Ministério da Saude

FIOCRUZ -
= ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
Fundacdo Oswaldo Cruz SERGIO AROUCA

ENSP

por

Isabele Campos Costa

Dissertacdo apresentada com vistas a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias na drea de Satide Publica.

Orientadora: Prof.” Dr.” Rita de Cdssia Oliveira da Costa Mattos

Rio de Janeiro, maio de 2009.



Ministério da Saude

FIOCRUZ -
= ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
Fundacdo Oswaldo Cruz SERGIO AROUCA

ENSP

Esta dissertacdo, intitulada

apresentada por

Isabele Campos Costa

foi avaliada pela Banca Examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Adriano Caldeira de Araujo
Prof. Dr. Hermano Albuquerque de Castro

Prof.? Dr.? Rita de Cassia Oliveira da Costa Mattos — Orientadora

Dissertacdo defendida e aprovada em 26 de maio de 2009.

i



Catalogac¢do na fonte
Instituto de Comunicagdo e Informacgao Cientifica e Tecnoldgica
Biblioteca de Saude Publica

C837 Costa, Isabele Campos
Estudo dos efeitos genotdxicos do amianto em trabalhadores
expostos. / Isabele Campos Costa. Rio de Janeiro: s.n., 2009.
78 1., il., tab.

Orientador: Mattos, Rita de Cassia Oliveira da Costa

Dissertagao (mestrado) — Escola Nacional de Saude Publica Sergio
Arouca, Rio de Janeiro, 2009

1. Asbesto. 2. Exposicao Ocupacional. 3. Estresse oxidativo.
4. Ensaio cometa - genotoxicidade. I. Titulo.

CDD - 22.ed. - 363.11

il



"S6 descobri a doenga em 1995 quando alguns ex-colegas de
trabalho comecaram a adoecer e a falecer, inclusive parentes
que trabalhavam comigo na Eternit. Desde entdo, tenho de
tomar remédios todos os dias e estou impossibilitado de fazer
qualquer tipo de esforco. So6 o fato de caminhar jd é complicado,
pois meus pulmoes estdo se petrificando devido a doenca. Tenho
muita falta de ar, tonturas e muitas dores no corpo..."

"...os donos da companhia, além de ndo nos alertarem sobre os
males do amianto, nunca forneceram equipamentos adequados
para os trabalhadores da fdbrica. Foi por esta negligéncia que
eu e centenas de pessoas estamos condenadas a morte antes do
tempo"

Jodo Batista Momi, 72 anos, ex-operario da Empresa Eternit

“um caminho efetivo para proteger a saiide humana é o da
proibicdo do uso de fibras de crisotila e dos produtos que a
contém”

(Commission of the European Communities, 1999:20)
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RESUMO

A pneumoconiose € uma das mais recorrentes doencas pulmonares ocupacionais em todo
mundo, estando a asbestose, uma das doengas relacionadas ao asbesto, em crescente
nimero. O asbesto corresponde a um conjunto heterogéneo de fibras natural minerais,
muito utilizado desde a antiguidade, e seus efeitos nocivos sobre a satide humana
constatados em diversos paises. A inalacdo destas fibras causa o desenvolvimento de
fibrose intersticial pulmonar intensa, envolvendo reacdo inflamatdria, producdo de
coldgeno e formagdo de granuloma. Além disso, também, estd associada com a formacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) no trato respiratério inferior, resultando em
estresse oxidativo. A producdo elevada e continua de ERO ou sua inadequada remog¢ao
pode suprimir o sistema de defesa antioxidante e ocasionar danos em moléculas celulares
importantes, como proteinas e DNA, que futuramente podem resultar em cancer. Este
estudo teve como objetivo avaliar alteracdes de pardmetros enzimdticos do estresse
oxidativo e os danos genotdxicos decorrentes de exposi¢do ao asbesto, em trabalhadores
expostos e ndo-expostos, sendo os trabalhadores expostos, advindos de empresas que
utilizam asbesto nos seus processos produtivos, localizadas na cidade do Rio de Janeiro, e
os trabalhadores ndo expostos compostos de técnicos laboratoriais do Laboratério de
Toxicologias do CESTEH/ENSP/FIOCRUZ. Para tanto, foram realizados exames fisicos,
radiograficos de tdrax, espirometria e entrevista, com a finalidade de avaliar o grau de
acometimento dos individuos e a evolugado clinica dos sintomas. O teste de Ensaio Cometa
e a determinacdo das atividades das enzimas Catalase (CAT) e Glutationa S-Transferase
(GST) foram utilizados na avaliacdo dos danos genotéxicos e dos parametros enzimaticos
do estresse oxidativo. Sendo assim, trabalhadores expostos apresentaram 79,8% de
alteracoes de funcdo pulmonar e broncodilatagdo e 32,7% foram diagnosticados com
asbestose. A populac@o exposta ao amianto apresentou diferenca bastante significativa dos
resultados de ensaio cometa (p<0,000) e da atividade da GST (p<0,01), em comparacdo
com a populacdo ndo exposta. Estes resultados demonstram a relacdo entre a exposi¢ao ao
asbesto e alteracdes enzimaticas do estresse oxidativo e danos no DNA, caracterizando um
risco para as populacdes expostas ao amianto e contribuindo com evidéncias toxicoldgicas
na luta do banimento do asbesto no Brasil.
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ABSTRACT

The pneumoconiosis is one of the most recurrent occupational lung disease worldwide,
with asbestosis, a disease related to asbestos, in increasing numbers. The asbestos is a
heterogeneous set of natural mineral fibers, widely used since antiquity, and its harmful
effects on human health were found in many countries. The inhalation of these fibers
causes the development of interstitial pulmonary fibrosis intense, involving inflammation,
production of collagen and formation of granuloma. It is also associated with the formation
of reactive oxygen species (ROS) in the lower respiratory tract, resulting in oxidative
stress. The high and continuous production of ROS or their improper removal can remove
the antioxidant defense system and cause damage to important cellular molecules such as
proteins and DNA, which in future may result in cancer. This study aimed to evaluate
changes in enzymatic parameters of oxidative stress and genotoxic damage caused by
exposure to asbestos in exposed workers and non-exposed, and the exposed workers are
from companies that use asbestos in their production processes, located in the city of Rio
de Janeiro, and the workers not exposed to compound laboratory technicians of the
Laboratory of Toxicology of CESTEH / ENSP / FIOCRUZ. Therefore, we performed
physical examinations, chest radiography, spirometry and interview, in order to evaluate
the degree of involvement of individuals and the clinical evolution of the symptoms. The
Comet test and the determination of the activities of enzymes Catalase (CAT) and
Glutathione S-Transferase (GST) were used to assess the genotoxic damage and enzymatic
parameters of oxidative stress. Thus, workers exposed showed 79.8% of changes in lung
function and bronchodilation and 32.7% were diagnosed with asbestosis. The population
exposed to asbestos showed significant difference of the results of comet assay (p <0.000)
and GST activity (p <0.01), comparing with the non exposed population. These results
demonstrate the relationship between exposure to asbestos and enzymatic changes of
oxidative stress and DNA damage, showing a risk for people exposed to asbestos and
contributing with toxicological evidences into the fight against the use of asbestos in
Brazil.
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I- INTRODUCAO
I.1 - Relacio saiide, trabalho e doenca

A sadde € um direito inerente a todo ser humano e abrange toda a amplitude de suas
relacdes com o ambiente, familiares, grupos, sociedade e trabalho. O reconhecimento do
trabalho como um fator determinante do processo satide-doenca e o trabalhador no centro
deste processo, foi o principal desfecho para o surgimento de implicagdes éticas, técnicas e
legais que se refletiram sobre as acdes da Satide do Trabalhador e da Sadde Publica. "

A Satde do Trabalhador constitui uma drea da Satide Publica que tem como objeto
o estudo e a intervencao das relacdes entre o trabalho e a satde, promovendo e protegendo
a saude do trabalhador, por meio do desenvolvimento de acdes de vigilancia dos riscos
presentes nos ambientes e nas condi¢des de trabalho, dos agravos a saide e da prestagao da
assisténcia aos trabalhadores, compreendendo procedimentos de diagndstico, tratamento e
reabilitacdo de forma integrada, no Sistema Unico de Satide (SUS). @6

O estabelecimento do nexo causal entre um determinado dano ou doenca, sendo
individual ou coletivo, ¢ uma dada condi¢ao de trabalho € a situacdo bdésica, para a
implementagdo de acdes da Saide do Trabalhador. Esse processo se inicia pela
identificacdo e controle dos fatores de risco para a saide humana, que estdo presentes nos
ambientes e nas condi¢des de trabalho, e pelo diagnéstico, tratamento e prevencdo de
danos, lesdes ou doengas provocados por estas condicoes. @

O risco pode ser definido como a incidéncia ou a probabilidade de um determinado
dano ou doenga ocorrer em uma populacdo exposta e o fator de risco representa uma
probabilidade maior dessa populagcdo ser atingida por determinada afec¢do ou dano,
podendo ser caracterizado como um aspecto do comportamento pessoal ou do estilo de
vida, da exposi¢do ao meio ambiente, ou uma caracteristica prépria ou herdada do
individuo, tendo como base evidéncias epidemioldgicas e estando associado a condigdes
importantes de se prevenir e proteger a saide. ) ©)

Segundo Shilling (1984) 7, o perfil de adoecimento e morte dos trabalhadores,

resultante da associac@o de fatores de risco relacionado ao trabalho, pode ser classificado

em trés grupos de “causas” que estdo esquematizados no Quadro 1 a seguir.



Quadro 1 - Classificacdo das doencas segundo sua relacao com o trabalho.

CATEGORIA EXEMPLOS

I-Trabalho como causa necessaria Intoxicag@o por chumbo

Silicose, asbestose
issionai 1
“Doencas profissionais’” legalmente reconhecidas

II-Trabalho como fator contributivo, mas Doencas coronarianas

ndo necessdrio. Doencas do aparelho locomotor
Cancer
Varizes dos membros inferiores

IlI-Trabalho como provocador de um Bronquite cronica
disturbio latente, ou agravador de doenca j4 Dermatite de contato alérgica
estabelecida. Asma

Doencas mentais
Fonte: Schilling (1984)© adaptado por Ministério da Satdde do Brasil (2001) ©)

Entre os agravos especificos estdo incluidas as “doencas profissionais”, para as
quais se considera que o trabalho ou as condi¢des em que ele € realizado constituem causa
direta. Nos casos da relacdo causal ser direta e imediata, a eliminacdo do agente causador,
por medidas de controle ou substituicio, pode assegurar a prevencio da doenca. " Este
grupo de agravos tem, também, uma conceituacdo legal, no ambito do Seguro de Acidentes
do Trabalho (SAT) da Previdéncia Social, e, sua ocorréncia deve ser notificada segundo
regulamentac¢do na esfera da Satide, da Previdéncia Social e do Trabalho (Lei 8212/91). ®

As categorias II e III, do Quadro 1, sdo formadas por doencas consideradas de
etiologia mdltipla, ou causadas por miltiplos fatores de risco. Segundo Last (1995) ), para
estes adoecimentos, o trabalho poderia ser compreendido como um fator de risco, ou seja,
um atributo que aumenta a probabilidade de ocorréncia de uma doenga, mas ndo
necessariamente um fator causal.

Nem sempre a relagdo entre a exposi¢cao a um fator de risco e o desenvolvimento de
uma doenga € facilmente reconhecida, especialmente quando este fator estd relacionado
com comportamentos sociais. Nas doencas cronicas, as primeiras manifestacdes podem
surgir apds muitos anos a exposicao Unica ou continua aos fatores de risco. Por isso, é
importante considerar o conceito de periodo de laténcia, isto €, o periodo de tempo
compreendido entre a exposi¢do e o surgimento da doenca.

Devido a dificuldade em se estabelecer uma relacio causa-efeito, como no caso dos
canceres, o estudo da caracterizacao etioldgica ou nexo causal deve ser, essencialmente, de

natureza epidemioldgica, através da observacdo de uma freqiiéncia elevada em



determinados grupos ocupacionais ou profissdes, € de aumento quantitativo ou qualitativo
do espectro de determinantes causais, a partir do estudo dos ambientes e condi¢des de
trabalho. Além disso, o longo periodo de tempo decorrido entre o inicio da exposi¢do ao
carcinégeno e a deteccao clinica do tumor, dificultam a associag@o causal entre a exposicao
e a doenca. (10)

Outra dificuldade encontrada para o estabelecimento de uma relacdo entre a doenca
e o trabalho € a falta de informagdes sobre a histéria ocupacional dos individuos. Embora,
existam procedimentos e questiondrios a serem utilizados, 0os mesmos, nem sempre, Sao
realizados adequadamente. A escassez e inconsisténcia de informacdes sobre a real
situacdo de satde dos trabalhadores dificultam a defini¢do de prioridades para as politicas
publicas, o planejamento e a implementacdo das acdes de Saidde do Trabalhador,
impedindo melhorias para as condi¢des de vida e trabalho. 'V

Segundo registros da Previdéncia Social, no periodo de 1999 a 2003, ocorreram, no
Brasil, 1.875.190 acidentes de trabalho, sendo 15.293 com O&bitos, 72.020 com
incapacidade permanente e 105.514 casos de doencas relacionadas ao trabalho. "

Durante o ano de 2006, foram registrados, no INSS, cerca de 503,9 mil acidentes de
trabalho. Comparado com 2005, o nimero de acidentes de trabalho registrados aumentou
de 0,8%. Os acidentes tipicos representaram 80% do total de acidentes, os de trajeto 14,7%
e as doencas do trabalho 5,3%. (12)

Apesar dos elevados nimeros, estes dados ndo refletem a realidade, pois segundo
estimativa da Organizacdo Mundial de Saide - OMS, na América Latina, apenas 1% a 4%
das doencas do trabalho sdo notificadas. (1n

Entre as doencas relacionadas ao trabalho mais freqiientes estdo as Lesdes por
Esforcos Repetitivos / Distiirbios Osteo-Musculares Relacionados ao Trabalho (LER /
DORT); formas de adoecimento mal caracterizadas e transtornos mentais, que convivem
com as doencas profissionais cldssicas, como as pneumoconioses, intoxicacdes por metais

pesados e por agrotéxicos. !V

1.2 - Pneumoconioses

As doengas pulmonares ocupacionais apresentam elevados indices de prevaléncia
em todo o mundo. ¥ As pneumoconioses sio definidas pela Organizacio Internacional do
Trabalho (OIT) como sendo “doencas pulmonares causadas pelo acimulo de poeira nos

s (14)

pulmoes e reacdo tissular a presenga dessas poeiras e reinem um conjunto de doencas



respiratdrias conhecidas pelo agente principal causador. As principais pneumoconioses sao
silicose, asbestose, pneumoconiose de poeira mista, de carvao, talcose, siderose, baritose e
estanhose. 1719

As pneumoconioses podem ser divididas em fibrogénicas e ndo fibrogénicas, de
acordo com o potencial da poeira em produzir fibrose reacional. Apesar de existirem tipos
bastante comuns de pneumoconioses fibrogénicas e ndo fibrogénicas, como a silicose e a
asbestose, de um lado, e a baritose, de outro, respectivamente, existe a possibilidade
fisiopatogénica de poeiras tidas como nao fibrogénicas produzirem algum grau de fibrose,
dependendo da dose, das condi¢des de exposicao e da origem geoldgica do material. (15)

Virios tipos de pneumoconioses de origem ocupacional t€ém sido descrita ao longo
dos séculos. Antes da Revolugao Industrial, a mineracdo e os trabalhos artesanais eram as
principais ocupacdes que causavam tal doenga. Com a industrializacdo e a aceleragao de
processos geradores de poeiras houve um incremento das doencas relacionadas as poeiras
minerais nos tltimos 100 anos.

A silicose e a asma ocupacional sdao as mais conhecidas doencgas respiratérias,
porém as doencas relacionadas ao asbesto ou amianto (DRA) vém sendo diagnosticadas
em crescente nimero. A exposi¢do ocupacional ao amianto e seus efeitos a satde sdo fatos
amplamente constatados em todos os paises industrializados e ainda persistem nos dias

atuais., P17

1% & Organiza¢do Mundial da

Em 2006, a Organizagao Internacional do Trabalho
Satide !” conjuntamente declararam que a maneira mais eficaz de eliminar as doencas
relacionadas ao amianto € a ndo utilizacdo de suas fibras e dos produtos que a contém. No
entanto, atualmente, essas fibras ainda sdo amplamente utilizadas. (17, (18). (19

Em 2006, um nimero estimado de 125 milhdes de pessoas sdo ocupacionalmente
expostas ao asbesto ao ano e 90.000 morrem devido as doengas relacionadas a esta
exposicdo. '

Por volta da década de 70, quando o uso de amianto teve seu dpice no Leste
Europeu, na América do Norte, Japao e Austrélia, aproximadamente 25 paises extraiam o
mineral e 85 produziam produtos com o mesmo. “” Conseqiientemente, foi estimado
ocorrer cerca de 20.000 casos de cancer de pulmao asbesto-induzido anuais para essas
populacoes. (13)

Em 1983, a Islandia tornou-se o primeiro pais a proibir o amianto e desencadeou o

reconhecimento crescente, principalmente nos paises ocidentais, dos riscos causados a
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saude associados a sua exposi¢do. Posteriormente, mais de 40 paises adotaram a sua
proibicdo e a substituicdo de suas fibras nos processos industriais. % Entre paises, que
baniram o amianto, estio Alemanha, Ardbia Saudita, Austria, Bélgica, Dinamarca,
Finlandia, Franca, Holanda, Inglaterra, Itdlia, Noruega, Nova Zelandia, Polonia, Republica
Checa, Suécia e Suica. @n.@»

Na Europa, a Holanda, a Suécia, a Noruega e a Dinamarca foram os primeiros
paises a implementar o banimento total do asbesto. Na década de 90, a mesma decisao foi
tomada pela Alemanha, Finlandia e, posteriormente, pela Franca. *"

Em 1999, a Comissdo das Comunidades Européias aprovou a Diretiva 1999/77/CE,
que decidiu pela proibicao total do uso do amianto em todos os paises membros da Unido
Européia, que ainda ndo tinham tomado essa decisdo. Na América Latina, Argentina, Chile
e El Salvador tomaram a dianteira da proibicdo do amianto. *” Devido a essas diversas
restri¢des, a dependéncia mundial com relagdo ao asbesto vem pouco a pouco diminuindo.

Entre as doencas relacionadas a exposicdo ao amianto, o mesotelioma é o mais
sensivel e especifico indicador em populacdes e sua incidéncia anual foi estimada, em
1997, como sendo de 10.000 casos, na Europa Ocidental, América do Norte, Japao e
Australia. 132

O nimero anual de mortes por mesotelioma, na Gra-Bretanha, aumentou 12 vezes
no periodo entre 1968 e 2001 e o modelo epidemioldgico que incorporou o uso histérico
sugeriu que o nimero anual de mortes por mesotelioma atingird uma faixa de 1950-2400
mortes por ano entre 2011 e 2015. (24:(25)26)

Estudos realizados por Peto, er al. (1995, 1999) @N.28 previram um aumento
dramético quanto ao ndimero de mortes por mesotelioma no Reino Unido e na Europa.
Virias projecdes estatisticas foram feitas desde entdo, sugerindo que as mortes por
mesotelioma vao aumentar em muitos paises.

No Brasil, desde 1940, o asbesto é explorado comercialmente, expondo um grande
ndmero de trabalhadores a esse mineral. No entanto, ndo existe nenhum estudo
epidemioldgico, com metodologia de investigacdo cientifica adequada, que revelem os
reais perfis sobre a satide dos trabalhadores em relacio a essa exposicao no Brasil. Existem
na literatura nacional apenas relatos e descri¢do de séries de casos. (13)

Segundo Castro, H.A. et al. (2007) @9 estima-se que o nimero de pessoas direta e
ocupacionalmente expostas, no Brasil, seja de 500.000, das quais cerca de 200.000 sdo

trabalhadores de industrias de extracdo e transformacdo — minera¢do, cimento-amianto,



materiais de friccdo e outros. Entretanto, ha cerca de outros 300.000 trabalhadores
envolvidos em manuten¢do e reparos de sistemas de freio no pais, € uma parcela ainda
maior, desconhecida, de trabalhadores informais, principalmente envolvidos na industria
da construcgao civil, em atividades como instalacdo de coberturas, caixas d’agua, reformas,
demoli¢des, instalagdes hidraulicas, entre outras, que estdo completamente 2 margem de
qualquer protecdo social e das incipientes politicas publicas da Sadde do Trabalhador.
(29),30)

Possivelmente, um grande nimero de trabalhadores esta sob o risco de desenvolver
asbestose, como resultado de exposiches ocupacionais a esta poeira mineral,
principalmente devido ao grande nuimero de industrias que ainda utilizam minerais de
potencial fibrogénico no seu processo produtivo. Segundo, Castro HA, Giannasi F,
Novello C. (2003) 3 a incidéncia deve ser elevada entre os expostos, mas nao ha
informagdes epidemioldgicas referentes a séries historicas sobre as internagdes hospitalares
nas diversas regides do pais.

Desde 1955 € reconhecida a relagdo causal entre a exposi¢do ao asbesto e a
ocorréncia dos mesoteliomas de pleura e peritonio e cancer de pulmao, associados ou nao a
asbestose. Porém, apenas em 1995, os mesoteliomas foram reconhecidos como doenca
relacionada ao asbesto no Brasil. @

A literatura brasileira descreve casos de asbestose ocorridos no Estado de Sao
Paulo, em 2001, onde foram diagnosticados 74 (8,9%) casos em uma populacdo de 828
trabalhadores expostos e 246 de casos suspeitos com espessamento pleural evidenciado na
Tomografia Computadorizada de Térax com Alta Resolucio (TCAR). ®V4? Virios outros
casos de asbestose ja tinham sido identificados por Giannasi e Thébaud-Mony, em 1997,
na regido de Osasco. O Estado de Sao Paulo concentra o maior nimero de industrias
consideradas de risco para as pneumoconioses, devido o seu grande desenvolvimento
industrial e o fato de seu territério apresentar diversas industrias automobilisticas, de
ceramica, téxteis, entre outras.

Na Bahia, também, tém sido relatados casos de pneumoconiose em trabalhadores
da mineragdo e casos de asbestose em trabalhadores da inddstria com amianto. '®

Bezerra, ef al. (2003),*? na regido de Ouro Preto, identificaram 5 casos e 11
suspeitos de pneumoconiose por poeira liberada na atividade artesanal com pedra sabdo. O
estudo também revelou a presencga de fibras de asbesto do grupo dos anfibélios (tremolita-

actinolita), sugerindo a ocorréncia de talcoasbestose entre os artesaos em pedra-sabao.



De 1999 a 2003, foram registrados, no Rio Grande do Sul, 25 O&bitos por
mesotelioma. Destes, em 19 foi possivel detalhar a histéria ocupacional e ambiental, sendo
que cinco casos tiveram exposi¢ao ocupacional (industria do fibrocimento, construcao civil
e mecanico de automoveis - reparo de lonas de freio) e os demais t€m histdria de exposicao
ambiental (residéncias com telhados de amianto).

No Estado do Rio de Janeiro, foram encontrados 26 (44,8%) casos de asbestose em
um total de 58 trabalhadores expostos, sendo que os mesmos nao foram registrados no
Sistema de Informagdes Hospitalares (SIH) do SUS, refletindo uma possivel dificuldade de
associacdo do diagnostico com a exposicao e/ou falta de acesso desses trabalhadores aos

servicos de satide. (29),(36)

L.3 - O amianto ou asbesto

O amianto ou asbesto corresponde a um conjunto heterogéneo de fibras naturais
minerais pertencentes ao grupo dos silicatos cristalinos hidratados, que sdo utilizados desde
a antiguidade. " Os gregos utilizavam essas fibras como mecha das tochas dos templos e
na producio de cerdmicas. '*

As palavras asbesto e amianto originam-se do grego (asbestos) e do latim
(amianthus) e significam “incombustivel” e “incorruptivel”, respectivamente. G- G Estes
dois significados referem-se as suas propriedades fisico-quimicas de isolamento térmico;
alta resisténcia a temperaturas, choques mecanicos, produtos quimicos, microorganismos e
abrasdo; boa capacidade de filtragem, isolamento elétrico e acustico; incombustibilidade;
durabilidade; flexibilidade e alta afinidade por outros compostos formando matrizes
estdveis, como cimentos, resinas e ligantes pldsticos. Essas caracteristicas fisico-quimicas
garantiram e ainda garantem o amplo uso do amianto nos processos industriais, em
especial na industria de construg¢do civil, com a producdo de telhas e caixas d’dguas de
cimento-amianto ou fibrocimento, € em outros setores de producdo, como guarni¢des de
freios, juntas, gaxetas, revestimento de discos de embreagem, sistemas de aquecimento,
protecao de navios contra fogo ou calor, revestimento de estradas e materiais plasticos,
tecidos, vestimentas especiais, extragao de petréleo, pisos, tintas, entre outros. (38), 39)

As fibras de amianto sdo derivadas de rochas magmaéticas e metamorficas, que por
processos naturais transfiguram-se em material fibroso, forma como sdo naturalmente

encontradas. “? Acredita-se que o amianto surgiu no Periodo Pré-Histérico, na fase

secunddria de formagdo da crosta terrestre, onde rochas de silicio, compostas por



magnésio, cdlcio, silica e ferro, foram alteradas fisica e quimicamente por acdes do calor,
da dgua e da pressdo, que lentamente atuavam sobre a superficie terrestre. Estes
intemperismos favoreceram a associacdo entre os metais e a silica, transformando
quimicamente essas rochas, que se cristalizaram nas fendas da rocha-mae, formando
deposi¢des de fibras. “h

Existem 30 variedades de fibras minerais asbestiformes conhecidas, porém apenas
seis possuem importancia comercial, que devido as suas diferentes composicdes quimicas
(Quadro 2) e cristalografias (Figura 1), tém, conseqiientemente, diferentes usos e
classificacoes. “2) Geologicamente, os seis tipos de fibras dividem-se em dois grandes
grupos: serpentinas e anfibolios.

Dentro do grupo do serpentinito, encontra-se crisotila (asbesto branco), a mais
utilizada no mundo. Entre os anfibdlios estdo a crocidolita (asbesto azul), a amosita

(asbesto marrom), a antofilita, a actinolita e a tremolita. (42),(43)

Quadro 2 — Composicao quimica dos seis tipos de asbestos importantes comercialmente.

Crisotila 3Mg0.2Si0,.2H,0
Crocidolita Na,0. Fe,0;.3Fe0.8S10,.H,O
Amosita 5,5Fe0.1,5Mg0.8Si0,.H,0

Antofilita 7Mg0.8510,.H,0
Tremolita 2Ca0.5Mg0.8Si0,.H,0
Actinolita 2Ca0.4Mg0O.Fe0.85i10.H,0

A crisotila apresenta-se em forma de fibras flexiveis, finas, longas, sedosas e com
comprimento entre 1 e 40 milimetros. Suas fibras sao caracterizadas por serem facilmente
tecidas, resistentes ao calor e a alcalinidade forte e por serem instdveis em presenca de
dcidos. '

O crisétilo corresponde mais de 98% dos asbestos utilizados comercialmente no
mundo, devido em parte a sua abundancia natural nas formagdes rochosas do planeta,
estando presente nas reservas naturais de aproximadamente 40 paises. Destes, 25 realizam
a extracdo e a comercializacido da crisotila, porém apenas 7 paises sd0o responsaveis por
95% da producdo mundial, sendo eles Canadd, Russia, Brasil, Cazaquistdo, China,
Zimbébue e Africa do Sul. '+ ¢4 10 Brasil, quinto maior produtor mundial de amianto,

possui predominantemente crisotila em suas reservas. '




A crocidolita, um dos componentes do grupo dos anfibdlios, ¢ uma variedade
fibrosa da riebeckita ou “amianto azul” encontrada principalmente nos depésitos da Africa
do Sul e da Austrdlia, sendo suas fibras retas e longas, de cor azul intensa, baixo ponto de
fusdo e alta resisténcia aos acidos. “21? QOutro componente dos anfibolios é a amosita,
variedade fibrosa da grunerita-cummingtonita, também conhecida como “amianto
marrom”. Esta variedade possui fibras brilhantes, retas, com acentuada elasticidade,
excelente resisténcia térmica e mecanica e é encontrada em minas da Africa do Sul, cuja
mineragdo j4 foi proibida. “°*“% A amosita e a crocidolita sdo os anfibélios considerados
de mais elevada qualidade. Porém, o “amianto marrom” e o “amianto azul” representam
menos de 2% do consumo mundial. “*

A antofilita é constituida por fibras normalmente fracas e curtas, com alta
resisténcia ao calor, aos 4dcidos e as substancias quimicas em geral. Suas principais jazidas
encontram-se na Finldndia e no Brasil (Jiramataia, Alagoas), sendo que a extragdo desta
variedade de asbesto, em Alagoas, encontra-se desativada e a Finlandia, que foi o maior
produtor mundial, desativou sua extragdo em 1975, “0*4

A tremolita possui fibras longas, sedosas e pouco resistentes a tracdo. Esse tipo de
amianto € encontrado junto a reservas de crisotila e de outros minerais anfibolios, sendo
por isso de pouco valor comercial. “0).(44)

A actinolita, pouco encontrada na forma fibrosa e com fibras quebradicas, é quase
desconhecida comercialmente, estando presente em pequenas quantidades nas reservas de

amosita, crisotila e vermiculita, sendo menos freqiiente nas duas ultimas. (40),(44)



Figura 1 - Classificacio e cristalografia dos seis tipos de amianto importantes comercialmente.

A exploracdo comercial do amianto comecou em 1878, na regido de Quebec, no
Canad4, e seu consumo mundial, durante o periodo da II Revolu¢do Industrial, aumentou
abruptamente devido a sua ampla utiliza¢do industrial. ¥

No Brasil, até o final da década de 30, todo o amianto consumido era importado.
Nos anos 40, foram descobertas pequenas jazidas, como a de Pontalina, no sul de Goiés,
Sdo Félix no municipio de Pocdes na Bahia, Sdo Jodo no Piaui e Batalha em Alagoas.
Porém, a producdo de asbesto foi insuficiente para as necessidades do mercado brasileiro
até 1962, quando foi descoberta a jazida de Cana Brava no municipio de Minagu, em
Goids, cuja reserva estimada € suficiente para o consumo do mercado interno por

. - 4
aproximadamente cingiienta anos.
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A produgcdo de asbesto, no Brasil, ganhou forca, especialmente no setor de
fibrocimento, quando ja se iniciavam fortes pressdes na Europa e Estados Unidos pelo seu
banimento. Enquanto os paises desenvolvidos se adiantavam para substituir o amianto, no
Brasil e em outros paises em desenvolvimento, novas fabricas eram instaladas, numa clara
transferéncia de tecnologias e riscos para o Terceiro Mundo. Desde entdo, os paises
subdesenvolvidos se viram submetidos a uma intensa e agressiva campanha desencadeada
pelos produtores de crisotila, particularmente de origem canadense, que buscam
estabelecer que os danos causados pelo uso desta fibra seriam baixos. *

Com 200 mil toneladas ao ano, o Brasil estd entre os cinco maiores produtores
mundiais. '? Diferentemente do Canada, que exporta 98% do amianto produzido para os
paises em desenvolvimento, 70% do amianto brasileiro € utilizado no mercado nacional.
Desses, 90% vao para as industrias de construcdo, na fabricacdo de fibrocimento,
especialmente na produgdo de telhas e caixas d’dgua. 13 Mais da metade da producdo do
setor € controlado por duas empresas transnacionais, Saint-Gobain/Brasilit (francesa) e
Eternit (ex-Sui¢a), que se juntaram numa joint-venture, a Eterbras, em cujos paises de
origem o amianto ja estd proibido ha mais de uma década. Essas empresas multinacionais,
em territorio brasileiro, anunciaram, em meados de 1999, que substituiriam o amianto de
seu processo produtivo, acompanhando a decisdo européia e as exigéncias do mercado
global. @3 Porém, como o amianto ndo é proibido no Brasil, ainda hoje, essas empresas o
utilizam nos processos de trabalho.

No campo legislativo brasileiro, as acdes sdo ainda timidas, por parte do poder
publico, e sempre acompanhadas de debates in6cuos e anincios de efeitos catastréficos
para a economia nacional caso o amianto seja banido, evidenciando claros interesses
econdmicos e fazendo com que as acdes politicas de Saide Publica e Social sejam sempre
proteladas. ¢

Até o momento, a proibi¢do do asbesto foi aprovada e mantida em apenas trés
Estados brasileiros, Rio de Janeiro, Pernambuco e Rio Grande do Sul, uma vez que as leis
de S@o Paulo e Mato Grosso do Sul foram derrubadas por decisdo do Supremo Tribunal
Federal. Apesar disso, de maneira lenta e gradual, em mais de 50 municipios brasileiros,
especialmente os das regides Sudeste e Sul, tramitam ou j& h4 leis aprovadas proibindo o
uso do amianto. Essas proibicdes sdo vitdrias atribuidas aos movimentos sociais

brasileiros, que resistem aos ataques de lobistas, pré-amianto nacionais e internacionais, e
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de politicos, especialmente do Estado de Goids, que querem manter a qualquer custo a
exploracio do amianto. “®

Os movimentos antiasbesto, no Brasil, buscam uma nova forma de fazer valer suas
posicdes e de fazer politica, contrapondo-se a ideologia do “uso controlado do amianto”. A
luta pelo fim da utilizacio do amianto e das inuimeras doencas provocadas por ele

configura-se em um movimento politico comprometido com a transformacdo social na

busca por uma sociedade mais justa, igualitéria e saudével. *

1.4- Efeitos sobre a Saiide Humana

As observacdes sobre os efeitos nocivos do asbesto na saide humana sio tdo
antigas quanto os multiformes usos de suas fibras. Os problemas de saide causados pela
inalacdo de amianto foram reconhecidos apenas no inicio do século XX. A primeira doenga
descrita foi a asbestose, seguidos do cancer de pulmao, das alteragdes pleurais benignas e
do mesotelioma de serosas, principalmente pleura e peritonio. (19, (0)

A denominacdo dessas doencas, segundo o Anexo II do Decreto 2.172/97, que
regulamenta a Lei 8.213/91 da Legislacdo Brasileira, referente as “Doencas Profissionais
ou do Trabalho” e seus respectivos codigos, segundo a Classificacdo Internacional de

Doencas (CID), na sua 10* Revisao (CID-10), estdo apresentados no Quadro 3 a seguir. “7)

Quadro 3 — Doencas relacionadas ao amianto.

Doencas relacionadas ao Agente Etiolégico ou fator de

Agente Etiologi fator de ri
gente LUOTOgICo ou fator de risco risco (Denominadas e codificadas segundo a CID-10)

Neoplasia maligna de estomago (C16.-)

Neoplasia maligna de laringe (C32.-)

Neoplasia maligna dos bronquios e do pulmio (C34.-)
Mesotelioma de pleura (C45.0)

Mesotelioma de peritonio (C45.1)

Mesotelioma de pericardio (C45.2)

Placas epicardicas ou pericardicas (134.8)

Asbestose (J60.-)

Derrame Pleural (J90.-)

Placas Pleurais (J92.-)

Asbesto ou Amianto

Fonte: Centro de Vigilancia Sanitdria. *”

Todos os tipos de asbesto sdo classificados pela Agéncia Internacional de Pesquisa

em Cancer (IARC) como sendo do Grupo 1, ou seja, definitivamente carcinogénicos para
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os humanos “* e de acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), ndo ha nenhum
limite seguro de exposi¢do para o risco carcinogenico. “9)

No entanto, a OSHA (Occupational Safety & Health Administration) estabelece o
Limite de Exposicdo Permitido (PEL) para fibras de asbesto de 0,1 fibra/ cm’, 0 mesmo
valor do Limite de Exposicdo Recomendado (REL) estabelecido pelo NIOSH (National
Institute for Occupational Safety and Health) e do Limite de Exposicdo (TLV-TWA)
adotado pela ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygenists). '

No Brasil, o limite de tolerancia (LT) para fibras respirdveis de crisotila,
regulamentado pela NR-15, anexo 12 da Portaria n° 1 de 28/5/1991, € de 2,0 fibras/cm3,
sendo estabelecido como “fibras respirdveis de asbesto” aquelas com didmetro inferior a 3
micrdmetros, comprimento maior que 5 micrdmetros e relacdo entre comprimento e
diametro superior a 3:1. “?

As doencas associadas ao asbesto aparecem depois de muitos anos de exposicao, e,
portanto, hd a necessidade de uma recuperacdo do histérico de contato do paciente com o
composto. Geralmente, a histéria ocupacional sugestiva € o critério mais pratico e util de
avaliar a exposicdo ocupacional ao asbesto. '

Em termos anatomopatoldgicos, a asbestose é uma fibrose intersticial com presenga
de corpos asbestéticos (CA) ou fibras de asbesto relacionados a fibrose no interior do
parénquima pulmonar, causando actimulo de tecido conjuntivo, diminuindo a
complacéncia pulmonar e, conseqiientemente, as trocas gasosas, podendo levar a morte. o0

As fibras de asbesto parecem causar lesdo tecidual através da estimulacdo de
macréfagos alveolares por liberacdo de citoquinas de células inflamatdrias e, também,
através do estimulo a proliferacdo dos fibroblastos. Devido a sua durabilidade, as fibras
podem estimular repetidamente os macréfagos por varios anos, sem que sejam degradadas.
Isto explica a progressdo continua da doenca aps o interrompimento da exposicdo. ©V

A medida que a doenca progride, o processo fibrético torna-se extenso e, por fim,
envolve todo o pulmdo, podendo perder sua arquitetura normal. Nos casos avancados, 0s
pulmdes tornam-se pequenos e rigidos, com fibrose macroscopicamente visivel. %

Os sintomas clinicos da abestose ndao sao especificos e caracterizam-se pela
dispnéia de esforco, estertores crepitantes nas bases, baqueteamento digital, alteracdes
funcionais e pequenas opacidades irregulares de predominio basal ao radiograma de térax,

sendo seu diagndstico baseado, inicialmente, nas alteragdes radioldgicas e no histérico
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ocupacional. Alteragdes funcionais respiratérias podem ocorrer e incluem

anormalidades nas trocas gasosas, um padrdo restritivo e obstrutivo. (13653)

As alteracdes funcionais e os sintomas clinicos sdo mais precoces na asbestose que
nas pneumoconioses nodulares, causadas por outros tipos de fibras como talco e fibras de
vidro. ¥

O periodo de laténcia entre a exposicdo e o aparecimento da doenga ¢,
normalmente, superior a dez anos e depende da intensidade da exposicao do trabalhador, do
seu ramo de atividade especifica e das condi¢des do ambiente de trabalho. ¥

Manifestacdo de placas pleurais (PP) pode ocorrer apds inalagdo de qualquer tipo
de fibra e sdo muito comuns em casos de exposicdo ao asbesto, sendo consideradas
marcadoras de exposicdo. ©¥ As PP sdo espessamentos focais da pleura (pleura parietal,
diafragmatica e, menos comum mediastinal), que normalmente aparecem apds um periodo
de laténcia de 15 a 30 anos e geralmente sdo diagnosticadas com quadros clinicos de
auséncia de alteracOes pulmonares. A radiografia simples de térax € o método mais
utilizado no diagnoéstico das PP, sendo possivel também utilizar a tomografia
computadorizada de Térax com Alta Resolucdo (TCAR). ©¥

O tempo médio para o aparecimento de cancer de pulmdo e mesotelioma € de 20 e
35 anos, respectivamente. O cancer de pulmdo ocorre com alta freqiiéncia entre os
expostos ao amianto, seja na extracdo em minas ou em industrias, que manipulam esta
fibra, e o seu risco aumenta em 90 vezes, caso o trabalhador exposto também seja fumante,
pois o fumo potencializa o efeito do asbesto como promotor de cancer de pulmao. Estima-

se que 50% dos individuos que tenham asbestose venham desenvolver cancer de pulmao.
(55),(56)

z

O mesotelioma é uma neoplasia maligna especificamente relacionada com a
exposicao ao asbesto que se desenvolve no mesotélio, a membrana que envolve os pulmdes
(pleura), o coracdo (pericdrdio), o abdomen e seus Orgdos (peritdnio), cujo risco €
dependente do tempo de laténcia e do tipo de fibra, sendo trés vezes maior nos expostos
aos anfib6lios quando comparado aos expostos 2 crisotila. ¥

Outras neoplasias malignas também tém sido associadas a exposicao as fibras de
asbesto, tais como os canceres de laringe, orofaringe, estbmago, colo-retal, e rim, porém, o

. . P . 40), (57
mais freqiientemente descrito é o cncer de laringe. “* ©7
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L.5- Penetracao e deposicao de poeira mineral nos pulmoes

A deposicdo, absor¢do e retenc¢do das particulas no trato respiratério seguem o0s
principios da dinamica pulmonar e dependem diretamente do tamanho do material
particulado. A Figura 2 esquematiza as classificagdes das particulas em fracoes inalaveis,
tordcicas e respiraveis e seus possiveis locais de deposicao. 8

A fracdo inaldvel corresponde a particulas menores que 100 micra de diametro, que
ficam retidas na regido nasal e na boca, pertencentes as vias aéreas superiores. A fracdo
tordcica € representada pelas particulas menores que 25 micra, que sdo capazes de penetrar
além da laringe e a respirdvel, pelas particulas menores que 10 micra, as quais penetram na
regido alveolar, onde acontecem as trocas gasosas. 8

O tamanho das particulas estd diretamente relacionado com a quantidade de poeira
mineral livre inalada e depositada, sendo de fundamental importancia na avaliagdo do risco
de desenvolver pneumoconioses. Além disso, fatores como concentragdo atmosférica de
fracdo respirdvel de poeira, seu teor na forma cristalina, duracdo da exposicdo do

trabalhador e a suscetibilidade individual, também, sao determinantes. (14)

VIAS AEREAS
SUPERIORES

FRAGAD
INALAVEL
(Entrada palo
nariz & boca)

|
|
1
FRAGAD
TORACICA

(Penatragdo além
da Laringe)

FRAGAD
RESPIRAVEL
(Penetragdo além
Dos Bronquicles))

REGIAD DE
TROCA DJE GASES

Figura 2 - Esquema das classificacoes das particulas em fracoes inalaveis, toracicas e respiraveis e seus
possiveis locais de deposicao.

O pulmao, normalmente, € isento de microorganismos patogénicos ou substancias
téxicas, devido a mecanismos de defesa naturais, que eliminam imediatamente os agentes
causadores de patologia do sistema respiratério. Os trés principais mecanismos sao:

clearence nasal, limpeza traqueo-bronquica e limpeza alveolar. ©
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No mecanismo de clearance nasal, o nariz funciona como filtro natural, impedindo
a passagem de particulas maiores que 10y, inclusive as que se depositam ao longo das vias
aéreas superiores, através dos movimentos ciliares em dire¢do ao exterior. Essa é a
primeira barreira para a entrada de agentes estranhos e nocivos.

Com a passagem de algumas particulas pelo nariz, inicia-se a limpeza traqueo-
bronquica, que corresponde a uma reacdo na traquéia e bronquios, conduzindo o material
para fora, em direcdo a orofaringe, utilizando movimentos musculares e ciliares na
depuracdo. )

As particulas que chegam aos alvéolos sdo fagocitadas por macréfagos alveolares,
cujo processo ¢ denomino limpeza alveolar. Apds a fagocitose, o material particulado
inalado pode seguir 3 caminhos: permanecer “sequestrado” como particula em fagossomas;
migrar para a regido de transporte mucociliar ou migrar para o intersticio e circulacao
linfatica. Nesse mecanismo € dado o primeiro passo para a liberagdo de um grande niimero

A s . . L. 14
de substancias envolvidas no processo inflamatério. ¥

1.6 — Resposta inflamatoéria do organismo a presenca de fibras de amianto

Os processos patogénicos das pneumoconioses fibrogénicas, como a asbestose e a
silicose, sdo relativamente semelhantes, sendo os mecanismos para liberacdo de
determinadas substancias quimicas idénticos. A diferenca fundamental estd no tipo de
poeira mineral inalada, € no caso do asbesto, por ser uma fibra, a a¢do de depuracdo do
organismo torna-se mais complexa. 9

A inalacdo de ambas as poeiras minerais € caracterizada pelo desenvolvimento de
fibrose intersticial pulmonar intensa, envolvendo reacdo inflamatdria, liberacdo de fatores
quimiotéaxicos, producdo de coldgeno e, conseqiiente, formacao de granuloma no pulmao.
(14)

A reacdo inflamatéria local é caracterizada por aumento de fluxo sanguineo, da
permeabilidade capilar e vascular, atracdo de neutréfilos, macréfagos/mondcitos e outras
células de linhagem linfocitaria, especificamente células T e B, que migram em direcdo a
lesdo. A partir da liberacdo de mediadores bioquimicos, dentre eles as citoquinas, ocorre
um aumento de proteinas de superficie celular e glicoproteinas conhecidas como moléculas
de adesdo, onde as células endoteliais participam ativamente desse processo. ¥

Macréfagos pulmonares parecem desempenhar um papel central na fibrose

. ~ A e . . 60 .
pulmonar e na inflamagdo cronica asbesto-induzida. ©” Anatomicamente, este grupo
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heterogéneo de células pode ser distinguido de acordo com sua distribuicdo no pulmao, ou
seja, de vias aéreas, alveolar, intersticial, intravascular, e pleural. Essas células especificas
téem diferentes caracteristicas morfoldgicas e, provavelmente apresentam diferentes
respostas as interagdes com as particulas.

Macréfagos alveolares (MA) representam a primeira linha de defesa na regido
alveolar e sua expansdo pulmonar € tipicamente caracterizada na exposicao as fibras de
amianto, tanto em seres humanos quanto em animais. Estudos realizados por Rom,
W.M.(1987,1991) (60)’(61), encontram um aumento do ndmero de MA ativos, no trato
respiratorio inferior de individuos cronicamente expostos a altas concentracdes, € um
aumento de 10 vezes no ndimero de MA e um aumento de 3 vezes no nimero de
macréfagos intersticiais no pulmdo de ratos com 2 dias de exposicdo ao amianto,
comparados com ratos nao expostos.

Evidéncias in vitro sugerem que MA, ao contrdario dos neutréfilos
polimorfonucleares (PMN), que também aumentam na asbestose, podem reduzir lesdes
epiteliais asbesto-induzida por processos de reparo. > Além disso, os MA fornecem dupla
defesa do trato respiratdrio inferior, promovendo fagocitose e remog¢ao de fibras inaladas e
desencadeando eventos imunoldgicos locais, que podem ser protetores. ©1)

Outros estudos mostram que os MA ativos sdao fontes de citoquinas pro-
inflamatodrios e fatores de crescimento, com importante papel na patogénese da inflamagdo
e do processo fibrético nos pulmdes. ¢

As citoquinas sdo pequenos polipeptideos mediadores da inflamag¢do e podem
desenvolver diversas atividades bioldgicas, como diferenciacdo e crescimento celular,
inflamacao, fibrogénese e homeostase, de acordo com o seu local de acgdo. (64

Atualmente, as citoquinas mais estudadas, envolvidas no processo das
pneumoconioses, sdo Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-
8) e o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-o). Elas estimulam a producdo de outras
citocinas pro-inflamatdrias e pro-fibrosantes e a quimiotaxia de células de defesa. A 1L-6 é
conhecida por promover a fibrogénese independente ou conjuntamente com o TNF-a. ©5)

Pacientes com asbestose ou com histéria de exposi¢do crénica ao amianto
apresentam um aumento da expressao e da liberacdo de TNF-a por MA. 6% O aumento de
TNF-a estd correlacionado com o desenvolvimento de asbestose em experimentos com

animais. ©”

17



Fibras longas sdo, geralmente, consideradas mais cancerigenas e fibrogénicas que
as fibras curtas de semelhante didmetro e, conseqiientemente, estimularam uma maior
liberacdo de TNF- a. ©?

Os MA, também, estdo envolvidos no recrutamento de neutréfilos para o pulmao,
via liberacdo de IL-8. O aumento do nimero de neutréfilos esta freqiientemente associado
a les@o pulmonar, devido ao fato deles serem potentes produtores de substancias oxigénio
reativas e de enzimas proteoliticas, ambos com potencial para destruir os tecidos. %

Células epiteliais pulmonares, também envolvidas no processo inflamatério, sdo
capazes de produzir fatores quimiotdxicos, como IL-8 e Proteina Quimiotixica de
Macréfagos 1 (MCP-1), através do contato direto com as fibras de amianto, sem a
intervencdo de MA. ©“® Especificamente, apGs a passagem transepitelial, ocorre a ativacio
do sistema complemento local, gerando substincias promotoras de quimiotaxia, que
provavelmente agem como iniciadores dos eventos inflamatérios. %

Outros compostos mediadores envolvidos no processo inflamatério sao encontrados
em soro e fluidos corporais. Dentre eles estdo os compostos de anafilatoxina, cascata de
complementos, cascata de coagulacdo, leucotrienos, prostaglandinas, mediadores lipidicos,
neuropeptidios, todos capazes, dentro das suas especificidades, de acelerar o processo de
inflamacdo, tanto para repard-lo, quanto para manté-lo e conduzi-lo a desfechos danosos
para o organismo.

Estudos clinicos de imunidade celular, sobre a carcinogenicidade do amianto,
também foram realizados. Células Natural Killer (NK) sdo uma das tnicas populacdes
linfocitarias com a capacidade de lisar rapidamente células tumorais, independente dos
produtos genéticos do complexo de histocompatibilidade principal e acredita-se ser a
primeira linha de defesa contra células cancerosas ou infectadas por virus.

Para além da capacidade das fibras de amianto de aumentar substancialmente o
risco de neoplasia pulmonar, estudos clinicos demonstram que células NK circulantes de
sangue periférico, locais ou intersticiais de pacientes com asbestose, t€m sua atividade
prejudicada, indicando que tal supressdo possa ter uma relacdo causal ou efeito
multiplicador sobre o risco para o cancer de pulmao nesses individuos .

Ainda ndo € possivel afirmar se esse déficit imunolégico antecede ou €
conseqiiéncia de neoplasias e/ou desenvolvimento fibrético. Porém, considerando a fungao
das células NK na imunosupervisdo de tumor, a supressdo de sua atividade asbesto-

induzida, indica um possivel mecanismo de como a fibra exerce sua carcinogenicidade.®”
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O amianto também estd associado as alteragdes na imunidade humoral, manifestada
pelo aumento dos niveis de imunoglobulinas séricas (IgA, IgG, IgM, IgE) e de mucosa
(salivares) IgA e a presenca de auto-anticorpos (anticorpos anti-nucleares, fator
reumat6ide) em individuos cronicamente expostos.®®

A presenca de auto-anticorpos, a elevacdo de imunoglobulinas séricas, e a detec¢ao
de imunocomplexos séricos sdo indicativos de hiperatividade dos linfécitos B, em
trabalhadores expostos. Estudos in vitro, com linhagens de células humanas, demonstram
que tanto a crisotila quanto a crocidolita, podem complexar com linfécitos B imaturos e
estimular a proliferacdo celular. ©®

Embora os efeitos do amianto sobre a imunidade humoral sejam considerados
hiperativos, uma deplecdo significativa da resposta imune celular ocorre em individuos
expostos, em que células-B com atividades elevadas podem estar relacionadas a
diminui¢do da atividade de células T supressoras (Ts). A intensidade funcional de células-
T, na resposta fibrogé€nica da asbestose, diminui a gravidade da doenca, ou seja, pacientes
expostos, com deficiéncia na resposta de células-T, t€ém anormalidades fibréticas mais
graves que aqueles com respostas normais, € doentes, com aumento da presenca de
linfécitos broncoalveolar, ttm menos enfraquecimento fisioldgico, que aqueles com maior
ndmero de neutréfilos e eosinéfilos. 7"

Individuos expostos apresentam outras alteracdes relacionadas as células-T. As
fibras de crisotila diminuem a liberacdo do fator de crescimento inibitério fibrobléstico
(FIGF) de linfécitos do sangue periférico in vitro, contribuindo para a acumulagdo
excessiva de fibroblastos e subseqiiente fibrose. 7 De acordo com Rosenthal, G.J., et al.
(1998),? células-T regulam os danos pulmonares, através da minimizacdo de ambas as
respostas inflamatdrias e fibréticas, caracterizando um papel protetor dos linfécitos-T na
asbestose.

A imunidade celular prejudicada pode representar um fator predisponente para a
fibrose asbesto-induzida, porém mais estudos sdo necessarios para melhor compreender a
regulacdo do amianto e suas doencas associadas. A Figura 3 a seguir ilustra os mecanismos

celulares envolvidos no processo fibrético induzido pelas fibras de amianto nas vias aéreas

pulmonares.
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Fonte: Site <http://www.tudoresidenciamedica.hpg.ig.com.br/estudar/consensofisiopatoasma.htm>.">

Figura 3 - Mecanismos da imunidade celular envolvidos na inflamacao das vias aéreas.

As respostas fisiopatolégicas da asbestose, também, estdo associadas com a
formacao de espécies oxigénio reativas (ERO) no trato respiratério inferior, tais como
anions superéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H»0,), e radicais hidroxil (HOe). (59)

Os organismos aerdbios possuem sistemas de defesa antioxidante, que lidam com
ERO produzidas nos diversos processos metabdlicos da respiragdo aerdbia e da oxidagdo
de substratos.

As ERO sao geradas diretamente pelo depdsito de poeiras fibrogénicas no tecido
pulmonar e, indiretamente, durante a fagocitose dessas particulas pelos macréfagos
alveolares e neutréfilos polimorfonucleares. A producdo elevada e continua de ERO ou sua
inadequada remocdo pode suprimir o sistema de defesa antioxidante e resultar no estresse
oxidativo, devido a um desequilibrio entre os antioxidantes e oxidantes, em favor dos
oxidantes, conduzindo a danos celulares no pulmao. (74, (75), (76)

As ERO e as citoquinas pré-inflamatorias especificas ativam fatores transcricionais,
que iniciam a transcricdio de genes com miultiplas funcdes inflamatdrias, incluindo

citoquinas (TNF, IL-4, IL10) e enzimas antioxidantes. (76)
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Dentre os antioxidantes enzimdticos € ndo enzimdticos mais comuns estdo a
superéxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx), a Glutationa S-Transferase
(GST), a catalase (CAT) e a glutationa (GSH). Esses sistemas estdo localizados em trés
compartimentos: o tecido pulmonar, fluido intersticial e os eritrécitos circulantes. "

A SOD catalisa a destrui¢do do radical anion superéxido (O;’), convertendo-o em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. A acdo desta enzima permite a eliminagdo do Oy
mesmo em baixas concentragdes. Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira
contém Cu’" e Zn** como centros redox, presente no citosol, e a segunda contém Mn?**
como centro redox e estd presente na mitocondria.

A enzima catalase atua na dismutacdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) em
oxigénio e dgua. """ ™ A molécula de H,0, isoladamente é praticamente inécuo, porém
pode se difundir facilmente através das membranas celulares (nuclear e mitocondrial).
Devido ao fato da célula possuir metais de transi¢do, ocorre geracdo do radical hidroxil
(HOe) em seu interior, que pode causar danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e
membranas celulares.

A GSH e as GPx fazem parte de um grupo de enzimas que possuem selénio
(selenocisteina) em sua estrutura, que atuam catalisando a dismuta¢do do perdxido de
hidrogénio em &agua e oxigénio, sendo que a glutationa opera em ciclos entre sua forma
oxidada e sua forma reduzida na presenca de GPx. "

A GST também faz parte do sistema de defesa antioxidante do organismo, auxiliando
na resposta ao estresse oxidativo. ®” De maneira geral, as GST catalisam a conjugacio do
grupamento glutationa (GSH) com substratos eletrofilicos. Esses substratos podem ser
enddgenos ou metabodlitos de xenobidticos provenientes da primeira etapa (reacdes de fase
I) do processo de metabolizacdo de substincias quimicas realizado pelo organismo. ®V®?

O amianto pode iniciar a formacdo das ERO, através de dois mecanismos
principais: via reagdo catalisada pelo ferro como a reacdo de Fenton e de Haber-Weiss
(Figura 4) ou via ativagdo da atividade de explosdo respiratoria inerente as células

fagocitérias. ¥
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Fe** + H,0O, = Fe** + HO" + HO® (1)
Fe** + O,” — Fe?* + O, (2)

iron

02_ + !'1202 — HO  + HO" + 02 (3)
Fe’* + ROOH — Fe’* + RO™ + HO™ (4)

Fonte: Kamp D.W., Graceffa P., Pror W.A., Weitzman S.A. (1992) @3
Figura 4 - Producao de radicais livres.
(1) Reacdo de Fenton;
(2) Reducdo do ferro pelo superéxido
(3) Reagdo de Haber-Weiss (soma das equagdes 1 e 2)
(4) Producgdo de radicais alcoolxil a partir de hidroperéxidos organicos

z

A proépria fibra € rica em propriedades fisicas e quimicas que sozinhas podem
iniciar a sua reatividade com substancias circundantes no ambiente. Fibras de amianto sdo
compostas de silicatos hidratados ricos em numerosas cargas negativas, com uma grande
capacidade de formar complexos com metais de transicdo em sua superficie. O ferro € um
metal de transi¢do bdsico da superficie das fibras de asbesto e estd presente em
concentracdes proporcionais  densidade de grupos funcionais 4cidos. %

As fibras de amianto podem facilmente penetrar nas células, incorporando o ferro
do citosol, e iniciando a producdo de radicais hidroxil, pr6ximo a moléculas chaves
intracelular e de membrana.

Estudos demonstraram que o amianto pode complexar fontes de ferro intracelular e
o ferro adicional pode aumentar o tempo de vida da reagcao das fibras reativa. Corpos de
asbestos, removidos de pulmdo humano por autépsias, tem apresentado em sua superficie
ferro redox-ativo, que € capaz de catalisar quebras simples na fita de DNA. &)

A ativacdo de macréfagos e neutréfilos polimorfonucleares, pelas fibras de
amianto, induz a liberar ERO sob a forma de H,0, e 0,’, que catalisadas pelo ferro, podem
ser convertidos em radicais hidroxil.

A interioriza¢do incompleta das longas fibras de amianto, chamadas de fagocitose
frustrada, ou a estimulac@o especifica de enzimas produtoras de oxidantes, podem, em
conjunto, contribuir para o aumento de metabdlitos de oxigénio, liberados a partir de
células fagocitdrias, apds exposi¢do. A producdo de ERO ndo € limitada as células

o . . . .. - . L. e A . . 62
fagocitdrias, pois células epiteliais sdo capazes de liberar espécies oxigénio reativas. ©
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Reacdes oxidativas iniciadas pelo amianto podem afetar macromoléculas celulares
vitais, como DNA, lipidios e proteinas, levando a danos celulares e nucleares, a
peroxidagdo lipidica, e a outros eventos relacionados com a morte celular. ¢ ®9

Niveis moderados de estresse oxidativo podem iniciar a sintese de proteinas
associadas as respostas fisiolégicas ou fisiopatolégicas celulares, como por exemplo, a
modulagdo de eventos na cascata de transducdo de sinal, através de efeito de fosforilacdo
protéica. Radicais catalisados pelo ferro estdo envolvidos na expressdo e na secrecdo da
TNF- a, em MA, e demostram a ligacao entre o estresse oxidativo induzido pelo amianto e
a ativacao de proteinas envolvidas na regulacdo das doencas pulmonares mediadas por essa
fibra. %

Alguns estudos, sobre a toxicidade do amianto, envolvendo o papel do ferro e a
producdo de ERO, utilizaram o quelador de ferro desferroxamina. O tratamento de fibras
de amianto, com desferroxamina, ou o tratamento de MA, com amianto em presenca de
desferroxamina, diminui acentuadamente a capacidade dessas fibras estimularem a
producdo de TNF-a, gerarem radicais hidroxil, e induzirem toxicidade celular, peroxidagcao
lipidica e danos no DNA. ¢”

Além disso, alguns seqiiestradores de radical hidroxil permedveis a membrana, tais
como dimetiltiourea (DMTU), tetra-metiltiourea (TMTU), e dimetil-sulféxido, atenuam,
significativamente, a expressdo génica de 1L-8 e IL-6 em células epiteliais pulmonares.
(88),(89)

A expressao e a transcricao génica de citocinas, geralmente, estdo associadas com a
modulagdo da regido do gene promotor, através de fatores de transcricdo. Fator Nuclear
(NF)-kB € um fator de transcricdo que controla a expressdo gé€nica de diversas citocinas
inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-la, IL-8 e IL-6. Ha crescentes evidéncias de que a fase
redox-oxidativa da célula pode desempenhar um papel na ativagdo NF-kB, que conduzem
a um aumento da sobrevivéncia celular, da inflamacdo, e paradoxalmente, do aumento da
regulagdo de enzimas antioxidantes. *®

O amianto, também, pode atuar na sinalizacdo celular como um iniciador e
promotor no desenvolvimento de mesotelioma maligno (MM). Uma importante questao é
se a carcinogenicidade das fibras de amianto ocorre através de sua interacdo direta com as
células mesoteliais, através de mecanismos indiretos que envolvam o estresse oxidativo, ou

ambos. ©”
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Estudos relatam que a citotoxicidade das fibras crocidolita, em células pulmonares
humana, tem relagcdo direta com a mobilizacao de ferro e a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Além disso, foi demonstrado,
também, que fibras de amianto causam a produgdo in vitro de lesdes no DNA, por
producdo de ERO ou por prejuizos diretos nos cromossomos apds a fagocitose das fibras.
OOOL - Ag conseqiiéncias de tais danos no DNA pode ser a perda de genes supressores
tumorais, ativagao de proto-oncogenes, ou a perda da regulacao de fatores de crescimento.

O amianto, por interagdo direta com os receptores do fator de crescimento, ou por
oxidagdo de proteinas, possivelmente fosfatases, causa estimulacdo de multiplas vias de
sinalizacdo celular ligadas ao controle de crescimento anormal em células epiteliais
pulmonares, mesoteliais, endoteliais e fibroblastos. ©0)

Estudos citogenéticos e moleculares indicam que MM resultam do acimulo de
inimeros eventos genéticos somaticos, principalmente delecdes. A ocorréncia multipla de
delecdes citogenéticas recorrentes sugere que a perda e/ou inativagdo de genes supressores
tumorais sao criticos para o desenvolvimento e progressao do mesotelioma.

Dele¢oes de regides especificas no bragco curto (p) dos cromossomos 1, 3, e 9 e do
brago longo (q) dos cromossomos 6, 13, 15 e 22 foram observadas em MM e a perda de
uma copia do cromossomo 22 é a mudanga numérica mais comum. No entanto, as
alteracOes genéticas criticas na génese de mesotelioma sdo relativamente pouco
conhecidas. A descoberta de alteracdes, em genes somaticos criticos em células de MM, e
o entendimento de como cada um deles contribui para a patogénese desta malignidade

[ ~ L, . A - . . . 0
pode contribuir na prevencio e estratégias terapéuticas mais eficientes.

L.7 - Instrumentos de Investigacao Toxicoldgica

A Toxicologia Genética € a ciéncia que avalia os efeitos genotéxicos em potencial,
que sdo considerados pré-requisitos importantes para o desenvolvimento de efeitos
adversos a saide como, por exemplo, os canceres. ©2)

A genotoxicidade estd relacionada a capacidade de um determinado agente fisico
ou quimico em modificar a estrutura do DNA celular, resultando em altera¢des, como
mutacdes génicas, delecdes, rearranjos cromossdmicos e quebras simples e duplas. ¢!
monitoramento genético de populacdes humanas expostas a potenciais carcindgenos € um

sistema de aviso prévio para doencas genéticas e o cancer. **
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As alteracOes no genoma humano, decorrentes do ambiente, estilo de vida, dieta e
de atividades ocupacionais, geram uma preocupacdo quanto a ado¢do de medidas de
protecao da populagdo. A associacdo entre propriedades genotdxicas de radiacdes e de
substancias quimicas torna os testes genéticos uteis no rastreamento de agentes com
potenciais oncogénico e mutagénico; na caracterizagdo do risco; e na avaliacio da relacdo
dose-resposta e da exposicao. Esses resultados geram informagdes sobre a incidéncia de
efeitos na populacdo exposta a determinadas condi¢des especificas, podendo estabelecer
possibilidades de protecao ou redugdo desses efeitos, sendo de extrema importancia para a
Saide Publica. Com isso, torna-se cada vez mais urgente a utilizacdo de métodos
confidveis, capazes de detectar e medir o dano no DNA. (14)

Os indicadores biol6gicos sao ferramentas de fundamental importancia na avaliagdo
dos danos a sadde causados pela exposicdo as diversas substancias quimicas. Esses
indicadores, associados as alteragdes bioquimicas e fisiolégicas, precoces ou tardias,
fornecem informagdes que sdo utilizadas para estimar o risco a saide humana. (14

De modo genérico, os indicadores podem ser categorizados em trés tipos principais:
de exposi¢do, de susceptibilidade e de efeito. Os indicadores de exposi¢cao sao divididos
em dose externa e dose interna e correspondem a expressao de um agente ambiental ou de
seus metabolitos, respectivamente, nas diversas matrizes dos individuos. Os indicadores de
efeito indicam alteracOes presentes no organismo e permitem avaliar o prognostico da
doenca. E os indicadores de susceptibilidade caracterizam diferencas ou alteragdes
genéticas que tornam os individuos mais ou menos propensos a determinadas doencas.

Os indicadores de exposi¢do tradicionais, em especial os de dose interna, sdo
quimico-especificos e ndo traduzem o real potencial téxico das substincias quimicas.
Entretanto, os indicadores também podem avalia a genotéxicidade das substancias, podem
ndo ser de forma especifica, mas estabelecem fortes associacdes com a exposicdo a estas
substancias, devendo ser incluidos como uma ferramenta importante na avaliacdo de risco
toxicoldgico. ©3)

Diversos testes de curta-duragdo sdo utilizados na avaliacdo do perigo genético e
esses modelos sdo categorizados pelos indicadores biologicos que avaliam, ou seja,
mutagdo génica, dano cromossomico ou lesio no DNA. Alguns desses testes sdo
aberragdes cromossomiais (AC), troca de cromadtides irmds, mutagdes pontuais e
oncogénicas, micronicleos (MN) e o ensaio cometa, sendo este dltimo utilizado para

avaliar lesdes no DNA. ©?
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A exposicdo ao asbesto altera varias vias metabdlicas do organismo e,
consequentemente, estd relacionada a diversos indicadores biologicos, que estdo ilustrados
na Figura 5. ® Segundo Hattacharya, K. (2005),°® o ensaio cometa é classificado como
um indicador de exposi¢ao, enquanto que AC, troca de cromadtides irmas, microntucleo sao
considerados indicadores de efeito, pois esses ultimos representam desfexos que resultaram
nos efeitos adversos a saide, como por exemplo alteracdes funcionais de tecidos ou a
orgdos, devido a danos cromossdmicos, mutacdes genéticas ou alteracdo da homeostasia.
J4 as enzimas metabolicas, incluindo as do extresse oxidativo, como a catalase, SOD, GST
e GPx, sdao consideradas indicadores de efeito, e seus respectivos gendtipos e expressao

génica indicadores de susceptibilidade.

26



Fibras/Particulas
presentes no ar

ambiental
M
a
e *-"'""_F'} Corpos de asbestos r
- c
Ncarm # Contagem celular a
Lavagem diferencial & d
- o
nasal # Contagem - r
total celular & e
Lavagem s
broncoalveolar *PEG -
d
e
- 4 Liieor 1 :
3 g g carcinégeno-DNA p
'\ = Aduto carcinégeno- 0
proteina s
s FADU !
. » AET 5
# Aberracio cromossomial » Ensaio Cometa a
# Aneuploidia °
# Hibridizacao in situ fluorescente

# Microntcleo
s R ‘—I Marcadores de Efeito
® Troca de cromatides irmas

# Mutacio genética
(Hipoxantina Guanina
Fosforibosil Transferase)

« Glicoproteina

M d d # Polimorfismo (genes GSH M1 e NAT2)
arcadores de
——» « LDH
Susceptibilidade = .
# B-glucuronidase
# TNF-a
*TNF-f

#Interleucina-1

®Interleucina-2

= Interleucina-6

s Interleucina-8

# Proto-oncogenes
K-ras
Hi-ras

Fonte: Hattacharya, K. ,2005. ©6)
Figura 5 - Exemplos de indicadores biologicos relacionados a exposicio ao asbesto.

A técnica de AC baseia-se no estimulo da mitose pela fitohemaglutinina (PHA),
seguido do seu bloqueio, na metifase do ciclo celular, pela colchicina. Através desse teste
¢ possivel identificar alteragdes como dele¢des, aneuploidias, separacdo prematura
centromérica (SPC). ®% ©7- O8) A freqiiéncia de AC em linfécitos de sangue periférico
pode servir ndo s6 como indicador relacionado a exposi¢do a mutagénicos, como também

indicador de danos genéticos com relevancia no processo carcinogénico. ©9)
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Os microntcleos sdo pequenos corpos contendo DNA envolvidos por membrana
nuclear, localizados no citoplasma e separados do nucleo principal da célula. Os MNs
somente sdo visualizados, nos linfécitos, apds divisdo celular e, por isso, essa técnica
baseia-se no estimulo da mitose pela PHA, seguido do seu bloqueio pela citocalasina B
(CtB), sem alterar a divisdo nuclear, paralisando o ciclo celular na Tel6fase. O teste de
micronicleo (MN) distingue citologicamente, quebras ou perdas cromossOmicas e €
extensivamente usado em estudos de genotoxidade de produtos quimicos.

Os efeitos do amianto em niveis cromossdmicos t€ém sido comumente estudados
utilizando biomarcadores de efeito, como aneuploidia, AC, teste de FISH, MN e perdas
cromossOmicas. Uma vez dentro da interfase celular apds fagocitose, o amianto se acumula
na regido perinuclear, junto ao aparato mitético das células. Estas observacdes levam a
hipétese de que o amianto provoca aneuploidia, principalmente, por interferir no curso
normal das mitoses. Um estudo in vitro realizado em linfécitos de fumantes expostos, a
dois diferentes tipos de fibras de amianto, mostrou que a crocidolita, em fumantes, induzia

(19D " QOutro estudo realizado em

mais MN e aneuploidia em comparagdo ao crisotilo
linfécitos in vivo de trabalhadores expostos ao amianto mostrou um aumento do nimero de
MN. ©9

A técnica Ensaio Cometa € um teste de genotoxicidade para deteccdo de efeitos no
DNA. Tais efeitos podem resultar em danos mutacionais, como aberracdes cromossdmicas
estruturais, microndcleos, mutacdes genéticas, que podem resultar de danos no DNA. ©?
Sendo assim, o teste do cometa ndo € utilizado para detectar mutagdes, mas sim lesdes
genOmicas que, apds serem processadas, podem resultar em mutacdes. Diferentes das
mutacoes, as lesdes detectadas pelo teste do cometa podem ser, também, utilizadas para
estudos de reparo de DNA, trazendo informagdes importantes sobre a cinética e o tipo de
lesdo reparada, embora ndo possibilite inferir sobre a fidedignidade do processo de reparo.
Uma vez que danos no DNA sdo freqiientemente célula- e tecido-especificos, uma técnica
como a do Ensaio Cometa, que permite a detec¢do de danos e seu reparo em uma Unica
célula, e conseqiientemente, em determinada subpopulacao celular, é de extrema relevancia
para a avaliacio de compostos genotéxicos. %

O teste do cometa vem sendo proposto para estudos de toxogenética devido a suas
peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes para a deteccdo de
substancias genotéxicas. O Ensaio Cometa, também conhecido por SCG (Single-Cell Gel)

ou SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis) sob condicdes alcalinas, introduzido por Singh
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et al (48), ¢ uma técnica eletroforética de alta sensibilidade, reprodutibilidade, simples e
rapida para a deteccdo da presenca de quebras de fita inica de DNA e de lesdes em sitios
alcali sensiveis em células de mamifero in vitro e in vivo. Através dessa técnica € possivel
a avalia¢do de dano e de reparo do DNA em células proliferantes e ndo proliferantes, em
nivel individual, podendo ser empregado em amostras celulares extremamente pequenas. O
ensaio Cometa tem amplas aplicagdes na toxicologia genética em testes de genotoxicidade
in vitro, in vivo, no biomonitoramento ambiental € no monitoramento populacional
humano. %%

Estudo realizado por Topinka, J., et al (2006),(103) avaliou parametros de
genotoxicidade em ratos tratados e ndo tratados com fibras de amiando, sendo observadas
quebras da fita de DNA, avaliadas por ensaio cometa, maiores em MA e em células
epiteliais de pulmao em ratos tratados comparados com o controle.

Estudo utilizando células epiteliais pulmonares humanas expostas a altas
concentracdes de amianto (40 pg/cm?2) por 1 h, apresentou uma clara inducdo de lesdes no
DNA, avaliadas pelo ensaio cometa. Outro estudo utilizando células mesoteliais humanas
(Met-5A) tratadas com 1 a 4 ug/cm?2 por 0,5 a 48 horas, apresentou danos similares entre
as diferentes concentragdes, sendo que entre os tempos de exposicdo de 4 e 48 horas as
diferencas ndo foram claras. Porém, os efeitos genotdxicos ocorreram na auséncia de
efeitos citotoxicos. Estes dados indicam que o efeito genotdxico das fibras de amianto pode
ser detectado, através de ensaio cometa em c€lulas de mamiferos in vitro. (104

Além disso, os efeitos genotéxicos e citotéxicos do asbesto podem ser
demonstrados em outros sistemas de cultura celular, ndo sendo limitada a um determinado
tipo de célula. (104)

Estudos realizados por Zhao, X.H (2006), (105) compararam danos no DNA
induzidos por amianto em linf6citos, entre 104 trabalhadores ocupacionalmente expostos e
101 trabalhadores ndo expostos da cidade de Quintdo, China. Os resultados da intensidade
de danos por Ensaio Cometa foram significativamente maiores para trabalhadores expostos
comparados com a populagdo controle.

A presenca de alteracdes nos linfécitos serve como dosimetro interno, medindo a
extensdo em que determinado agente quimico estd associado a dano ao DNA dos tecidos e,

de certa forma, indicando um potencial ao desenvolvimento de cancer. A aplicagdo da

pesquisa de genotoxicidade em estudos populacionais com exposicoes a substancias
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clastogénicas pode aumentar o conhecimento do potencial carcinogénico das substancias
em humanos.

Indicadores enzimaticos do estresse oxidativo, também, sdo utilizados em estudos
cientificos que avaliam diversos tipos de pneumoconiose.

Altin et al. (2004) "% realizou um estudo populacional com 89 trabalhadores, com
o objetivo de compreender melhor a relagdo entre a exposi¢do ocupacional a poeira de
carvoarias e as atividades das enzimas antioxidantes (SOD e GPx) e a concentracdo de
malondialdeido (MDA, peroxidagdo lipidica) em sangue. Diferencas estatisticas
significativas foram encontradas entre os grupos controle € 0 grupo com pneumoconiose
em relacdo a MDA, SOD e GPx, obtendo niveis de MDA mais altos, enquanto que as
atividades de SOD e GPx diminuiram com o aumento do grau da doenca.

No entanto, o estudo realizado por Nadif, R., et al. (1998), 10D em 240
trabalhadores de carvoarias na Franca, separados em grupos expostos a baixa e alta
concentracdes de poeira, encontrou correlagdes positivas e significativas entre a catalase e
glutationa peroxidase de acordo com a exposi¢do a poeira, enquanto que em relacdo a
superoxido dismutase encontrou uma correlagdo negativa. Comparando-se as enzimas
antioxidantes e a severidade da doenca, a atividade da catalase mostrou uma associacao
positiva, enquanto a atividade da SOD apresentou uma associacao negativa.

Um estudo realizado por Evelo et al. (1993) (108)

observou uma diminui¢do da
atividade da GST em trabalhadores de carvoarias em estigio inicial de pneumoconiose,
também como uma diminui¢cdo da atividade da GPx e a concentracdo de GSH, podendo
estes, terem sido originados de danos causados pelo ERO.

Ainda pouco se conhece sobre a expressdo de enzimas antioxidantes relacionadas
ao asbesto. Estudos realizados com linhagens de células de mesotelioma resistentes
indicam ndo apenas elevados niveis de MnSOD, mas também atividades elevadas
significativamente para catalase, GST e altas concentracdes de glutationa.

Esta dissertacdo de mestrado faz parte do projeto “Avaliacdo e gerenciamento de
risco em populagdes expostas ao amianto e fibras alternativas”, cujo objetivo € fornecer
subsidios para as a¢gdes de Vigilancia em Saide e Ambiente relacionadas ao amianto no

meio macro-ambiental e no meio bioloégico e de preven¢do na questdo das fibras

alternativas.
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II - OBJETIVO
O objetivo deste estudo € avaliar alteragdes em pardmetros enzimdticos do estresse

oxidativo e os danos genotdxicos decorrentes de exposi¢do ao asbesto, em trabalhadores
expostos e nao-expostos, atendidos no Ambulatério de Pneumopatia Ocupacional do
Centro de Estudo da Sadde do Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH) da Escola
Nacional de Sadde Publica (ENSP/FIOCRUZ).

Objetivo especifico

Implementacdo da metodologia de genotoxicidade de Ensaio Cometa no Laboratério de
Toxicologia do CESTEH;

Aplicagdo do teste de Ensaio Cometa no universo amostral;

Determinacdo das atividades das enzimas do extresse oxidativo Catalase (CAT) e
Glutationa S-Transferase (GST) no universo amostral;

Associacdo dos sinais clinicos da doenca asbestose com os pardmetros da resposta ao
estimulo oxidativo e com os resultados da avaliacdo genotdxica por ensaio cometa;
Associacdo das varidveis: hdbito de fumar, idade e tempo de exposicao, obtidas através de
questiondrio, com os resultados do ensaio cometa, parametros do estresse oxidativo e da

avaliacdo clinica.
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III- PROPOSTA METODOLOGICA

II1.1 - Desenho de estudo

A populacdo deste estudo foi composta por familias de trabalhadores expostos ao
amianto, advindos de diversas empresas que utilizam as fibras de amianto em seu processo
de producdo do Estado do Rio de Janeiro, incluindo as esposas dos trabalhadores que
tiveram contato com as fibras, e de trabalhadores nao expostos ao amianto, composto de
técnicos laboratoriais do Laboratério de Toxicologia do CESTEH/ENSP/FIOCRUZ.
Ambos os grupos de trabalhadores foram atendidos pelo Ambulatério de Pneumopatia
Ocupacional do CESTEH/ENSP/FIOCRUZ, localizado em Manguinhos na cidade do Rio
de Janeiro. Os trabalhadores, de ambos os sexos, foram selecionados aleatoriamente no
banco de dados do Ambulatério de Pneumopatia Ocupacional, sendo todos com idade
superior a 18 anos.

O grupo exposto ao asbesto foi subdividido em dois subgrupos: exposto doente, ou
seja, os que apresentavam asbestose, € exposto ndo doente, que ndo apresentavam a
doenca. Para tanto, foi considerado trabalhador exposto doente, aquele com RX de térax >
1/0, e exposto ndo doente, com RX de térax =0/0, estando de acordo com as normas da

OIT/2000 1%

Os critérios de inclusdao adotados foram: idade superior a 18 anos, de ambos os
géneros, atendidos no Ambulatério de Pneumopatia Ocupacional, através de livre
demanda, com exposi¢do ocupacional ao amianto ou ndo (grupo Laboratério) e
participacao voluntéria do estudo através da assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Como critério de exclusao foi adotado o teste tuberculinico (PPD de
Mantoux) positivo para os voluntdrios. As andlises laboratoriais foram realizadas no Setor

de Indicadores Biolégicos do Laboratério de Toxicologia do CESTEH.

Apés o consentimento em participar do estudo, todos os voluntdrios seguiram as
seguintes etapas (Figura 6): responder a um questiondrio de sinais e sintomas pulmonares e
caracteristicas de suas atividades profissionais e de exposi¢do a substancias quimicas no
ambiente de trabalho; realizacdo de PPD; exame clinico; espirometria; radiografia e, por
fim, coleta das amostras de sangue para as andlises de Ensaio Cometa e de resposta ao

estresse oxidativo.
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Figura 6 - Esquema das etapas iniciais do projeto durante o periodo de sua realizacio.

I11.2 - Procedimentos de avaliacao fisica e clinica
Exame fisico e entrevista

Os exames fisicos e a entrevista consistiram de analise de dados clinico e socio-
demograficos, com a finalidade de avaliar o grau de acometimento dos individuos e a
evolugdo clinica dos sintomas, além de identificar outras co-morbidades, como alcoolismo,

diabete mellitus, hepatite, doencas auto-imunes, insuficiéncia renal, entre outras.

Exames radiograficos do térax

A técnica radioldgica utilizada encontrava-se dentro dos padrdes da Organizacio
Internacional do Trabalho (OIT) de 1980 “®. Foram consideradas alteradas as radiografias
em que a média da leitura era maior que 1/0. As radiografias foram classificadas quanto a
profusdo de lesdes e o tipo de lesdo no parénquima pulmonar e divididas em categorias de

0 a 3 (Quadro 4), conforme a gravidade da doenga.
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Quadro 4 - Classificacao das leituras de raios-x em categorias de 0 a 3, conforme as normas da
OIT/2000.

(Categoria 0 —»  raios-x com leitura 0/-, 0/0 e 0/ D
Categoria 1 » raios-x com leitura 1/0, 1/1 e 1/2
Categoria 2 —»  raios-x com leitura 2/1, 2/2 € 2/3

Gategoria 3 » raios-x com leitura 3/2,3/3 e 3/4)

Teste tuberculanico cutineo

O teste tuberculinico (PT) foi feito com 5 UT de PPD-S pela técnica de Mantoux,
de acordo com o Centers for Disease Contro (CDC, 1994), com leitura entre 48 e 72 horas.
Os resultados da leitura foram registrados, segundo os critérios dos “CDC” e Ministério da
Saude (2002) em: teste tuberculinico positivo e PT negativo. O teste tuberculinico positivo
foi considerado aquele com enduracdo =10mm (forte reator), enquanto o PT negativo foi
considerado aquele com enduracdo <10mm (fraco reator ou ndo reator) "'”. O método
utilizado para a leitura foi o palpatério e, no momento da leitura, os individuos com PT
positivo foram indagados quanto a presenca de sintomas respiratérios prolongados e febre,
e encaminhados para tratamento adequado. Os individuos com PT negativo realizaram,

apOs uma semana, um segundo PT.

Teste espirométrico

O teste espirométrico foi realizado de acordo com a técnica orientada pela

American Thoracic Society (1997),“11)

que consiste numa expiracdo forcada até o limite
do volume de reserva expiratdria, apds inspiracdo maxima. A espirometria avalia a funcao
ventilatoria, refletindo dados sobre distensibilidade ou resisténcia elédstica do aparelho
respiratério e sobre a resisténcia ao fluxo aéreo. E um teste que auxilia na prevencio e
permite o diagndstico e a quantificagdo dos distirbios ventilatérios, tendo um importante

papel na pneumologia ocupacional.

Os individuos do grupo Laboratério ndo passaram pelos procedimentos dos exames

fisico, radiografico do tdrax, teste tuberculinico cutaneo e espirométrico.
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II1.3 - Coleta das amostras de sangue

Amostras sanguineas foram coletadas por profissional habilitado em 3 tubos a
vacuo, contendo anticoagulante. Um dos tubos foi direcionado imediatamente para a
realizagdo do hemograma completo e os outros dois tubos foram direcionados as andlises
de Ensaio Cometa e das enzimas CAT e GST. Para a realizagdo do Ensaio Cometa, a
amostra sanguinea foi imediatamente submetida aos procedimentos de andlise do teste,
sendo a quantidade de sangue restante no tubo acondicionada sob refrigeracdo, juntamente
com o segundo tubo coletado até o momento das andlises das enzimas do estresse
oxidativo.

As analises de hemograma completo foram realizadas no Ambulatério da ENSP e a
parte experimental do trabalho foi realizada no Laboratério de Toxicologia do
CESTEH/FIOCRUZ. As metodologias executadas foram padronizadas, de acordo com

critérios e testes de acuidade e precisao analiticas.

II1.4 - Determinacoes dos parametros do estresse oxidativo
II1.4.1 - Catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da enzima Catalase (CAT) em eritrécitos humanos foi
realizada baseada no método de Aebi, H. (1984), ¥ que tem por finalidade quantificar a
atividade da enzima CAT através da decomposi¢cdo de 1 mol de H,O, a uma D.O em

230nm.

Solucoes utilizadas

- Solucdo de tampao fosfato [fosfato de potdssio monobdsico S0mM; fosfato de sédio
dibasico 50mM, pH 7,0];

- Solucdo de peréxido de hidrogénio [30% de H,O, em solu¢do de tampao fosfato (50mM,
pH 7,0)];

- Solugdo de cloreto de sédio isotonico [0,9% NaCl em agua destilada].
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Procedimentos

Nota: As amostras de sangue (coletadas em tubos heparinizados) devem ser mantidas a
0°C (banho de gelo) durante toda a elaboragdo das andlises, a serem realizadas no mesmo

dia de coleta das amostras para o ndo comprometimento da atividade enzimaética.

Para cada amostra, separa-se uma aliquota de 2mL em tubos e centrifuga-se as
amostras por 10 minutos a 3500 rpm (1591 G) a 4°C. Posteriormente, despreza-se o plasma
(sobrenadante). Uma aliquota contendo 500uL de sedimento de eritrocitos de cada amostra
¢ transferida para outro tubo de centrifuga refrigerada, onde se acrescenta SmL de cloreto
de sddio (solugdo salina) para a lavagem dos eritrécitos. Homogeneizam-se os tubos por 15
segundos e, em seguida, centrifuga-se as amostras por 10 minutos a 3500 rpm (1591 G) e a
4°C. Esse processo de lavagem € repetido por mais 2 vezes. Apos as 3 lavagens, transfere-
se S0uL do sedimento de eritrécitos para um tubo de vidro e adiciona-se 200uL de dgua
deionizada, para a hemolise dos eritrécitos, formando assim o hemolisado concentrado.
Este procedimento € realizado em triplicata. Posteriormente, homogeneizam-se os tubos
por 20 segundo, sendo os mesmos mantidos em banho de gelo até o momento da leitura no
espectrofotdometro.

Momentos antes da andlise espectrofotométrica, preparam-se a solu¢do de peréxido
de hidrogénio e o hemolisado diluido, através da adicdo de Syl do hemolisado
concentrado e 2,5mL de tampao fosfato. A leitura das amostras transcorre no modo
cinético por 15 segundos a um comprimento de onda de 230nm.

Para a leitura do branco, adiciona-se na cubeta, 2 mL do hemolisado diluido e 1 mL
de tampao fosfato e para a leitura das amostras, adicionar na cubeta, 2 mL do hemolisado

diluido e 1 mL de peréxido de hidrogénio.

Calculos

Nao é possivel definir uma unidade internacional para a catalase, portanto
recomenda-se o uso de uma constante de reacdo de 1* ordem (k). Esta constante pode ser
relacionada com o teor de hemoglobina presente na amostra (k/g Hb), que serve como uma
medida da atividade especifica da catalase em eritrécitos. Os célculos de CAT sado

baseados nas seguintes férmulas:
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k= (2,3/15) (log A1/A2)

k=0,153 (log A1/A2) (segundos-1)

k/mL =ka

k/g Hb = k/mL (1000/b) = 0,153 (a/b)(log A1/A2)

Onde,

Al = absorvancia no t=0.

A2 = absorvancia no t=15 segundos
a = Fator de diluicdo

b = teor de hemoglobina (Hb) em grama/litro (g/L)

Nota: Para o cdlculo da atividade da enzima catalase hd a necessidade do valor do teor de
hemoglobina nos eritrdcitos. Portanto, utilizou-se exame de hemograma completo recente

(até 3 meses) ou solicitou-se o pedido do exame através do laboratdrio.

111.4.2 - Glutationa S-tranferase

A determinacdo da atividade enzimdtica da GST foi realizado por
espectrofotometria UV-Visivel, utilizando comprimento de onda de 340nm e 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno como substrato universal, de acordo com o método descrito por Habig et al

(1981). 1%

Reagentes

- Solugdo de cloreto de sédio isotdonico [0,9% NaCl em dgua destilada]
- Tampao Fosfato 0,1M [KH,PO4 0,1M; K,HPO,4 0,1M; pH=6,5].

- Soluc¢do de Etanol (EtOH) 95% (v/v)

- Solu¢dao de CDNB 0,3M, preparada em solu¢do de EtOH 95%

- Solu¢do de GSH 0,3M, preparada em Tampao Fosfato 0,1 M.

Procedimentos

Lavagem de Eritrécitos
Logo apds a coleta de sangue, transfere-se, para um novo tubo de ensaio, uma
aliquota contendo 2 mL de sangue total e centrifuga-se a amostra a 3000 rpm (1169 G) por

30 minutos. Em seguida, retira-se 500uL de eritrécitos (sedimento), sendo transferido para
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um novo tubo de ensaio, onde adiciona-se 5 mL de NaCl 0,9 %, para a lavagem dos
eritrocitos.

Homogeneiza-se cada tubo por 15 segundos, e posteriormente, centrifugam-se os
mesmos a 3000 rpm (1169 G) por 10 minutos. Ao término da centrifugacio, retira-se a
parte sobrenadante, com o auxilio de uma pipeta, tomando cuidado para ndo aspirar
eritrocitos precipitados. Os procedimentos de lavagem de eritrécitos sdo realizados 3
vezes.

Apoés a terceira lavagem, transferem-se duas aliquotas de 50 pL de eritrocitos de
cada amostra para dois novos tubos, onde adiciona-se 1450pL de Agua Milli-Q e, em
seguida, homogeneiza-se por 30 segundos, ocorrendo a hemdlise.

No momento da leitura, prepara-se a mistura de PBS + GSH + CDNB em um tubo,
conforme Tabela 1, homogeneiza-se a mistura, sendo transferida, em seguida, para a
cubeta. Para o branco, adicionar 100uL de PBS no lugar do hemolisado e para a amostra,
adicionar o hemolisado diretamente na cubeta, fazendo 5 ciclos de aspira¢do com a pipeta,
para homogeneizar. A leitura das amostras foi realizada em modo cinético, a 340 nm,

durante 1 minuto.

Tabela 1 - Quantidade de reagentes para o branco e amostras.

Reagentes Branco Amostra
PBS (mL) 2,8 2,7
GSH (uL) 100 100
CDNB (uL) 100 100
(Hemolisado) - 100

Calculo
Unidade/ mL Enzima = Aabs/min Amostra - Aabs/min Branco x (3,0)(FD)
9,6)x(0,1)

Onde,

Fator de extin¢do molar = 9,6

Volume do hemolizado utilizado = 0,1 mL
Volume final na cubeta = 3,0 mL

FD = fator de diluicao
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IIL.5 - Metodologia do Ensaio Cometa

Solucdes Utilizadas

- Solucao de Lise celular [NCI 2,5 M; Tris-HCl 10 mM; EDTA 100mM; Lauril Sulfato de
sodio 1%; pH 10]

- Tampao de Eletroforese [300mM / 1mM EDTA]

- Tampao de Neutralizacdo [Tris 0,4 M]

- Solu¢do de Brometo de etideo [40ug/mL]

- Agarose [1,5%]

- Agarose Low Melting Point (LMP) [0,5%]

- Solugdo A [MMS 80mM]

- Solu¢dao B [MMS 0,8mM] |Solugdes Controle Positivo
- Solugdo C [MMS 0,4mM]

Procedimentos
Preparo das laminas

Inicialmente, as ldminas foram lavadas com etanol absoluto e, em seguida,
mergulhadas em agarose 1,5% a 60°C. Posteriormente, limpa-se a parte inferior das

laminas e deixa-se a agarore gelificar na parte superior, horizontalmente.

Preparo das amostras controle
1- Controle celular — adiciona-se 250uL de sangue total em tubo Eppendorf
2- Controle solvente — adiciona-se 50ul. de tampdao PBS a 200uL de sangue total em
Eppendorf
3- Controle positivo MMS 1 — adiciona-se 50uL de solucdo B a 200uL de sangue total em
tubo Eppendorf, obtendo-se concentracdo final de MMS = 16x 10° M (0,16mM)
4- Controle positivo MMS 2 — adiciona-se S0uL. de solucao C a 200uL. de sangue total em
tubo Eppendorf, obtendo-se concentracio final de MMS = 8x 10° M (0,08mM)

Incuba-se todas as amostras controle junto com as amostras-teste por 2 horas a

37+/-1°C
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Preparo das células

Marca-se cada 1amina com o c6digo de identificagdo do individuo e/ou das solugdes
controle. Em seguida, homogeneiza-se o sangue invertendo o tubo vacutainer vérias vezes.

Transfere-se, com o auxilio de um pipetador automético, uma aliquota de 10uL de
sangue total ou de solucdo controle para tubo Eppendorf e adiciona-se, lentamente, 120uLL
de agarose LMP, previamente aquecida a 37°C, homogeneizando suavemente a suspensao
de células.

Posteriormente, espalha-se a suspensao em uma lamina contendo uma pelicula de
agarose a 1,5%, que foi preparada na etapa anterior, e coloca-se sobre ela uma laminula de
24x60mm, antes que a suspensdo de células na agarose se solidifique. Prepara-se 5 laminas
por amostra.

Em seguida, as 1aminas sdo colocadas em uma bandeja e deixadas na geladeira por
5 minutos. Apés o tempo determinado, retira-se, cuidadosamente, de cada lamina as suas
laminulas e, subseqiientemente, acondiciona-se as laminas, em 130mL de solugdo de lise,
num recipiente tipo Coplin, revestido externamente com papel laminado. A partir desta
etapa, evita-se a irradiacao de luz direta, para prevenir lesdes adicionais ao DNA.

As laminas sdo guardar na geladeira por, no minimo, 1 hora e, no maximo, 24 horas
e, apOs este periodo, sdo arrumadas em fileiras ao lado do anodo (+) da cuba de
eletroforese. Adiciona-se, cuidadosamente, a solu¢cdo de eletroforese a 4°C, pelas laterais
da cuba, o suficiente para cobrir as laminas, deixando-as em contato com o tampao de
corrida, por 25 minutos, para possibilitar o desenovelamento do DNA e assim poder
expressar as diferentes classes de lesdes alcali-labeis.

Ajusta-se a fonte de eletroforese nas condi¢des de operagdo (25v/300A) e procede-
se a corrida de eletroforese, por 25 minutos. Ao término da corrida, retira-se,
cuidadosamente, as laminas da cuba, lavando-as com tampao de neutralizacdo, etanol
absoluto e dgua destilada, 3 vezes com intervalos de 5 minutos, para cada lavagem.

Deixam-se as laminas secarem em contato com o ar, a tempratura ambiente, por 24
horas ou mais, caso haja necessidade. As laminas secas sdo guardadas na sua embalagem

original e deixadas a temperatura ambiente.
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Coloracao das laminas
Com o auxilio de uma pipeta automadtica, distribui-se 40ulL de solug¢do corante de
brometo de etideo (40ug/mL) em cada lamina, cobrindo-a, posteriormente, com a laminula.

Imediatamente apds, observa-se ao microscopio de fluorescéncia.

Analise dos cometas ao microscopio

As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia, equipado com
lentes oculares e lentes objetivas planocrométicas de 10X e 40X e com filtro de excitacao
de 560nm (faixa verde) e um filtro de barreira de 590nm. Os cometas foram localizados
com a objetiva de 10X e apds a sua visualizacdo, os nucledides examinados, com a
objetiva de 40X. Os cometas foram analisados e suas morfologias observadas, scanneando
a lamina da esquerda para a direita. Cada cometa foi classificado visualmente, de acordo a
intensidade da cauda, como mostra a Figura 7 e, ao final das andlises, fazendo-se o
somatorio das classificagdes das caudas dos cometas encontrados, podendo o total de UA

variar entre zero e 150.

Fonte: Da Silva, J. et al (2000) ¥

Figura 7 - Fotografia da classificacdo do ensaio cometa.
A- classe 0, sem danos; B- classe 1;C- classe 2; D- classe 3; dano maximo.
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II1.6 - Analise dos resultados

As andlises laboratoriais foram realizadas as cegas. Os técnicos laboratoriais nio
tiveram acesso aos codigos de identificacdo das amostras clinicas. A andlise estatistica
realizada nas comparagdes entre dois grupos foi o Teste t-Student. A andlise multivariada
(ANOVA) seguida do teste de Bonferroni foi utilizada para comparar médias de varidveis
continuas com distribui¢do normal ou com N significativo. A medida do grau de relacao
linear, entre bivaridveis quantitativas, foi realizada através da andlise de coeficiente de
correlagdo de Pearson. A andlise da sensibilidade e da especificidade dos indicadores
bioldgicos foi avaliada através de curva ROC (receiver operating characteristic). Em todos
os testes, o nivel de significancia adotado foi o de 5%. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o programa SPSS 13.0.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO
Participaram deste estudo 78 voluntdrios, que foram divididos em dois grupos,

conforme suas atividades laborais. O grupo exposto foi constituido por trabalhadores ao
amianto de diversas empresas localizadas no municipio do Rio de Janeiro, estando entre as
principais a Eternit e a Asberit. O outro grupo foi composto por trabalhadores nao expostos
ao amianto e que trabalham como técnicos laboratoriais, no Laboratério de Toxicologia do
CESTEH. Esse segundo grupo apesar de ndo ser exposto ao amianto, devido a sua
atividade laboral, tem exposi¢do a outros tipos de substancias quimicas, como solventes,

metais e sustancias carcinogénicas.

IV.1. Dados Sécio Demograficos

O grupo populacional exposto ao amianto correspondeu a 52 trabalhadores, sendo
21 do sexo feminino e 31 do sexo masculino, representando 40,4% e 59,6%,
respectivamente. A média de idade desta populacdo foi em 57,9 anos, variando entre 28 e
78 anos e a média do tempo de exposicdo de 11,1 anos, com minimo de 6 meses € maximo
de 28 anos.

O relato de consumo alcodlico foi de 40,4%, sendo que 23,1% informaram uma
freqiiéncia de até 2 vezes na semana, 11,5% uma vez por més e 3,8% até 3 vezes na
semana.

Com relacdo a escolaridade, foi relatado que 82,7% dos individuos sabiam ler e
escrever € 3,8% ndo sabiam, sendo que 48,1% possuiam ensino fundamental incompleto,
21,2% ensino fundamental completo, 9,6% ensino médio completo e 5,8% ensino médio
incompleto. A baixa escolaridade € um fator importante na percep¢do do risco de
exposicao e na ocorréncia de acidentes de trabalho. Este fato pode ser observado em alguns
estudos, que descrevem uma situacio em que os trabalhadores com menor grau de
escolaridade, mesmo realizando tarefas mais especificas, tinham uma percepcao de risco
menos acurada que aqueles com maior grau de escolaridade e que desempenhavam tarefas
de menor conhecimento pratico, contribuindo como um fator fundamental para o aumento
da exposicdo e do numero de casos de acidente. (13)(116)(117)

Os individuos deste grupo trabalharam em diversas empresas do Estado do Rio de

Janeiro como a Casa Sano, Teadit, Servelit, porém as empresas de maior incidéncia foram
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Asberit e Eternit, representando um percentual de 44,9% e 40,8%, respectivamente.
Apenas 14% da populacdo sdo economicamente ativas.

A jornada de trabalho relatada pelos trabalhadores foi de 40 horas semanais ou
mais, sendo revezado em turnos diurnos e noturnos. As atividades profissionais exercidas
pelos individuos foram diferentes de acordo com o sexo. Os homens, em sua maioria,
trabalharam em atividades como moldador, empilhador de chapas, telhas e caixas d’dgua
de amianto, operador de madquinas e com diversas atividades de manuteng¢do, como
macariqueiro, pintor, eletricista, soldador e encanador. As mulheres, apesar de também
trabalharem em mdquinas, suas fun¢des eram mais delicadas, manuseando fios de amianto
em fiandeiras, trancadeiras e retorcedeiras, que sdo mdquinas alimentadas com amianto e
calcita para formar fios de amianto, que sdo colocados em carretéis, para posterior uso.
Além disso, também lavavam as roupas engomadas por amianto dos maridos ou familiares.

A fiagdo € o setor considerado pelos trabalhadores como um dos mais poluidores
devido 2 excessiva poeira de amianto no ambiente. E o setor da producdo que aloca o
maior nimero de trabalhadores.

Ambos os sexos relataram um ambiente de trabalho com intensa poeira, ruido, calor
e vapores de solventes irritantes de mucosas. Substincias quimicas, como solventes,
tolueno, benzeno e resinas, muito utilizadas em diversas empresas, quando inaladas,
podem provocar distirbios respiratdrios, hepaticos, neoplasias e danos ao sistema nervoso
central.

Os EPIs (Equipamentos de Protecdo Individual) sdo descritos como de uso
freqliente, porém s6 passaram a ser usados a partir da década de 70. Alguns dos
trabalhadores, que tinham contato direto com o fibrocimento, relataram alergia na pele.

Os trabalhadores selecionados que participaram deste estudo véem sendo
acompanhados por avaliagdes clinicas no ambulatério do CESTEH. Nenhum dos
individuos relatou ter feito uso de medicamentos anti-neoplésicos, embora vdrios citem uso
de medicamentos para hipertensdo e alergia respiratdria.

O grupo Laboratério foi composto por 26 técnicos laboratoriais, sendo 18 do
sexo feminino e 8 do sexo masculino (69,2% e 30,8% respectivamente) e média de idade
de 28,6 anos. Com relacdo a escolaridade, 100% dos individuos sabiam ler e escrever,
sendo que 96,2% possuiam mais que o ensino superior completo e 3,8% ensino
fundamental completo. Diferentemente da populagdo exposta ao amianto, esse grupo

possui alta escolaridade, que é um fator importante no risco de exposicao.
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O relato de consumo alcodlico foi de 65,4%, sendo que 30,8% informaram uma
freqliéncia de até 2 vezes na semana, seguidos de 15,4% até 3 vezes na semana e 15,4%
uma vez por mes.

Quanto a atividade de trabalho, 8 individuos sdo técnicos de nivel superior, 10
estudantes de pds-graduacdo, 7 técnicos de nivel médio, e 1 auxiliar de servigos gerais,
com tempo da jornada de trabalho variando entre 20 e 40 horas. O tempo na funcio variou
de 1,6 anos a 13 anos (média= 7,1 anos).

Os EPIs necessarios ao desempenho das fungdes sdo descritos como de uso
freqiiente. Todos relatam nunca terem feito uso de medicamentos anti-neoplésicos e, em
média, fizeram exames de raio-x hd mais de um més. Estes trabalhadores sdo expostos
ocupacionalmente a solventes (hexano, metanol, etanol, acetonitrila), dcidos (acético,
cloridrico, fosférico, sulfirico) e varias outras substincias, em altas e baixas

concentracdoes. A Tabela 2, a seguir, apresenta os dados sécio-demograficos das duas

populacdes deste estudo.
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Tabela 2 - Comparacio dos dados sécio-demograficos das duas populacdes estudadas.

Populacoes de estudo

Expostos ao Amianto Laboratorio
Variaveis Freqiiéncia Porcentagem (%) Freqiiéncia Porcentagem (%)
Sexo
Mulheres 21 40,4 18 69,2
Homens 31 59,6 8 30,8
Faltando 0 0,0 0 0,0
Analfabetismo
Sabe ler e escrever 43 82,7 26 100,0
Naio sabe ler e escrever 2 3,8 0 0,0
Faltando 7 13,5 0 0,0
Escolaridade
Ensino fundamental completo 11 21,2 1 3,8
Ensino fundamental incompleto 25 48,1 0 0,0
Ensino médio completo 5 9,6 0 0,0
Ensino médio incompleto 3 5,8 0 0,0
Mais que o ensimo médio 0 0,0 25 96,2
Faltando 8 15,4 0 0,0
Populacio economicamente ativa
Ativo 7 13,5 26 100
Aposentado 43 82,7 0 0,0
Faltando 2 3,8 0 0,0
Consumo de alcool
Consomem 21 40,4 17 65,4
Nio consomem 24 46,2 7 26,9
Faltando 7 13,5 2 7,7
Freqiiéncia de consumo de alcool
Até 3 vezes na semana 2 3,8 4 154
Até 2 vezes na semana 12 23,1 8 30,8
Até 1 vez por més 6 11,5 4 15,4
Faltando 32 61,5 10 38,5
Habito de fumar
Fumante 7 13,7 3 11,5
Nao Fumante 24 46,2 19 73,1
Ex-fumante 20 38,4 2 7,7
Faltando 1 1,9 2 7,7
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IV.2 - Analises Clinicas e Toxicoldgicas

A prova de funcdo pulmonar mostrou que 79,8% dos trabalhadores expostos ao
amianto apresentavam distirbios, sendo o nivel leve o mais recorrente (32,7%), seguido do
moderado (15,4%) e acentuado (1,9%). Dos participantes que tiveram distirbios
respiratorios, 73,4% eram doentes e 43,3% e 20,0% ex-fumantes e fumantes,
respectivamente, o que justificam o elevado percentual de danos respiratdrios. Junto a
prova de funcdo, foi avaliada, também, a broncodilata¢do, revelando que 71,4% dos
voluntdrios apresentavam alteracdo, sendo 5,8% deles, com critério para asma bronquica.
Assim como para prova de fun¢do, 80% dos participantes que tiveram resultados alterados
eram doentes e 63,3% fumantes ou ex-fumante.

Estes achados estdo de acordo com informacdes bibliograficas, sobre as associagdes
entre a exposicao ocupacional e ambiental a poeira de asbesto e uma série de efeitos sobre
a saude, incluindo limitacao cronica do fluxo aéreo. (118) Entretanto, distarbios ventilatorios
sdo alteracdes inespecificas e comumente atribuidas, também, ao tabagismo’ (119)

No estudo realizado por Bagatin (2002),""” foram avaliadas mais de 4.000
espirometrias em trabalhadores e ex-trabalhadores expostos ao asbesto, em uma minera¢ao
de crisotila, e aproximadamente 20% delas estavam alteradas. Segundo o estudo (”9),
mudangas progressivas na ocorréncia e na gravidade das alteracdes funcionais ventilatdrias
e de trocas gasosas tém sido descritas, possivelmente, devido as diferencas na exposicao
cumulativa, no tipo de fibra utilizada e nos cuidados de prote¢do no ambiente de trabalho.

Nao foi possivel realizar a prova de fung¢ao pulmonar no grupo Laboratério, devido
a grande demanda do Ambulatério de Pneumopatia Ocupacional do CESTEH.

Com relagdo as andlises toxicoldgicas de ensaio cometa, catalase e GST aplicadas a
populacdo exposta ao amianto e a populacdo laboratério, seus resultados estdo
apresentados na Tabela 3. Todos os indicadores avaliados apresentaram distribuicao
normal.

O teste do ensaio cometa deve ser realizado em ambiente com umidade adequada,
para que a adesdo da agarose, com ponto de fusdo normal, ocorra corretamente € nao
interfira nas outras etapas da técnica. Além disso, outro fator importante é a temperatura
ambiente, no momento da realizacdo das etapas de tratamento alcalino (pH>13) e de

eletroforese das laminas. Speit, G. et al. (1999) (120)

realizaram um estudo comparando a
influéncia da temperatura ambiente (4 e 20°C) durante o tratamento alcalino e a

eletroforese, observando que o aumento da temperatura aumenta significativamente a
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migracdo de DNA. Inicialmente, devido a problemas no ar condicionado central do
Laboratério de Toxicologia do CESTEH, ndo foi possivel controlar devidamente estas
condic¢des, sendo a causa principal da perda de amostras.

Os resultados dos indicadores bioldgicos apresentaram uma diferenca
extremamente significativa para a enzima do estresse oxidativo GST (p=0,005) e para o
teste de Ensaio Cometa (p=0,00), expressado tanto em Unidade Arbitraria (UA), quanto
em porcentagem (%), entre as duas populagcdes. Diferencgas estatisticamente significativas,
também, foram encontradas para as médias de idade e de tempo de exposi¢ao, que foram

maiores na populagcdo exposta ao amianto.

Tabela 3 - Comparacido dos resultados de variaveis entre a populacio exposta ao amianto e a
populacio laboratdério.

Grupos de estudo

Exposto a0 Amianto Laboratorio

Variaveis N Minimo Miximo MédiaxSD N Minimo Maximo Média=SD
Cometa 22 11 86 47,73%15,42%%* 12 5 21 12,17+5,20%**
(UA)
Cometa 22 10 58 39,91+10,06%** 12 5 21 12,0845, 14%**
(%)
Catalase 39 21,85 75,05 37,44+11,32 15 23,75 51,25 38,58+8,81
(K/g Hb)
GST 42 0,06 3,95 1,60+0,89%*%* 13 1,50 4,10 2,35+0,72%%*
(unid/mL
enzima)
Idade 52 28 78 57,87+9,44*%* 24 22 50 28,63+6,63%%*
(anos)
Exposicao 52 0,5 28 11,14+6,85%** 24 1,5 13 7,08+3,48%**
(anos)

% pe 0,000

** p< 0,01

* p< 0,05
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No estudo epidemiolégico caso-controle realizado, por DuSinskd, M. et al
(2004),"?Y em uma antiga fabrica de cimento amianto, na Eslovdquia, foram pesquisados
82 individuos, sendo 61 trabalhadores expostos e 21 trabalhadores controle da mesma
fabrica. A andlise de ensaio cometa apresentou média de 78+5 UA, para a populacio
exposta ao amianto, e média de 74+14 UA, para populagdo controle, ndo sendo encontrada
diferenca significativa entre os dois grupos. A média da populacdo exposta da antiga
fabrica de cimento amianto foi muito superior a encontrada neste estudo. Essa diferenca
pode ter ocorrido, devido a uma possivel diferenca no grau de asbestose, o qual ndo foi
apresentado no artigo e ao fato dos trabalhadores da fabrica estarem em exposi¢cao durante
o estudo.

Além disso, a média da populacdo controle do artigo também foi muito superior a
da populacdo laboratério. Esse fato pode ser devido a possivel dispersdo da poeira de
asbesto pelo ar, atingindo setores da fabrica que ndo lidam diretamente com o amianto,
promovendo a exposicdo dos trabalhadores compreendidos no grupo controle. Esses
trabalhadores podem estar expostos ao asbesto sem sinais clinicos de asbestose.

Em outro estudo mais recente realizado, também, por DuSinskd, M. et al
(2006),"** 388 individuos foram avaliados quanto a exposi¢do ocupacional a fibras de
amianto, “la de pedra” ou de vidro. Destes trabalhadores 239 foram expostos e 149
controles ndo expostos. Os participantes do estudo foram avaliados, quanto aos niveis de
alteracdes nas bases de DNA (oxidacdo e alquilacdo) em linfocitos, utilizando o ensaio
cometa com lesdo-especifica para endonuclease III, em conjunto com o score visual,
quanto a atividade de reparacio de DNA da enzima 8-oxoguanine DNA glicosilase
(OGGI) e quanto ao polimorfismo 23A—G no gene XPA de reparacdio do DNA. Os
autores encontraram freqiiéncia de quebras em DNA significativamente maiores nas
populacdes expostas, em comparagdo ao grupo controle, ndo sendo encontrado efeito da
exposicdo sobre os diversos tipos especificos de dano. Os niveis de dano no DNA,
também, foram associados com a presenca do alelo A, bem como com maior atividade da
enzima reparacao (OGG1), indicando um possivel papel na repara¢iao de bases oxidadas e,
além disso, uma correlagcdo altamente significativa foi encontrada, entre os danos de DNA
e a idade, quando toda a populacdo ou subgrupos da mesma foram analisados.

As diferencas significativas de idade e tempo de exposicdo, entre as populagdes
exposta ao amianto e laboratério, sdo fatores importantes, que devem ser considerados,

durante a comparagao dos dados de ensaio cometa encontrados neste estudo. Além disso,
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andlise comparativa dos indicadores bioldgicos foi realizada entre homens e mulheres e
nenhuma diferenca significativa entre esses grupos foi encontrada.

Relatos s@o encontrados na literatura sobre a influéncia da idade no processo de
reparo do DNA, onde populacdes mais velhas apresentam niveis de danos no DNA
maiores que populacdes mais novas, devido a um possivel declinio da efici€éncia de reparo
destes danos. Sendo assim, populacdes mais velhas, possuem menor reparo de danos no
DNA e, consegiientemente, sdo mais sensiveis as exposicoes aos agentes
genotéxicos. 'Y Além disso, deve ser levado em consideracdo, que quanto maior a
idade, maior € tempo de exposicdo aos agentes carcindgenos, a senescéncia imunoldgica
(envelhecimento do sistema de defesa humano), as alteracdes na composi¢ao dos tecidos,
as mutagdes genéticas e um maior periodo de laténcia, levando a um aumento na deteccao
dos canceres. Entretanto, a influéncia da idade e outras variaveis, como sexo e habito de
fumar, nos resultados do Ensaio Cometa ainda € bastante controversa, permanecendo em
discussdo. (12-120-127)

Mgller, P. (2006) (125 realizou um levantamento bibliogréafico sobre os niveis de
danos no DNA, avaliados por Ensaio Cometa, em 125 estudos, e encontrou cinco artigos
que avaliam os individuos por grupos de faixas etdrias. Através de andlise estatistica do
efeito da idade, os danos do DNA por grupo estratificado foram utilizados, encontrando
uma associacdo positiva da idade sobre os niveis de lesdes do DNA (r = 0,31, p <0,001).
No entanto, o autor afirma que sdo necessarios estudos mais robustos, para poder afirmar
estd associacgao.

Em estudos sobre genotoxicidade de substincias quimicas em populagdes humanas,
ha grandes dificuldades em se estabelecer uma populagcdo de fato como controle, devido
aos varios fatores quimicos, fisicos e bioldgicos presentes nos diversos ambientes, sendo
muitas vezes necessario e de grande utilidade, a realizacio de comparagdes entre
populacdes diferentes.

Apesar das diferencas de idade, escolaridade, e nimero, entre 0 grupo exposto ao
amianto e o grupo laboratério, os resultados de ensaio cometa e da GST obtidos neste
estudo foram significativos, demonstrando uma relac@o entre a exposicao e a alteracdo de
parametros enzimdticos do estresse oxidativo e danos no DNA.

Segundo Mgller, P. (2006),(125) os niveis de danos no DNA obtidos através de
visual score, em populagdes humanas, apresentaram uma média de 10,6 UA, variando

entre 3,9 UA-17,7 UA. Em um estudo brasileiro, realizado por Maluf, S.W (2001), 128 foi
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encontrada média de danos no DNA de 17,33UA no grupo controle. No atual estudo, a
média de ensaio cometa encontrado na populagdo laboratério foi de 12,17 UA, estando
dentro dos valores encontrados em literatura nas diversas populacdes, demonstrando que
apesar das diferencas encontradas entre varidveis como idade, tempo de exposicdo,
escolaridade e nimero, foi encontrada diferenca estatisticamente significativa de niveis de
danos no DNA entre as duas populacdes, podendo-se afirmar que este resultado foi
causado pela exposi¢do ao amianto.

Outros estudos evidenciam cada vez mais que tanto os fatores genéticos, quanto os

(1291300 Muyitos

ambientais podem influenciar no desenvolvimento da asbestose.
argumentos suportam a hipdtese de que os marcadores da resposta ao estresse oxidativo
sejam um intermedidrio fenotipico para as pneumoconioses. E de conhecimento cientifico
que a pneumoconiose estd relacionada com o aumento quantitativo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e, as enzimas catalase, glutationa peroxidase e a superéxido desmutase
atuam na degradacao destas moléculas. (131)

Neste estudo, nao houve diferenca significativa entre as médias de atividade da
catalase dos grupos exposto ao amianto e laboratério. No entanto, a literatura aponta para
um aumento da atividade da catalase induzida pelas fibras de amianto. (132)

Evidéncias da relagdo da catalase com danos no DNA, provocados por H,O,, foram
relatadas por Cemeli, E., Baumgarten, A. e Anderson, D., (2008) 133 em experimentos in
vitro. Linfécitos humanos foram incubados com diferentes concentracdes (100 Ul/mL —
500 UI/mL) de enzima catalase e os danos no DNA foram avaliados. Os resultados
demonstraram que em concentracdo de 500 UI/mL ndo houve danos gerados no DNA. E
importante ressaltar que em todas as concentracdes testadas houve uma diminuicao desses
efeitos.

Os metabdlitos reativos mais importantes na patogénese de doencas pulmonares
relacionadas ao amianto sdo os radicais superoxido, peréxido de hidrogénio, hidroxil e o
o0xido nitrico. O anion superdxido, formado em reagdes de transporte de elétrons do
oxigénio, € um composto com tempo de vida relativamente longo em sistemas bioldgicos,
e sofre dismutacdo tanto ndo enzimdticamente, quanto pela acdo da enzima superdxido
dismutase, formando o per6xido de hidrogénio. O peréxido de hidrogénio € menos reativo

que o superdxido, porém exerce efeitos toxicos através de reagdes com outras moléculas

produzindo radicais hidroxil. Esses radicais podem ser formados pelo H,O, e pelo
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superdxido, nas reacdes de Fenton e de Haber-Weiss. A reatividade do radical hidroxil é
muito elevada e de curta duracdo, reagindo com moléculas alvo imediatamente. (134)

A catalase é uma enzima antioxidante endégena que catalisa a redu¢do de H,O, em
agua (H,O) e oxigénio (O;), e desempenha um importante papel no controle das
concentracdes de H,O, em células humanas. Juntamente com outras enzimas antioxidantes,
elas atuam na defesa primdria contra EROs e estudos sugerem que a atividade da catalase
possa desempenhar um papel importante na resposta ao estresse oxidativo, podendo estar
associada ao aumento do risco de certas doencas. >

Em situacdes de avaliacdo in vivo, como no presente estudo, inimeros fatores
podem influenciar nessas reagdes como variagdes metabodlicas, saturacdo enzimética,
expressao génica, diferencas fenotipicas, entre outros.

Franko,A.; et al. (2008) ‘*® investigaram a associacdo do polimorfismo genético
CAT -262 C>T em 262 trabalhadores expostos ao amianto com asbestose e 265
trabalhadores expostos ndao doentes, encontrando uma menor atividade da catalase em
individuos com gendétipo TT CAT-262. Segundo o autor, esses resultados podem estar
relacionados com um maior risco de desenvolvimento de asbestose nesses trabalhadores.
Além disso, o estudo evidencia uma possivel influéncia do gendtipo na atividade da
catalase.

Por sua vez, a enzima GST apresentou média de sua atividade significativamente
menor (p=0,008) para a populag@o exposta ao amianto (média=1,60+0,89), em comparagcao
com a populacdo do laboratério (média=2,35+0,72). Ao contrdrio das outras enzimas do
estresse oxidativo, a GST apresenta uma deplecdo de sua atividade induzida pelo asbesto.

Um estudo, realizado com mineradores altamente expostos a poeira de carvao,
avaliou as mudangas na atividade da GST e um decréscimo foi encontrado em
trabalhadores com fases iniciais de pneumoconiose (0/1-1/2), quando comparados com o
controle. E em trabalhadores com progressdo da doenca (>2/1), a atividade da GST nao
apresentou diferenca com o controle. (136)

Segundo Evelo C.T.A., Bos R.P, Borm P.J.A. (1993),"*” a diminuicdio da
concentracdo de GSH e da atividade da GST é causada pela excessiva liberacdao de
espécies reativas de oxigénio por macréfagos alveolares e neutréfilos, no tecido pulmonar.
Essas espécies reativas podem danificar a enzima GST, através da oxidag@o de seus sitios

SH, e conseqiientemente, causar o acumulo de metabdlitos nos pulmdes. A posterior

restauracdo da concentragdo GSH aos niveis normais, em mineradores com
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pneumoconiose acima de 2/1, foi explicada pelo autor, por um possivel efluxo hepatico de
GSH, e o aumento do teor de proteina GST, como conseqiiéncia de um aumento da sintese
protéica durante proliferacdo eritrocitaria, ou menos provavelmente, de um aumento da
longevidade da enzima. Essa proliferacdo pode ser desencadeada por processos
inflamatérios geradores de citoquina.

Assim, o decréscimo na atividade da GST em fases iniciais de pneumoconiose, assim
como a diminui¢des na atividade da glutationa peroxidase (GPx) e nas concentracdes de
glutationa (GSH), relatadas cientificamente, podem ser origem de danos causados por
espécies reativas de oxigénio. Essas alteracdes podem implicar em uma diminui¢do da
capacidade de desintoxicacdo de compostos electrofilicos e oxidativos, durante este estagio
da doenga, favorecendo um aumento nos danos causados no DNA.

Além disso, o polimorfismo da GST, também, vem sendo associado a uma maior
sensibilidade a diversos compostos quimicos, inclusive o amianto. BB U estudo
recente, realizado por Franko, A. (2008),"*” conclui que o gendtipo GSTP1 codifica uma
enzima com alta capacidade de conjugacdo, aumentando significativamente o risco de
desenvolver asbestose.

Para melhor visualizacdo das diferencas dos indicadores biolégicos ensaio cometa,
catalase e GST, entre as duas populacdes estudadas neste trabalho, os graficos boxplot dos

respectivos indicadores estdo ilustrados na Figura 8 a seguir.
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Figura 8 - Graficos Boxplot comparativo dos indicadores bioldgicos entre as duas populacgoes.
Relac¢ao dos Indicadores com a asbestose

Os trabalhadores expostos foram classificados conforme preconiza a OIT
(Organizacdo Internacional do Trabalho) quanto ao grau da doenga. Dessa forma, esses
trabalhadores foram classificados quanto ao estado de doenca, sendo divididos em dois
grupos: expostos ndo doentes e expostos doentes, com uma propor¢do de 66% e 34%
respectivamente, sendo que, dentre os expostos doentes, apenas um individuo apresentou
raio-x de categoria 2, enquanto que o restante foi classificado como categoria 1.
Trabalhadores com diagndstico de asbestose mais avangada ndo puderam ser incluidos no
estudo em virtude da necessidade de equipamentos ambulatoriais que dessem suporte a

crises respiratdrias graves, caracteristicas nesse estagio da doencga.
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Os resultados das andlises dos indicadores toxicoldgicos foram comparados entre os

grupos exposto doente e exposto ndo doente, estando apresentados na Tabela 4 a seguir.

Tabela 4 - Comparacao dos resultados de variaveis entre os grupos doente e nio doente da populacao
exposta ao amianto.

Grupos Exposto ao Amianto

Exposto nao doente Exposto doente

Varidveis n Média+SD n Média+SD
Cometa (UA) 11 47,82+48,4 10 48,20+£21,73
Cometa (%) 11 40,91+6,01 10 39,20+13,88
Catalase (K/g Hb) 24 29,11+8,70 13 31,78+10,44
GST (unid/mL enzima) 27 1,45+0,77 14 1,95+1,06
Idade (anos) 33 56,27+8,97* 17 62,1249,06*
Exposic¢io (anos) 33 9,39+6,21%* 17 14,06+7,41*

* p< 0,05

Houve diferenca significativa entre os grupos com relacdo a idade e ao tempo de
exposicao. Os trabalhadores expostos doentes apresentaram médias de idade e de tempo de
exposicdo maiores que as médias dos trabalhadores ndo doentes. Isso ocorreu,
provavelmente, por que em geral, se leva de 15 a 25 anos para a asbestose se manifestar.
Porém, esta doenga pode ocorrer antes, caso haja exposi¢dao a grandes quantidades de
poeira. O aparecimento da doenca depende da concentragdo de amianto e do tempo de
exposicdo, o que significa que quanto maior a concentracdo de poeira no ambiente de
trabalho e maior for o tempo de exposicao, mais graves podem ser os sintomas da doenca e
limitagdes para a vida do paciente. A asbestose leva ao 6bito lentamente, e por isso é
conhecida como “morte lenta”, com quadros recorrentes de pneumonia, falta de ar cada
vez mais graves e incapacitantes, mesmo para pequenos esforcos. (16)

Segundo Craighead (1988),"*Y sdo fatores considerados importantes para o
aparecimento das pneumoconioses, a quantidade de poeira inalada; o tamanho e a natureza
quimica da particula; a duracdo da exposi¢cdo; a suscetibilidade individual e o exercicio
durante a exposi¢do, pois aumenta diretamente a carga da exposicdo em fung¢do do

aumento do volume-minuto inspirado.
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Nao foi encontrada diferenca entre os expostos doentes € ndao doentes para todas as
andlises dos indicadores toxicoldgicos. Porém, os resultados de ensaio cometa tanto para os
expostos doentes (p=0,000), quanto para os nao doentes (p=0,000), apresentaram diferenca
significativa em comparagao com o grupo laboratorio.

O teste cometa se mostrou sensivel na diferenciacdo de populacdes expostas e nao
expostas ao amianto, sendo possivel considerd-lo um importante indicador de exposi¢cdo
neste estudo. Assim, o ensaio cometa mostrou ser um método confidvel e sensivel para a
deteccao de danos no DNA em células individuais, sendo um importante indicador no
biomonitoramente de populagdes expostas a agentes genotoxicos, podendo representar uma
ferramenta util em avaliagdes de mutagenicidade.

Com relacdo as atividades das enzimas GST e Catalase embora nao tenha tido
diferenca significativa entre os grupos, as atividades destas enzimas foram maiores no
grupo de exposto doente. Além disso, a GST apresentou uma diferenca ndo significativa de
p=0,092 entre os grupos expostos e o grupo exposto nao doente uma diferenca significativa
(p=0,008) com o grupo laboratério. Como ja relatado anteriormente a GST diminui no
inicio do processo inflamatorio, isto €, individuos expostos normais e no inicio da doenga
(0/1) e ap6s a instalacdo da doenga os niveis desta enzima tendem a voltar ao normal.
Neste estudo os niveis dessa enzima apresentam valores menores no grupo exposto nao
doente (1,45+0,77) e valores mais proximos ao do grupo laboratério (2,35+0,72), para o
grupo exposto doente (1,95+1,06). Esses resultados reforcam dados encontrados na
literatura. Esta diferenca talvez possa se tornar significativa com o aumento do N da

populacdo e com inclusio de pacientes com estagios mais avancado de asbestose.

Relacao dos indicadores com o habito de fumar

Outra comparacdo foi realizada com individuos fumantes, ex-fumantes e nao
fumantes. Com relagcdo a prova de espirometria, 79,8% e 80% dos individuos expostos ao
amianto apresentaram distirbios para fun¢do pulmonar e broncodilatacio, respectivamente,
sendo que 43,33% eram ex-fumantes e 20% fumantes.

Devido ao baixo nimero de individuos fumantes e ao fato dos efeitos téxicos do
cigarro permanecerem por longo tempo, apds o interrompimento do habito de fumar, os
trabalhadores fumantes e ex-fumantes foram reunidos em um unico grupo (Fumaram) para
fins comparativos das varidveis, que estdo expressos nas Tabelas 5 e 6 para as populagdes

laboratdrio e exposta ao amianto, respectivamente.
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Tabela 5 - Comparacio dos resultados de variaveis entre populacio fumante e ex-fumantes e nio
fumante do grupo laboratdério.

Grupos Laboratério

Fumaram Nunca Fumaram
Variaveis n Média+SD n Média+SD
Cometa (UA) 3 19,33+2,08%* 8 9,63+3,42%*
Cometa (%) 3 19,33+2,08%* 8 9,50+3,16%*
Catalase (K/g Hb) 4 29,75+4,19 11 31,27+£7,98
GST (unid/mL enzima) 3 2,17+0,67 10 2,40+0,76
Idade (anos) 5 24,80+2,17 19 29,63+7,07
Exposicio (anos) 5 6,10+3,42 19 7,34+3,54
55 pe 0,000
% p< 0,01
*p< 0,05

Houve uma diferenca estatisticamente significativa entre os individuos que nunca
fumaram e os que fumaram, para o Ensaio Cometa, tanto em UA (p=0,001) quanto em %
(p=0,001). Alguns achados cientificos relatam um aumento de quebras da fita de DNA em
individuos fumantes. 142> (143144

Zalata, A.(2007) "** estudou os efeitos do tabaco em criancas fumantes passivas,
avaliando a associacdo entre a exposicdo ambiental a fumaga do cigarro e os danos no
DNA em relacdo ao estresse oxidativo, através de ensaio cometa e da atividade da enzima
Glutationa Peroxidase (GSH-PX) em eritrécitos. Outras analises realizadas foram os niveis
séricos de malondialdeido (MDA) e tocoferol (a,B,y). Um aumento significativo de danos
no DNA foi encontrado em criangas expostas ambientalmente em comparacdo com o
controle. Paralelamente, criangas expostas tiveram, significativamente, niveis de MDA
maiores e decréscimo da atividade da enzima GSH-PX e dos niveis de tocoferol sérico. O
estudo demonstrou que a exposicdo ambiental ao tabaco estd associada a um aumento dos
niveis de oxidantes e a um decréscimo dos niveis de antioxidantes sanguineos. Além disso,
esse desequilibrio entre oxidante-antioxidante pode ser o mecanismo dos danos no DNA
detectados em linfdcitos.

Em outro estudo realizado, por Y. Lu and K. Morimoto (2008),(143) 53 homens

fumantes japoneses foram avaliados quanto aos efeitos causados no DNA pelo cigarro,
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através de ensaio cometa. Quebras de DNA foram significativamente associadas aos anos
de fumo, quantidade de magos de cigarro/ano, aos niveis de nicotina e alcatrdo (mg/dia). E
os niveis de alcatrdo mostraram ser preditores significativos do momento de cauda do
cometa. Estes resultados sugerem que os niveis de exposi¢do ao cigarro por alcatrdo e a
nicotina (mg / dia) seriam um parametro sensivel na apreciacdo da genotoxicidade do
cigarro nestes individuos.

No entanto, segundo o levantamento realizado por Mgller, P.(2006),(125) 0
tabagismo ndo se apresentou um forte determinante de genotoxicidade detectado pelo teste
de Ensaio Cometa, sendo necessario estudo mais consistentes para afirmar tal efeito.

Diferentemente do grupo laboratério, a populacdo exposta ao amianto nao
apresentou diferenca significativa entre os individuos que nunca fumaram e os que

fumaram para o teste de ensaio cometa (Tabela 6).

Tabela 6 - Comparacio dos resultados de variaveis entre populacio fumante e ex-fumantes e nio
fumante exposta ao amianto.

Grupos Exposto ao Amianto

Fumaram Nunca Fumaram

Variaveis n Média+SD n Média+SD
Cometa (UA) 14 46,07£15,45 50,63+15,95
Cometa (%) 14 38,43+11,04 8 42,50+8,07
Catalase (K/g Hb) 19 32,51+10,45 19 27,10+6,83
GST (unid/mL enzima) 22 1,64+0,91 19 1,53+0,92
Idade (anos) 27 59,70+8,87 24 56,38+9,69
Exposic¢io (anos) 27 10,48+7.,64 24 12,22+5,78

O teste de ensaio cometa, no presente estudo, apresentou diferenca significativa
entre individuos que fumaram e nunca fumaram para o grupo laboratério e ndo para o
grupo exposto ao amianto. Esses resultados podem indicar que a exposi¢do ao amianto
possa estar sobrepujando os efeitos do cigarro nesta populagdo. Uma segunda hipdtese € a
de que em casos onde a exposi¢do ocupacional a substancias quimicas ndo seja tdo
predominante (grupo laboratoério), o ensaio cometa é suficientemente sensivel para detectar

diferengas entre habitos como neste caso o tabagismo.
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Contraditoriamente, individuos do grupo exposto ao amianto que fumaram tiveram
média menor de danos no DNA que individuos que nunca fumaram. DuSinskd, M., et al
(2004),"*" além de avaliarem os efeitos da exposi¢do ao asbesto em trabalhadores
expostos ao asbesto, em uma fabrica de fibrocimento na Eslovdquia, compararam, também,
os efeitos do hédbito de fumar entre estes trabalhadores. Foram avaliados 82 trabalhadores
no total, sendo 61 expostos ao amianto (24 fumantes e 37 nao fumantes) e 21 controles da
fabrica (8 fumantes e 13 ndo fumantes). Nos resultados encontrados, expostos nao
fumantes apresentaram niveis de quebra de DNA maiores que expostos fumantes e que
controle ndo fumantes. Segundo o autor, uma possivel explicacdo é que o tabagismo torna
menos sensiveis os danos causados pelo amianto. Essa mesma observacdo foi feita em
ratos expostos a fibras de amianto e ao tabaco por inalacdo simultanea, levando estes
ultimos a menores niveis de lesdes do DNA. Outra observagao feita foi a interagdo
sinérgica entre o tabagismo e a exposi¢do ao asbesto, que aumenta significativamente o
aparecimento de aberracdes cromossomiais, troca de cromdtides irmas e micronicleo em
individuos expostos fumantes.

Embora os dados obtidos nesta dissertacdo ndo revelarem uma associagcdo entre o
habito de fumar e o aumento dos niveis de danos no DNA, em individuos expostos ao
asbesto, estudos ja demonstraram, que o hdbito de fumar aumenta o risco de
desenvolvimento e agravamento da asbestose, além de potencializar o risco de carcinoma
pulmonar, com uma magnitude de 1.6 vezes. 4"

Com relagdo as enzimas GST e CAT, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os individuos que ja fumaram e nunca fumaram do grupo laboratério e
do grupo exposto ao asbesto. Entretanto, dados cientificos revelam um aumento das
atividades de enzimas do extresse oxidativo, provocado pela exposicao ao tabaco.

Mak, J.C.W. et al. (2007) (49 avaliaram o risco de Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica (DPOC) em individuos fumantes com a doenga, comparando com controles
fumantes sauddveis, através da investigacdo da atividade das enzimas Catalase e da
Manganés Superéxido-Desmutase (Mn-SOD) e do polimorfismo -262 C>T e Alal6Val das
respectivas enzimas. Nao foram encontradas diferencgas significativas na distribuicao dos
diferentes genétipos ou freqii€éncia de alelos entre pacientes e controles para ambas as
enzimas. Entre controles sauddveis ou pacientes com DPOC, ndo foram observadas
diferencas de atividade da SOD. A Catalase eritrocitdria apresentou atividade

significativamente maior em pacientes com DPOC que em controles sauddveis. O aumento
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na atividade catalase eritrocitdria em pacientes chineses com DPOC provavelmente indica
disfuncdo no sistema de defesa oxidante/antioxidante, porém ndo estd claro se esse
aumento € compensatorio ou um fator patogé€nico.

O mesmo tipo de estudo foi realizado, utilizando-se a atividade da enzima GST e
seus polimorfismos, com o objetivo de se determinar o papel dos genétipos que regulam
glutationa S-transferase (GST) e sua atividade plasmdtica na patogé€nese da doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Para tanto, foram avaliados 163 pacientes com
DPOC e 163 controles sauddveis, ambos fumantes. Nao houve diferencas significativas na
distribuicao dos diferentes genétipos do polimorfismo do GSTT1, GSTP1 e GSTMI entre
pacientes com DPOC e controles saudaveis. A atividade da GST foi significativamente
maior em pacientes comparados com os controles, independentemente de suas diferencas
genotipos, ndo sendo encontrada diferenca de atividade entre os niveis de obstrug¢do ao
fluxo aéreo. ¢

Para o grupo Laboratério, uma possivel justificativa dos resultados das enzimas do
estresse oxidativo ndo terem diferenca estatistica significativa, entre individuos que ja
fumaram e nunca fumaram, é o pequeno N da populacdo classificada como ja fumaram.
Enquanto que, para o grupo Exposto ao Amianto, a propria exposicdo pode estar
interferindo nas enzimas do estresse oxidativo, de tal modo que os efeitos do tabagismo
ndo sejam predominantes.

Devido a essas associagdes entre o cigarro e o aparecimento e agravamento de
asbestose e de cancer de pulmao, foi calculado a oddes ratio de individuos fumantes ou ex-
fumantes desenvolverem pneumoconiose. A Tabela 7 a seguir, apresenta a propor¢cdo de

individuos doentes e nao doentes que fumam ou ja fumaram e que nunca fumaram.

Tabela 7 - Calculo de oddes ratio relacionando habito de fumar e exposicao ao amianto.

Populaciao Exposta ao Amianto

Exposto Doente Exposto Nao Doente Total
Fumante e ex-fumantes 13 14 27
Nao Fumante 5 17 22
Total 18 31

Oddes Ratio = 3,2
(Intervalo de confianca = 0,89 — 5,02)
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Essa avaliacdo foi retrospectiva, pois a partir da doenga-dano se busca fatores de
exposi¢ao passados. O valor de odds ratio foi de 3,2, o que significa que a probabilidade de
individuos que fumam ou ja fumaram adoecerem € maior que a probabilidade de
individuos que nunca fumaram. Entretanto, apesar dessa propor¢do, o valor de odds ratio
encontrado ndo foi significativo para afirmar a associacdo entre o hédbito de fumar e o
aumento do desenvolvimento de asbestose, devido ao intervalo de confianca. Esse
resultado encontrado provavelmente ocorreu devido ao pequeno N amostral.

O tabagismo aumenta a prevaléncia e a gravidade do quadro de fibrose pulmonar
intersticial em trabalhadores expostos ao amianto. Segundo Osinubi, O.Y.O., et al
(2002),""*” a mortalidade de asbestose se apresenta aproximadamente trés vezes maior em
trabalhadores que fumam um ou mais magos de cigarro/dia, comparado com nao-fumantes.

Além disso, uma combina¢do entre o hdbito de fumar e a exposicdo ao asbesto
aumenta significativamente a proliferacdo celular no parénquima pulmonar. Este efeito é
postulado ser importante tanto na fibrogenese, quanto na carcinogénese. Um estudo

(4% indica que o tabagismo propicia a acumulacdo de

realizado por Churg e Stevens (1995)
fibras de amosita e crisotila na mucosa das vias aéreas. Esse processo pode desempenhar

um papel na potencializacado dos efeitos patologicos do amianto.

Outras analises estatisticas

O teste cometa, expressos tanto em UA quanto em %, ndo apresentou correlacio
com as enzimas do estresse oxidativo, porém, apresentou correlagdo de Pearson [(r=0,633,
p=0,000, n=33) / (r=0,658, p=0,000, n=33), respectivamente, com a idade, para as duas
populacdes juntas. Embora os dados sejam controversos com relacao a idade, essa pode ser
uma das influéncias nesta correlacdo. O grupo exposto possui uma média de idade maior e
niveis de danos de DNA também maiores (UA e %). Dessa forma, esses aspectos podem
estar influenciando fortemente nesta correlagao.

Além disso, foi observado que as enzimas do estresse oxidativo Catalase e GST
apresentaram uma correlacao de Pearson estatisticamente significativa (r= 0,405, p= 0,021,
n= 32). Esse fato demonstra sensibilidade dos indicadores de efeito Catalase e GST para
avaliar a exposi¢do, embora para a catalase ndo tenha sido encontrada diferengas
significativas entre os grupos. A partir dessa correlagdo, foi desenvolvido um modelo de

regressao linear com o grupo exposto onde foram encontrados r2=0,200 e = 4,47 com
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p=0,009. Esses dados demonstram que a enzima GST € preditiva 20% para alteragcdes da
enzima catalase.

A correlagdo pode ser melhor visualizada graficamente na Figura 9, que apresenta a
regressao linear entre as atividades das enzimas catalase e GST e a distribuicao dos seus

valores.
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Figura 9 - Distribuicio dos niveis dos indicadores de efeito do estresse oxidativo Catalase e GST dos
trabalhadores exposto ao amianto.

O desempenho do teste cometa, também, foi avaliado através de uma curva ROC
(receiver operating characteristic), ferramenta muito utilizada para medir e especificar
problemas no desempenho de diagndsticos, que permite estudar a variagdao da sensibilidade
e especificidade de um método, para diferentes valores de corte. Os valores determinados
por diferentes pontos de corte do Ensaio Cometa (UA e %), segundo a curva ROC, estdo

demonstrados na Tabela 8 a seguir.
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Tabela 8 - Valores de Ensaio Cometa, expressos em UA e em %, com maior sensibilidade e
especificidade, para diagnéstico de exposicio ao amianto determinada por diferentes pontos de corte
de cometa segundo as curvas ROC.

Varidveis Pontos de Area sob a Intervalo de Sensibilidade Especificidade
cortes curva confianca (95%) (%) (%)
20,50 0,979* 0,935-1,023 95,5 92,7
26,00 0,979* 0,935-1,023 95,5 100
C UA 31,50 0,979* 0,935-1,023 90,9 100
ometa 33,50 0,979% 0,935-1,023 86,4 100
38,50 0,979* 0,935-1,023 77,3 100
43,00 0,979* 0,935-1,023 63,6 100
20,5 0,970* 0,909-1,030 95,5 92,7
24,00 0,970* 0,909-1,030 95,5 100
Cometa % 29,50 0,970* 0,909-1,030 90,9 100
32,50 0,970* 0,909-1,030 86,4 100
33,50 0,970* 0,909-1,030 81,8 100
34,50 0,970* 0,909-1,030 77,3 100

Os resultados com melhor especificidade e sensibilidade obtidos foram 26 e 24 para
cometas em UA e %, respectivamente, sendo adotado o ponto de corte de 25 UA. Esse
ponto de corte foi utilizado como padrdo sendo o valor maximo encontrado para o grupo
ndo exposto, para testar os indicadores enzimdticos de estresse oxidativo CAT e GST,
sendo obtido para a Catalase o ponto de corte de 28,02 (sensibilidade = 60% e
especificidade = 100%). Os resultados para a GST nao foram significativos.

Outro ponto de corte utilizado foi o valor de Ensaio Cometa de 40 UA, que,
também, foi utilizado para testar os valores das atividades das enzimas Catalase e GST. O
valor de ponto de corte para a Catalase continuou sendo de 28,02 (sensibilidade = 63,4% e
especificidade = 100%) e os resultados para a GST nao significativos.

Ambos os valores de Ensaio Cometa apresentaram sensibilidade e especificidade

parecidas, para os pontos de corte da Catalase.
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Figura 10 - Curvas ROC para testar GST e Catalase para diagnosticar cometa > 25 e >40.

Consideracoes finais

No atual estudo, os resultados de ensaio cometa e da atividade da GST foram
significativos e demonstraram uma relacdo entre a exposi¢do ao amianto e alteracdes de
parametros enzimaticos do estresse oxidativo e danos no DNA.

Os indicadores bioldgicos tém sido vistos como uma forma de compreender o
evento bioldgico no contexto da exposicdo ambiental e/ou ocupacional, cujo papel é
antecipar o desfecho final do processo de adoecimento. Eles funcionam como poderosa
ferramenta na investigacdo das doencgas e, em alguns casos, ajudam a compreender o
mecanismo de acdo do agente nocivo, o papel dos metabolitos, as reacdes bioquimicas e
outros aspectos relacionados a associacdo da exposi¢ao-doenca. (149) A compreensdo deste
papel, talvez, permita a identificacdo dos efeitos causados pela exposicdo antes do
aparecimento da doenga, trabalhando para o seu diagndstico precoce.

Nos casos dos indicadores, que avaliam a capacidade de uma determinada
substancia quimica alterar a estrutura do DNA celular e, conseqiientemente, estdo
associados ao aparecimento de cancer, um diagndstico precoce aumentaria a sobrevida dos
pacientes. Um exemplo disso € a baixa sobrevida de paciente com diagndstico do cancer
relacionado ao asbesto ou o mesotelioma de pleura, cuja detec¢do ocorre nas fases

avancadas da doenca e, portanto com pouca possibilidade de tratamento curativo.
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A técnica de Ensaio Cometa vem desempenhando um papel cada vez mais
importante no biomonitoramento em seres humanos e provou ser um valioso método geral
para deteccdo de genotoxicidade em individuos expostos. O Ensaio Cometa tem sido usado
como uma ferramenta na identificagdo de marcadores biologicos de dose efetiva, efeito e
susceptibilidade individual. Além de fornecer dados sobre os efeitos da exposicao
genotdxica em populacdes humanas, o teste cometa tem rendido um grande volume de
informacdes fundamentais sobre os mecanismos de genotoxicidade celular, sendo crucial

para a interpretacdo dos dados de biovigilancia em termos de risco de cancer. °"

V - CONCLUSOES

¢ O ensaio cometa demonstrou ser um método sensivel e confidvel na detec¢ao de
danos no DNA, causados pela exposicdo ao amianto, diferenciando estatisticamente
a populacdo exposta da nao exposta, sendo possivel considerd-lo um importante
indicador de exposi¢do e uma ferramenta util em avaliagdes de mutagenicidade de
populacdes expostas a agentes genotdxicos;

® Os resultados de ensaio cometa e da atividade da GST demonstraram uma rela¢ao
entre a exposicdo ao amianto e alteragdes de parametros enzimdticos do estresse
oxidativo e danos no DNA. No entanto, estudos para um melhor entendimento
desta relacdo devem ser realizados com o objetivo de contribuir no esclarecimento
do mecanismo de desenvolvimento da asbestose e do cancer, identificando efeitos
que antecedam o aparecimento das doencas, podendo aumentar a sobrevida dos
individuos expostos;

® O hébito de fumar evidenciou uma associagdo positiva, porém ndo significativa,
entre o hibito de fumar e o desenvolvimento de asbestose nos trabalhadores deste
estudo;

e A enzima GST apresentou valor preditivo de 20% para alteracdes da enzima
Catalase, demonstrando a sensibilidade destes indicadores de efeito na avaliagdao da

exposicao.
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