showed higher condensed chromats foefjuency (Monday samples,
p = 0.000, z = -4.503; Friday samples, p = 0.008,-5.203) (Table VI). Although no
increase in MN frequency was observed, a positoreetation between MN frequency

and daily exposure time was found (Monday samples0.450; p = 0.018).
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Table 1l Frequency (%) of the different classes of DNA daensgMonday and Friday samples from the
control (n=29) and exposed (n=33) groups.
Undamaged cells Damage class oneDamage class Damage class Damage class
two three four

Control group
Monday samples

Median (IQR)#  64.00 (18.00)  35.00 (18.00)  0.00 (0.00)  0.00 (0.00)  0.00 (0.00)
Min—max  39.00-86.00  14.00—60.00 0.00—4.00  0.00—0.00  0.00—0.00

Friday samples

Median (IQR) 72.00 (16.00) 28.00 (18.00) 0.0(1.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00)
Min — max 22.00 - 91.00 9.00 -78.00 0.00 - 3.00 0.00 - 0.00 0.00 - 0.00
Exposed group

Monday samples

Median (IQR)  41.00 (18.00)* 54.00 (15.00)* 3.00 (6.00)*  0.00 (0.00)  0.00 (0.00)
Min-max  23.00—76.00 24.00-74.00  0.00—17.00 0.00—8.00  0.00 — 4.00

Friday samples

Median (IQR)  34.00 (15.00)***) 59.00 (11.00)***) 4.00 (7.00)**  0.00 (0.00)**  0.00 (0.00)
Min — max 15.00 — 63.00 36.00 — 81.00 0.00-15.00 0.00-9.00 0.00 - 1.00
# Interquartile range
**Difference in relation to control group by ManntWhney test; p< 0.05
* Difference in relation to Monday samples in tlaere group by Wilcoxon test;0.05.
The cells were assessed visually and received sdoven 0 (undamaged) to 4 (maximally damaged),
according to the size and shape of the tail (Heessat., 2007).

Table IV Hippuric acid and delta-aminolevulinic acid in cartgroup
(n =29) and exposed group (n=33) in Friday samples
Hippuric acid Delta-aminolevulinic
(g/g creatinine) acid
(mg/g creatinine)

Control group

Median (IQR)#  0.22 (0.29) 0.68 (0.27)
Min - max 0.01-0.69 0.40 - 2.47
Exposed group
Median (IQR) 0.38 (0.50)* 1.58 (1.34)*
Min — max 0.20 - 1.58 0.11-2.84

# Interquartile range
**Values statically different from control groupyann-Whitney U test, g 0.05
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Table V Micronucleus, nuclear buds and nucleoplasmic bedgequencies and nuclear division in
in lymphocytes in Monday and Friday samples fromabntrol (n=29) and exposed (n=27) groups.

Nucleoplasmic Nuclear division
Micronucleus Nuclear bud bridges index***
/1000 binucleated /1000 binucleated /1000 binucleated
cells cells cells

Control group
Monday samples

Median (IQR) 3.00(1.00) 2.00 (2.00) 1.00 (2.00) 1.21 (0.12)
Min — max 1.00 -4.00 0.00 -4.00 0.00 -4.00 1.10-1.40
Friday samples
Median (IQR) 3.00(2.00) 2.00 (2.00) * 1.00 (1.00) 2.02 (0.37) *
Min — max 0.00 - 6.00 0.00 -6.00 0.00 -3.00 1.10 - 2.37
Exposed group
Monday samples
Median (IQR) 3.00 (2.00) 3.00 (2.00) ** 2.00 (3.00) 1.20 (1.10)
Min — max 1.00-5.00 0.00-7.00 0.00-7.00 1.10-2.19
Friday samples
Median (IQR) 3.00 (2.00) 3.00 (3.00) 2.00 (2.00) 1.24 (0.54) **
Min — max 1.00 - 5.00 0.00 — 6.00 0.00 — 5.00 1.09 - 2.15

*Interquartile range

* Difference in relation to Monday samples in tleene group by Wilcoxon test;$0.05

**Difference in relation to control group by ManniWhey test; p< 0.05

*** The nuclear division index (NDI) was calculatddllowing the formula: NDI = (M1 + 2M2 +
3M3 + 4M4) / 500, where M1 — M4 represent the nunmdfecells with 1 — 4 nuclei and N is the total
number of viable cells scored.

Furthermore, the daily exposure time was poskyivarrelated with NBUD
frequency (Friday samplep,= 0.402; p= 0.038). Positive correlations betwB&iUD

and NPB (Monday samplegs,= 0.605, p = 0.001; Friday sampless 0.480, p = 0.011)

were also observed.
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able VI Frequency of micronucleus, nuclear buds, binucteapgknotic, karyolitic, karyorrhetic and condensgtomatin cells in buccal cells
Monday and Friday samples from the control (n=28) exposed (n=27) groups.

Condensed
Micronucleus Nuclear bud Binucleated cells Pyknotic cells Karyolytic cells Karyorrhetic cells chromatin cell
/1000 cells /1000 cells /1000 cells /1000 cells /1000 cells /1000 cells /1000 cells
Monday samples
. 8.00 (8.00) 0.00 (1.00) 26.00 (18.00)  11.00 (9.00) 6.00 (7.00)
Median (IQR) 1.00 (1.00) 0.00 (0.00) \ ) ’ ] '
Min - max 0.00 - 4.00 0.00 -2.00 3.00 -31.00 0.00 -6.00 5.00 -62.00 0.00 -54.00 0.00 -18.00
Friday samples
Median (IOR) 2.00 (2.00) 0.00 (1.00) 5.00 (6.00) * 1.00 (3.00)  37.00(28.00) * 10.00(12.00)  1.00 (6.00)
Min — max 0.00 - 5.00 0.00 -4.00 1.00-21.00 0.00 - 12.00 11.00 -96.00 1.00-47.00 0.00 - 31.00
Monday samples
. 2.00 (2.00) 0.00 (1.00) 9.00 (8.00) 0.00 (2.00) 17.00 (21.00)  8.00 (14.00) .
Median (IQR) (502400  000-200 0.00-2200 000-500 10.00-79.00 0.00-31.00 <1200 (15.00)
Min — max 1.00 -47.00
Friday samples
Median (IOR) 1.00 (1.00) 0.00 (0.00) 7.00 (7.00) 0.00 (1.00) *  34.00 (28.00) *  6.00 (7.00)  16.00 (17.00) **
Min — max 0.00 -4.00 0.00-1.00 0.00-17.00 0.00 -5.00 14.00 — 83.00 0.00 - 22.00 1.00-46.00

"Interquartile range
* Difference in relation to Monday samples by Wiom test; p< 0.05

**Difference in relation to control group by Manntney test; p< 0.05



Discussion

Biological monitoring of exposure to deleteriouserticals is important in the
evaluation of risks to human health and it is coased a strategy to improve conditions
of occupational safety. In this sense, the presenk evaluated possible toxic effects in
individuals occupationally exposed to paints. Pagtntain a heterogeneous group of
chemicals that are difficult to classify becausenaiactures often fail to disclose the
complete composition of their products. Howeveroading to the paint labels, the
workers studied were exposed, at least, to tolueriene, ethylbenzene, butyl and ethyl
acetate, acetone, methyl isobutyl ketone, titanimlyminum, lead, cobalt, and
chromium. It is already known that these compowatsinduce DNA damages (15,34-
36) and an increase in oxidative stress levels18.37,38). However, the effects
induced by the mixture of them are still controvats

Although we did not observe an increase in TBAB&:Is in the exposed group,
Friday samples presented higher levels of TBARS ttieose observed in Monday
samples, showing an increase in oxidative lipid alg@s during the week. Paint workers
also presented an increase in oxidative proteinag@s in Friday samples (Table II).
Although other studies are necessary, it seems ghatein damages could be an
oxidative stress biomarker more sensible than #teation of lipid damages. In fact, it
has already been reported that exposure to orgaoti@nts induces an increase in
carbonylated protein levels in human skin (39). dbwer, it is possible that the
interaction between toluene and xylene decreasealiitity of these solvents to induce
lipid peroxidation, probably due to the inhibitioof their metabolism and/or to

permeability alterations, as already described.(40)
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Antioxidant enzymes are important to counteract ttamages induced by
oxidative stress. The first line of enzymatic deinncludes the action of SOD and
CAT. SOD catalyzes the superoxide anion dismutaiioR,O, and CAT catalyzes the
decomposition of kD, to water (41). In our work, we observed a decréassOD and
CAT activities in the exposed group (Table Il).idt known that both solvents and
metals can generate reactive species (40,42,433hwiould be partially detoxified by
these enzymes, explaining the alterations in radetabolism observed in the workers
exposed to paints.

Organic solvents (3,12,44), metals (13-15) anatpai2,18,19) can also induce
DNA damages. In fact, in the present work, an iaseein DNA damages (comet assay)
was observed in workers exposed to paints. In xipesed group, these damages were
higher in Friday samples than in Monday sampleguifeé 1), suggesting that the
weekend is important to reduce, at least in plaetdamages induced by paints.

On the other side, no increase was observed inomicteus levels (Table V),
showing that the DNA damages detected through casshy were being repaired.
Although many works have shown an increase in miectei frequency in painters
(16,17,19-21), other works (22) already reporteddifferences in this cytogenetic
parameter in workers exposed to paints, which agweth our results. Furthermore, a
study on human lymphocytes showed that some savinind in paints (toluene,
benzene and acetone) are unable to induce miceusitbrmation (45).

Positive results in the comet assay do not alveaysespond to positive results
in the MN tests, especially when the exposure twtgxic agents is small. The comet
assay usually detects more damages than the MN4@st While MN assay detects

injuries that survive at least one mitotic cyclemet assay identifies reparable injuries
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or alkali-label sites (3). Consequently, it is imaot to use both tests to get more
reliable results (19).

Besides the detection of MN, this technique aldlows checking other
endpoints of genotoxin-exposed populations, sudNBldDs, NPBs and NDI. NBUDs
are a biomarker of gene amplification, NPBs provalemeasure of chromosome
rearrangement, and the NDI index is biomarker efoliferative status of the viable
cell fraction (24). An increase in NBUDs frequenass observed in binucleated
lymphocytes of the exposed group in Monday samglEsble V), suggesting
chromosomal damage and/or a DNA instability statuis group (24). Shimizet al.
(47) showed that the amplified DNA of mammalianise$ selectively localized to
specific sites at the periphery of the nucleus ahdhinated via nuclear budding.
However, the duration of the nuclear budding precasd its extrusion from the cells
remain unknown. The positive correlation betweenUWB frequencies and daily
exposure time (Friday samplgs;= 0.402; p = 0.018) suggests that this abnormality
could be induced by exposure to the complex mixadreompounds present in paints.
In fact, an increase in NBUD frequency in workerpased to polycyclic aromatic
hydrocarbons was already reported (11). A decreaBi®| in Friday samples was also
found in the exposed workers (Table V), suggestipgtential cytostatic effect induced
by paints and/or a delay in the cellular divisiawwgess in order to better repair their
DNA damages (48). This is the first work to expldnes kind of nuclear abnormalities
in painters, and the biological meaning of thesdifigs should be better evaluated.

Among the different analytical procedures avadalthe biomonitoring assays
using exfoliated cells from the buccal mucosa tesve its utility for the evaluation of

genotoxic damage (49). It has been already sugh€s@® that to study DNA damages
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due to occupational exposure to toxic agents, einseto be necessary to use both
lymphocytes and buccal exfoliated cells. Besideduation of MN, exfoliated cells of
mucosa also provide evidence of other nuclear abalitres, such as NBUDs (small
nucleus linked to the nucleus by a narrow or witkdksof nucleoplasmic material),
binucleated cells (presence of two nuclei withioe#l), pyknotic cells (small shrunken
nucleus with a high-density material), karyolytalls (nuclear dissolution), karyorrhetic
cells (nuclear fragmentation), and condensed chtion@ells (speckled or striated
nuclear) (51). Binucleus formation is considered as indicator of cytotoxicity,
pyknotic cells are linked to cell death, karyorrizeand karyolysis are considered as
indicators of later apoptosis, while condensed wiatin is considered as an indicator of
early stages of apoptosis (32). Although no in@aasVIN frequency was observed in
the present work, the exposed group showed inaled&issuency in condensed
chromatin in buccal cells (Table VI), suggesting tieginning of an apoptotic process
(32), which could be related with reactive oxygeeaes generation and/or antioxidant
depletion (41). It has already been shown that seoheents, such as benzene, are able
to increase condensed chromatin frequency in extéali cells from the oral mucosa
(52).

According to the Brazilian regulation (53), prdiee clothes, mask, gloves and
glasses are PPEs that must be provided to the vgoekgosed to organic solvents. In
this study, none of the workers declared to useptei® PPEs, only 39.4% of them
declared to wear three PPEs (protective clothesksnand gloves), while 60.6% wore
only one or two PPEs. This lack of appropriate o6®PEs together with a potential
passive exposure could be associated, at leastaiy @ the molecular damages

observed in this work.
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The data presented herein shows that workers atonglly exposed to paints
present DNA damages, as demonstrated through cassdy, as well as other
abnormalities found in their DNA. The damages detdn the comet assay were
repaired, since no alterations in MN levels weresesbed between both groups.
However, the presence of DNA abnormalities showddbbtter evaluated in order to
establish their biological importance to the woskérealth. Both comet and MN assays
have shown be very sensitive tests to measure DiNades and they could be used to

improve the monitoring of paint workers.
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5. DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho foram avaliados 33 individuos etq®oa tintas ha, no minimo 6
meses, e 29 individuos ndo expostos, que conatitu@r grupo controle. De acordo
com as informacgfes obtidas no questionario de sacgigacional (Anexo 3), todos os
participantes do estudo eram saudaveis, ndo fusi@ataantinham uma alimentacao
equilibrada, rica em todas as classes de nutrieB@®nta-se, ainda, que os habitos de
ingestdo de bebidas alcodlicas néo diferiram avgrgrupos controle e exposto (dados
ndo mostrados). Foi eliminada, portanto, a intérfela do cigarro e do alcool, e
minimizada a influéncia de diferentes habitos afitages nos resultados desse estudo.
Além disso, nenhum dos participantes do estudarrda ter parentes préximos com
qualquer desordem genética ou filho nascido prenaaiente ou abortado.

Comercialmente, as tintas podem ser classificadas gndustriais, automotivas e
decorativas, principalmente em funcéo das suasipdges de dureza, flexibilidade,
resisténcia e tempo de secagem. Entretanto, ndossivpl estabelecer diferencas
especificas na composi¢cdo dos diferentes tiposntgst Neste estudo, os individuos
estiveram ocupacionalmente expostos a tintas indisstautomotivas e decorativas. De
acordo com as informacdes constantes nos boléamicbs, as tintas utilizadas pelos
trabalhadores deste estudo continham: xileno, noluestilbenzeno, metil isobutil

cetona, acetona, acetato de etila e butila, bytasopropanol, titanio, aluminio,



chumbo, cobalto, zinco, cromo e resinas a baseoliéster, acrilicas, alquidicas e/ou
poliuretanicas. Nao foi observada nenhuma correlagidire os efeitos bioldgicos
encontrados nos individuos expostos e a composiE tintas. Isto se deve,
provavelmente, a complexidade das misturas utéigagla ndo especificacdo de todos
0S compostos presentes em cada tinta.

Ja esta descrito que o tolueno, o xileno e oestlbno podem induzir danos
oxidativos ao DNA em linfocitos humanos (Chet al, 2008). A exposicéo
ocupacional a diferentes misturas de solventesnargs foi capaz de aumentar a
peroxidacao lipidica (Halifeoglat al.,2000; Bayil et al.,2008) e de induzir danos ao
DNA (Heuseret al.,2005 Roma-Torrest al.,2006; Heuseet al.,2007; Torreet al.,
2008). Além disso, a exposicdo a mistura de toluenoutros solventes organicos
produziu um aumento da frequéncia de micronuclantotem linfocitos (Pitarquet
al., 2002; Roma-Torregt al., 2006) quanto em células da mucosa bucal (Karahalil,
1990; Celiket al.,2003; Gonzales-Yebrt al.,2009) de individuos expostos.

Além dos solventes, metais como: aluminio, chunabomo, cobalto e titanio
também podem causar danos ao DNA. O aluminio fodtgeico (Crebelet al, 2002;
Banasiket al.,2005; Limaet al.,2007) e induziu estresse oxidativo (Bigatal.,2008)
em humanos. O chumbo, amplamente estudado, indumEbras simples e duplas de
DNA e formacdo de sitios alacali-labeis em indieosllocupacionalmente expostos
(Paluset al, 2003). Este metal também pode inibir o sistemaegaro de danos ao
DNA por excisdo de bases e o reparo por excisaoudteotideos (Hartwig, 1994;
Beyersmann & Hartwig, 2008). Tanto o cromo lll quamm VI estdo associados a
alteracdes no DNA (ligagBes cruzadas DNA-protemdgrmacdo de quebras duplas)
em individuos expostos (Medeires al.,2003; Xieet al, 2009) além de aumento dos

niveis de MDA (Liuet al.,2009). O cobalto pode causar quebras simples no [IMA
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Boecket al, 2003; Beyersmann & Hartwig, 2008 ) em célulagrdeniferos. O titanio
induziu estresse oxidativo em células epitelia@fuicas humanas (Gugt al.,2005)
e foi genotdxico em peixes (Reewsal.,2008).

Nesse trabalho, observou-se um aumento signifcativs danos no DNA
(ensaio cometa) nos trabalhadores expostos a,tit@ai® nas amostras coletadas na
segunda quanto nas de sexta-feira (Figura 1). Besedtados corroboram outros
achados da literatura (Oesehal.,1994;Fuchset al.,1996; Zhuet al.,2001, Martino-
Roth et al., 2003; Leeet al, 2003). Embora este ensaio ndo permita identifocar
composto causador de dano, é possivel que os ssdvelou metais presentes nas tintas
sejam os responsaveis pelo efeito bioldégico obderv@ ensaio cometa, na sua versao
alcalina, detecta danos do tipo quebras simplespéasl sitios &lcali-labeis e ligacbes
cruzadas (Ticet al, 2000), as quais podem ser reparadas pelos ssgn@paro por
excisdo de bases, reparo por excisdo de nuclestideocombinacdo homdloga,
recombinacdo ndo homoéloga e sintese de DNA trdwsl@doustachi, 2000; Saffi &
Henriques, 2003; Natarajan & Palitti, 2008). Dangglativos nas bases purinicas e/ou
pirimidinicas do DNA séao reparados pelo sistema BH&zraet al, 2007; Dizdaroglu
et al, 2008),enquanto que distorcbes estruturais do DNA ativatERR. Quebras
duplas s&o reparadas pela recombinacdo ndo-homaéleghomodloga (Wyman &
Kanaar, 2006; Pardet al.,2009).

Considerando que néo foi observado aumento daafifande micronucleos nos
linfécitos (Tabela 5) e nas células da mucosa b{icela 6) dos individuos expostos,
aparentemente os danos ao DNA verificados pelaeneaeta foram reparados. Cabe
salientar, entretanto, que foi observado um aumeattrequéncia de NBUD@ abela
5) nos linfécitos dos individuos expostos, indicandmarréncia de amplificacédo

génica - expansdo do numero de copias de um gargual pode estar relacionada a
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iniciacdo da carcinogénese (Fenech, 2006). Fotad®a recentemente, aumento de
NBUDs em trabalhadores expostos a hidrocarbonetosaticos policiclicos (Duaat

al., 2009). No presente trabalho, observou-se uma egé&elpositiva entre a frequéncia
de formacdo de NBUDs e o tempo diario de exposiclintas nas amostras coletadas
na sexta-feirag = 0,402; p = 0,018), sugerindo a participacaotadas e/ou de seus
componentes nas alteragdes celulares encontradas.

Além disso, observou-se, nos trabalhadores expastiotas, uma diminuicdo do
indice de divisdo nuclear nos linfocitos perifésicem comparacdo com 0 grupo
controle (Tabela 5). Na presenca de lesGes gemaixas células podem tolerar o dano
e sobreviver; ativar as vias de morte por apoptesaecrose; ou parar o ciclo celular
para reparar o dano (Kirsch-Volders & Fenech, 20B1jossivel que os danos ao DNA
detectados pelo ensaio cometa tenham sido repa(gdgsie ndo houve aumento na
formacdo de micronucleos nos individuos expostogne funcéo disso, tenha sido
observada uma diminuicdo do IDN.

Também foi observado um aumento da frequénciaétidas com cromatina
condensada nas células da mucosa bucal dos trdbedsaexpostos (Tabela 6),
indicativo de estagios precoces de apoptose (Hbéaal, 2008), o que ja foi relatado
na literatura (Meirelest al.,2006). As células da mucosa bucal sdo bastantetsreis
aos efeitos dos solventes volateis e dos metagngdsseet al.,2000), os quais podem
ser responsaveis, ao menos em parte, pelos etdisesvados. A capacidade de reparo
de lesbes ao DNA das células da mucosa bucal érmdergue a capacidade de reparo
dos linfocitos (Dhillonet al., 2004), provavelmente devido ao alto indice de dwis
celular e consequente encurtamento de vida quéla@as da mucosa bucal apresentam.

A menor capacidade de reparo e a exposicao a agamesabidamente induzem danos
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ao DNA, podem explicar o aumento do marcador detemeelular (cromatina
condensada), encontrado nas ceélulas da mucosa thosairabalhadores expostos a

tintas nesse estudo.

Além da inducéo de danos ao DNA, os solventes @&stl, 2006; Cheret al,
2008; Torrest al.2008), os metais (Valket al., 2005) e a exposi¢cdo ocupacional a
tintas (Dlugosz & Sawicka, 1998; KaragoOzkdr al., 2002; Mohammedckt al., 2008)
também estdo associados a geracdo de estresséivoxidzuriosamente, em NOSSO
trabalho, ndo foi observado aumento no indice d®glaos lipideos (TBARS) nos
individuos expostos, embora o nivel de peroxiddgfdica tenha se mostrado mais
elevado na coleta de sexta-feira, quando compatado a coleta de segunda-feira
(Tabela 2). Além disso, alteragbes na atividade esrersmas antioxidantes Sod e Cat
também foram encontradas (Tabela 2), sugerindo exigte um desequilibrio no
metabolismo redox, que para os lipideos, parecar esndo compensado. J4, em
relacdo as proteinas, observou-se um aumento mgeidd danos no grupo exposto
(coleta da sexta-feira; Tabela 2), sugerindo que psde ser um marcador mais
sensivel para danos oxidativos do que os lipideos.

Este é o primeiro trabalho que mostra danos oxiostia proteinas em
individuos ocupacionalmente expostos a tintas. iNan¢o, ja foi demonstrado aumento
de danos a proteinas (proteinas carboniladas) kiaséle derme humana expostas a
vapores de tolueno, xileno e/ou acetona (Cesta., 2006). Em relacdo a inducéo de
danos oxidativos aos lipideos, os resultados aadaontroversos. Embora a exposi¢ao
ocupacional a tintas tenha sido capaz de induzineato da peroxidacdo lipidica
(Dlugosz & Sawicka, 1998; Karagozler al.,2002; Mohammeet al.,2008), misturas

de solventes podem resultar numa diminuicdo de daxadativos a lipideos (em
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relacdo a exposicdo aos solventes de forma isoleolmp ja relatado para o tolueno e
xileno, em mitocondrias isoladas de placenta hum@aavicka & Dlugosz, 2008).
Embora ainda ndo seja conhecida a razdo dest® dieitbgico, € possivel que a
competicdo entre os solventes pelos sitios atimosndima CYP2EL, responsavel pelo
metabolismo destes solventes, possa diminuir aetragao de metabdlitos capazes de
gerar lesbes oxidativas (Sawicka & Dlugosz, 2008).

Tanto os solventes quanto os metais presentesmas podem gerar diversas
ER (Valkoet al.,2005; Dlugoszt al., 2005;Revillaet al.,2007; Sawicka & Dlugosz,
2008). A diminuicdo da atividade da enzima antieri¢ Sod, observada em nosso
trabalho, sugere a geracdo do radical superoxilds piatas e/ou seus componentes. A
diminuicdo da atividade da Cat nos individuos etggpode ser devida a dismutagcéo
do perodxido de hidrogénio produzido pela Sod oadpelos compostos presentes nas
tintas. Além disso, parte do radical superdxidoepber reagido com Oxido nitrico,
formando peroxinitrito (Halliwell & Guteridge, 2007 e produzindo os danos
oxidativos as proteinas observados neste trab@wa explicagdo para o aumento de
danos a proteinas pode ser a reacdo do radicabgigmecom centros Fe-S de proteinas
e consequente liberacédo do fonF® qual pode ter gerado o radical hidroxila pela
reacdo de Fenton. Este radical, por ndo ter nenhemaama especifica para sua
detoxificagdo, € extremamente lesivo, podendo causalusive, danos ao DNA
(Halliwell & Guteridge, 2007).

Ao contrario do esperado, nenhum dos individuosixs utilizava todos os
equipamentos de seguranca (Oculos, roupas parec@ooto corpo, luvas e mascara
especificas) determinados pela Norma RegulamersadoNR6 do Ministério do
Trabalho e Emprego (1978). Apenas 39,4% dos trabalies estudados utilizavam trés

EPIs (roupas de prote¢do, luvas e mascara). Gatestdeclararam utilizar apenas um
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ou dois dos equipamentos de seguranca fornecidas pmpresas (Tabela 1). Além
disso, a maior parte dos individuos entrevistadf@mou que usava EPIs somente no
momento da pintura, retirando-os logo apés o piloteato. Considerando que, em
grande parte dos locais de trabalho visitados,ahandis de um individuo trabalhando
com tintas simultaneamente e em espacos reduzdiste, ainda, a possibilidade de
contaminacgao pela exposicdo passiva a tintas. Eeskxs podem explicar, ao menos
em parte, o aumento de danos ao DNA observado nibgiduos expostos. Nesse
sentido, observou-se que os individuos expostositijimavam apenas um ou dois EPIs
apresentaram dano ao DNA classe quatro, e uma nm@éncia na formacédo de
nuclear budem seus linfocitos, o que ndo foi observado paraindividuos que
utilizavam os 3 EPIs.

O presente trabalho também teve a finalidade déaawaefeito do descanso do
final de semana sobre os parametros avaliadosiv@ss le danos no DNA (Figura 1) e
nos lipideos (Tabela 2) apresentaram-se sign¥i@aténte mais baixos na coleta de
segunda-feira (em relacdo a da sexta-feira) noogmxposto. E possivel inferir,
portanto, que o descanso do final de semana € tamperpara a diminuicdo dos danos
no DNA e lipideos dos individuos expostos.

Em resumo, esse trabalho mostrou que a exposgifmacional a tintas induz
danos ao DNA (ensaio cometa) e um desequilibrimatabolismo redox, evidenciado
pelo aumento de proteinas carboniladas e alteragégsatividades da Sod e Cat.
Embora os danos ao DNA observados nos individupsstas desse estudo estejam
sendo reparados, salienta-se a importancia doarset@ dos equipamentos de protecéo
individual e do monitoramento constante. Nesteident inclusdo de marcadores de
genotoxicidade, como 0 ensaio cometa e micronuclpoderia colaborar com o

moniotoramento biolégico dos individuos ocupacioraite expostos a tintas.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos nesse trabalho permitem conaleir q

1. Os individuos ocupacionalmente expostos a tintessaptaram um maior indice
de danos oxidativos a proteinas (proteinas cadmas) nas amostras coletadas
na sexta-feira quando comparados ao grupo contreta. outro lado, néo foi
observado um aumento na incidéncia de danos ddsdip (TBARS) no grupo

exposto.

2. Observou-se uma diminui¢cdo na atividade das enzamiigxidantes superoxido
dismutase e catalase nos individuos expostos tetsgoealizadas na segunda-

feira.

3. Embora os niveis de &cido hiparico e ALA tenhammastrado mais elevados
nos individuos expostos do que no grupo contr@seevalores estdo dentro da
faixa de normalidade determinada pela Norma Regerdgédora NR-7, do

Ministério do Trabalho e Emprego.

4. Os individuos ocupacionalmente expostos apresemtatan aumento

significativo de danos ao DNA (ensaio cometa), @palmente classes um e



dois, tanto nas amostras coletadas na segundaoquast de sexta-feira.
Observou-se uma correlacao positiva entre o irtkcganos ao DNA (coleta de
sexta-feira) com o tempo total de exposicédo adifga= 0,376, p = 0,031) dos

trabalhadores.

N&o foi observado aumento na incidéncia de micri@e8cem linfocitos ou em
células da mucosa bucal dos individuos expostosentianto, verificou-se uma
maior incidéncia na formacao declear bud(em linfocitos) e de células com

cromatina condensada (mucosa bucal) nestes indsidu

. A frequéncia denuclear budsfoi significativamente maior nos individuos
expostos a tintas que utilizavam apenas um oukRis, quando comparada aos
que usavam que trés EPIs (luvas, mascaras e rdaga®tecao). Aléem disso, o
uso de trés EPIs preveniudano ao DNA classe quatro (amostras coletadas na

sexta-feira).
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7. PERSPECTIVAS

Como continuidade deste trabalho, seria importante:

1. Avaliar os niveis de xileno, etilbenzeno, isobuétittetona, acetona, cobalto,
cromo, aluminio e titanio presente nas tintas agImo 0S seus respectivos

marcadores urinarios, em trabalhadores exposiotaa.t

2. Avaliar, em individuos expostos a tintas, os potismos dos genes das
principais enzimas relacionadas ao metabolismoeti@bidticos, como as CYP
1A1 e CYP2E1 (metabolismo fase 1) e GSTM1, GSTREASET1 (metabolismo

fase Il).

3. Quantificar o0s antioxidantes enzimaticos (glutaionperoxidase e
peroxirredoxinas) e ndo enzimaticos (glutationaadsaroteno, acido ascorbico,

alfa-tocoferol) no grupo exposto.

4. Realizar o ensaio cometa tratando os linfécitosm caa enzima

formamidopirimidina DNA glicosilase e endonucled$ea fim de detectar



possiveis danos oxidativos nas bases purinicasneiginicas, respectivamente,

nessas células.

5. Avaliar a expressdo de marcadores de apoptose emmeaspases 8 e 9 e
clivagem da poli-ADP ribose polimerase, a fim viedf um possivel efeito dos

compostos presentes nas tintas, nestas cascammliteacao celular.

6. Avaliar o estresse oxidativo, a genotoxicidade ematagenicidade em

trabalhadores expostos a tintas apés um periodongedo de afastamento das

tintas (final do periodo de férias).
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ANEXO I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa
“AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO E GENOTOXICIDADE E M
TRABALHADORES EXPOSTOS A TINTAS INDUSTRIAIS E AUTOM OTIVAS”

A exposicdo a tintas industriais e automotivas poelentualmente, levar a
problemas de salude. Para evitar isto, sdo utilzastpuipamentos de seguranca e de
protecdo individual. O uso correto desses equiptoagirevine contra essa situacao. Para
verificar se a utilizacdo desses equipamentosagiquada, este trabalho objetiva realizar
analises sangulineas e urinarias nos trabalhadelegastrias de tintas.

O voluntario participaréa deste projeto através deacdo de, aproximadamente,
10mL de sangue venoso do braco direito ou esquekdeoleta serd realizada por
profissional capacitado. A participacao tambémasa por meio da doacédo de urina, cuja
coleta sera realizada pelo préprio voluntario, geea instruido para isso, num frasco
préprio para o ensaio. Também serd realizada dacdie células da mucosa bucal por
profissional treinado através de escovas individadhs. Os voluntarios do projeto
responderdo a um questionario sobre seu ambientadalho, alimentacdo, uso de
medicamentos, entre outros. Eventualmente podexd@wes dor e hematomas na regido da
picada da agulha.

Os resultados dos ensaios serdo comunicados aot&oby que receberd as
informagfes necessérias sobre cada parametroawalifodas as duvidas dos voluntarios
serdo esclarecidas a qualquer momento por um gossentantes da pesquisa. A qualquer
momento o voluntario, se for de sua vontade, pod#gtromper sua participagdo no
projeto de pesquisa, bastando para tanto informaoalenacéo do projeto.

Todas as andlises seréo realizadas de forma coaifidlendo sendo identificado o
voluntario e sem custo algum para o participaetsa pesquisa.

BU, oo, fui informadosi objetivos
da pesquisa acima de maneira clara e detalhadsckarexi minhas duividas. Sei que em

gualguer momento poderei solicitar novas informagdenodificar minha decisao se assim
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eu o desejar. A Profa. Dra. Mirian Salvador cextifi-me de que todos os dados desta
pesquisa serdo confidenciais e terei liberdadeeti@r meu consentimento de participacao
na pesquisa, face a estas informacdes.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, mbssoar Profa. Dra. Mirian
Salvador no telefone (054) 32182105. Para qualpeegunta sobre os meus direitos como
participante deste estudo ou se penso que fuigicao pela minha participacdo, posso
chamar a Profa. Dra. Mirian Salvador no teleforstj32182105

Declaro que recebi copia do presente Termo de @tnsnto.

Assinatura do voluntario da pesquisa

Nome do voluntario
I S S

Assinatura do Pesquisador

Nome do Pesquisador
_

Este formulario foi lido para em

I/ pelo enquanto eu estava

presente.

Assinatura de testemunha

Nome da testemunha
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QUESTIONARIO DE SAUDE OCUPACIONAL
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QUESTIONARIO DE SAUDE OCUPACIONAL

HISTORIA PESSOAL

-

. l[dade: (em anos).

N

. Sexo: ( )Masculino ( )Feminino

HISTORIA OCUPACIONAL (somente para os individuos expostos)
. Local de trabalho:

. Atividade que realiza:

3
4. Tempo de trabalho neste local:
5
6

. Onde vocé trabalhou previamente, qual atividpeerealizava e por quanto tempo:

7. Qual a sua carga horaria diaria?

8. Neste periodo, quantas horas vocé esta expsittdas?
9. Quais sao os equipamentos de protecdo individizalos por vocé?

HISTORIA DE FUMO

10. Alguma vez vocé fumou? ()Sim ( ) Néo
Se nao, passe para questao 16. Se sim:
a. Quanto tempo vocé fumou?

b. Vocé fuma atualmente? () Sim ( ) Néo

Se sim, passe para a 15c.

Se ndo: Quando vocé parou de fumar? (més e ano).
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MEDICAMENTOS E DOENCAS

11. Vocé tem tomado algum medicamento prescrito peédico no Ultimo ano (por

exemplo, comprimidos para pressao, insulina, tréiagiites, relaxantes musculares, etc.)?

Tipo de medicamento: Dose: Quantos por diaicio(més) Término (més)

12. Vocé tem tomado algum medicamento ndo prespatomédico no ultimo ano (por
exemplo, aspirina, anti-acidos, anti-histaminiseslativos ou outras drogas)?

Tipo de medicamento: Dose: Quantos por diaicio(més) Término (més)

13. Vocé toma ou tomou alguma vitamina nos ultidoseses?

Tipo de vitamina: Dose: Quantos vezes porasam

14.Vocé teve ou tem alguma doenca?
Se sim, indique abaixo:
Doenca: Periodo da doenca: Tratamento:

15. Liste os raios-X diagnésticos e terapéutices,aé recebeu no dltimo ano.

Razao para o raio-X Data:
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16.Fez alguma cirurgia durante o ultimo ano?
Data: Razao:

17.Teve febre nos ultimos 06 meses?
Data(més): Doenca associada: Medicanmentado:

DIETA (deve refletir apenas os hébitos freqiientes)

18. Comente sobre sua dieta, caso ela tenha algspgeial ( por exemplo, dieta rica em

proteinas e pobre em carboidratos, etc.).

19. Vocé bebe cerveja? () Sim ( ) Néao

Se sim, indique sua média de consumo semanal:
20. Vocé bebe vinho? ( ) Sim ( ) Néo

Se sim, indique sua média de consumo semanal:
21. Vocé bebe outras bebidas alcodlicas (excluiateeja e vinho)?

()Sim ()Nao

Se sim, qual ou quais?

Indique a sua média de consumo semanal:

HISTORIA GENETICA
22. Vocé tem conhecimento de algum defeito de mestdio ou outra desordem genética ou

doenca hereditaria que tenha afetado seus pa@os;nirmas ou seus filhos?
()Sim ()Nao
Se sim, por favor especifique:
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23. Vocé ja teve um filho que tenha nascido preraatente ou tenha sido abortado?
()Sim ()Nao
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