6\’\
€ onganon 5™

UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA
Escola Nacional de Saude Publica

Universidade Nova de Lisboa

Escola Nacional de Saude Publica

Exposicdo Ocupacional a Citostaticos e Efeitos sobre a Saude em
duas Unidades Hospitalares Portuguesas

Maria Alexandra Canena Ribeiro Suspiro

Fevereiro de 2017



O_J,:vml:] SINKG

‘b“;

6\’\
€ onsanon 5

UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA
Escola Nacional de Saude Publica

Universidade Nova de Lisboa

Escola Nacional de Saude Publica

Exposicdo Ocupacional a Citostaticos e Efeitos sobre a Satide em duas

Unidades Hospitalares Portuguesas

Tese apresentada para cumprimentos dos requisitos necessarios a
obtencéo do grau de Doutor em Saude Publica na Especialidade de
Saude Ambiental e Ocupacional realizada sob a orientacgao cientifica

do Professor Doutor Joao Prista

Fevereiro de 2017



RESUMO

Introducdo: Os citostaticos sao farmacos com utilizacao crescente, que tém em comum
inibirem o crescimento tumoral atuando sobre o genoma celular. Afetam ndo apenas as
células neoplasicas mas também as células normais, pelo que determinados grupos
profissionais, expostos a estes agentes pelas exigéncias da sua atividade laboral, se
encontram em risco de desenvolver efeitos adversos para a saude. Os estudos de
avaliagdo ambiental referem uma contaminacdo generalizada do ambiente de trabalho
que as multiplas normas de seguranc¢a nao tém conseguido eliminar. Mais preocupante
ainda, é referida uma frequéncia aumentada de diversos indicadores de genotoxicidade
nos profissionais expostos quando comparados com individuos ndo expostos.
Objetivos e Metodologia: Este projeto visou estudar esta exposicdo em: a)
profissionais de enfermagem de hospitais de dia, responsaveis pela administragédo de
citotoxicos em regime ambulatério; b) profissionais de farmacias hospitalares,
envolvidos na preparacdo destes farmacos. Como fase inicial, caracterizou-se
detalhadamente a atividade de trabalho recorrendo a metodologia de analise
ergonomica das situagdes de trabalho. De seguida procedeu-se a avaliacdo ambiental
por estudo da contaminacdo de superficies. Finalmente colheu-se material para a
determinagdo de alguns indicadores biologicos de efeito nos profissionais expostos
(teste de micronucleos e teste do cometa em linfocitos de sangue periférico).
Resultados: O estudo da atividade de trabalho revelou varias discordancias entre
procedimentos recomendados e atividade real de trabalho e permitiu identificar diversos
pontos criticos que devem ser alvo de intervencdo. A andlise da contaminacdo de
superficies confirmou a presenca de citotoxicos em diversos pontos do ambiente de
trabalho, muitos dos quais tocados sem luvas. Os indicadores biolégicos apresentaram
valores superiores nos trabalhadores expostos face ao grupo controlo, no caso do teste
de micronucleos atingindo significado estatistico. Conclusdes: Foi demonstrado existir
exposicao cutanea dos trabalhadores estudados nas duas unidades hospitalares e que
esta tem um efeito biologico significativo. A alteracdo das diversas praticas de trabalho
estudadas bem como a implementagcdo de medidas organizacionais e de protecao,
coletiva e individual, sugeridas pelo presente estudo, podem contribuir para reduzir a
exposi¢cdo e assim evitar o aparecimento de efeitos bioldégicos no organismo dos

trabalhadores.

Palavras chave: exposicao; ocupacional; citostaticos; genotoxicidade



ABSTRACT

Introduction: Cytotoxic agents are increasingly used and have in common the ability to
inhibit tumor growth by affecting the cellular DNA and so also damage normal cells.
Patients with cancer suffer side effects of treatment but in addition health care
professionals who treat them are also exposed to these genotoxic drugs as an inherent
part of their labor activity. Several studies demonstrate a widespread contamination of
working surfaces and equipment despite the multiple safety regulations published over
the last decades. Even more concerning is the increased frequency of biological
indicators of genotoxicity in exposed workers when compared with non-exposed ones.
Aims and Methods: This project pretends to study occupational exposure to cytotoxics
in: a) nurses from units responsible for the administration of cytotoxics in ambulatory
regimen; b) pharmacy workers in charge of the preparation of these drugs. In an initial
phase we characterize in detail work activity using methods adopted from ergonomic
work analysis. Subsequently an environmental study was performed measuring the
contamination of working surfaces and equipment. Finally, blood samples were collected
from exposed workers for the measurement of some biological indicators of genotoxicity
(micronuclei test and comet assay both in peripheral blood lymphocytes) for comparison
with a non-exposed control group. Results: Work analysis revelead several
discrepancies between recomended procedures and real work activity, identiyfing critical
points who should be targeted for intervention. The study on environmental
contamination by wipe sampling confirmed widespread presence of cytotoxics in
surfaces and equipment, frequently touched without protective gloves. Biological
indicators of genotoxicity had higher values in exposed workers, reaching statistical
significance for the micronuclei test. Conclusions: Our results demonstrate that
cutaneous exposure of workers does indeed occur and has significant biological effect.
The modification of several work practices observed as well as the improvement of some
aspects of work organization and of coletive and individual protective measures might
contribute to lessen exposure and prevent the development of biological effects on the

workers.
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1 ENQUADRAMENTO TEORICO

1.1 O cancro ocupacional

A Saude Ocupacional, enquanto uma das grandes areas de intervencdo em
Saude Publica, vem merecendo um particular reconhecimento por parte da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), facto bem documentado e valorizado a

partir de meados dos anos 80 do século XX.

A Carta de Otawa, emitida aguando da 12 Conferéncia Internacional sobre
Promocao da Saude que decorreu em Otawa em 1986 (WHO, 1986), reconhece
o trabalho como importante fonte potencial de salde para as populacdes e
considera que a maneira como a sociedade organiza o trabalho deveria ajudar a
criar uma sociedade saudavel. Promover saude, preocupacdo estratégica
fundamental em Saude Publica, deve assim incluir a criacdo quer de condicdes
de vida quer de condicdes de trabalho seguras e satisfatérias, sendo assumido

0 compromisso de centrar a atencdo da Saude Publica nos riscos ocupacionais.

A Declaracdo “Saude Ocupacional para Todos” aprovada na Conferéncia de
Beijing, na China, em 1994 (WHO, 1994), vem reconhecer o grande impacto dos
acidentes de trabalho e doencas profissionais sobre o bem-estar dos
trabalhadores, suas familias e dependentes, bem como sobre a produtividade e
a economia. E afirmado que se a forca de trabalho formal ou oficial, que constitui
50-60% da populacao total de um pais, somarmos o trabalho ndo formal e o
trabalho doméstico, a maior parte da populacdo esta envolvida em situacdes de

trabalho.

O nivel de saude e seguranca ocupacionais, o desenvolvimento socioeconémico
de um pais e a qualidade de vida dos trabalhadores sdo considerados
parametros intimamente ligados, pelo que o investimento na Satude Ocupacional
tem um impacto positivo e produtivo sobre a economia das empresas e dos
paises. A Saude Ocupacional assume, assim, um importante papel como fator

para o desenvolvimento socioeconémico sustentado.
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Em 1997 a Declaragdo de Luxemburgo cria, ao nivel europeu, a Rede de
Promoc¢do da Saude no Local de Trabalho (EU, 1997), e a Declaracdo de
Barcelona (EU, 2001) valoriza esta rede como parte do modelo social europeu
e reconhece que o local de trabalho € um dos campos de ac¢ao mais importantes
para a Saude Publica. A importancia da Saude Ocupacional estd, assim,
balizada e reconhecida.

A Saude Ocupacional visa, de acordo com a definicdo conjunta da Organizacao
Internacional do Trabalho (OIT) e OMS, alcancar a promocdo e manutengao do
mais elevado grau de bem-estar fisico, mental e social dos trabalhadores,
prevenindo desvios de saude causados pelas condicdes de trabalho e
protegendo-0s no seu emprego contra riscos resultantes de fatores adversos
para a saude. Nesta perspetiva, o conhecimento das inter-relacbes entre

trabalho e saude constitui o foco central da Saude Ocupacional.

As modificacdes dos processos de trabalho verificadas nas ultimas décadas,
quer a nivel macroecondmico (terciarizacdo progressiva da economia com
declinio do sector secundério e crescimento do sector terciario), quer a nivel
microecondmico (automacao e informatizacdo crescentes), provocaram uma
alteracdo do perfil da morbilidade associada ao trabalho. Num contexto como
este, as doencas profissionais classicas tendem a desaparecer e a preocupacao
desloca-se para as “doencas relacionadas com o trabalho”, de etiologia
multifatorial, como as lesdes musculo-esqueléticas, os distlrbios mentais e o

cancro.

O trabalho passa, assim, a participar na matriz etiolégica de muitas patologias
de natureza multifatorial, desempenhando um papel mais ou menos
preponderante consoante 0s casos. De entre estas patologias avulta, pela sua
incidéncia crescente e pela sua grave repercussao em termos quer de saude
individual, quer de Saude Publica, o cancro e, para o presente propésito, o

designado cancro profissional ou de origem ocupacional.

O cancro é efetivamente a segunda causa de morte a nivel mundial: as ultimas
estimativas da International Agency for Research on Cancer (IARC) relativas a
incidéncia e mortalidade por cancro em todo o mundo, publicadas em 2008
atraves do projecto GLOBOCAN, referem 12.677 novos casos de cancro e 7.571

12



mortes por cancro, anualmente, por cada 100.000 habitantes (Ferlay et al.,
2010). Na Unido Europeia verificaram-se em 2012, de acordo com o Eurostat
(EU, 2016), 267 mortes por 100.000 habitantes e em Portugal 244 mortes por
esta entidade, também por 100.000 habitantes

Embora exista um pequeno numero de sindromes raros, hereditarios,
associados a cancro, na generalidade dos casos este € uma doenca de natureza
genética, mas ndo hereditaria, resultante da interac¢éo entre factores endégenos
e factores exdégenos ambientais (Zaridze, 2008). A esmagadora maioria dos
casos de cancro tem etiologia multifatorial, com um impacto preponderante de
fatores resultantes de exposi¢cdes ambientais. Dado que a generalidade dos
individuos trabalha durante cerca de 2/3 da sua vida, as exposicdes
ocupacionais desempenharédo sem duvida, de entre os fatores ambientais, um

papel relevante.

A primeira relacdo comprovada entre cancro e atividade profissional remonta a
descricdo, em 1775, do cancro da bolsa escrotal em limpa-chaminés por Percival
Pott, a que se seguiu a identificacdo, por Rhen, de cancro da bexiga em
trabalhadores expostos a corantes (Boffetta et al., 1995). Desde entdo, multiplas
substancias presentes em ambientes de trabalho especificos foram associadas
a doencas cancerigenas, com particular relevancia para o periodo entre 1950 e
1975 (Boffetta et al., 1995).

A classificacao da IARC relativamente ao potencial carcinogénico dos fatores de
risco, constitui, indubitavelmente, a principal referéncia internacional e a mais
reconhecida pela comunidade cientifica. As substancias quimicas representam,
dentre estes fatores de risco, o grupo de maior dimenséao, superior a 90%, sendo
atualmente classificados pela IARC 118 agentes como “Carcinogénicos” para o
Homem - Grupo 1-, 75 como “Provavelmente Carcinogénicos” - Grupo 2A - e

288 como “Possivelmente Carcinogénicos - Grupo 2B (IARC, 2016).

Para além destas substancias quimicas, a classificacdo da IARC inclui ainda
outros tipos de fatores de risco e a identificacdo de determinadas atividades
profissionais nas quais considera haver evidéncia suficiente de associa¢cdo com

cancro para serem colocadas também no Grupo 1, sem que tenha sido possivel,
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no entanto e até a data isolar o agente ou agentes especificos responsaveis

(Quadro 1).

Quadro 1 — Agentes quimicos e atividades ocupacionais com carcinogenicidade
comprovada para o0 homem (Grupo 1 IARC)

Agente ou Atividade

Cancro(s) associado(s)

Referéncia IARC

Acido isopropilico (fabrico usando
acidos fortes)

Cavidade nasal e seios
perinasais

Sup 7, 100F (2012)

Alcatrdo (destilacdo, gaseificacdo Pulméo Vol 92, 100F (2012
emissdes da combustéo)
4-aminobifenil Bexiga Vol 1, Sup 7 (2012)
Anilinas Bexiga Vol 57 (2012)
Arsénico Pulmao, pele, bexiga Vol 23, Sup 7 (2012)
Asbestos Laringe, pulmao, Vol 14, Sup 7 (2012)
mesotelioma, ovario
Azatioprina Pele, linfoma Vol 26, Sup 7 (2012)
Benzeno Leucémia Vol 29, Sup 7 (2012)
Benzidina Bexiga Vol 29, Sup 7 (2012)
Benzopireno Pulméo Vol 92 (2012)
Berilio Pulmao Vol 58 (2012)
Bis-cloro-metil-eter Pulméo Vol 4, Sup 7 (2012)
Busulfan Leucémia Vol 4, Sup 7 (2012)
1,3-Butadieno Leucémia Vol 97 (2012)
Céadmio Pulméo Vol 58 (2012)
Carvéo (gaseificagdo, emissdes de Pulmao Vols 92 e 05, 100F

combustao)

(2012)

Ciclofosfamida

Bexiga, Leucémia

Vol 26, Sup 7 (2012)

Ciclosporina Pele, linfoma Vol 26, Sup 7 (2012)
Cinza (limpa-chaminés) Pele Vol 35, Sup 7 (2012)
Clorambucil Leucémia Vol 26, Sup 7 (2012)

14



Quadro 1 — Agentes quimicos e atividades ocupacionais com carcinogenicidade
comprovada para o0 homem (Grupo 1 IARC) - Continuagéo

Agente ou Atividade Cancro(s) associado(s) Referéncia IARC
Cloreto de vinilo monémero Figado Vol 97 (2012)
Clornafazina Bexiga Vol 4, Sup 7 (2012)
Compostos cromio hexavalente Pulmao Vol 49 (2012)

Compostos de niquel

Cavidade nasal e seios
perinasais, pulmao

Vol 49 (2012)

1,2-Dicloropropano

Figado e vias biliares

Vol 41, Sup 7 (em

preparacgéo)
Etoposido Leucémia Vol 76 (2012)
Etoposido+cisplatina+bleomicina Leucémia Vol 76 (2012)
Fluoro-edenite Mesotelioma Vol 111 (em

preparagéo)

Formaldeido

Nasofaringe, leucémia

Vol 88 (2012)

Fumos exaustdo diesel

Pulmao

Vol 46 (em prep)

Indlstria da borracha

Estémago, pulméo,
bexiga, leucémia

Vol 28, Sup 7 (1987)

Melfalan

Leucémia

Vol 9, Sup 7 (2012)

Minas de hematite

Pulmao

Vol 1, Sup 7 (2012)

MOPP Pulméo, leucémia Vol 53 (2012)
2-naftilamina Bexiga Vol 75 (2012)
Oleos minerais ndo refinados Pele Vol 55, Sup 7 (2012)
Orto-toluidina Bexiga Vol 77 (2012)
Oxido de etileno Linfoma Vol 15, Sup 7 (1999)
PCBs Melanoma Vol 41, Sup 7 (em prep)
Pintores Pulméo, bexiga, Vol 47 (2012)
mesotelioma
P de couro Cavidade nasal e seios Vol 100C (2012)

perinasais




Quadro 1 — Agentes quimicos e atividades ocupacionais com carcinogenicidade
comprovada para o0 homem (Grupo 1 IARC) - Continuagéo
Agente ou Atividade Cancro(s) associado(s) Referéncia IARC
P4 de madeira Nasofaringe, cavidade Vol 62 (2012)
nasal e seios perinasais
Processo de Acheson Pulméo Vol 111 (em
preparacgéo)

Producéo de aluminio Pulmao, bexiga Vol 34, Sup 7 (2012)
Producéo de auramina Bexiga Vol 1, Sup 7 (2012)
Producéo de coque Pulmao Vol 92 (2012)
Producéo de magenta Bexiga Vol 57 (2012)
Semustina Leucémia Vol 1, Sup 7 (2012)
Silica cristalina Pulméo Vol 68 (2012)
Tiotepa Leucémia Vol 50 (2012)
Treosulfan Leucémia Vol 26, Sup 7 (2012)
Tricloroetileno Rim Vol 63 (em preparacéo)

A estimativa de Doll e Peto, desenvolvida na parte final do século XX, sobre a
fracdo de cancro atribuivel a exposi¢cdes ocupacionais, continua a ser a mais
consensualmente aceite pela comunidade cientifica e situa-se nos 4% (Doll;
Peto, 1981) (Blot; Tarone, 2015).

Nos Estados Unidos da Ameérica, por exemplo, calcula-se que ocorram
anualmente 12.698 a 26.244 mortes por cancro relacionadas com a atividade
profissional, representando 2,3 a 4,8% de todas as mortes por cancro, sendo
mais salientes o cancro do pulmdo, em que as exposicbes ocupacionais
(arsénico, asbestos, silica, berilio, cadmio, cromio, niquel, fumos de diesel e
radao) representam cerca de 8% dos casos, e 0 cancro da bexiga, em que as
exposi¢cdes ocupacionais (2-naftilamina, fabrico de magenta, benzidina, fabrico
de auramina e 4-aminobifenil) representam entre 56 e 19% dos casos
(Steenland et al., 2003).
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Também no Reino Unido foi estimado que num ano ocorrem mais de 7.000
mortes atribuiveis a exposi¢cdo ocupacional a agentes carcinogeénicos,
correspondentes a 4,9% do total de mortes por cancro (Rushton; Hutchings;
Brown, 2008).

Na Finlandia, um estudo de Nurminen refere como fracdo global do cancro
atribuivel a exposi¢des ocupacionais um valor de 8%, mas atingindo 0os 24% no
caso do cancro do pulmao (Nurminen; Karjalainen, 2001).

Em Portugal ndo existe nenhum sistema de informacao sistematizado que
permita a colheita de dados sobre a morbilidade e mortalidade das situacdes de
cancro profissional. Existem alguns estudos isolados sobre determinadas
exposicdes ocupacionais e certos tipos de cancro (Bento; Barros, 1997; Viegas;

Prista, 2007), mas néo dados globais.

Independentemente do nimero ou da sua relevancia epidemioldgica, a questao
importante de salientar € a de que todos estes casos de cancro e todas estas
mortes sao teoricamente evitaveis, conhecendo-se as exposicdes em causa e

atuando sobre elas.

A prevencdao primaria (reducdo ou eliminacdo da exposicado a fatores de risco
conhecidos de modo a prevenir a ocorréncia de doenca) é sem duvida a forma
mais custo-efetiva de prevenir o cancro, embora tenha nas Ultimas décadas sido
negligenciada em favor da prevencdo secundaria (diagndstico precoce e
tratamento), por esta ter maior impacto individual e efeitos visiveis a mais curto
prazo. O objetivo da prevencdo primaria € reduzir a mortalidade e morbilidade
reduzindo a incidéncia de doenca, pelo que sera particularmente eficaz para
doencas letais como o cancro, em que a reducédo da mortalidade depende em

grande parte de se conseguir uma reducdo na incidéncia.

Apesar dos enormes esforcos e fundos aplicados na investigacdo e prevencéao
do cancro, poucos beneficios tém sido conseguidos na melhoria da sobrevida e
na reducado da incidéncia: enquanto a mortalidade por doenca cardiovascular se
tem vindo a reduzir progressivamente, a mortalidade por cancro continua a
aumentar (Tomatis et al., 1997). Tal contrasta flagrantemente com a estimativa

de que pelo menos um terco de todos os casos de cancro poderia ser evitado se
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0s atuais conhecimentos sobre a etiopatogenia desta doenca fossem aplicados
(Espina et al., 2013).

O cancro de origem ocupacional apresenta-se efetivamente como uma doenca
de eleicdo onde a prevencédo primaria pode ter um impacto notério e decisivo.
Com efeito, &€ mais facil controlar uma fonte comum de exposicédo afetando um
grande numero de individuos do que persuadir esses mesmos individuos a

alterar os seus comportamentos individuais (Tomatis et al., 1997).

As exposi¢cfes ocupacionais sdo exposi¢des involuntarias e que podem ser
reduzidas ou eliminadas por forma a evitar os cancros a elas associadas.
Exemplos da eficacia desta prevencado sao a reducdo de cancro da bexiga em
trabalhadores da industria de corantes apds eliminacédo da exposicdo a aminas
aromaticas (Tomatis et al., 1997) e a diminuicdo de cancros nasais em
trabalhadores da industria de madeiras apos reducao da exposi¢cédo a poeiras de

madeira (Hayes et al., 1986).

Embora o cancro profissional represente uma propor¢cdo modesta de todas as
causas de cancro, ele representa uma propor¢cdo substancial dos casos de
cancro em determinados grupos de individuos com uma certa exposicao
ocupacional (Espina et al, 2013). O cancro profissional directamente relacionado
com a exposicdo a um dado carcinogénio ocorre de forma concentrada em
grupos relativamente pequenos de trabalhadores que apresentam um risco
individual de cancro elevado. Estes cancros sdo quase inteiramente evitaveis
reduzindo ou eliminando a exposi¢céo causal, pelo que medidas destinadas ao
controlo dos riscos profissionais devem ter uma elevada prioridade em qualquer

programa de Saude Publica destinado a prevencao do cancro.

As estimativas globais da proporcdo de cancro atribuivel a exposicoes
ocupacionais podem, portanto, ser enganadoras, sendo preferivel sempre que
possivel adotar uma abordagem especifica, dirigida a grupos populacionais

partilhando as mesmas exposigoes.

Os trabalhadores expostos a agentes quimicos cangerigenos constituem
certamente, dentro destes grupos populacionais, um alvo prioritario. Por um lado,

como vimos, as substancias quimicas representam o grupo de maior dimenséao

18



dentro dos fatores de risco profissionais para cancro, superior a 90% (Doll; Peto,
1981). Por outro lado, os mecanismos de carcinogenicidade quimica tém sido
dos mais intensamente estudados nas Ultimas décadas e sobre eles existe uma
quantidade de conhecimento substancial, susceptivel de diversas aplicacdes
praticas em investigagfes dirigidas a grupos concretos de trabalhadores

expostos a determinados agentes quimicos cancerigenos.

1.2 OS MECANISMOS DE CARCINOGENICIDADE QUIMICA

A maior parte dos agentes quimicos apresentam como fator crucial no seu efeito
carcinogénico a capacidade para alterarem a estrutura do &cido
desoxirribonucleico (ADN), ao nivel dos genes ou dos cromossomas — efeito

genotoxico (Loeb; Harris, 2008).

Existem, contudo, também, agentes que administrados cronicamente induzem o
desenvolvimento de neoplasias, mas ndo apresentam nenhuma genotoxicidade

direta — atuam por mecanismos ndo genotoxicos (Loeb; Harris, 2008).

Se 0 mecanismo de carcinogenicidade dos agentes genotdxicos €
compreensivel com relativa facilidade, ja a explicacdo para o modo de atuacao
dos agentes ndo genotéxicos tem sido de mais dificil esclarecimento, existindo

provavelmente mais do que um mecanismo envolvido.

Uma possivel explicacdo sera eles atuarem apenas como promotores sobre
clones de células ja iniciadas de forma espontanea, levando a sua expansao. Tal
explicacdo é, no entanto, simplista, pois a presenca da maior parte dos agentes
nao genotdxicos no organismo associa-se a citotoxicidade direta e/ou inflamacao
cronica que podem levar ao aumento da producéo de radicais livres de oxigénio
(ROS) e outros produtos reativos com lesédo secundaria do ADN e apresenta,

portanto, genotoxicidade indireta (Hernandez et al, 2009) (Lonkar; Dedon, 2011).
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1.2.1. Eventos genotéxicos

1.2.1.1 Mutacdes:

O principal mecanismo de carcinogénese associado aos agentes quimicos € a

inducdo de mutacdes (Loeb; Harris, 2008).

As mutacbes consistem em pequenas alteracbes na sequéncia do ADN
confinadas a um Unico gene; as alterac6es envolvendo maiores segmentos de

ADN enquadram-se nas aberracdes cromossomicas.

As mutac¢des podem consistir em substituicOes de bases, pequenas adi¢cdes ou
pequenas delecdes. As substituicdes de bases ocasionam a substituicdo de um
nucleodtido correto por um incorreto; quando a substituicdo € de uma purina por
uma pirimidina ou vice-versa, denomina-se transversao; quando é de uma purina
por outra purina ou de uma pirimidina por outra pirimidina denomina-se transigao.
As mutacdes de tipo frameshift consistem na adicao ou delecédo de um pequeno
namero de pares de bases (que ndo um multiplo de 3) em regides que codificam

proteinas, alterando assim a sequéncia de leitura do ADN.

Os agentes quimicos que ocasionam alteracdes genéticas com eficacia
semelhante ao longo de todas as fases do ciclo celular sdo denominados ciclo-
independentes ou radio-miméticos porque atuam de forma semelhante as
radiacfes. Os que ocasionam alteracfes genéticas com maior eficacia na fase
S sdo denominados S-dependentes ou nao-radiomiméticos. A esmagadora
maioria dos agentes quimicos sao ndo radiomiméticos; os raros quimicos

radiomiméticos incluem por exemplo a bleomicina (Hagmar et al., 2004).

Nas células somaticas os alvos de mutacado mais estudados pertencem a duas

grandes categorias:

e Proto-oncogenes: S8o genes envolvidos no crescimento e proliferacao
celular, transducao de sinais e transcricdo de outros genes. Podem ser
ativados por mutacbes pontuais, pequenas insercdes e delecdes
(mutacdes de tipo frameshift) ou alteracdo do estado de metilacdo de

regides promotoras (mecanismo nado genotoxico), transformando-se
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entdo em oncogenes. Os oncogenes causam a transformacéo de células
normais em células neoplésicas de forma dominante — basta haver

expressao de um Unico oncogene mesmo na presenca do alelo normal.

A este grupo pertence, por exemplo, a familia de oncogenes ras que
codifica proteinas com fungéo de guanosina trifosfatases que atuam como
interruptores moleculares na transducéo de vias de sinalizacéo envolvidas
no controlo do crescimento e diferenciacdo celulares (van der Weyden;
Adams, 2007). A substituicdo de um par de bases nos proto-oncogenes
da familia ras transformando-os em oncogenes € frequente em diversos

tumores humanos (van der Weyden; Adams, 2007).

Adicionalmente, os proto-oncogenes podem também ser convertidos em
oncogenes por alteracdes cromossomicas mais grosseiras, embora este
seja um fendmeno mais raro. O linfoma de Burkitt, por exemplo, envolve
uma translocacédo entre o braco longo do cromossoma 8, onde se localiza
0 oncogene c-myc, e 0s cromossomas 14, 22 ou 2. A translocacao pode
ativar o proto-oncogene movendo-o para uma nova localizagéo associada
a transcricao ativa, sendo o exemplo mais frequente um gene que codifica
o recetor de imunoglobulinas das células T; alternativamente a
translocacdo pode juntar os dois genes originando uma proteina de fusédo
que contribui para a carcinogénese (Petrich; Nabham; Smith, 2014).

Genes supressores tumorais: S&o genes envolvidos na regulacdo do ciclo
celular, que quando sao inativadas as duas cépias ou alelos levam a
transformacao neoplasica: sdo, portanto, genes recessivos — ndo sao

expressos quando ha heterozigotia.

A sua inativacao resulta na cessacao da acao inibitoria normal sobre a
proliferagdo celular. Podem ser inativados por mutacao, delecéo, perda
cromossomica ou recombinagdo mitética. S&o necessérios dois eventos
para a carcinogénese, dado ser necessario inativar ambos os alelos
normais. Nas formas esporadicas de cancro estes dois eventos ocorrem

de forma independente; nas formas familiares um dos eventos
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(geralmente uma mutagdo) é herdado fazendo com que apenas seja

necessaria a ocorréncia de mais um evento.

O gene supressor tumoral mais frequentemente inativado nos tumores
humanos € o p53, o que € facilmente compreensivel se tivermos em conta
o papel preponderante que a proteina por ele codificada desempenha na
defesa contra os mais variados tipos de agresséo tanto endégena como

exdgena (Olivier; Hollstein; Hainaut, 2010).

O principal mecanismo de carcinogénese quimica envolve como ja foi referido a

indug&o de mutacgdes.

Os agentes quimicos originam predominantemente alteracfes de bases por
formacao de aductos ou por intercalagdo do quimico entre os pares de bases
(Loeb; Harris, 2008).

Muitos agentes electrofilicos reagem com o ADN formando produtos covalentes
(aductos). A base do ADN envolvida pode ser especifica para determinado

agente quimico, resultando num espetro de alteracdes genéticas caracteristico.

A probabilidade de um aducto ser convertido huma mutacdo vai depender da
capacidade de reparacdo do ADN: quando maior a quantidade de aductos que
permanecer no ADN aquando da replicacdo deste, maior a probabilidade de se
originarem mutagcdes. A frequéncia de mutagbes vai assim depender do
equilibrio entre as taxas de mutacdes, replicacdo e reparacdo. Os checkpoints
do ciclo celular como a proteina p53, ao atrasar a entrada da célula na fase S,
vao permitir que exista um intervalo de tempo maior para reparacao de danos

antes da entrada na fase de replicagéo.

Os aductos quimicos covalentes do ADN podem ser lesivos por 3 mecanismos

(Shrivastav; Li; Essigmann, 2010).

e A replicagdo de locais com aductos ou a sua reparacdo errada podem

gerar mutacoes:

As bases alquiladas podem ser alvo de emparelhamento incorreto aguando

da replicacéo do ADN, originando mutacdes, ou podem ocasionar alteracdes
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secundarias do ADN. Por exemplo, o grupo alquil do aducto N’-alquilguanina,
formado por muitos agentes alquilantes, torna mais labil a ligacdo da base a
desoxirribose fazendo com que facilmente ocorra perda da base deixando um

local apurinico e apirimidinico (local AP).

e A sua presenca pode alterar o programa epigenético estabelecido (efeito
que serd abordado mais a frente)

e Eles podem bloquear as ADN polimerases levando a quebras na cadeia
do ADN.

Os aductos volumosos, como por exemplo os originados pelos metabolitos
do benzopireno, quando néo reparados, levam a bloqueio da ADN polimerase

durante a replicacéo (Stone., et al, 2011).

Tem sido dificil estabelecer uma relacéo direta entre toxicos, aductos e efeitos
bioldgicos. Muitos agentes originam multiplos aductos diferentes e é muitas

vezes dificil estabelecer quais tém ou nédo relevancia biolégica.

E importante ter a no¢do de que a maior parte das muta¢ées néo surge por acio
de agentes quimicos exdégenos, mas sim de forma espontdnea durante os
processos normais do metabolismo e replicacdo celulares (Venitt, 1996),
(Maynard et al., 2009). Diversos quimicos enddgenos produzidos como parte do
metabolismo normal ocasionam diariamente centenas de lesdes do ADN. Os
exemplos mais frequentes e bem estudados séo a acdo de radicais livres de
oxigénio sobre o ADN com formacao de 8-oxoguanina (Nakabeppu, 2004) e a
desaminacao espontanea de 5-metilcitosina em timina em locais CpG originando
transicdes C:C—A:T (Lindahl, 1993). O proprio processo de replicacdo do ADN
apresenta uma certa de taxa de erros potencialmente ocasionadora de mutagcoes
(Preston; Albertson; Herr, 2010).

1.2.1.2 Lesdes cromossémicas

As aberragdes cromossOmicas podem ser ocasionadas por diversos tipos de

lesGes grosseiras ao nivel do ADN. As radiacdes ionizantes e 0s agentes
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quimicos radio-miméticos tendem a originar lesbes graves e de dificil reparacéo

como quebras de cadeia dupla.

As consequéncias sao variadas, desde a justaposicdo incorreta de fragmentos
cromossOmicos originando inversdes, translocacoes, dele¢cdes intersticiais ou
terminais e formacdo de cromossomas dicéntricos. Fragmentos acéntricos
podem ser originados por delec¢des intersticiais ou terminais ou pela formacao
de dicéntricos e anéis. A incapacidade para incorporar estes fragmentos
acéntricos nos nucleos das células filhas quando da divisdo celular ou a
impossibilidade de segregar cromossomas inteiros durante a anafase para os
dois polos opostos dos nudcleos das células filhas leva a formacdo de
micronucleos (MN) contendo material cromossémico e residentes no citoplasma,

independentes do nucleo principal da célula (Thompson; Compton, 2011).

A replicagdo de moldes do ADN contendo erros pode originar uma série de
aberracdes cromossomicas. A maior parte consiste em delecdes ou trocas de
cromatides individuais (aberracdes de tipo cromatidico). O cromossoma em fase
G1 é constituido por uma Unica cadeia de ADN e as aberra¢fes originadas nesta
fase sao replicadas na fase S afetando apenas uma das duas crométides filhas.
Neste tipo de aberracdo uma das cromatides permanece intacta e
geneticamente inalterada (Natarajan,1993). Os agentes quimicos nao-

radiomiméticos apenas podem induzir aberracfes de tipo cromatidico.

As radiacfes e os agentes radio-miméticos podem induzir aberracdes de tipo
cromatidico quando atuam na fase S ou na fase G1 mas também aberra¢cdes de

tipo cromossoémico quando atuam na fase G2, afetando ambas as cromatides.

As alteracBes cromossémicas numéricas (monossomias, trissomias, alteracfes
da ploidia) podem ser causadas por erros na segregacdo cromossémica. Os
mecanismos de controlo do processo mitético sdo complexos e qualquer
alteracdo num deles pode levar a falha na segregacdo das cromatides irmas
entre as duas células filhas ou na segregacao de cada cromossoma para um dos

polos (Grade; Difillipantoni; Camps, 2015).

Existe um conjunto limitado de agentes quimicos capazes de causar aneuploidia

por interferéncia com o0s componentes que controlam o movimento
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cromossomico, afetando a polimerizacdo da tubulina ou a estabilidade do fuso
de microtubulos. Exemplos sé@o a griseofulvina, a colchicina, a vinblastina e o
paclitaxel (Wilson; Panda; Jordan, 1999).

Os linfécitos do sangue periférico sao as células mais usadas para monitorizar a
exposicao a agentes genotéxicos causadores de anomalias cromossomicas. A
estabilidade das anomalias provocadas & um factor crucial quer nesta
monitorizacdo de efeitos quer nas possiveis consequéncias das anomalias a
longo prazo. Por exemplo, os cromossomas dicéntricos formados por erros na
reparacdo de quebras de dupla cadeia, sdo aberracdes instaveis eliminadas
durante a divisdo celular. Embora sejam importantes como indicadores
biolégicos de dose ndo sdo importantes em termos de risco genético (efeito). Ja
as aberracfes estaveis como as translocacdes equilibradas sdo muito
importantes em termos de risco genético uma vez que ndo sdo eliminadas
durante a divisdo celular e assim podem transmitir-se as células-filhas

(Natarajan, 1993).

Os cromossomas dicéntricos sao faceis de detetar dai a sua frequente utilizagédo
como indicadores bioldgicos quando ha exposicdo a agentes genotoxicos
causadores de quebras de cadeia dupla, como por exemplo as radiacfes

ionizantes.

J& as translocacdes podem ser dificeis de ver com técnicas mais rotineiras. As
técnicas de hibridizacdo in situ permitem corar cromossomas ou zonas
cromossémicas especificas usando sondas marcadas e permitem detetar
translocacdes de forma muito mais eficiente, incluindo translocacdes envolvendo
segmentos muito pequenos, e todo o tipo de translocacdes (reciprocas,
intersticiais, terminais). Com estas técnicas verificou-se que a frequéncia de
translocacdes em linfécitos irradiados € cerca de duas vezes superior a de
dicéntricos, pelo que, pelo menos no respeitante a exposi¢cdo a radiacdes
ionizantes, podem representar um método mais sensivel de medir a exposi¢ao

e seus efeitos biolégicos (Natarajan et al., 1992).

Outra anomalia cromossOmica frequente apds exposicao a agentes genotoxicos
€ a fragmentacdo do ADN. Como ja referido, muitos dos fragmentos

cromossomicos que se soltam durante o movimento da anafase originam
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micronucleos (MN). Os MN podem surgir também espontaneamente, pelo que
existe uma frequéncia basal de MN que é “normal” mesmo na auséncia da

exposicao a agentes genotoxicos exdégenos conhecidos (Bonassi et al., 2001).

Os MN podem conter cromossomas inteiros ou apenas fragmentos acéntricos.
Estes dois tipos de MN podem ser distinguidos usando sondas centromero-
especificas. A maior parte dos MN induzidos por agentes quimicos contém
fragmentos acéntricos. Os MN induzidos por agentes que interferem com a
segregacao cromossomica (colchicina, vincristina) originam sobretudo MN

centroméricos (Norppa; Falck, 2003).

1.2.2 Eventos ndo genotoxicos

1.2.21 Interferéncia com a transcricdo genética:

A cromatina é um composto altamente organizado de ADN, ARN e proteinas que

tem duas grandes funcoes:

e Funciona como sistema de compactacdo do ADN, permitindo acomodar
o grande genoma eucariota no pequeno volume do nucleo;

e Atua como barreira fisica em processos como a replicacéo e a reparacao,
sendo que os varios graus de compactacao distribuidos pelo genoma
determinam a acessibilidade da maquinaria de transcricdo a regioes

especificas do genoma (Orlowski et al., 2011).

Esta maleabilidade seletiva da arquitetura da cromatina, que divide o genoma
em ativo (eucromatina) e inativo (heterocromatina) € responsavel pelo controlo

da expresséo genética, podendo orquestrar de forma dinamica o perfil desta.

A arquitetura da cromatina € ditada por regulacéo epigenética, permitindo que
exista para 0 mesmo genoma uma grande variedade potencial de epigenomas
cada qual com o seu perfil especifico de expressdo genética definidor da

identidade e funcao celulares.
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A unidade basica de empacotamento do ADN na cromatina é o nucleossoma,
constituido por um octamero de histona em torno do qual se enrolam cerca de
147 pb de ADN. O octamero é constituido por 2 cépias de cada uma das 4
histonas H2A, H2B, H3 e H4. Os nucleossomas individuais estdo ligados por
estruturas de ADN tomando um aspeto semelhante a um colar de contas, com a
histona H1 em contacto com os locais em que o ADN de ligacéo entra e sai do

nucleossoma.

A deposicéao seletiva de marcadores epigenéticos como a metilacdo do ADN ou
a modificacdo de histonas proporciona uma forma adicional da informacéo
genética ser herdada. Durante a transcricdo servem como plataformas de
interagdo para proteinas ndo histénicas que promovem a atividade transcricional
ou, pelo contrario, mantém a repressédo da transcricdo em locais especificos do

genoma.

Assim, por exemplo, a acetilacao da lisina N-terminal das histonas associa-se a
dominios transcricionalmente ativos enquanto a metilacdo de lisinas pode ter
papel ativador ou silenciador dependendo do residuo que € modificado. A
metilacdo da lisina 4 da histona H3 associa-se a transcricdo enquanto a
metilacdo das histonas H3K9 e H3K27 marca regides transcricionalmente
inativas (Martin; Zhang, 2005).

A preservacdo de estados transcricionais essenciais a identidade e funcao
celulares ao longo da mitose requer uma propagacao correta e de alta fidelidade
do padrdo epigenético da célula mae para a célula filha. A deterioracdo desta
memoria epigenética pode levar a ativacdo ectopica de genes que deveriam
estar silenciados ou, pelo contrario, a inativacdo de genes que deveriam estar

ativos.

Disrupcfes graves na estrutura da cromatina como as quebras de cadeia dupla
do ADN podem ocasionar um grande numero de alteracdes epigenéticas como
modificacbes de histonas, alteracdo do padrdo de metilacio do ADN e
remodelacdo da cromatina (Orlowski., et al 2011). Tais lesGes graves podem
levar a erros nos processos de reparacdo que visam reproduzir fielmente a
informacédo epigenética, introduzindo defeitos na regulacdo epigenética

transmissiveis através de multiplas geracbes celulares e potencialmente
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carcinogénicos. E o conceito de epimutacéo que pode, tal como a mutago, ter
graves implicagbes sobre a expresséo de genes ativando-os ectopicamente ou

silenciando-os.

Quando as células normais se transformam em células neoplasicas ocorre uma
série de lesGes quer genéticas quer epigenéticas que favorecem o crescimento
celular descontrolado. As alteracBes epigenéticas constituem um dos
mecanismos nao genotdxicos de carcinogenicidade, porventura o0 mais

importante.

Dentro destas alteracdes epigenéticas, avulta a metilacdo do ADN, que é um
regulador crucial de diferentes processos biolégicos como o desenvolvimento
embrionario, a transcricdo, a estrutura da cromatina, a inativacdo do
cromossoma X e o imprinting e um importante mecanismo envolvido na

manutencao da estabilidade gendémica (Cheung., et al 2009).

A metilagdo do ADN ocorre exclusivamente ao nivel da 5-citosina. A maior parte
da metilacdo de citosinas ocorre em dinucleotidos CpG; a metilacdo ndo-CpG é

rara e provavelmente restrita a células embrionarias.

Muitas regides do genoma contém grandes clusters de dinucle6tidos CpG (ilhas
CpG). Estas estdo presentes em 70% dos promotores genéticos. As regides
transcricionalmente ativas do genoma séo ricas nestas ilhas CpG e a metilacao

destas zonas é um dos fatores criticos que afectam a transcricdo genética.

O padrao de metilacdo do ADN é dinamico durante o desenvolvimento, tornando-
se estatico nas células ja diferenciadas e sendo transmitido as células filhas.
Representa um dos mecanismos epigenéticos de regulacdo da transcricao

genética mais importantes.

Assim, nas células somaticas normais a maior parte das ilhas CpG néo estéo
metiladas, significando que os genes que l|hes estdo associados estdo
transcricionalmente ativos. A hipermetilagdo aberrante de ilhas CpG de alguns
genes, nomeadamente de genes supressores tumorais, € um processo adquirido
durante a tumorigénese representando um mecanismo ndo genotoxico de

alteracdo da expressao genética.
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Muitos fatores de transcri¢cdo ligam-se a promotores de dinucleétidos CpG néo
metilados, mas ndo sao capazes de se ligar a sequéncias CpG metiladas. Por
exemplo, os complexos de proteinas ligadoras a grupos CpG MECP1 e MECP2
ligam-se preferencialmente a locais CpG metilados e inibem a transcricdo. A
ligagéo dos complexos MECP a promotores metilados evita o acesso de fatores
de transcricdo e recruta desacetilases das histonas, outro marcador epigenético

repressivo associado a silenciamento genético (Nan; Meehan; Bird, 1993).

Como vimos, em circunstancias normais o padrdo de metilacdo do ADN nas
células somaticas altera-se durante o desenvolvimento embrionario até que as
células adquirem a sua diferenciacao definitiva e 0 seu padréo especifico de
metilacéo tecidular (Cheung., et al 2009). A este epigenoma normal corresponde

um determinado padréo de transcricdo do ADN ou transcriptoma normal.

As alteracdes do epigenoma associadas ao processo de carcinogénese e que
desregulam o transcriptoma normal por alteracdo do padrdo de metilagcdo do

ADN podem tomar duas grandes formas (Cheung., et al 2009):

e Hipermetilagdo localizada de ilhas CpG localizadas nas regoes
promotoras de genes supressores tumorais, inibindo a transcricdo destes
genes e interferindo com a sua funcdo normal de inibicdo da tumorigénese
(Gopalakrishnan; Emburgh; Robertson, 2008).

As ilhas CpG associadas a promotores desempenham com efeito um
papel importante na regulacdo da transcricdo genética. Nas células
somaticas normais a maior parte das ilhas CpG nédo estdo metiladas. A
aquisicao de metilagdo nalgumas ilhas CpG observa-se em quase todos
os tipos de cancro e atinge muitos genes envolvidos em diferentes vias

bioguimicas relacionadas com o desenvolvimento e progressao tumorais.

Genes frequentemente silenciados por este processo de metilacao
aberrante incluem reguladores do ciclo celular (p16, pl5 e Rbl), da
reparacdo do ADN (MGMT, BRCA1, MLH1), da apoptose (DAPK, TMS1,
p73), da metastizagdo (CDH1, CDH13), da destoxificacdo (GSTP1), da
resposta hormonal (ESR1, ESR2), o gene ras e genes da via Wnt (APC,
DKK1). A hipermetilagdo de alguns genes (p16, MGMT) é frequente em
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multiplos cancros enquanto a de outros € relativamente especifica de

alguns (por exemplo, Bex1 e Bex2 no glioma).
Hipometilacédo global com consequente instabilidade genomica.

A hipometilacdo global é um aspecto -caracteristico do cancro
(Gopalakrishnan; Emburgh; Robertson, 2008), ocorrendo precocemente
no processo de tumorigénese e correlacionando-se com a progressao
tumoral e a metastizacdo. A hipometilacdo global em sequéncias
repetitivas de ADN desestabiliza os cromossomas e aumenta a taxa de

rearranjo genémico.

N&o é ainda claro se a hipometilacédo global presente nos tumores € uma
consequéncia ou uma causa da tumorigénese. A heterocromatina
pericentromérica contem sequéncias repetitivas de ADN densamente
agrupadas. Nas células normais a heterocromatina esta altamente
metilada e, portanto, epigeneticamente silenciada. No cancro a
hipometilacdo global é frequente e associa-se a perda de metilacdo das
sequéncias LINE-1 (long interspersed nucleotide elements) que ajudam a
manter a estabilidade e integridade genémica. Como resultado surge

instabilidade e aumento da recombinacao mitética.

A desmetilacdo genética especifica aparece mais tarde, atingindo
oncogenes como o c-myc, o gene MAGE (melanoma antigen), o CDH3 e

o0 C-Ha-ras.

A analise do padrao global de metilagdo do ADN no cancro revelou centenas de

zonas desmetiladas das quais <3% correspondem a promotores genéticos

conhecidos (Cheung., et al 2009). A maior parte localiza-se em regides

intergénicas e intrées ndo reguladores cuja funcao se desconhece. Uma possivel

funcdo das regifes hipermetiladas intergénicas e intronicas sera regular a

expressao de RNAs néo codificantes que funcionam como supressores tumorais

regulando negativamente a actividade de diversos genes (por exemplo o miRNA-

127 funciona como regulador negativo do proto-oncogene Bcl6 e 0 miRNA-124

como regulador negativo da CDKG6). A desmetilacdo destas regides impedira
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estes RNAs de exercerem a sua fungéo supressora tumoral, favorecendo assim

a carcinogénese.

1.2.2.2 Interferéncia com a reparacdo do ADN:

O facto de o ADN estar continuamente a ser alvo da accdo de agentes
genotoxicos, enddgenos e exdgenos, torna essencial a existéncia de
mecanismos de defesa que garantam a fidelidade do patriménio genético. Se o
grau de lesdo é excessivo e nao pode ser alvo de reparacdo, desencadeia-se 0
processo de morte celular programada (apoptose). Se o grau de lesao € menor,
entram em accao uma série de processos de reparacao que fazem parte da
denominada “rede de resposta celular ao dano do ADN” e que inclui diversos

mecanismos de reparacao (Fleck; Nielsen, 2004), nomeadamente:

e O sistema de reparacdo por excisdo de bases (BER) — Envolve uma
glicosilase que remove a base danificada levando a formacao de um local AP
(apurinico e apirimidinico) que é posteriormente preenchido por uma base
adequada através da accdo de uma ADN polimerase que a liga a cadeia
molde n&o danificada de ADN. O tipo de polimerase envolvido depende do
tamanho do local lesado (short or long patch polymerase: SP-BER e LP-BER,
respetivamente). As lesfes causadas por radicais livres de oxigénio sao
primariamente reparadas por este mecanismo (Maynard et al., 2009).

e O sistema de reparacao por excisdo de nucleotidos (NER) — Remove aductos
e lesdes volumosas do ADN. Utiliza cerca de 30 proteinas que removem um
oligonucledtido lesado do ADN através de uma série de passos sequenciais:

reconhecimento - incisdo - excisdo > reparacgdo por sintese - ligacao.

O primeiro passo do NER consiste numa incisdo no lado 3’ da lesao pela
proteina XPG; segue-se uma incisao no lado 5’ pelo complexo XPF-ERRC1.
A lesdo € removida num segmento de 27-30 nucleétidos e o intervalo
preenchido pelas polimerases na presencga do factor de replicagédo C e de
PCNA. O processo fica completo com a ligacdo pela ADN ligase (Shuck S;
Short EA; Turchi JJ, 2008).
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As lesdes que ocorrem em segmentos de ADN sob transcricdo ativa e
especificamente na cadeia que esté a sofrer transcrigdo sdo reparadas muito
mais rapidamente pelo NER do que as lesdes que ocorrem no restante
genoma. Este acoplamento entre transcricdo e reparacdo parece ser
mediado por dois fatores: a) quando uma lesdo volumosa se localiza numa
cadeia em transcricdo de um gene ativo ocorre um blogueio da ARN
polimerase I, originando um sinal para recrutamento do complexo NER; b)
um dos componentes principais do NER € o fator de transcricdo TFIl H que

proporciona alguma especificidade quando ao segmento de ADN a remover.

A reparacéo de quebras de cadeia dupla (Double Strand Breaks ou DSB) -

As quebras de cadeia dupla sédo consideradas a forma mais letal de lesdo do

ADN e sao muito dificeis de reparar, sendo mais frequente que

desencadeiem apoptose ou necrose (Bernstein; Rothstein, 2009). Existem,

no entanto, duas vias de reparagao deste tipo de leséo:

o A recombinacdo homologa (HR) — as células eucariotas usam a
recombinacdo homodloga em atividades fisiologicas quer ao nivel das
células sométicas (recombinacdo mitética) quer nas células germinais
(recombinacdo meiotica). O passo inicial é a producdo duma cauda de
cadeia com uma extremidade 3’ por acgao de uma exonuclease e de uma
helicase. De seguida esta cauda de cadeia Unica invade a molécula de
ADN homologa nao lesada formando um complexo de juncéo (chamado
complexo Holliday). Este complexo de juncdo € entdo clivado e séo
produzidas duas moléculas de ADN nenhuma das quais contém qualquer
guebra. A HR é um mecanismo de elevada fidelidade mas que existe
apenas durantes as fases S e G2 do ciclo celular quando esta presente
uma cromatide irma. Nao funciona, portanto, em células que ndo estéo
em divisdo.

o A juncdo de extremidades ndo homologa (NHEJ) — O principal
componente deste complexo de reparagdo é a proteina cinase ADN-
dependente ADN-PK, uma serina-treonina cinase com uma unidade
catalitica e uma proteina de ligacdo a extremidade do ADN com 2
subunidades distintas. A ADN-PK alinha as extremidades quebradas do

ADN de modo a facilitar a sua ligacdo e serve como molécula de
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recrutamento para outras proteinas de reparacdo. O passo de ligacao final
é levado a cabo pela ADN ligase IV (Hiom, 2010).

A NHEJ, portanto, simplesmente retne as extremidades quebradas do
ADN, previamente tornadas compativeis por varias nucleases. A NHEJ
esta ativa durante todas as fases do ciclo celular e é a via predominante

de reparacéo das DSB.

A HR tem um papel protetor contra a citotoxicidade induzida pelas quebras de
cadeia dupla em células em proliferacdo, ndo funcionando nas células pos-
mitoticas, onde a NHEJ é o mecanismo de eleicdo. A NHEJ desempenha assim
um papel crucial nas células diferenciadas e de vida prolongada (Fortini;
Dogliotti, 2010).

e O sistema de mismatch repair (MMR) — Corrige os erros de emparelhamento
de bases que ocorrem normalmente durante o processo de replicacdo do
ADN, durante a recombinacdo genética ou como resultado da lesdo do ADN
por agentes quimicos ou fisicos. Inicia-se pelo reconhecimento do erro por
uma proteina especifica que se liga a base incorretamente emparelhada,
estabilizando a ligacdo a esta de uma ou mais proteinas. Segue-se o corte
do ADN a uma certa distdncia do mismatch, a exciséo dum segmento de ADN
apos o mismatch, a ressintese e a ligacdo. O corte do ADN é direcionado
para a cadeia que contém a base incorreta usando o facto do ADN
recentemente replicado ndo estar metilado na N8-metiladenina (Li 2008).

e Reparacdo pela enzima O%-metilguanina-ADN metiltransferase (MGMT) — A
MGMT protege as células contra os efeitos toxicos de agentes alquilantes.
Os grupos metil sdo transferidos da C8-metilguanina do ADN para um residuo
de cisteina da MGMT. A base com aducto € revertida ao normal e a enzima

€ inativada como resultado da reacao (Pegg, 2011).

Revistos estes mecanismos basicos de reparacdo do ADN, é preciso ter em
conta que a resposta ao dano do ADN das células que proliferam e se
diferenciam é diferente consoante se tratem de células progenitoras
multipotenciais (stem cells), de células ja com algum comprometimento de

linhagem ou de células completamente diferenciadas (Fortini; Dogliotti, 2010).
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Em condicdes de stress as stem cells favorecem a apoptose (morte programada)
acima da reparagcdo do ADN, enquanto as células diferenciadas restringem a
apoptose e procuram limitar a reparacdo do ADN aos seus dominios
transcricionais. Células com semividas curtas como as células sanguineas ou as
células da pele lidam melhor com a acumulagédo de lesdes do ADN do que
células diferenciadas como os neurdnios ou os adipdcitos que se perdidas ndo

podem ser substituidas.

A capacidade de reparacdo do ADN em células terminalmente diferenciadas é
essencial para a preservacéo da integridade do genoma transcrito e a proteccao

contra a morte celular, garantias da homeostase tecidular.

Nestas células, o NER €& um mecanismo versatil de reparacdo do ADN,
responsavel pela remogéo dos fotoprodutos induzidos pela radiacéo ultravioleta
(UV), aductos quimicos volumosos e ligacfes cruzadas entre as duas cadeias
do ADN. Existem duas vias de NER:

¢ via da reparacédo global do genoma = GGR (reconhece e remove lesées
de todo o genoma)
e via acoplada a transcricdo =TCR (reconhece e remove lesGes apenas em

genes ativos).

Nas células terminalmente diferenciadas a GGR esta geralmente atenuada e 0s
genes em transcricdo (ndo apenas a cadeia transcrita, mas também a nao
transcrita) sdo eficazmente reparados pela TCR. A manutencdo da reparacao
eficiente do genoma transcrito é essencial para a preservacao da especificidade
tecidular, sobretudo em células terminalmente diferenciadas que nunca sofrem

diviséo celular (Fortini; Dogliotti, 2010).

O BER é o principal mecanismo de reparacdo de lesdes estruturais que nao
ocasionam distor¢cdo da dupla cadeia tais como bases oxidadas, residuos alquil

e locais abésicos. E uma via multienziméatica com diversos passos sequenciais.

E a principal via envolvida na reparacdo de les6es oxidativas (Fortini; Dogliotti,
2010). Em doses moderadas os radicais livres de oxigénio funcionam como
segundos mensageiros em vias de sinalizagdo envolvidas no crescimento e

diferenciacao celulares, promovendo a diferenciagcéo. A sua producao excessiva,
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no entanto, ameaca seriamente a integridade celular, podendo levar a oxidacao
de diversos constituintes das células como lipidos, proteinas e acidos nucleicos.

O MMR desempenha também um papel essencial nas células normais,
nomeadamente nas células terminalmente diferenciadas. Estas nao replicam o
seu ADN mas mesmo assim podem ocorrer erros de emparelhamento por
desaminacao espontanea ou como consequéncia de tentativas de reparagéao do
ADN por polimerases com maior risco de erro. Estes erros sao corrigidos pelo
sistema MMR que assim é essencial para manter a sua integridade genoémica.
Os neurdnios, por exemplo, possuem um sistema MMR cuja atividade de
reparacao é intensa, idéntica a das células ndo diferenciadas (Fortini; Dogliotti,
2010).

1.2.2.3 Desrequlacdo da morte celular programada (apoptose e autofagia):

Em resposta a leséo irreparavel do ADN, e dependendo do contexto celular,
pode ocorrer morte celular programada ou apoptose. O evento crucial na
apoptose é a ativacao das proteases caspases. A lesdo do ADN ativa a via
intrinseca da apoptose, levando a libertacdo de citocromio ¢ das mitocéndrias.
Este liga-se a Apaf-1 que por sua vez induz a formacdo do complexo
apoptossoma. Este complexo desencadeia a ativacdo da caspase 9 e depois das

caspases a jusante, responsaveis pela morte celular.

A proteina p53 regula a libertag&o de citocromio c¢ diretamente ou por indugéo da
transcricdo das proteinas Bcl2 (Bax, Puma e Noxa). As células terminalmente
diferenciadas séo caracterizadas pela resisténcia a apoptose, importante para

assegurar a sua sobrevida prolongada (Fortini; Dogliotti, 2010).

Outro processo regulado pela proteina p53 é a autofagia, uma via lisossémica
de autodigestdo celular. A autofagia desempenha um papel crucial na
manutencdo da homeostase celular normal e ocorre a niveis basais na maior
parte dos tecidos. A autofagia € outro tipo de morte celular programada que se
verifica como resposta a varios tipos de stress como a lesdo oxidativa por
radicais livres de oxigénio (ROS) ou a exposi¢do a agentes genotoxicos. Durante

a autofagia, por¢cdes do citoplasma sdo encapsuladas numa dupla membrana
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formando uma estrutura chamada autofagossoma. Os autofagossomas fundem-
se com os lisossomas e o seu conteudo é degradado pelas hidrolases

lisossOmicas.

A autofagia € um processo de controlo intracelular constitutivamente ativo em
muitos tecidos. Um mediador importante da autofagia € a LC3, uma proteina
ubiquitina-like ativada por diversas proteases (ATG4, ATG7, ATG3).

A proteina p53 € um regulador importante da autofagia basal e desencadeada
por lesédo do ADN. Actua como regulador negativo na auséncia de stress (niveis
basais de p53 inibem a autofagia). Em resposta a stress genotéxico a transducéo
de sinal entre o nucleo (onde ocorre a lesdo) e o citoplasma (onde ocorre a
autofagia) envolve a proteina p53 que neste caso estimula a autofagia por
ativacdo da AMP cinase e inibicdo da serina/treonina cinase mTor ou por
activacao de inibidores da mTor (PTEN, TSC1) ou do gene de morte celular
DRAM (Meijer; Codogno, 2009).

1.2.3 Interacdo entre eventos genotdoxicos e ndo genotdxicos -

modelos globais de carcinogenicidade:

Classicamente a biologia do desenvolvimento tumoral é dividida em 3 processos,

gue abordaremos de seguida de forma simplificada (Pitot; Dragan, 1991):
e Iniciacéo:

Aparecimento de alteracdes genéticas irreversiveis transmissiveis as células
filhas. Os agentes iniciadores ou seus metabolitos sdo mutagénicos para o ADN.
Apesar da natureza irreversivel das alteracfes, a lesao constituida por células
iniciadas ndo progride necessariamente para neoplasia, podendo as células

iniciadas serem removidas pelos mecanismos de defesa normais do organismo.

As células iniciadas séo dificeis de distinguir fenotipicamente das células
normais. As alteracdes genéticas presentes na fase de iniciacdo sao subtis e

muitas vezes nao se associam a altera¢cdes cromossémicas Obvias e grosseiras;
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correspondem geralmente a presengca de mutacdes pontuais especificas
induzidas pela presenca de aductos resultantes da accdo dos agentes quimicos
mutagénicos. Para funcionarem como iniciadoras do processo de carcinogénese
estas mutacbes tém que ocorrer em genes especificos (proto-oncogenes e

genes supressores tumorais).

e Promocao:

Fase associada a agentes que nao interagem diretamente com o ADN e de
natureza essencialmente reversivel. A regressédo de células iniciadas aquando
da retirada dos agentes promotores pode ocorrer devido a agdo dos mecanismos
de defesa normais do organismo (ex: apoptose). As células em fase de
promocao dependem assim da administracdo continuada do agente promotor.

Outro aspeto caracteristico da promocao é ser suscetivel de modulacao por
fatores fisiolégicos como a dieta ou alteragdes hormonais. A relacao dose-efeito
dos agentes promotores tem uma forma sigmoide, com um limiar e um efeito

maximo.

Os agentes promotores induzem o seu efeito pela sua capacidade de alterar a
expressao genética que é sensivel a acdo de factores ambientais. A sua acao é
mediada por interacdo com recetores localizados na superficie celular ou no
citosol. Os recetores de membrana podem apresentar na sua porcao intracelular
um dominio com atividade tirosina proteina cinase ou mdultiplos dominios
transmembrana sendo a sinalizacao intracelular transduzida por proteinas G e
nucleétidos ciclicos (ex: adenilciclase). Os recetores citossélicos interagem com
o ligando (geralmente uma molécula lipossoluvel que se difundiu através da
membrana celular). O complexo recetor-ligando entra para o nlcleo e exerce a
sua acdo interagindo com sequéncias especificas de ADN (elementos de
resposta). Em ambos os casos vao ser ativadas cascatas de proteinas cinases

levando a alteracdo da transcri¢cdo genética ao nivel do nucleo.

A necessidade de interacdo prévia com recetores explica a especificidade
tecidular apresentada por diversos agentes promotores. Explica também a forma
sigmoide da curva dose efeito. O efeito do agente é diretamente proporcional ao

namero de recetores ocupados pelo agente quimico sendo o efeito maximo
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atingido quando todos 0s recetores se encontram ocupados. A retirada do
ligando reverte as alteragGes provocadas explicando a sua reversibilidade. Tal
contrasta com a acdo de tipo genotdéxico dos agentes iniciadores que €
considerada como um efeito sem limiar de dose e irreversivel. Na progressao
nao existem alteragbes mutacionais ou estruturais do genoma, mas apenas uma

alteracéo reversivel da expressao genética.

e Progresséo:

Corresponde a maior parte da vida biolégica conhecida do tumor, caracterizada
por instabilidade gendémica e pelo acumular progressivo de lesées genéticas.
Corresponde ja a uma fase de irreversibilidade, ndo susceptivel de ser detida
pelas defesas naturais do organismo. As células sao fenotipicamente anormais
e podem expressar proteinas anormais, como por exemplo antigénios fetais ou

hormonas ectopicas.

O aspecto molecular mais caracteristico da progressao € a instabilidade
cromossOmica que se pensa ser um fendmeno secundario a determinados
efeitos iniciadores (disrupcdo do aparelho mitético; alteracdo da funcdo dos
telémeros; hipometilagéo global do ADN).

Em resumo:

o a iniciacdo resultara de mutacdes pontuais num ou mais genes
controlando as vias reguladoras da célula;

o apromocéo resultard do aumento seletivo da funcdo de determinadas
vias de transducédo de sinal induzido nas células iniciadas e na sua
descendéncia pela exposi¢céo continua a um agente promotor;

o a progressao resultara da evolucdo continua de células com

instabilidade gendémica de base.

Ao longo de todas estas etapas, as células neoplasicas sdo caracterizadas por
diversos aspectos estruturais, moleculares e comportamentais que numa
hipotese unificadora recentemente proposta se podem resumir a 6 alteracbes
essenciais da fisiologia celular que, quando presentes simultaneamente

conferem a célula o fenétipo maligno (Vineis; Schatzkin; Potter, 2010):
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» auto-suficiéncia em relagdo aos estimulos normais de crescimento e
proliferacao;

» insensibilidade aos estimulos normais inibitérios do crescimento e

proliferacao;

capacidade de se evadir a morte celular programada (apoptose);

potencial replicativo ilimitado;

angiogénese sustida;

YV V V VY

capacidade para invasao e metastizacao.

Véarios modelos tém surgido ao longo dos anos para tentar explicar como 0s
eventos genotdxicos e ndo genotdxicos anteriormente descritos interagem de
forma a conferir as células estas caracteristicas. Seguindo as sugestdes dos
mesmos autores (Vineis; Schatzkin; Potter, 2010), consideramos que estes

modelos se podem enquadrar em 4 grandes categorias:

e Modelo mutacional:

O primeiro modelo que surgiu foi 0 modelo mutacional, muito influenciado por
estudos conduzidos acerca dos mecanismos de carcinogénese do tabaco e
alguns quimicos ocupacionais como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHs) que formavam complexos ou aductos com o ADN, indutores de

mutacdoes.

Foi fortalecido pela descoberta de alguns modelos virais em que a mutacao de
um proto-oncogene celular resultava no aparecimento de um oncogene
dominante com acdo suficiente para causar por si s6 a transformacédo

neoplasica.

Trata-se um modelo simplista (uma mutagdo critica > desenvolvimento de

cancro) mas ainda largamente usado.

e Modelo da instabilidade genémica:

Surgiu com base em duas linhas de investigagcédo concorrentes. Uma delas foi a
hipétese two-hit de Knudson, baseada no retinoblastoma familiar, e que resultou

na descoberta dos genes supressores tumorais.
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A segunda linha de investigacao derivou das formas de cancro colo-retal familiar
caracterizadas pela presenca de instabilidade de microssatélites e causadas
pela inativacdo de ambas as coOpias dos genes de reparacdo do ADN por
mismatch repair e foi fortalecida pela descoberta da responsabilidade da
inativacdo dos genes BRCA1L, também reguladores da reparacdo do ADN, no

cancro da mama familiar.

Alteracdes em determinados genes reguladores da estabilidade cromossomica
ou dos processos de reparacdo das lesdbes do ADN desencadeariam uma
cascata de eventos que provocariam um aumento enorme do numero de

mutacoes e lesdes genéticas a jusante (instabilidade gendémica).

Trata-se de um modelo mais complexo, que prevé ja a existéncia de multiplas
mutacdes na génese do cancro, embora esta resulte da inativacao (por mutagao

ou outro mecanismo genético) de um unico gene regulador.

e Modelo ndo genotdxico:

Trata-se de um modelo mais recente que da énfase aos eventos que, ndo sendo
diretamente genotoxicos, podem modular e nalguns casos até causar o0
aparecimento de cancro. Estes eventos ndao provocam alteragdes estruturais ao
nivel do ADN, mas atuam sobre este por outros mecanismos (por exemplo,

epigenéticos).

Para além dos eventos genéticos ja conhecidos (mutacdes, instabilidade
gendmica), contempla a acdo de diversos mecanismos ndo genéticos (seja de
natureza epigenética seja relacionados com a reparacédo do ADN ou a regulacdo
da morte celular) como parte integrante do mecanismo de desenvolvimento do

cancro.

e Modelo Darwiniano:

Neste modelo é atribuido um papel chave a expanséao clonal (sele¢éo) de células
portadoras de alteragcbes que, em determinados ambientes, Ihes conferem uma

vantagem proliferativa e/ou de sobrevivéncia.
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Coloca, portanto, uma importante énfase no ambiente (macro e micro) que vai
selecionar as células portadoras de algum tipo de vantagem para sofrerem

expansao clonal.

Para além dos fatores celulares (genotoxicos e ndo genotoxicos) engloba fatores
relacionados com o ambiente extra-celular procurando ndo apenas descrever as
alteracdes fenotipicas presentes na célula neoplasica, mas também a razéo pela
qual elas sdo selecionadas e sobrevivem com vantagem sobre as células

normais.

Estes modelos ndo s&o mutuamente exclusivos, antes complementares,

apresentando alias varias zonas de sobreposicao.

O esquema classico descrito da iniciacdo - promocado > progressao ja referido
(com as mutacdes representando os fendmenos iniciadores mais precoces e 0s
estimulos conducentes a proliferacdo celular actuando como agentes
promotores mais tardios) continua a ser bastante usado e a apresentar um
elevado poder explicativo e preditivo e pode ser facilmente integrado nestes

diversos modelos explicativos.

1.3 OS INDICADORES BIOLOGICOS NO CANCRO OCUPACIONAL

O cancro ocupacional apresenta algumas caracteristicas proprias que o
distinguem das restantes doencas profissionais e dificultam o reconhecimento

da sua relacdo com exposicdes profissionais.

Existe um longo periodo de laténcia entre a exposicdo e as manifestacdes
clinicas, que frequentemente sO surgem ap6s a cessacdo da atividade
profissional.

Por outro lado, na esmagadora maioria dos casos (a unica excec¢éo sendo talvez
a associacao entre mesotelioma pleural ou peritoneal e exposicédo a asbestos)
h&a uma auséncia de especificidade do tumor, que é em tudo semelhante ao

cancro nao profissional correspondente.
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Acrescem a estas dificuldades a natureza multifatorial do cancro, com um
importante componente de suscetibilidade individual cujos factores
determinantes se desconhecem, e a concorréncia de multiplos fatores

etiopatogénicos exdgenos, profissionais e extraprofissionais (Uva, 1988).

Todas estas dificuldades inerentes ao reconhecimento de um caso de cancro
como profissional, tém levado a que em Saude Ocupacional se tenha atribuido
uma importancia preponderante a vigilancia epidemiolégica no ambito da
oncologia, através de estudos sobre a morbilidade e mortalidade diferenciais por
patologia neoplasica em funcdo das profissdes e atividades profissionais,
conduzindo a que a caracteriza¢do da relacao etiologica seja feita habitualmente

numa fase tardia.

Tendo em conta que o cancro é, no momento do diagndéstico, irreversivel e que
a vigilancia médica dos trabalhadores devera ter como principal objectivo a
identificacdo tdo precoce quanto possivel de efeitos reversiveis sobre a saude,
0 recurso a indicadores bioldgicos, relacionados com o processo neoplasico,
mas de desenvolvimento mais precoce e numa fase de reversibilidade,
representa sem duvida um método de eleicdo para a vigilancia da saude dos

trabalhadores expostos a agentes cancerigenos.

Para além desta aplicacdo na vigilancia da saude, estes indicadores tém também
um enorme potencial de aplicacdo no campo da epidemiologia do cancro
profissional. A doenca é o principal alvo de estudo da epidemiologia tradicional,
mas a aplicacdo desta estratégia no caso do cancro profissional, caracterizado
por um longo periodo de laténcia, pela irreversibilidade no momento do
diagnéstico e pelo elevado grau de letalidade, leva a que os conhecimentos
nesta area surjam numa fase tardia acarretando atrasos muitas vezes
extremamente acentuados na implementagao de medidas preventivas (Fenech,
2002b).

A epidemiologia tem, no entanto, uma larga tradicdo historica de incorporar
medi¢cbes de valores biolégicos nas suas avaliagbes, como por exemplo a
utilizacao de anticorpos como indicadores de doencas infeciosas ou a medi¢cao
dos lipidos séricos como indicadores de risco de doenca cardiovascular. E,

portanto, um passo légico que progressivamente dados moleculares e genéticos
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venham a ser incorporados como indicadores nos estudos epidemioldgicos

relativos ao cancro ocupacional.

Em 1982 Perera e Weinstein propuseram o termo epidemiologia molecular para
designar o resultado da juncdo de conhecimentos e metodologias da area da
biologia molecular e da area da epidemiologia, aplicadas ao estudo da etiologia
e prevencao do cancro (Perera; Weinstein, 1982). A utilizacdo crescente de
indicadores biolégicos originou o r4pido desenvolvimento desta nova area de
conhecimento, em que o alvo de estudo nédo é a doenca propriamente dita, mas

sim os indicadores biolégicos com ela relacionados (Albertini et al., 1996).

Os indicadores biologicos podem definir-se genericamente como todas as
substancias, estruturas ou processos passiveis de ser quantificados no
organismo ou nos seus meios bioldgicos e que influenciam ou predizem a
incidéncia de um acontecimento ou doenca (IPCS 2003, na traducao de Prista;
Uva, 2006). Podem ser quantificados nos tecidos ou em fluidos biolégicos e
caracterizam a exposicédo, o efeito bioldgico da exposi¢cdo ou a suscetibilidade
genética para o desenvolvimento de doenca. Podem ser agentes exdgenos (por
exemplo, quimicos ou seus metabolitos) ou representar alteracbes de
substancias enddégenas que surgem como resultado da exposicdo a factores
extrinsecos ao organismo. Podem ser utilizados na vigilancia da satude ou na
avaliacao precoce dos processos conducentes ao desenvolvimento de patologia

em diversas exposi¢des ocupacionais.

Na &rea do cancro tem-se assistido nas Ultimas décadas a uma verdadeira
explosdo de aplicacbes dos diversos tipos de indicadores biolégicos, o que
conduziu a rapidos e importantes avancos nesta area do conhecimento,

impossiveis apenas com recurso aos estudos de base epidemioldgica.

O cancro resulta, pensa-se, de multiplos eventos genéticos sequenciais
ocorrendo numa unica célula ou num pequeno numero de células iniciadas. No
caso do cancro de natureza ocupacional, estes eventos sdo provocados pela
exposicdo a agentes cancerigenos genotoxicos presentes no ambiente de
trabalho. Mesmo os agentes ndao genotoxicos atuam aumentando a frequéncia
de eventos genéticos espontaneos ou interferindo com a sua reparagdo. Como

tal, as alteracbes genotoxicas sé@o larga e crescentemente utilizadas como
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marcadores intermédios do risco de cancro, com 0s objectivos de diagnéstico
precoce e/ou prevencdo e constituem os indicadores biolégicos utilizados pela

epidemiologia molecular oncolégica.

Esta utilizacdo baseia-se no modelo de cancro como resultado de um acumular
progressivo de alteragcbes genéticas envolvendo eventos moleculares
mensuraveis que podem ser usados como indicadores biolégicos, modelo este
que tem sido confirmado por diversas evidéncias experimentais e

epidemioldgicas (Vineis; Perera, 2007).

De acordo com o International Program on Chemical Safety da OMS (IPCS
2000a) podemos considerar que existem trés grandes classes de indicadores

biolégicos:

¢ Indicador biologico de dose: substancia exdégena ou seu metabolito ou
0 produto da interacdo entre um xenobiético e uma molécula-alvo ou
célula que é medido num compartimento organico;

e Indicador biologico de efeito: alteracdo bioquimica, fisiolégica,
comportamental ou de outra natureza, quantificavel, que, dependendo
da magnitude, pode ser reconhecida como associada a uma possivel
alteracao de saude ou doenca,;

¢ Indicador biologico de suscetibilidade: indica uma capacidade inata ou
adquirida de um organismo para responder ao impacto da exposi¢cao

a uma substancia xenobiobtica.

O conceito de indicador biolégico de suscetibilidade ndo levanta grandes duvidas
e a sua aplicacdo é consensual na literatura e nos diversos estudos publicados,
embora tenha em Saude Ocupacional uma utilizacdo bastante reduzida e
limitada a estudos cientificos sobre os mecanismos de acdo dos agentes

quimicos.

Jé as definigbes de indicador biolégico de dose e indicador biologico de efeito
tém sido interpretadas de diversas formas por diferentes autores, criando alguma
confusdo terminolégica. Tal confusdo reduz-se se considerarmos que estas
definicdes tém mais a ver com o tipo de informacdo que podemos recolher de

um determinado indicador do que com a natureza do indicador per si.
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Efetivamente, o mesmo indicador pode dar simultaneamente informag¢ao sobre
a dose e refletir um efeito, o que tem contribuido para muita da discordancia
relativa a categoria em que determinado indicador se deve enquadrar. Se em
vez de considerarmos o indicador em si considerarmos o tipo de informacao que
dele podemos extrair e classificarmos n&o o indicador, mas o tipo de informacé&o
obtido, grande parte da confusao desvanece-se e as definicdes adoptadas pelo
IPCS tornam-se claras e sao suficientemente flexiveis para acomodar sem

dificuldade todo o tipo de informacéo fornecida pelos indicadores bioldgicos.

A este propésito, Perera e Weinstein, de forma muito coerente com a sucessao
de eventos bioldgicos que acaba, no final, por poder ocasionar um efeito adverso
para a saude, distinguem dois tipos de indicadores de dose:

e osindicadores de dose interna (agentes quimicos e seus metabolitos),
gue ndo dao informacdo sobre a interacdo do agente com alvos
celulares criticos;

e 0s indicadores de dose molecular ou bioquimica, que medem a dose
biologica efetiva, ou seja, a quantidade de agente presente no
organismo que efetivamente reage com macromoléculas celulares

criticas como o ADN (Perera; Weinstein, 2000).

Este conceito de indicador de dose biolégica efetiva pode ser estendido a todos
os indicadores que resultam da reacdo do agente com macromoléculas
endogenas que, embora ndo envolvidas no efeito bioldgico do agente quimico,
dele podem ser consideradas indicativas (caso da hemoglobina e da albumina,

por exemplo).

Juntando estes conceitos com as definicdes do IPCS (entendidas como relativas
ao tipo de informacéo obtida a partir do indicador e ndo como defini¢des rigidas
e estanques do indicador em si) podemos considerar que existem, fora os de

suscetibilidade, trés grandes categorias de indicadores bioldgicos:

e Os indicadores de dose interna, correspondentes a medigdo do proprio
agente quimico ou de metabolitos dele derivados. Exemplos: doseamento
da ciclofosmida urinaria ou da o-fluoro-g-alanina urinaria, um metabolito

do 5-fluoruracilo (dois agentes citostaticos).
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e Os indicadores de efeito bioquimico ou de dose biolégica efetiva,
correspondentes a quantificacdo do resultado da interacéo entre o agente
quimico ou seus metabolitos e macromoléculas enddgenas, directamente
relacionadas com o efeito em estudo ou dele indicativas. Exemplo:
doseamento de aductos proteicos com o ADN ou com proteinas como a
albumina ou a hemoglobina.

e Os indicadores de efeito biolégico, correspondentes a qualquer alteragédo
fisiolégica, comportamental ou de outra natureza que ndo puramente
bioquimica, quantificavel, que, dependendo da magnitude, pode ser
reconhecida como associada a uma possivel alteracdo de salude ou
doenca. Exemplos: estudo de aberragbes cromossémicas ou da
frequéncia de células micronucleadas em linfocitos do sangue periférico.
Esta definicdo implica necessariamente, de modo a que o indicador seja
utilizavel no ambito da Saude Ocupacional, que a informacao obtida reflita
uma fase pré-patoloégica e potencialmente reversivel caso cesse a
exposicao. Esta reversibilidade ndo obriga, no entanto, a que o evento
biolégico em si seja reversivel, mas sim que o seu efeito sobre o
organismo possa ser revertido, por exemplo por acgdo dos mecanismos

de defesa e reparacdo enddgenos, uma vez cessada a exposi¢ao causal.

Para além destas questdes de terminologia, a aplicacdo dos indicadores
biolégicos na area do cancro ocupacional, levanta questdes muito préprias e

particulares relacionadas com a sensibilidade e especificidade do indicador.

A sensibilidade do indicador utilizado deve ser adequada a detetar os ligeiros
aumentos de genotoxicidade resultantes da exposi¢cdo ocupacional a agentes
genotdxicos, que caracteristicamente ocorre em baixas doses e durante

periodos prolongados de tempo.

Por outro lado, os eventos genotoxicos sdo fendmenos ubiquitarios no nosso
organismo, resultantes tanto de causas enddgenas como exogenas, ambientais,
de natureza néo ocupacional. A especificidade do indicador, ou melhor, as
limitacdes inerentes a especificidade deste tipo de indicadores, sdo, portanto,
fatores cruciais a ter em conta: os fenOmenos genotoxicos sdo, com raras

excecOes, eventos inespecificos que podem estar relacionados com uma
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multiplicidade de factores tanto endégenos como exdgenos. Atribuir os dados
obtidos utilizando um determinado indicador de genotoxicidade a uma exposi¢cao

especifica € sempre uma tarefa dificil e que deve ser feita com precaucéao.

Outra questao critica na utilizacdo deste tipo de indicadores é a relevancia do
tecido usado para medir os indicadores (geralmente um tecido facilmente
acessivel, como o sangue periférico) face ao tecido alvo do agente carcinogénico
em estudo (Fenech, 2002b). E habitualmente assumido que a lesdo genética
detectada em células do sangue periférico como os linfocitos, que circulam por
todo o organismo, reflete um grau similar de leséo nas células do tecido alvo que
sofre o risco de carcinogénese (Boffetta et al., 2007), mas tal ndo esti
completamente comprovado. O ideal seria medir o grau de lesdo genética nas
células do tecido em risco de sofrer carcinogénese, mas tal € na maior parte dos

casos de dificil implementacéo pratica.

O passo critico na indu¢do de cancro por agentes quimicos € como vimos a
interagdo covalente entre 0 agente ou um seu metabolito e macromoléculas
endogenas (Pitot; Dragan, 2001). A partir daqui desencadeia-se uma série de
efeitos bioquimicos e biologicos, cujo resultado final sera o desenvolvimento da
neoplasia. Com base nesta sequéncia de eventos, que se pensa que seja
comum a todos os agentes quimicos carcinogénicos, foram desenvolvidos uma
série de indicadores bioldgicos de genotoxicidade que se passarao a descrever
brevemente, de acordo com a classificacdo e enquadramento que definimos e

defendemos.

1.3.1 Indicadores de dose interna:

Trata-se aqui da medicdo direta do agente quimico ou dum metabolito dele
derivado num compartimento biolégico, geralmente sangue ou urina. Fornece
informacdo sobre a quantidade de agente quimico que foi efetivamente
absorvida pelo organismo e se encontra disponivel para exercer os seus efeitos,

sejam de natureza bioquimica sejam de natureza bioldgica.
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Como exemplos temos a medicdo direta de agentes citostasticos na urina
(ciclofosfamida, ifosfamida, metotrexato, paclitaxel, entre outros) ou a medicao
também na urina de metabolitos deles derivados (metabolito a-fluoro-g-alanina,

derivado da biotransformacao do citostatico 5-fluoruracilo).

1.3.2 Indicadores de dose bioquimica ou dose bioldgica efetiva:

Representam, como referido, a quantidade de agente que reage com
macromoléculas celulares criticas como o ADN ou outras macromoléculas
endogenas indicativas como a albumina e a hemoglobina, originando a formacéo

de aductos (Perera; Weinstein, 2000).

Os aductos macromoleculares resultam da ligacdo covalente do carcinogénio
quimico ou de um seu metabolito a macromoléculas enddgenas, sendo 0s
exemplos mais estudados os aductos carcinogénio-proteina e carcinogénio-
ADN. Séo alteracBes reversiveis, uma vez que 0 organismo possui diversos
sistemas enzimaticos capazes de reconhecer a sua presenca e proceder a sua
remocdo. A sua presenca depende assim ndo apenas da exposicdo, mas
também da capacidade enddgena de reparacdo do ADN e das proteinas. A sua
persisténcia é considerada um indicador precoce do processo de carcinogénese,
podendo os aductos ser inespecificos ou carcinogénio-especificos (Angerer;
Ewers; Wilhelm, 2007).

1.3.2.1 Aductos proteicos:

Séo entidades quimicas ligadas de forma covalente a proteinas endoégenas. As
proteinas mais estudadas sao a hemoglobina (que tem semivida de 120 dias) e
a albumina (que tem semivida de 28 dias).

A sua existéncia indica que o agente se ligou a moléculas endégenas, podendo,
portanto, potencialmente exercer o seu efeito carcinogénico. A existéncia de
aductos com a hemoglobina, em particular, indica que a molécula reativa foi
capaz de atravessar membranas celulares e apresenta estabilidade suficiente

para interagir com o seu alvo final, o ADN. Como tal, os aductos de hemoglobina
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sao considerados como indicativos da formacdo de aductos de ADN, o0 passo
inicial da maior parte dos casos de carcinogénese quimica (Angerer; Ewers;
Wilhelm, 2007).

Estes aductos ndo séo, no entanto, indicadores diretos de genotoxicidade dado
as proteinas indicadoras estudadas ndo estarem regra geral envolvidas no
processo de carcinogénese. Os aductos de hemoglobina foram usados em
estudos populacionais como indicadores indiretos de genotoxicidade para
agentes quimicos carcinogénicos como o oxido de etileno (Angerer; Bader;
Kramer 1998), a acrilamida (Hagmar et al., 2005), a anilina (Bergmark, 1997) e
o estireno (Vodicka et al., 2003) entre outros.

Dado o tempo de semivida das moléculas em causa, sobretudo da hemoglobina,
podem ser usados como indicadores de exposi¢cdes prolongadas ou repetidas,
ao contrario do que sucede, como veremos, com os aductos de ADN.

1.3.2.2 Aductos de ADN:

Sao entidades quimicas ligadas de forma covalente ao ADN. Grande nimero de
carcinogénios quimicos ou seus metabolitos tém propriedades electrofilicas e,
portanto, apresentam afinidade para o nucleo, de carga negativa, exercendo o
seu efeito biolégico ao ligar-se de forma covalente ao ADN e induzir alteracdes
ao nivel deste. A presenca destes agentes quimicos vai levar a que ocorram
erros durante a replicacdo, podendo ocasionar o0 aparecimento de mutacoes e

de outros tipos de dano genético.

Para estudar estes aductos, o ADN pode ser isolado a partir de linfécitos
periféricos, sangue total ou tecido. A formacéo de aductos de ADN é considerada
0 passo inicial da maior parte dos casos de carcinogénese quimica. Das
substancias quimicas classificadas como carcinogénicas para o Homem pela
IARC, estima-se que 90% exerca o0 seu efeito bioldgico através da formacgéao de
aductos de ADN (Arlt; Frei; Schmeiser, 2007). A presenca destes aductos
demonstra que o0 agente carcinogénico atingiu a sua molécula-alvo ultima, o
ADN.
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Os aductos podem ser especificos ou inespecificos e podem ser medidos por
diversas técnicas, sendo que as de base imunolbgica sdo as mais sensiveis e
as mais especificas, embora tenham a desvantagem de exigir o conhecimento
prévio do aducto a estudar (Albertini; Nicklas; O’Neill, 1996).

Em alternativa a estas técnicas de medicéo directa, podem ser também medidos
na urina metabolitos resultantes do processamento dos aductos, técnica de
muito menor especificidade uma vez que os mesmos metabolitos podem, regra

geral, ser produzidos por processos enddgenos.

A medicao de aductos do ADN informa sobre a dose bioldgica efetiva e incorpora
ja as diferencas individuais na absorcéo, distribuicdo e biotransformacao, bem

como os mecanismos de defesa enddégenos capazes de os remover.

Devido ao facto de existirem mecanismos de reparacdo, bem como renovacao
tecidular, os niveis de aductos de ADN refletem a exposicao recente, durante 0s
ultimos meses, e ndo a exposi¢cao mais distante no passado (Perera; Weinstein,
2000).

Diversos estudos avaliaram a presenca de aductos de ADN em trabalhadores
expostos a agentes quimicos genotoxicos, incluindo por exemplo o estireno
(Vodicka et al., 2003), agentes quimicos na industria da borracha (Talaska et al.,

2011) e os pesticidas (Gomez-Martins et al., 2012).

A presenca de determinado tipo de aductos de ADN parece, pelo menos em
termos tedricos, ser um fendmeno relevante para a carcinogénese. E
efetivamente temos como exemplos a demonstracdo da presenca de aductos
ADN-aflatoxina em células alvo de carcinoma hepatocelular associado a este
agente quimico (Chen et al., 2002) e a ligacao preferencial do benzopireno a um
segmento de ADN que corresponde a um hot spot mutacional do gene p53
(Denissenko et al., 1996).

N&o existe, no entanto, por enquanto, demonstracdo da associacdo entre
aductos de ADN e efeitos para a saude, neste caso risco aumentado de cancro.
Diversos estudos prospectivos ndo conseguiram demonstrar esta associacao de

forma convincente, razdo pela qual os aductos de ADN ndo devem ser
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considerados indicadores de risco para a saude embora sejam excelentes
indicadores da dose biolbgica efetiva (Au, 2007).

1.3.3 Indicadores de efeito biolégico

De acordo com a definicdo do IPCS, serdo alteracdes quantificaveis, que,
dependendo da magnitude, possam ser reconhecidas como associadas a uma

possivel alteracdo de saude ou doenca.

A maior parte dos indicadores de efeito biolégico no caso do cancro profissional
sdo alteracbes do genoma, geralmente inespecificas (aberracdes
cromossoémicas, troca de croméatides irmas, aumento da frequéncia de
microndcleos). Raramente podem ser detectadas alteragBes carcinogénio-
especificas, como por exemplo a transversdo G:C—T:A no codao 249 do gene

p53 caracteristica do carcinoma hepatocelular associado a aflatoxina B.

Como regra geral, portanto, estes indicadores detetam exposicdes relacionadas
com uma multiplicidade de agentes genotoxicos, sendo dificil atribuir as

alteracdes a um agente em particular.

Au sugere classificar estes indicadores em 2 subtipos: indicadores de efeitos
biolégicos precoces e indicadores de risco de saude (Au, 2007). Distingue estas
duas categorias com base em pressupostos tedricos de que algumas alteracdes
podem nao ter impacto final no processo de carcinogénese por representarem
alteracBes biolégicas toleraveis ou representarem fendmenos reversiveis,
enquanto outras serdo mais relevantes por representarem alteracdes
irreversiveis que podem teoricamente levar ao desenvolvimento de cancro. Na
nossa perspetiva o termo "indicador de risco de saude” deve ser reservado para
0 pequeno numero de indicadores que mostrou efetivamente em estudos

prospetivos associar-se a um risco aumentado de cancro.

Neste caso especifico estamos a falar de indicadores de genotoxicidade e
cancro, pelo que o efeito para a saude relevante sera o aumento de risco de
cancro humano adequadamente demonstrado por estudos cientificos de

natureza epidemioldgica.
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A mesma noc¢do, no entanto, pode ser transposta para outros indicadores
biolégicos néo relacionados com genotoxicidade e outros efeitos sobre a salde
gue nao o cancro: um indicador de efeito biolégico podera ser considerado um
indicador de risco de saude quando estudos cientificos adequados tiverem
demonstrado uma associacdo entre a sua presenca e a ocorréncia de

determinado efeito sobre a saude.

E essencial que haja esta demonstracdo ao nivel populacional para que possa

ser defendida em Saude Publica a implementacdo de medidas preventivas.

Como tal ao descrever brevemente os indicadores de efeito biologico mais
utilizados, procuraremos tecer no final breves consideracdes sobre o que existe

de demonstrado relativamente ao seu impacto em termos de risco para a saude.

1.3.3.1 Detecao de mutacoes:

Diversos agentes quimicos carcinogénicos levam ao aparecimento de mutaces
ao nivel do ADN, pelo que é natural que estas tenham sido estudadas como
indicadores biologicos de genotoxicidade na carcinogénese quimica. Podem ser
estudadas mutacdes especificas, mas mais frequentemente, sdo estudadas

mutagdes em “genes repdrter”.

Estes sdo genes utilizados para caracterizar e quantificar eventos mutacionais,
mas que nao apresentam relevancia em processos patoldgicos in vivo. O teste
usando o gene reporter HPRT (Hypoxantin-guanin Phospho Ribosil Transferase)
em linfocitos do sangue periférico é considerado atualmente pelo IPCS como o
anico teste mutacional suficientemente padronizado para ser usado como

indicador bioldgico (Albertini; Anderson; Douglas, 2000).

O gene HPRT codifica a enzima hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase,
envolvida no metabolismo das purinas. Adicionalmente esta enzima catalisa a
conversdo de analogos das purinas como a 6-tioguanina em compostos
citotoxicos. Quando ocorre mutacdo neste gene, as ceélulas mutantes séo
deficientes na atividade da enzima e assim sobrevivem quando expostas a 6-

tioguanina. O teste HPRT mais usado identifica a presenca de mutagbes com
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base no fenotipo expresso pelas células quando expostas a 6-tioguanina. Um
aumento na frequéncia de células deficientes em HPRT por comparacdo com

um controlo adequado indica a presenca de um efeito mutagénico.

Um aspecto importante a ser esclarecido quando se utilizam genes reporter, é
se 0S eventos mutacionais que estdo a ser detectados ao nivel destes genes
traduzirdo mecanismos provavelmente conducentes a mutacdes patogénicas
nos genes alvo. Permanece ainda por determinar se a demonstracdo de
mutacBes usando genes reporter é representativa de mutacfes de interesse
patogénico conhecido em genes alvo especificos envolvidos nos processos de
carcinogénese. Embora tenham indiscutivel interesse como indicadores de efeito
bioldgico precoce, a sua relevancia como factores preditivos do risco de cancro

continua por estabelecer (Au, 2007).

1.3.3.2 Aberrac®es cromossdémicas:

Este termo designa quer alteracdes numéricas quer alteracdes estruturais dos
cromossomas. Sao avaliadas em linfécitos de sangue periférico, apos cultura,

paragem em metafase e coloracéo, classicamente pelo método de Giemsa.

Os linfécitos do sangue periférico sdo as células mais utilizadas porque séo de
recolha facil, apresentam um tempo de semivida razoavel e circulam por todo o
corpo, pelo que teoricamente acumulardo lesdes genéticas ao passar pelos
tecidos alvo dos diversos agentes genotoxicos.

O recurso a técnicas de hibridizacdo in situ usando anticorpos marcados por
fluorescéncia e sondas cromossomicas especificas (Fluorescence In Situ
Hybridization - FISH), proporciona ndo apenas uma maior sensibilidade na
deteccado de aberragcBes, permitindo detectar alteracBes subtis ndo visiveis pela
técnica de bandas G, mas também consegue verificar quais os cromossomas ou

fragmentos cromossomicos envolvidos nas aberragoes.

Com base no seu aspecto morfologico e no mecanismo subjacente, as
aberrac6es cromossdmicas podem ser classificadas em dois grandes grupos
(Mateuca; Kirsch-Volders, 2011):
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e Aberragfes de tipo cromossomico, que envolvem o mesmo locus em ambas
as cromatides irmas de um ou mais cromossomas. Reflectem quebras da
cadeia dupla do ADN ocorrendo em linfécitos em repouso (fase GO-G1).
Durante a fase de replicacdo, a duplicagdo cromossémica transforma estas
guebras em lesdes simétricas das duas cromatides filhas. Este tipo de lesédo
€ produzido, por exemplo, pela exposicdo a radiacdes ionizantes; mais

raramente, alguns tipos de agentes quimicos podem também origina-la.

e Aberracfes de tipo cromatidico, que afectam apenas uma das cromatides
irmas de um ou mais cromossomas. Podem ser causadas por diversos tipos
de leséo do ADN (alteragOes de bases, ligacbes cruzadas, quebras de cadeia
Gnica) associadas a agentes que atuam na fase S, como sucede com a

maioria dos agentes quimicos.

Um exemplo classico da aplicacéo do estudo das aberracfes cromossomicas ao
cancro ocupacional é o caso do benzeno: Zhang e colaboradores descrevem
aberrac6es cromossoémicas especificas ndo apenas em trabalhadores com
leucemia e pré-leucemia, mas também em trabalhadores expostos a benzeno e

aparentemente saudaveis (Zhang et al., 2005).

Trata-se sem duavida do indicador biolégico mais largamente estudado e mais
validado em populacfes expostas a agentes genotoxicos (Albertini; Anderson;
Douglas, 2000; Boffetta et al., 2007). A sua associa¢gdo com um risco aumentado
de cancro foi demonstrada por varios estudos prospectivos independentes
publicados nas ultimas duas décadas (Brogger et al., 1990; Hagmar et al., 1994,
Bonassi et al., 2000; Hagmar et al., 2004; Boffetta et al., 2007).

Apesar da excelente sensibilidade e do valor preditivo demonstrado
relativamente ao risco de cancro, as aberracbes cromossomicas Sao um
indicador biolégico cuja medicdo é morosa, cara, tecnicamente dificil e exige
quantidades relativamente grandes de material biologico, pelo que a sua
aplicacdo alargada em contexto ocupacional se tem revelado dificil. Por este
motivo, tém sido desenvolvidos e progressivamente testados em contexto
ocupacional alguns indicadores alternativos, dos quais se referem de seguida os

mais relevantes.
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1.3.3.3 Teste de micronucleos:

Os micronucleos sao pequenas coleccdes de material nuclear rodeadas de
membrana que se separam do nucleo principal durante a divisdo celular e
permanecem no citoplasma. A formacao de micronucleos pode resultar quer de
quebras cromossomicas (clastogénese) quer de deficiente segregacao
cromossémica  por disfuncdo do fuso  mitético  (aneugénese).
Consequentemente, o conteddo dos micronucleos pode corresponder quer a
fragmentos cromossémicos acéntricos quer a cromossomas inteiros, com

centromero, respetivamente (Norppa; Falck, 2003)

O teste mais utilizado para a detecc¢ao de micronucleos baseia-se na estimulacéo
de células em cultura (geralmente linfécitos do sangue periférico) na presenca
de um agente quimico que inibe a divisdo celular, mas permite a divisdo nuclear
(Cytokinesis Block Micronuclei test ou CBMN). Os microndcleos sdo contados
nas células binucleadas formadas, sendo a sua frequéncia expressa como
namero de micronudcleos por cada 1000 células binucleadas (Fenech, 2002a;
Norppa; Falck, 2003).

Tal como foi referido, o teste de micronlcleos permite detectar dois tipos
diferentes de lesdo genética, que podem ser distinguidos executando

concomitantemente FISH com sondas pancentroméricas:

e Fragmentacdo cromossdmica resultante da accédo de agentes clastogénicos.
Os fragmentos cromossOmicos acéntricos que se originam ndo podem ser
incorporados no nucleo principal apés a divisdo celular pelo que permanecem

no citoplasma como micronucleos cujo contetdo € centrémero-negativo;

¢ Anomalias da segregacao e migracdo dos cromossomas durante a mitose,
resultantes da accéo de agentes aneugénicos. Estas anomalias associam-se
a alteracdes no numero de cromossomas das células filhas (aneuploidia) e

originam micronucleos de contetdo centrOmero-positivo.

A execucdo simultanea de FISH com CBMN permite ainda verificar quais 0s
cromossomas ou fragmentos cromossomicos especificos presentes nos

micronucleos. Tal revelou-se importante, por exemplo, na compreensao dos
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mecanismos subjacentes a diferenca na frequéncia de micronudcleos que se
verifica entre os sexos. As mulheres tém frequéncia basal de micronucleos
superior aos homens; o recurso a FISH com sondas dirigidas contra os
cromossomas sexuais revelou que esta diferenca é devida a presenca nas

mulheres de microndcleos centrémero-positivos contendo cromossomas X.

De modo semelhante, verificou-se que o aumento de micronucleos que ocorre
com a idade € devido, em ambos os sexos, a frequéncia aumentada de
micronucleos contendo cromossomas sexuais, X na mulher e Y no homem
(Norppa; Falck, 2003).

Para além do sexo e idade, a frequéncia basal de micronucleos é influenciada
também pelos niveis séricos de folato e vitamina B12 e, nalguns estudos, pelo
indice de massa corporal e pelo nivel e tipo de actividade fisica (Battershill;
Burnett; Bull, 2008).

O CBMN é um teste rapido, de facil execucéao e interpretacdo, que requer pouca
guantidade de material biolégico e que pode ser aplicado a quase todos os tipos
de células. O grande namero de células analisado (1000 a 2000 por amostra)
confere-lhe adicionalmente um elevado poder estatistico (Pedersen-Bjegaard et
al., 2002).

Apesar de ser um indicador biolégico mais recente que as aberracdes
cromossoémicas, varias linhas de evidéncia suportam que existe associacao
entre a frequéncia de micronucleos em linfécitos do sangue periférico e o risco

de cancro.

Foi descrita uma frequéncia aumentada deste indicador biol6gico em portadores
de sindromes genéticos de cancro (Rosin; German, 1985), na maior parte das
células neoplasicas de diversos tipos de tumores malignos (Gisselson et al.,
2001) e em linfocitos do sangue periférico de individuos com cancro (Duffaud et
al., 1997; Acar et al., 2001; Elsendoorn et al., 2001; Torres-Bugarin et al., 2003;
Padjas et al., 2005).

Os primeiros estudos prospectivos suportando esta associacgéo, entre frequéncia

elevada de micronucleos em linfécitos do sangue periférico e risco de cancro,
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foram publicados recentemente pelo grupo de Bonassi e colaboradores (Bonassi
et al., 2007; Murgia et al, 2008).

1.3.3.4 Troca de cromatides irmas (Sister Chromatid Exchange — SCE)

A troca de cromatides irmas consiste na permuta simétrica de produtos da
replicacdo do ADN entre as duas cromatides irmas num determinado locus
genético. Nao ocasionam qualquer alteracdo no numero ou estrutura dos
cromossomas. Podem ser visualizadas em cultura de células quando a divisao
celular é induzida na presenca de 5-bromodeoxiuridina (5-BRDU), um nucleésido
sintético analogo da timidina que é incorporado no ADN replicante em vez desta

e pode ser posteriormente detetado usando anticorpos especificos.

Foi sugerido que a frequéncia de SCE constitui um marcador muito sensivel,
capaz de detectar efeitos genotdxicos a concentracdes menores do que as
necessarias para levar ao aparecimento de aberragcdes cromossémicas (Chia;
Lee, 2001). O conceito de High Frequency Cells (HFC) foi introduzido com o
objectivo de aumentar ainda mais a sensibilidade deste teste: em vez de ser
valorizada a frequéncia global de SCE, apenas a percentagem de células com
SCE acima do percentii 95 (as HFC) é contabilizada. Estas células
representariam um subgrupo de linfécitos de vida prolongada que teriam
acumulado vérias lesGes genéticas indutoras de SCE ao longo do tempo (Testa
et al., 2007).

Existe um elevado grau de incerteza quanto ao significado do aumento da
frequéncia de SCE. Por um lado, o mecanismo bioldgico subjacente a este
fenédmeno foi durante muito tempo desconhecido; por outro, o valor preditivo de
uma frequéncia aumentada de SCE relativamente ao risco de cancro nao foi

ainda estabelecido.

Dados preliminares divulgados pelo Grupo de Estudo Nordico revelaram
auséncia de correlacdo entre a frequéncia de SCE e a incidéncia de cancro
(Brogger et al., 1990; Hagmar et al, 1994).

Estes resultados foram subsequentemente confirmados pelo Estudo

Cooperativo da Europa Central (Hagmar et al, 1998) e mais recentemente por
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um estudo especifico conduzido por Bonassi e colaboradores (Bonassi et al,
2004). Trata-se de um estudo prospectivo de coorte incluindo 1621 individuos
testados entre 1991 e 1993 onde foram analisadas ndo apenas a frequéncia
global de SCE como a frequéncia de HFC. Nao foi encontrada nenhuma

associacao entre niveis aumentados destes dois parametros e risco de cancro.

A utilizacdo das SCE como indicador biolégico tem, portanto, vindo a decrescer
em favor de métodos mais recentes e prometedores como o ja descrito teste de

micronucleos.

1.3.3.5 Teste do cometa (Comet assay ou Single Cell Gel Electrophoresis

SCGE):

Neste teste uma suspenséao de células isoladas é suspensa em gel de agarose
e submetida a lise, com o objectivo de libertar o seu conteddo de ADN. De
seguida procede-se a electroforese em condi¢cdes alcalinas e o produto

resultante € visualizado ao microscopio apds coloracdo com um reagente

fluorescente.

As células com ADN lesado (fragmentado) apresentam uma maior migragao do
produto de lise, adquirindo um aspecto semelhante a um cometa com uma cauda
cuja dimensao e intensidade de coloracdo sao diretamente proporcionais ao grau

de lesdo do ADN da célula correspondente.

Este teste permite detectar uma mistura de varios tipos de lesdo do ADN,
incluindo quebras primérias na cadeia, locais alcali-labeis (quebras secundérias
geradas pelo meio alcalino da electroforese) e locais de reparacédo incompleta
pelo sistema de reparacdo do ADN por excisdo de bases (BER). Para uma
avaliacao correta e representativa devem ser analisadas pelo menos 100 células
por individuo (Moller et al., 2000).

Existem diversos sistemas que permitem graduar a intensidade da lesdo do ADN
detectada por este teste e que incluem quer scores visuais quer parametros
guantitativos como o comprimento da cauda, a percentagem de ADN migrado

(fracdo do ADN total presente na cauda) e o momento da cauda — tail moment -
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comprimento da cauda vezes percentagem de ADN migrado (Albertini;
Anderson; Douglas, 2000).

O teste do cometa apresenta diversas vantagens: tem elevada sensibilidade
para a deteccdo de baixos niveis de lesdo do ADN, exige apenas um pequeno
namero de células viaveis por amostra, tem custo relativamente baixo e é de
rapida execucdo e simples interpretacdo, podendo ser efetuado em varios tipos
de células e tecidos (Moller et al., 2000; Brendler-Schwaab et al., 2005).

A sua interpretagcédo deve, no entanto, ser feita com alguma precaucédo. A lesao
do ADN detetada por este teste pode representar quer a acdo de agentes
genotoxicos quer a degradacao que ocorre como consequéncia de processos de
morte celular como a necrose e a apoptose resultantes da acdo de agentes
citotdxicos (Anderson; Plewa, 1998). E expectavel que a frequéncia deste tipo
de eventos seja muito baixa em linfocitos do sangue periférico, mas tal néo se
aplica a células com diferenciacéo terminal como por exemplo as células bucais
exfoliadas, em que sdo um fendbmeno frequente (Albertini; Anderson; Douglas,
2000). Neste ultimo caso deve ser utilizado concomitantemente um corante vital
que garanta que a amostra tem uma percentagem de células viaveis suficiente

para excluir um resultado falsamente positivo (Anderson; Plewa 1998).

As quebras de cadeia detectadas pelo teste do cometa podem nao corresponder
a efeitos diretos de genotoxicidade, mas antes a respostas normais da célula
perante uma agressao do ADN, quer sob a forma de apoptose quer sob a forma
de mecanismos de reparagao do ADN.

Adicionalmente, os agentes genotoxicos que atuam originando a formacao de
ligacBes cruzadas ao nivel do ADN (como a maior parte dos agentes alquilantes)
retardam a migracdo do ADN e podem originar resultados falsamente negativos

neste teste (Albertini; Anderson; Douglas, 2000)

O significado a longo prazo da lesdo do ADN detectada pelo teste do cometa é
ainda incerto. Existe evidéncia de que a maior parte das lesdes detectadas pode
ser corretamente reparada pela célula e ndo ocasiona, portanto, alteracdes
genéticas permanentes. Esta natureza transitéria das lesfes leva a que a altura

escolhida para a colheita do material biol6gico a estudar adquira uma grande
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importancia: as lesées de reparacdo mais rapida, como por exemplo quebras de
cadeia Unica do ADN, podem ser reparadas se o tempo que medeia entre a
exposicao e a colheita for superior a algumas horas (2 a 6) (Brendler-Schwaab
et al., 2005).

No estado atual dos conhecimentos ha quem defenda, como Moller que este
teste deve ser usado apenas como indicativo de exposi¢ao recente a agentes
genotodxicos e constitui na realidade mais um indicador de dose bioquimica do
gue um indicador de efeito bioldgico (Moller, 2006), traduzindo o resultado duma
interacdo bioquimica reversivel entre o agente e a sua molécula alvo: o ADN.
Dada a incerteza ainda existente quando ao significado a longo prazo deste tipo
de lesdo, optamos por manté-lo nos indicadores de efeito biolégico dado em
nossa opinido traduzir mais do que uma simples interacao bioquimica, embora
se deva ter a nocdo de que é uma alteracéo reversivel, indicativa apenas de
exposicao recente, e cujo significado em termos de risco de efeitos adversos

para a saude € ainda desconhecido.

1.4 A EXPOSICAO OCUPACIONAL A AGENTES CITOSTATICOS

1.4.1 Os citostaticos como agentes genotdxicos e cancerigenos

Os citostéaticos sdo farmacos com utilizacdo crescente, quer na terapéutica de
doencas malignas quer num espetro crescente de doencas benignas, que
incluem por exemplo doencas auto-imunes e doencas inflamatérias crénicas do

foro gastrenterologico ou reumatolégico, entre outras.

Como tal existe um numero substancial de profissionais de salde que se
encontram de forma diaria e regular expostos, por ineréncia da sua atividade

ocupacional, a estes agentes quimicos.

Como parte do seu mecanismo de acédo praticamente todos estes farmacos
lesam, de forma direta ou indireta, 0 genoma humano. Embora as células

neoplasicas sejam mais sensiveis a este efeito, 0 que constitui a base da sua
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utilizacéo terapéutica em oncologia, as células normais sdo também afetadas,
facto atestado pelos efeitos secundarios bem conhecidos sofridos, em maior ou

menor grau, pelos doentes submetidos a quimioterapia.

E a capacidade para afectar o genoma das células normais (genotoxicidade) que
esta na base dos seus potenciais efeitos adversos para os trabalhadores a eles

expostos.

Esta genotoxicidade tem sido evidenciada por multiplos estudos experimentais
in vitro utilizando diversos tipos de células, quer animais (Boos; Stopper, 2000),
quer humanas (Aydemir; Celikler; Bilaloglu 2005) e também in vivo, em modelos
de ratinho (Aydemir; Bilaloglu, 2003; Choudhury; Palo; Padhy, 2004; Marchetti et
al., 2006).

Adicionalmente, existem estudos conduzidos em doentes com cancro tratados
com quimioterapia, demonstrando também a sua genotoxicidade para o Homem
(Acar et al., 2001; Elsendoom et al., 2001; Torres-Bugarin et al., 2003: Padjas et
al., 2005; Kopjar et al., 2006).

Para além destes estudos, para diversos citostaticos a IARC considera que
existe evidéncia suficiente de que sdo carcinogénicos ou provavelmente
carcinogénicos para o0 Homem, com base na incidéncia aumentada de cancro

em doentes tratados (Quadro 2).

Quadro 2 — Farmacos citostaticos classificados pela IARC quanto a sua
carcinogenicidade (vols 1-100, revisto em Agosto de 2010)
Farmaco Classif Referéncia Tumores (Grupo 1)
IARC
Actinomicina D 3 Vol 10 (1987)
Doxorrubicina 2A Vol 10 (1987)
Amsacrina 2B Vol 76 (2000)
Azacitadina 2A Vol 50 (1990)
Bleomicina 2B Vol 26 (1987)
Busulfan 1 Vol 4 (em prep) Leucémia Mieldide Aguda
Clorambucil 1 Vol 26 (em prep) Leucémia Mieldide Aguda
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Quadro 2 — Farmacos citostaticos classificados pela IARC quanto a sua
carcinogenicidade (vols 1-100, revisto em Agosto de 2010) - cont

Farmaco Classif Referéncia Tumores (Grupo 1)
IARC
Cisplatina 2A Vol 26 (19879
Ciclofosfamida 1 Vol 26 (1987) Neoplasia da bexiga
Dacarbazina 2B Vol 26 (1987)
Daunomicina 2B Vol 10 (1987)
Etoposido 1 Vol 76 (em prep) Leucémia Mieldide Aguda
5-fluoruracilo 3 Vol 26 (1987)
Hidroxiureia 3 Vol 76 (2000)
Isofosfamida 3 Vol 26 (1987)
Melfalan 1 Vol 9 (em prep) Leucémia Mieldide Aguda
Merfalan 2B Vol 9 (1987)
Metotrexato 3 Vol 26 (1987)
Mitomicina C 2B Vol 76 (2000)
Mitoxantrona 2B Vol 76 (2000)
MOEP; outros 1 Vol 7 (1987) Leucémia Mieldide Aguda
regimes com
alquilantes
Teniposido 2A Vol 76 (2000)
Treossulfan 1 Vol 26 (em prep) Leucémia Mielb6ide Aguda
Vinblastina 3 Vol 26 (1987)
Vincristina 3 Vol 26 (1987)

Grupo 1-carcinogénico para o homem; Grupo 2A-provavelmente carcinogénico para o
homem; Grupo 2B-possivelmente carcinogénico para 0 homem; Grupo 3-ndo classificavel
guando & sua carcinogenicidade para 0 homem




1.4.2 Exposicdo ocupacional a citostaticos em profissionais de saude:

Embora os profissionais de salde estejam submetidos a uma exposi¢cdo em dose
muito inferior & dos doentes tratados e tenha sido feito um esfor¢co enorme nas
Gltimas décadas, através da implementacdo de regras e procedimentos de
seguranca normalizados, para reduzir esta dose de exposi¢cdo ao minimo, o facto
€ que ela continua a acontecer em todos os locais de trabalho onde este
fendomeno foi estudado.

Os diversos estudos ambientais efetuados nos locais de trabalho destes
profissionais, cujos principais resultados se encontram resumidos no Quadro 3,
revelam que existe uma contaminacdo generalizada das superficies e
equipamentos (podendo conduzir a absor¢éo dos citostaticos por via dérmica) e
nalguns casos também niveis detectaveis destes agentes quimicos no ar

ambiente (podendo conduzir a absorgéo por via inalatoria).

Os valores de contaminacdo obtidos sdo extremamente discrepantes, o que
pode ser parcialmente explicado pelos diferentes contextos profissionais em que
os estudos foram conduzidos, mas também pela diferente sensibilidade dos

métodos de doseamento adotados.

Dado o tipo de relacdo dose-resposta aceite para 0s agentes cancerigenos, de
natureza linear e sem limiar de dose abaixo do qual ndo seja possivel ocorrer o
efeito alvo (neste caso 0 cancro) optou-se por apresentar os resultados destes
estudos apenas em termos de positivos (detecéo de citostaticos nas superficies

e equipamentos estudados) ou negativos (auséncia desta detecéo).
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Quadro 3 — Estudos de contaminacéo de superficies e ar do ambiente de trabalho

Autor Pais Ano | Farmacos estudados Parametros avaliados Resultado
Sessink Holanda 1992 | CF,IF,5-Fu,MTX Ar ambiente (amostras estacionarias e individuais) -
Superficies/objectos de trabalho incluindo luvas +
Sessink Holanda 1997 | CF,IF,5-Fu,MTX Ar ambiente (amostras estacionarias e individuais) +
Superficies/objectos de trabalho +
EPIs (luvas,méascaras) +
Nygren Suécia 1997 | Derivados da platina Ar ambiente (amostras individuais) -
Superficies de trabalho +
Minoia Italia 1998 | CF, IF Ar ambiente +
Superficies de trabalho +
Luvas,batas,mascaras +
Connor | EUA, Canada | 1999 | CF,IF,5-Fu Superficies e objectos de trabalho +
Pavimentos +
Fransman | Alemanha 2004 | CF Luvas +
Contaminacgéo cuténea +(maos)
Connor EUA 2005 | CF,IF,5-Fu Superficie exterior dos frascos de citostaticos +
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Quadro 3 — Estudos de contaminacao de superficies e ar do ambiente de trabalho - continuagdo

Autor Pais Ano | Farmacos estudados Parametros avaliados Resultado
Ar ambiente -
Mason Reino Unido | 2005 | CF,IF,MTX Superficies de trabalho +
Luvas +
Roberts | Reino Unido | 2006 | CF,5-Fu,Doxorrubicina | Superficies de trabalho +
Ursini Italia 2006 | CF,IF,5-Fu,CIT,GEM Superficies de trabalho +
EPis (luvas, batas, mascaras) +
Brouwers Holanda 2007 | Derivados da platina Superficies de trabalho e pavimentos +
Fransman Holanda 2007 | CF,IF,5-Fu,MTX, Roupas de cama +
CIT,GEM,Clorambucil
Hedmer Suécia 2008 | CF,IF Superficies de trabalho e pavimentos +
Castiglia Italia 2008 | CF,IF,5-Fu Superficies e objectos de trabalho, pavimentos +
Touzin Canada 2008 | CF S_uperfl’cie externa dos frascos contendo +
citostaticos
Schierl Alemanha 2009 | 5-Fu,derivados platina Superficies de trabalho e pavimentos +
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Quadro 3 — Estudos de contaminacao de superficies e ar do ambiente de trabalho - continuagdo

Autor Pais Ano | Farmacos estudados Parametros avaliados Resultado
Connor EUA 2010 | CF,IF,5-Fu Ar ambiente (amostras individuais e estacionarias) +
Superficies de trabalho +
Villarini Italia 2010 | CF Superficies de trabalho +
Contaminacéo cutinea +
Maeda Japéo 2010 | CF,IF Superficies de trabalho +
Yoshida Japéo 2011 | CF,5-Fu,GEM, Ar ambiente +
derivados da platina Superficies e objectos de trabalho +
Naito Japdo 2012 | derivados da platina Superficie exterior dos frascos de citostasticos +
Sottani Italia 2012 | CF, IF, GEM Superficies de trabalho +
Chu Canada 2012 | CF, MTX Superficies de trabalho (antes/depois da limpeza) +/+
Kopp Alemanha | 2013 | CF,IF,5-Fu,GEM,MTX | Superficies de trabalho +
Derivados da platina
Docetaxel, Paclitaxel
Wakui Japdo 2013 | CF Ar ambiente (durante esmagamento comprimidos) +
Merger Canada 2014 | CF,IF,MTX Superficies de trabalho +

Legenda: CF-ciclofosfamida; IF-ifosfamida; 5-Fu — 5-fluoruracilo; MTX-metotrexato; CIT-citosina arabinosido; GEM-gemcitabina




A exposicao ocupacional parece, portanto, ocorrer sobretudo por via dérmica,
por contacto directo com os farmacos ou com superficies e equipamentos
contaminados (Sessink; Bos, 1999; Fransman et al, 2007b), hipbtese reforcada
pelos multiplos estudos demonstrando que em todos os locais de trabalho
avaliados existe contaminacdo generalizada das paredes, pavimentos,
superficies de trabalho e equipamentos (Quadro 3).

Os doentes tratados eliminam importantes quantidades de citostaticos pelas
secrecbes e excrecOes e constituem uma fonte adicional de exposicao, quer
diretamente quer através das roupas em contato com a sua pele (Sessink; Bos,

1999; Fransman; Vermeulen; Kromhout, 2004; Fransman et al, 2007b).

A via inalatéria é considerada pela maior parte dos autores como menos
importante, mas € concebivel que nalgumas circunstancias possa desempenhar
também um papel significativo, sobretudo para citostaticos que, como a
ciclofosfamida, podem vaporizar a temperatura ambiente ou quando ocorrem
determinados tipos de manipulacdo, suscetiveis de gerar a formacdo de
aerossois ou poeiras inalaveis (Sessink; Bos, 1999; Wakui et al., 2013). Existem
efetivamente alguns estudos que demonstram a presenca de citostaticos no ar,
embora este achado ndo seja tdo frequente como o da contaminacdo de
superficies (Sessink et al., 1997; Minoia et al., 1998; Yoshida et al., 2011; Wakui
et al, 2013).

Por outro lado, existem dados indicativos de que as medidas de protecdo mais

utilizadas tém eficacia limitada.

A capacidade protetora das camaras de fluxo laminar vertical tem sido
contestada por alguns autores, particularmente para a ciclofosfamida que pode
vaporizar a temperatura ambiente passando através dos poros dos filtros HEPA
— High Efficiency Particulate Air - (Sessink; Bos, 1999; Wakui et al, 2013).

Também a protecao oferecida pelas luvas parece apresentar limitagées, uma vez
gue em trabalhos experimentais estas tém revelado ser permeaveis a diversos
citostaticos (Connor et al., 1984; Laidlaw et al., 1984; Colligan; Horstman, 1990;
Wallemacq et al., 2006).

67



Os resultados destes estudos experimentais sdo apoiados por varios estudos
que demonstram a presenca de niveis significativos de citostaticos na superficie
interior das luvas, em contato direto com a pele (Sessink et al., 1992; Sessink et
al., 1997; Minoia et al., 1998; Fransman; Vermeulen; Kromhout, 2004; Mason
2005 et al., Ursini 2006).

De modo similar, foram também detetados citostaticos no interior das mascaras
e batas usadas pelos profissionais de salude expostos a estes agentes (Sessink
et al., 1997; Minoia et al., 1998; Ursini et al., 2006).

Esta contaminacdo generalizada de superficies e equipamentos bem como a
insuficiéncia dos equipamentos de protecdo utilizados, resultam em exposicao
cutanea dos profissionais envolvidos, como é evidenciado por estudos em que
foi demonstrada a presenca de citostéaticos na pele de diversas regides do corpo,
sobretudo as maos (Minoia et al., 1998; Fransman; Vermeulen; Kromhout, 2004;
Villarini et al., 2010).

Todos estes dados indiciam que os procedimentos de seguranca e 0S
equipamentos de protecdo vigentes sao insuficientes para evitar a exposicao
cutdnea dos profissionais que manipulam citostaticos, com a consequente

possibilidade de absorcdo dos agentes por esta via.

1.4.3 Efeitos sobre a salde nos profissionais expostos a citostaticos

E indiscutivel, face a literatura publicada, que os citostaticos sdo agentes
mutagénicos e cancerigenos e que a exposi¢cao ocupacional de profissionais de
salde a estes agentes existe em praticamente todos os ambientes de trabalho

estudados.

Uma questéao diferente e ainda controversa € se esta exposicao se traduzira, ao
longo do tempo, numa frequéncia aumentada de efeitos adversos para a saude.
Dados as ac¢les conhecidas dos citostaticos sobre o genoma celular, os efeitos
a longo prazo que maiores investigacbes tém merecido sdo a incidéncia
aumentada de determinados tipos de cancro e as repercussbes sobre a

reproducao e o desenvolvimento embriofetal.
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Como ja referido, a IARC considera que para sete farmacos citostaticos existe
evidéncia suficiente de carcinogenicidade para o Homem, quer com base em
experiéncias animais quer com base em estudos humanos (risco aumentado de

cancro em doentes tratados) - Quadro 2, pagina 61.

Esta efetivamente bem estabelecida pela IARC a associacao entre a terapéutica
com agentes alquilantes ou inibidores da topoisomerase Il e leucemia mieloide

aguda e entre a terapéutica com ciclofosfamida e neoplasia da bexiga.

Uma questéo diferente e ainda em aberto é se a exposi¢do ocupacional a estes
citostaticos (que ocorre a niveis muito inferiores a dos doentes tratados) se
associa também a um risco aumentado de cancro nos profissionais. Existem
alguns dados publicados que sugerem associacdo entre risco aumentado de
leucemia e exposicao ocupacional a citostéticos (Skov et al., 1992; Peipins et al.,
1997; Petralia et al., 1999; Burnett; Robinson; Walker, 1999; Blair et al, 2001),
embora se esteja ainda longe de uma relagcdo comprovada. Nao existe, do nosso
conhecimento, nenhum estudo sugerindo incidéncia aumentada de neoplasia da

bexiga em profissionais expostos a ciclofosfamida.

Alguns autores sugerem adicionalmente a existéncia de um risco aumentado de
outros tipos de cancro, nomeadamente cancro da mama (Gunnarsdottir et al,
1997; Ratner et al, 2010), embora neste caso o efeito de confundimento causado
pela maior parte dos profissionais de salde estudados serem enfermeiras,
submetidas a trabalho por turnos, que é considerado pela IARC como um
carcinogénio do Grupo 2A para este tipo de neoplasia, hdo possa ser excluido
(IARC, 2016).

Os agentes citostaticos sao simultaneamente citotoxicos e genotdxicos para as

células germinais femininas e masculinas e para as células embrionarias e fetais.

Nos doentes tratados estdo descritos esterilidade e anomalias genéticas das
células germinais, que sao transitérias e ndo se parecem traduzir em efeitos

adversos sobre futuras gravidezes (Arnon et al., 2001; Meirow; Schiff, 2005).

Em mulheres tratadas durante a gravidez, a maior parte dos citostaticos atingem
o embrido/feto em concentragdes significativas, uma vez que a placenta nao

constitui uma barreira eficaz contra estes agentes (Arnon et al.,, 2001). Esta
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exposicao in utero pode resultar em aumento da frequéncia de aborto
espontaneo e de malformagfes congénitas (Bawle; Conard; Weiss, 1998; Enns
et al., 1999; Arnon et al., 2001; Paskulin et al., 2005; Delatycki, 2005).

Se a exposicao cronica a baixos niveis de citostaticos, em contexto profissional,
resulta também em efeitos adversos sobre a reproducdo e o desenvolvimento
embriofetal permanece ainda um assunto em discussédo. Alguns estudos
sugerem existir uma frequéncia significativamente aumentada de aborto
espontaneo (Selevan et al, 1985; Stucker et al., 1990; Valanis; Vollmer; Steele,
1999), mas existem igualmente estudos negativos (Hemminki; Kyyronen;
Lindbohm, 1985; Skov et al., 1992). De forma similar, existem autores sugerindo
um risco aumentado de malformac¢des congénitas (Hemminki; Kyyronen;
Lindbohm, 1985; McDonald et al., 1988; Lorente et al., 2000; Ratner et al, 2010)

bem como autores que ndo encontraram esta associacao (Skov et al., 1992).

Dranitsaris publica em 2005 a Unica meta-analise disponivel sobre efeitos para
a saude relacionados com a exposicao profissional a citostaticos e conclui que
nao existem dados suficientes para concluir por um risco aumentado de cancro,
gue existe uma associagao fraca com aborto espontaneo e que néo existe
evidéncia de associacao significativa com malformacdes congénitas (Dranitsaris
et al., 2005).

1.4.4 Indicadores bioldégicos nos profissionais expostos a citostaticos

Diversas linhas de evidéncia comprovam que os profissionais de saude
responsaveis pela preparacdo e administracdo de citostaticos apresentam um

nivel significativo de exposi¢ao a estes agentes quimicos.

Como vimos, apesar das melhorias introduzidas nas ultimas décadas em termos
de equipamentos de protecéo coletiva e individual, bem como da adoc¢éao de
procedimentos de seguranca normalizados e cada vez mais rigorosos,
praticamente todos os estudos efetuados revelam que a contaminacao de
superficies e equipamentos de trabalho € ubiquitaria em todos os ambientes de
trabalho e que se estende ao interior dos equipamentos de protecéo individual

utilizados (luvas, batas e mascaras).
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O impacto desta exposicdo sobre a saude dos profissionais é dificil de avaliar,
tendo em conta as caracteristicas da exposi¢ao (doses baixas durante periodos
de tempo prolongados por oposicao as doses elevadas durante curtos periodos
de tempo registadas nos doentes tratados) e as caracteristicas dos agentes
quimicos em causa (cujo principal efeito adverso € a cancerigénese, efeito que
se manifesta apos periodo de laténcia prolongado e que néo é especifico desta
exposicao). Tal é atestado pela dificuldade encontrada pelos estudos
epidemioldgicos em estabelecer associacdes significativas entre exposicao a
citostaticos e efeitos sobre a sallde como o cancro ou altera¢des da reproducéo

e desenvolvimento embrio-fetal.

A utilizacdo de indicadores biologicos permitiu superar algumas destas
dificuldades, fornecendo informacdo extremamente importante sobre os efeitos

desta exposicao profissional no organismo dos trabalhadores.

Os estudos usando indicadores biolégicos demonstraram que os profissionais
de salde expostos a citostaticos quer por via dérmica quer por via inalatoria,
absorvem com frequéncia quantidades significativas destes agentes. A
comprova-lo indicam-se no Quadro 4 multiplos estudos utilizando indicadores
bioldgicos de dose interna, cujos resultados demonstram consistentemente a
presenca de citostaticos ou de metabolitos deles derivados ao nivel da urina dos

trabalhadores expostos.
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Quadro 4 — Estudos com indicadores bioldgicos de dose na urina de profissionais de salide expostos a citostaticos
Estudo N° Profissionais estudados Indicadores bioldgicos Meétodo de colheita Resultados
estudado
Sessink 1992 25 Enfermeiros, Prof. farméacia | Ciclofosfamida, Ifosfamida Colheita 24 horas 8+/25 32%
Ensslin 1994 21 Enfermeiros, Prof farméacia | Ciclofosfamida, Ifosfamida Colheita 24 horas 12+/21 57%
Sessink 1995 28 Enfermeiros Ciclofosfamida Colheita 24 horas 11+/28 39%
Ensslin 1997 13 Prof. farmécia Ciclofosfamida, Ifosfamida | Colheita 24 horas 3+/13 23%
Platina
Nygren 1997 31 Enfermeiros, Prof. farmécia | Platina Amostras pré e pés turno 31+/31* | 100%
Minoia 1998 24 Enfermeiros, Prof. farmécia | Ciclofosfamida, Ifosfamida | Amostras pré e pds turno 12+/24 50%
Burgaz 2002 25 Enfermeiros Ciclofosfamida Colheita 24 horas 20+/25 80%
Turci 2002 16 Enfermeiros Ciclofosfamida, Ifosfamida | Amostras pré, pos e a meio 22+/62 36%
Técnicos farmécia Metotrexato, Platina dotumo
Pethran 2003 100 Enfermeiros, Prof. farmécia | Ciclofosfamida, Ifosfamida | Colheita 24 horas 40+/100 40%
Doxorrubicina, Epirrubicina
Platina
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Quadro 4 — Estudos com indicadores bioldgicos de dose na urina de profissionais de salide expostos a citostaticos — cont.

Estudo N° Profissionais estudados Indicadores bioldgicos Meétodo de colheita Resultados
estudado
Mason 2005 50 Prof. farmécia Ciclofosfamida; Ifosfamida | Amostras pré e pos turno 50-/50 0%
Metotrexato, Platina
Cavallo 2005 25 Enfermeiros, Prof. farmécia | a-fluoro-p-alanina Amostras pré turno 3+/30 10%
Ursini 2006 30 Enfermeiros, Prof. farmécia | a-fluoro-p-alanina Amostras pré turno 3+/30 10%
Rekhadevi 2007 60 Enfermeiros Ciclofosfamida Amostras pré turno 42+/60 70%
Hedmer 2008 22 Enfermeiros, Prof. farmécia | Ciclofosfamida, Ifosfamida | Amostras pré e p6s turno 22-/22 0%
Connor 2010 119 Enfermeiros, Prof. farméacia | Ciclofosfamida, Ifosfamida Colheita 8 horas 3+/119 2,5%
Paclitaxel, Citarabina (4 final turno e 4 pds-turno)
a-fluoro-p-alanina
Pieri 2010 56 Enfermeiros, Prof farmacia | Doxorrubicina. Epirrubicina | Amostras pos turno 10+/56 18%
Villarini 2010 40 Enfermeiros, Prof farmacia | Ciclofosfamida Amostras pés turno 7+/40 17,5%
Maeda 2010 8 Enfermeiros, Prof farméacia | Ciclofosfamida, Ifosfamida Colheita 24 horas 8-/8 0%
Ndaw 2010 19 Enfermeiros, Prof. farmécia | a-fluoro-p-alanina Amostras pré turno 14+/19* 74%
Yoshida 2011 17 Enfermeiros Ciclofosfamida, Gemcitabina | Colheita 24 horas 3+/17 18%
Platina

*Método de doseamento ultra-sensivel
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Da analise do Quadro 4 é evidente que, ao longo das ultimas décadas, se tem
registado uma tendéncia progressiva para uma reducdo na percentagem de
profissionais com indicadores biolégicos de dose positivos na maior parte dos
locais de trabalho estudados, facto corroborado por uma anélise da tendéncia de
exposicao em enfermeiros conduzida por Fransman (Fransman, 2007a). Dois

factos importantes, no entanto, devem ser tidos em conta:

e A reducdo na percentagem de positividade ndo € uniforme para todos 0s
locais estudados, existindo estudos recentes, como o de Rekhadevi,
conduzido na india e publicado em 2007, que revelam percentagens ainda
muito elevadas (70%) (Rekhadevi et al., 2007).

e Mais significativo ainda, dado estarmos a falar de valores extremamente
baixos, a sensibilidade do método usado para medicdo é determinante.
Estudos recentes utilizando métodos ultrassensiveis, como o de Ndaw,
conduzido em Franca e publicado em 2010, continuam a evidenciar
positividade numa percentagem muito elevada das amostras estudadas
(74%), ndo detectada por métodos de menor sensibilidade (Ndaw et al.,
2010). Tal sugere que as medidas instituidas tém apresentado alguma
eficacia na reducdo do nivel de exposicdo e, consequentemente, de

absorcéo, mas de forma alguma as eliminaram.

A estes dados, fornecidos pelos estudos utilizando indicadores biolégicos de
dose interna, somam-se dados indicativos de que esta absor¢cao sistémica de
citostaticos se associa, nos profissionais de salde expostos, a efeitos relevantes
traduzidos por um aumento significativo da frequéncia de diversos indicadores
de efeito bioldgico (genotoxicidade), quando comparados com individuos néo

expostos.

O primeiro estudo demonstrando uma associacdo entre exposicédo ocupacional
a citostaticos e genotoxicidade foi publicado por Falck no final dos anos setenta
recorrendo ao teste de Ames (Falck et al.,, 1979). Nos anos subsequentes,
multiplos estudos verificaram associacao entre este tipo de exposi¢cdo e aumento
da frequéncia de diversos indicadores biolégicos de genotoxicidade, dos quais

0S que consideramos mais relevantes estao referidos no Quadro 5.
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Quadro 5 — Estudos com indicadores biolégicos de efeito em profissionais de satde

expostos a citostaticos

Indicador utilizado Estudo N° trabalhadores Resultado global
avaliado
Burgaz 2002 20 +
Musak 2006 72 +
Tompa 2006 500 +
Aberragdes cromossomicas Testa 2007 76 +
Kopjar 2009 50 +
McDiarmid 2010 63 +
El-Ebiary 2013 30 +
Thiringer 1991 60 -
Maluf 2000 10 -
Pilger 2000 39 -
Hessel 2001 100 -
Cavallo 2007 23 +
Teste de micronucleos Rekhadevi 2007 60 I
Cornetta 2008 83 +
Cavallo 2009 30 +
Rombaldi 2009 20 +
Moretti 2013 52 -
El-Ebiary 2013 30 +
Teste do cometa Undeger 1999 30 +
Maluf 2000 10 +
Kopjar 2001 50 +
Ursini 2006 25 -
Yoshida 2006 19 +
Rekhadevi 2007 60 +
Sasaki 2008 121 +
Cornetta 2008 83 +
Izdes 2009 19 +
Cavallo 2009 30 -
Rombaldi 2009 20 +
Connor 2010 68 -
Villarini 2010 52 +
Buschini 2013 63 -
Moretti 2013 52 +
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Em termos globais, dos 33 estudos referidos, 24 (73%) foram positivos, sugerindo
gue a exposicado ocupacional a estes agentes tem efetivamente um efeito biologico

detetavel.

Relativamente as aberracfes cromossOmicas, todos os estudos encontraram um
aumento significativo da frequéncia de aberracdes em trabalhadores expostos a
citostaticos, apoiando a no¢ao de que este € um indicador biolégico muito sensivel,
adequado para avaliar baixos niveis de lesdo do ADN como 0s que surgem em
contexto ocupacional. Trata-se para além disso de um marcador ja validado por
estudos prospectivos em termos da sua associagcdo com um risco acrescido de
cancro (Brogger et al., 1990; Hagmar et al., 1994; Bonassi et al., 2000; Hagmar et
al., 2004, Boffetta et al., 2007), pelo que a positividade destes estudos fornece uma
indicacdo extremamente importante sobre possiveis efeitos para a saude nos

profissionais expostos.

A sua morosidade e dificuldade técnica dificultam de certo modo a sua utilizacdo em
larga escala e de forma repetida no tempo, como estaria indicado em contexto
ocupacional, de modo que nas ultimas décadas se tém multiplicado os estudos com
marcadores de utilizacdo mais simples como o teste de microndcleos e o teste do

cometa.

Os estudos que analisaram a frequéncia de microndcleos no contexto da exposi¢ao
ocupacional a citostaticos foram maioritariamente positivos. A sua menor taxa de
positividade (dos 11 estudos analisados, 5 foram negativos) podera ser devida ao
facto de, nos estudos iniciais, a contagem de micronucleos nao estar restrita apenas
as células binucleadas; tal pode ocasionar efeitos de confundimento causados por
alteragcbes da cinética da divisdo celular que reduzem a sensibilidade do teste
(Fenech, 2002a). Praticamente todos os estudos negativos sdo da fase inicial da
aplicacdo da técnica, anteriores a 2002; dos estudos mais recentes apenas um foi
negativo (Moretti et al., 2013).

A associagao demonstrada deste teste com o risco aumentado de cancro bem com
a sua simplicidade técnica e o grau de informacdo que pode fornecer sobre os
mecanismos subjacentes de genotoxicidade tornam-no num teste extramente
atrativo. Nos estudos em que foi usado concomitantemente FISH verificou-se que a
maior parte dos micronucleos que surgem neste contexto sdo centromero-negativos,

0 que esta de acordo com as propriedades clastogénicas da maior parte dos agentes
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guimicos genotéxicos. Nalguns casos individuais, no entanto, foi verificado existir
uma percentagem apreciavel (até 50%) de micronucleos centromero-positivos,
achado que os autores associaram a manipulacdo do citostatico vinorrelbina, um

reconhecido agente aneugénico, inibidor do fuso mitético (Cavallo et el., 2007).

Ha também diversos estudos utilizando o teste do cometa em trabalhadores expostos
a agentes citostaticos. Dos 15 estudos analisados, apenas 3 foram negativos. Os
resultados apresentam, no entanto, uma enorme disparidade de valores, em parte
relacionada com a metodologia adotada e com os parametros escolhidos para medir
o grau de lesdo do ADN e em parte devida a elevada variabilidade intra e inter-
individual inerente ao préprio teste. Tal torna a comparacao dos resultados dificil,
mas a maior parte dos estudos evidencia como ja referido, de forma consistente, a
existéncia de niveis de lesdo do ADN nos profissionais expostos significativamente

superiores aos de individuos ndo expostos.

Tendo em conta a natureza transitdria de grande parte das lesdes detetada pelo teste
do cometa e a auséncia de estudos prospectivos indicando associacao entre 0s seus
resultados e o risco futuro de cancro, um resultado positivo deve ser interpretado
apenas como indicativo de uma exposicdo recente a um agente genotéxico (Moller
2007).

Embora seja um excelente indicador de exposi¢céao recente, ndo deve ser feita uma
correlacdo direta entre o seu resultado e dose externa, por diversos motivos: pela
sua inespecificidade, uma vez que tal como todos os indicadores deste tipo &
influenciado por uma multiplicidade de agentes genotoxicos endégenos e exdgenos
nao profissionais; pela enorme disparidade de resultados, condicionada pela elevada
variabilidade inter- e intra-individual do teste; finalmente, porque se verificou que o
nivel de lesdo do ADN detetado nos profissionais, expostos durante periodos longos
a baixas doses de agentes genotéxicos, € semelhante ao verificado em doentes com
cancro submetidos a quimioterapia, expostos durante curtos periodos de tempo a

doses elevadas destes mesmos agentes (Moller, 2006).

Tal indica que, embora constitua um excelente indicador de exposi¢ao recente, nao
pode ser estabelecida uma correspondéncia direta entre a intensidade do efeito
medido pelo teste do cometa e a intensidade da exposi¢cao. Serd um indicador util

para estabelecer uma exposicdo recente, mas ndo permitird avaliar da sua
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intensidade nem tirar ilacbes relativamente ao futuro risco para a saude a ela

associada.

Devera, portanto, ser encarado como um teste complementar a pesquisa de
aberracbes cromossomicas e ao teste de micronucleos, fornecendo informacao
diferente: genotoxicidade relacionada com exposicdo recente no primeiro caso

versus lesé@o genética acumulada ao longo do tempo no caso dos outros dois.

Pelo exposto, pode concluir-se que os farmacos citostaticos sdo agentes quimicos
reconhecidamente mutagénicos e cancerigenos, com efeitos adversos sobre a saude

bem demonstrados em doentes com eles tratados.

Os profissionais de saude encontram-se indubitavelmente expostos a estes agentes
no decurso da sua actividade profissional, sobretudo por via dérmica, dado a
contaminacdo das superficies e equipamentos de trabalho ser ubiquitaria e os

equipamentos de protecdo existentes terem uma eficacia limitada.

Esta exposicdo associa-se efetivamente a absor¢cdo dos citostaticos pelos
profissionais, conforme demonstrado pelos estudos utilizando indicadores de dose

interna.

A existéncia de efeitos adversos para a saude nos trabalhadores tem sido dificil de
demonstrar em estudos epidemioldgicos, dadas as caracteristicas da exposi¢ao
(doses baixas durante longos periodos de tempo) e a natureza desses mesmos

efeitos adversos (longo periodo de laténcia e inespecificidade).

Os estudos com indicadores de efeito biolégico, no entanto, mostram que 0s
profissionais expostos apresentam maior frequéncia de efeitos genotdxicos quando
comparados com individuos nao expostos. Alguns destes efeitos foram associados
por estudos prospectivos a um risco aumentado de desenvolver diversos tipos de

cancro no futuro.

Estas conclusdes tiradas da revisdo da literatura levaram-nos a querer conhecer
melhor a realidade das unidades hospitalares portuguesas que manipulam estes
farmacos. Em termos das praticas de trabalho que podem influenciar a exposicao e
do nivel de contaminacédo ambiental presente (factores determinantes da absorcéo e

da consequente exposicao interna dos trabalhadores). E também em termos do seu
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impacto sobre a saude dos profissionais expostos, avaliado através da determinacao

de alguns dos indicadores bioldgicos disponiveis.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral caracterizar a exposicao profissional a
citostaticos e seus efeitos biolégicos em dois grupos de profissionais de saude de

unidades hospitalares portuguesas:

(a) profissionais de enfermagem de hospital de dia, responsaveis pela

administracdo de citostaticos em regime ambulatorio, e

(b) profissionais de farmacias hospitalares, responsaveis pela preparacao

destes agentes.

Definiram-se como objetivos especificos:

1. Caracterizar a exposicao a citostaticos e os factores que a determinam nos

grupos profissionais definidos (andlise do trabalho).

2. Estimar a exposicdo através da quantificacdo de citostaticos ao nivel das

superficies e equipamentos de trabalho (avaliagcdo ambiental).

3. Contribuir para conhecer melhor os efeitos bioldgicos associados a esta
exposicao através da medicao de indicadores biolégicos de genotoxicidade
(uma vez que os danos do genoma se associam tanto aos efeitos
carcinogénicos como aos efeitos sobre a reproducao, os dois principais efeitos

adversos para a saude focados neste contexto ocupacional).
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudo

Conduzimos um estudo de tipo transversal comparando expostos com nao expostos,
dado ser este o desenho adotado pela maior parte dos estudos publicados nesta

area e permitir, portanto, uma mais facil comparacao de resultados.

3.2 Populacéao

A populacéo alvo do estudo foi constituida pelos profissionais de saude de duas
Unidades Hospitalares portuguesas da regido de Lisboa, designadas como A e B,
cuja atividade de trabalho implicava a manipulacao de farmacos citostaticos. Neste
contexto foram considerados especificamente dois grupos:

a) Enfermeiros de hospital de dia, responsaveis pela administracdo de

citostaticos a doentes oncologicos em regime ambulatorio.

b) Técnicos da farmécia hospitalar responsaveis pela preparacéo das misturas

de citostaticos para administracao.

Foi definido como critério de inclusdo terem manipulado citostaticos durante pelo

menos 0S 3 meses anteriores ao inicio do estudo.
Como critérios de exclusao foram estabelecidos:

» Ter sido submetido a quimioterapia ou radioterapia prévias;
» Ser portador de doenca cronica ativa;

» Ter um diagnaostico prévio ou atual de neoplasia.

Os individuos de ambos os grupos foram caracterizados quanto aos seguintes

parametros:
e Género
e |dade

e Habitos tabagicos
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Estes parametros foram selecionados dado ter sido sugerido, em diversos outros
estudos, que poderiam influenciar o comportamento dos indicadores biol6gicos em
causa na presente investigacao:

e 0 género e a idade parecem condicionar significativamente a frequéncia de
micronucleos em linfécitos de sangue periférico (Norppa; Falck, 20083;
Battershill; Burnett; Bull, 2008)

e 0s hébitos tabagicos parecem poder influenciar o grau de lesdo do ADN
detetado pelo teste do cometa (Moller et al., 2000).

Como grupo controlo foi escolhida uma populacéo voluntaria de trabalhadores néo
expostos constituida por docentes universitario, alunos universitarios e pessoal
administrativo pertencente a um dos centros de investigacdo que conduziu o
presente estudo (Escola Superior de Tecnologias de Saude de Lisboa). Este grupo
foi ajustado para o género, tendo em conta a importancia deste fator na frequéncia
de células micronucleadas em linfocitos de sangue periférico. Por limitacdo inerente
ao numero de voluntarios que foi possivel angariar, foi adoptada uma relacdo

expostos/nao expostos de 1/1.

A caracterizacdo foi feita em ambos 0s grupos por entrevista direta e individual
conduzida por um dos investigadores da equipa e incluiu o preenchimento de um
questionario normalizado ja testado e utilizado num estudo prévio realizado pela

mesma equipa de investigacao (Ladeira et al., 2011 — Anexo 1).

3.3 Andlise ergonémica do trabalho

O risco para a saude derivado da exposi¢cédo a uma substancia quimica ndo pode ser
devidamente esclarecido ou estimado sem uma adequada clarificagdo da exposicao
em si mesma, entendida com o contato entre a substancia e o organismo do(s)

individuo(s) exposto(s) (Pefia; Carter; Ayala-Fierro, 2001).

A clarificacdo da exposicado implica a sua caracterizacdo quer do ponto de vista

guantitativo quer qualitativo.

Esta caracterizacdo global da exposicdo exige, necessariamente, o estudo das

situacdes de trabalho. Para responder as necessidades da qualificacdo. Mas,
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igualmente, para permitir que a quantificacéo seja efetuada em funcéo de locais e

tempos mais representativos da exposicao real.

A andlise (ou o estudo) das situacdes de trabalho representa, assim, uma etapa
essencial para o estudo da exposi¢ao ocupacional e, por via disso, para a avaliagao
dos riscos ocupacionais relacionados com essa mesma exposi¢cdo etapa que, por

sua vez, suporta uma adequada estratégia preventiva a delinear ou corrigir.

A designada Ergonomia da Atividade Humana, considerando a ergonomia como o
estudo especifico do trabalho humano tendo em vista melhora-lo, e entendendo
como trabalho humano a atividade concreta dos trabalhadores quando confrontados
com as tarefas concretas que lhes séo atribuidas, preconiza uma metodologia de
analise e interpretacédo das situacdes de trabalho que responde plenamente e com

rigor, a esta necessidade de apreciacdo da exposicao.

No essencial, esta perspectiva postula que (Faria, 1987; Prista, 1987; Kapitaniak,
1994):

— O centro de uma situacéo de trabalho se situa na designada atividade real de
trabalho (aquilo que o trabalhador faz e como o faz);

— Esta atividade ndo é um acontecimento ocasional, derivando o seu
desenvolvimento de um diverso nimero de elementos que lhe sdo prévios e
representam o seu condicionamento. Estes fatores sdo, no seu conjunto,
designados por condicionantes da atividade (humanas, ambientais, técnicas e
organizacionais), esta representando a resposta que o trabalhador (com as
suas caracteristicas) da ao que necessita fazer nas condi¢des facultadas ou

impostas (e que se designa por tarefa);

— Finalmente, a atividade ndo se esgota em si propria, dela resultando sempre
consequéncias, quer para o sistema quer para o trabalhador (as que importam
a Saude Ocupacional), nas quais se incluem 0s riscos para a saude que a

exposicdo a um agente quimico pode comportar.

Pode, deste modo, considerar-se que as caracteristicas essenciais da analise do
trabalho na perspetiva da ergonomia da atividade humana sdo: a sua incidéncia
sobre o trabalho real; a abordagem das situacdes de trabalho na sua globalidade; o

facto de tornar inteligiveis as inter-relagfes existentes entre os trés niveis de andlise,
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conduzindo ao diagnostico e, por fim, permitir a intervencdo corretiva sobre os

condicionantes do trabalho (Prista, 1987).

O estudo do trabalho vai assim incidir preferencialmente sobre a atividade concreta
dos trabalhadores e ndo sobre o trabalho prescrito ou tarefa (neste caso concreto as
normas e procedimentos recomendados), ou seja, a exposicao € estudada em funcéo
daquilo que necessariamente ocorre e ndo a partir de pressupostos tedricos

frequentemente afastados (e por vezes muito) da realidade.

Nas ultimas décadas tém sido publicadas diversas normas e procedimentos (trabalho
prescrito ou tarefa) que visam a manipulacdo segura de medicamentos citotéxicos.

Dentre as mais divulgadas podemos indicar as seguintes:

2 Guia de Boas Praticas para a Preparacdo de Medicamentos em
Estabelecimentos de Saude (Pharmaceutical Inspection Cooperation Scheme
- PIC/S, 2010);

3 Orientacdo para a Manipulacdo de Farmacos potencialmente téxicos
(American Society of Health System Pharmacists — ASHP, 2010);

4 Boas Praticas para a manipulacdo segura de medicamentos citotoxicos

(International Society of Oncology Pharmacy Practitioners — ISOPP, 2007).

Estas normas tém sido implementadas, de forma adaptada, pela esmagadora maioria
das farmacias que manipulam citostéaticos e é indiscutivel que tém contribuido para
uma reducao do risco e uma maior seguranca na manipulacao destes farmacos. Nao
tém sido, no entanto, suficientes para eliminar quer a contaminacdo ambiental (que
continua a ser verificada por praticamente todos os estudos) quer a absorcédo de
citostaticos pelos trabalhadores que os manipulam, embora os niveis detetados de
indicadores biologicos de dose interna se tenham vindo a reduzir progressivamente

ao longo das ultimas décadas.

Até que ponto esta eficacia incompleta tem a ver com incapacidades inerentes as
proprias normas ou com limitagcfes relacionadas com as colocar integralmente em

pratica é uma questao de evidente interesse pratico que interessa analisar.

A abordagem ergonOmica pode oferecer uma mais-valia importante no sentido de
compreender por que razao as normas e procedimentos recomendados tém tido uma
eficacia limitada em reduzir quer a contaminacédo ambiental quer a exposi¢cao interna

dos trabalhadores.
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O instrumento metodoldgico essencial e mais caracteristico da ergonomia &,
portanto, a analise das situacdes de trabalho, entendida como o estudo das situacdes
concretas de trabalho real (Faria, 2009). O estudo da atividade e dos modos
operatérios dos trabalhadores, ou seja, o estudo do trabalho humano deve ser
considerado uma parte integrante de qualquer tentativa para compreender as

exposicoes profissionais e as suas repercussdes sobre a saude.

N&o é possivel tirar ilacdes sobre a exposicdo profissional, neste caso a farmacos
citostéticos e seus eventuais efeitos sobre a saide sem conhecer a atividade real de
trabalho de quem os manipula: quem o faz, como o faz e por que razédo o faz de
determinada maneira. Do estudo desta atividade e suas consequéncias sobre a
saude humana podem também ser tiradas importantes conclusées sobre por que
raz80o a exposi¢do ocupacional a citostaticos continua a ter efeitos inegaveis e
incontornaveis sobre os profissionais de salude e definir estratégias que os permitam
reduzir ao minimo possivel com a tecnologia e 0s conhecimentos de que atualmente

dispomos.

A procura e recolha da informacdo necessaria para a andlise do trabalho nesta

perspectiva ergonémica foi feita utilizando os seguintes instrumentos metodoldgicos:

e Aplicagdo de um questionario padronizado e realizagdo de entrevistas
semiestruturadas;

e Observacao da atividade real de trabalho e das suas condicionantes.

Num primeiro passo, foi aplicado o questionario de autopreenchimento normalizado
concebido pela International Symposium on Oncology Pharmacy Practice - ISOPP
(ISOPP Audit Tool, 2007 — Anexo 2).

A aplicacdo deste questionario destinou-se a avaliar até que ponto as normas e
procedimentos recomendados para a manipulacdo de farmacos citostaticos séo
adotados e cumpridos pelas unidades de farmacia participantes e foi preenchido em
ambos os casos pelo elemento da unidade de farmacia diretamente responsavel pela
area de citostaticos. A informacgdo recolhida atraves deste questionario foi
completada e clarificada através de entrevistas dirigidas e semiestruturadas quer
com o elemento da unidade de farmacia responsavel pelo seu preenchimento quer

com os trabalhadores envolvidos diretamente na manipulacdo de citostaticos. O
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objetivo foi perceber quais das normas recomendadas eram efetivamente seguidas

e quais ndo o eram e, no caso de ndo o serem, a razao para tal suceder.

A observacéo da actividade de trabalho e suas condicionantes com maior relevo para
0 processo da exposicdo em causa, foi efectuada tendo por fundamento a
metodologia de analise das situacbes de trabalho preconizada pela Ergonomia da
Actividade Humana, tendo como objetivo caracterizar a exposi¢cao e as variaveis que

a influenciam.

O registo da informacao foi efectuado em grelha de observacdo propria adaptada
para este efeito com base nas normas e procedimentos de segurancga recomendados
pela ISOPP (Anexo 3).

3.4 Avaliagdo ambiental

A quantificagdo da contaminagdo ambiental por citotoxicos incluiu o estudo da
contaminacao de superficies e equipamentos de trabalho, para o que foram utilizadas
bandas de papel de filtro impregnadas com acetato etilico. As amostras obtidas foram
posteriormente analisadas por HPLC (High Precision Liquid Chromatography -
cromatografia liquida de alta precisédo). Os métodos de colheita e processamento das
amostras colhidas a nivel ambiental foram os descritos nos artigos de Larson
(Larson; Khazaeli; Dillon, 2003a; Larson; Khazaeli; Dillon, 2003b) e encontram-se

publicados de forma detalhada por Viegas e colaboradores (Viegas et al., 2014).

Foram escolhidos como indicativos 3 citotdxicos pertencentes a lista dos farmacos
deste tipo mais utilizados em ambas as unidades hospitalares: 5-fluoruracilo,

ciclofosfamida e paclitaxel.

Estes farmacos foram, acresce, alvo de investigacdo em estudos previamente
publicados (Sessink et al., 1992; Sessink et al., 1997; Minoia et al., 1998; Connor
1999; Fransman; Vermeulen; Kromhout, 2004; Mason et al., 2005; Cavallo et al,
2005; Connor et al, 2005; Ursini et al, 2006; Fransman et al, 2007b; Castiglia 2008;
Connor et al, 2010; Kopp; Schierl; Nowak, 2012), pelo que a sua escolha teve

também o objectivo de permitir alguma comparacao de resultados.

As superficies e equipamentos a amostrar foram escolhidos tendo como base quer

uma breve identificacdo do circuito que os medicamentos percorrem dentro das duas
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unidades hospitalares quer os resultados da andlise da atividade de trabalho
efectuada previamente aos profissionais que os manipulam, tendo por base os

seguintes dois critérios:

e Mais elevado nivel de contaminacéao (tedrico) por citotdxicos;

e Maior frequéncia do contato/manipulagéo pelos profissionais de saude.

3.5 Avaliacéo biolégica

A avaliacdo biologica da exposicdo foi efetuada através da realizacdo de dois
indicadores bioldgicos de genotoxicidade: o teste de micronucleos e o teste do

cometa.

As amostras de sangue periférico necessérias foram colhidas no inicio do turno de
trabalho e apds pelo menos 3 dias consecutivos de manipulacdo de citotoxicos e

processadas para obtencdo dos dois indicadores biologicos escolhidos.

3.5.1 Teste de micronucleos

O teste de micronudcleos em linfocitos de sangue periférico foi efetuado de acordo

com metodologia previamente descrita (Ladeira et al, 2011).

De forma resumida, a cada elemento do grupo de estudo e do grupo de controlo
foram recolhidos 10 cm?® de sangue periférico para tubos Falcon contendo heparina
(10 U por ml de sangue). A partir do sangue periférico foram isolados linfocitos com
recurso a um gradiente de concentracbes usando Ficoll-Paque Plus (Amersham
Biosciences), cultivados em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino (10%)
e antibiéticos (estreptomicina 50 ug/ml e penicilina 50 U/ml), estimulados com um
agente mitogénico (fito-hemaglutinina 10 ul/ml) e incubados em estufa a 37°C com
5% de CO2 durante 44 horas. Apos este periodo de estimulacéo a citocinese foi
bloqueada com um agente inibidor da polimerizagcédo dos filamentos de actina
(citocalasina 6 ul/ml) durante 28 horas. Finalmente os linfécitos foram recolhidos e
projectados em laminas de vidro com recurso a cytospin (Cyto-Tek® Sakura),
corados com a técnica de May-Griinwald Giemsa e observados por Axioskp40 com

O0leo de imersdo e ampliacdo 1000x por um UuUnico elemento da equipa de
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investigacdo. Foram analisadas 1000 células por cada individuo estudado, sendo o
sistema de contagem adotado o descrito por Fenech e colaboradores (Fenech et al,
1999).

352 Teste do cometa

O teste do cometa foi executado de acordo com o método descrito por Singh e
colaboradores (Singh et al., 1988).

Apbs isolamento dos linfécitos de sangue periférico conforme o descrito na sec¢éo
anterior, foi recolhido 1 ml de suspenséo e submetido a nova centrifugacéo seguida
de re-suspensdo em solucao de criopreservacédo (soro fetal bovino 90% e DMSO
10%) e colocacao imediata em gelo seco até ao armazenamento em arca frigorifica
a -80°C. Posteriormente as amostras foram submetidas a um processo de
descongelamento em banho-maria a 37°C seguido de homogeneizacdo e re-
suspensao em volume igual de PBS. De seguida foram centrifugadas a 1500 rpm a
4°C durante 5 minutos, re-suspendidas em PBS e contadas com recurso a um
hemocitdmetro e microscopio invertido (Zeiss Axiovert 40 CFL). De cada amostra
foram retirados 30 ul de células em suspenséo aos quais foram adicionados 140 ul
de agarose de baixo ponto de fus&o. 70 pl desta mistura foram colocados em dois
locais de laminas de vidro previamente adesivadas com agarose normal a 1%. Apds
as laminas estarem a 4°C foram removidas as lamelas e colocadas em solucdo de
lise (NaCL 2.5M, EDTA 0.1M, Tris 10mM e Triton X-100 1% a pH 10) durante 40
minutos. De seguida procedeu-se a electroforese nha mesma solu¢do durante 20
minutos a 20V, as laminas foram lavadas em PBS, agua destilada e etanol absoluto
e secas ao ar. Para visualizacdo as laminas foram coradas com DAPI 1 ug/ml e
montadas em lamelas 22x22 mm em cada gel. Foram estudadas 150 células por
cada individuo incluido no estudo utilizando um microscépio de fluorescéncia (Zeiss
Axio Scope Al, HXP 120C) e software adequado (Comet Assay IV da Perceptive
Instruments®). Como parametro indicativo do grau de lesdo do ADN foi usada a

percentagem de ADN na cauda do cometa (Albertini et al., 2000).
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3.6 Enquadramento Etico

3.6.1 Respeito pela autonomia e pelos principios da beneficéncia e ndo maleficéncia

— 0 consentimento informado

A experimentacdo feita com seres humanos, a despeito de ter contribuido para
melhorar a qualidade de vida do homem e a sua relacdo com o ambiente, foi exercida,
desde os primordios, muitas vezes de forma abusiva e atingiu um extremo no século
XX, nos campos de concentracdo nazis, onde 0s prisioneiros raciais, politicos e
militares foram colocados a disposicdo dos médicos para todo e qualquer tipo de
experimentacdo. O choque das imagens da Segunda Guerra Mundial produziu efeito
impar sobre a comunidade cientifica e a populacdo e conduziu aos famosos
julgamentos do Tribunal Militar Internacional de Nuremberga em 1946. Como
consequéncia deste processo foi elaborado em 1947 um documento, que ficou
conhecido como Cdédigo de Nuremberga (Tribunal Internacional de Nuremberga,
1947).

O Cddigo de Nuremberga é um conjunto de principios éticos que regem a pesquisa
com seres humanos e tem constituido, para além do primeiro documento deste tipo,
a grande fonte inspiradora de muita da posterior regulamentacdo na area da pesquisa
envolvendo seres humanos. A forca legal deste documento ndo foi no entanto
imediatamente estabelecida e incorporada pela comunidade dedicada a pesquisa
meédica pelo que muitos dos principios nele expressos s6 passaram a integrar de
forma efetiva a investigacdo médica muito mais tarde, nas décadas de 1960, através
da Declaracdo de Helsinquia redigida em 1964 pela World Medical Association
(WMA).

A Convencao sobre Direitos Humanos e Biomedicina adoptada pelo Conselho
Europeu em Oviedo (Conselho Europeu, 1997) inclui também alguns pontos
relevantes para o presente estudo nos aspectos referentes ao respeito pela

autonomia, nomeadamente:

“Artigo 2 — O interesse e bem-estar de um ser humano devem prevalecer sobre os

interesses da sociedade ou da ciéncia.
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Artigo 5 — Qualquer intervencao no ambito da salde s6 pode ser levada a cabo ap6s
consentimento livre e informado da pessoa. Esta deve ser previamente informada
sobre o0s objetivos e natureza da intervencdo bem como sobre as suas
consequéncias e riscos. A pessoa pode livremente retirar o seu consentimento em

qualquer altura.”

A Declaracdo Universal sobre Bioética e Direitos Humanos (Unesco, 2005)
reconhece que 0s rapidos progressos da ciéncia e suas aplicacfes tecnoldgicas
suscitam questdes éticas que devem ser examinadas com o devido respeito pela
dignidade da pessoa humana e o respeito universal e efectivo dos direitos humanos
e das liberdades fundamentais e proclama uma série de principios que afirmam de

forma idéntica que:

“Artigo 3° n° 2 - Os interesses e 0 bem-estar do individuo devem prevalecer sobre o

interesse exclusivo da ciéncia ou da sociedade.

Artigo 6° n° 2 - S6 devem ser realizadas pesquisas cientificas com o consentimento
prévio, livre e esclarecido da pessoa em causa. A informacdo deve ser suficiente,
fornecida em moldes compreensiveis e incluir as modalidades de retirada do

consentimento.”

Também a legislacao portuguesa prevé através da n° Lei 12/2005, de 26 de janeiro,
no seu Artigo 18° que “1. A colheita de sangue e outros produtos biologicos ... devem
ser objeto de consentimento informado separado ... para fins de investigacdao, em
gue conste a finalidade da colheita e tempo de conservacao das amostras e produtos

deles derivados.”

Um consentimento informado pressupde que o investigador deve fornecer aos
participantes no estudo informacdo sobre os seus objetivos, duracdo esperada,
procedimentos envolvidos e todas as utilizagbes que se pretendem dar ao material
recolhido. Esta informacdo deve ser o mais especifica possivel e ndo consistir

apenas em elementos genéricos.

Deve haver uma descricdo adequada dos potenciais riscos e dos beneficios
esperados. Deve ser especificamente descrita de que modo e até que ponto sera
mantida a confidencialidade dos dados que identificam os participantes. Deve ser
tornado claro que a participacao € inteiramente voluntaria e que o individuo se pode

retirar do estudo em qualguer momento que o deseje.

90



Foram estes os principais aspetos tidos em conta no desenho da metodologia
adotada relativamente a obtencdo do consentimento informado por parte dos
profissionais envolvidos, nomeadamente no enfase cuidadoso que se procurou dar
ao fornecimento de informacao suficiente e adequada e a possibilidade de discutir e
tirar davidas por contacto direto entre os trabalhadores e os investigadores

envolvidos neste estudo.

Apesar de este projeto ndo envolver propriamente experimentacdo em seres
humanos, envolve colheita de material biol6gico humano contendo ADN o que, como
discutido mais adiante, levanta sempre algumas questdes éticas particulares e

atualmente ainda controversas.

Para além do consentimento informado, a execucédo deste projeto esteve obviamente
dependente do parecer positivo fornecido pelas comissbes de ética das unidades

hospitalares envolvidas.

3.6.2 A colheita de material biol6gico humano

Segundo Allen (Allen et al., 2010), o material humano para fins de pesquisa pode ser
obtido em 4 grandes contextos: a) tecidos colhidos prospetivamente no ambito de um
projecto de investigacdo (que corresponderd ao presente caso); b) tecidos
remanescentes de amostras retiradas com objetivos clinicos; ¢) material de cadaver;

d) tecidos com potencial reprodutivo (esperma, oécitos embrides, tecido fetal).

Um dos assuntos mais controversos na atualidade tem a ver com os direitos
relacionados com a privacidade e a propriedade da informagédo genética, obtida a
partir de ADN colhido dos individuos. O material genético, com as particularidades
gue apresenta em termos de potencial fonte de informacédo, que o distinguem de
todos os outros tipos de material biolégico, devera sem davida ser alvo de especial

atencao e protecao.

Em termos de direito de propriedade, tem sido considerado controverso se este
devera ser aplicado, ja que existe um receio fundamentado de que tal possa interferir

com a livre pesquisa e o0 progresso cientifico e em ultima analise com o bem comum.

No caso da privacidade, o respeito pelo principio ético da autonomia exige que a

informacédo seja tratada como confidencial, respeitando o direito de o individuo
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determinar como quer que a informacgdo proveniente do seu material genético seja
utilizada. A escolha do modo como esta confidencialidade sera mantida, no entanto,

podera ser variavel consoante a situagdo em causa.

hY

O direito a privacidade e o respeito pela autonomia podem efetivamente ser
assegurados por outros meios que nao o direito de propriedade, como sejam 0
consentimento informado, que garante que o individuo € informado e autoriza 0 modo
como é utilizado o seu material genético (Spinello, 2004). Com efeito, a necessidade
de obter consentimento informado reconhece implicitamente algum tipo de direito de
propriedade e confere algum grau de protecéo, perspetiva que foi adotada no

presente estudo.

A incluséo no estudo dos profissionais de saude bem como dos voluntarios do grupo
de controlo foi precedida em todos os casos pelo fornecimento de informacao

detalhada e pela obtenc&o de consentimento informado escrito.

3.6.3 A confidencialidade dos dados recolhidos e a garantia de acesso aos dados

por parte dos individuos envolvidos no estudo

A Lei n°® 12/2005, de 26 de janeiro, contem diversos artigos relevantes que
consagram o direito a confidencialidade dos dados obtidos e regulamentam o modo
pelo qual estes podem ser acedidos ou ndo (quer por terceiros quer pelos préprios

titulares dos dados), nomeadamente:

“Artigo 2° - Informacdo de saude - ... abrange todo o tipo de informacéo directa ou
indirectamente ligada a saude, presente ou futura, de uma pessoa ... e a sua historia

clinica e familiar.

Artigo 3° - Propriedade da informacéo de saude — 1. A informacéo de saude, incluindo
os dados clinicos registados, resultados de analises e outros exames subsidiarios,
intervencdes e diagndsticos, é propriedade da pessoa ... 2. O titular da informacéo
de saude tem o direito de, querendo, tomar conhecimento de todo o processo clinico
gue Ihe diga respeito ... 3. O acesso a informacéo de saude por parte do seu titular

... e feito através de médico com habilitacéo proépria ...

Artigo 4° - 4. O acesso a informagéo de saude pode, desde que anonimizada, ser

facultado para fins de investigacdo. 5. A gestdo dos sistemas que organizam a
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informacdo de salude deve garantir a separacdo entre a informagcdo de saude e
genética e a restante informacao pessoal, designadamente através da definicdo de

diversos niveis de acesso.

Artigo 6° - 3. A informacdo genética reveste natureza médica apenas quando se
destina a ser utilizada nas prestacfes de cuidados ou tratamentos de saude, no
contexto da confirmacdo ou exclusdo de um diagndéstico clinico, no contexto de
diagndstico pré-natal ou diagndstico pré-implantatério ou no da farmacogenética ...
7. A utilizacao de informacéo genética é um acto entre o seu titular e o médico, que
€ sujeito as regras deontoldgicas de sigilo profissional dos médicos e dos restantes

profissionais de saude.”

De acordo com esta nocao, o material bioldgico humano recolhido neste projecto nao
entrara no ambito do que é considerado “informagao genética de natureza médica”
pelo que nédo sera, abrangido pelo artigo 7° da Lei n°® 67/98 sobre tratamento de dados
sensiveis, que obriga a notificagdo a Comissdo Nacional de Protecédo de Dados. Os
resultados obtidos, no entanto, configuram uma base de dados abrangida pela Lei n°
67/98, de 26 de outubro, (Lei de Proteccdo de Dados Pessoais) que contém diversos

pontos importantes relativos e aplicaveis a esta matéria, nomeadamente:

“Artigo 3° - a) Dados pessoais: qualquer informacdo de qualquer natureza e
independentemente do respectivo suporte ... relativa a uma pessoa singular
identificada ou identificavel (titular dos dados) ... b) Tratamento de dados pessoais:
gualquer operagao ou conjunto de operagbes sobre dados pessoais ... c) Ficheiro de
dados pessoais: qualquer conjunto estruturado de dados pessoais ... d) Responsavel
pelo tratamento: a pessoa singular ou colectiva ... ou qualquer outro organismo que,
individualmente ou em conjunto ... determine as finalidades e os meios de tratamento
dos dados pessoais ... h) Consentimento do titular dos dados: qualquer manifestacao
de vontade livre, especifica e informada nos termos da qual o titular aceita que os

seus dados pessoais sejam objeto de tratamento.

Artigo 5° - 1. Os dados pessoais devem ser: b) recolhidos para finalidades
determinadas, explicitas e legitimas ... ¢) Adequados, pertinentes e ndo excessivos
relativamente as finalidades para que sao recolhidos ... €) Conservados de forma a
permitir a identificacdo dos seus titulares apenas durante o periodo necessario para

a prossecucédo das finalidades da recolha ou do tratamento posterior. 3. Cabe ao
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responsavel pelo tratamento assegurar a observancia do disposto nos numeros

anteriores.

Artigo 6° - Condigdes de legitimidade do tratamento de dados: O tratamento de dados
pessoais sO pode ser efectuado se o seu titular tiver dado de forma inequivoca o seu

consentimento ...

Artigo 10° - Confere ao titular dos dados o direito de informacao sobre a) identidade
do responsavel pelo tratamento ... b) finalidades do tratamento ... c) destinatarios
dos dados, caracter obrigatdrio ou facultativo da resposta, condi¢cdes do direito de

acesso e retificacao.

Artigo 11° - Confere ao titular o direito de acesso a informacao sobre os seus dados,
por parte do responsavel pelo tratamento, livremente e sem restricbes, com

periodicidade razoavel e sem demoras ou custos excessivos.

Artigo 14° - 1. O responsavel pelo tratamento deve pér em pratica as medidas

técnicas e organizativas adequadas para proteger os dados pessoais ...

Artigo 17° - Sigilo Profissional — 1. Os responsaveis do tratamento de dados pessoais
bem como as pessoas que, no exercicio das suas fun¢bes tenham conhecimento dos
dados pessoais tratados ficam obrigados a sigilo profissional, mesmo apés o termo

das suas fungées.”

A Convencao sobre Direitos Humanos e Biomedicina adoptada pelo Conselho
Europeu em Oviedo (Conselho Europeu, 1997) inclui também alguns pontos

relevantes sobre aspeto nomeadamente:

“Artigo 10 — 1. Todos os individuos tém direito ao respeito pela sua vida privada
relativamente a informacao respeitante a sua saude. 2. Todos tém o direito a
conhecer qualquer informacéao recolhida sobre a sua saude, mas o desejo de néo ser

informado também deve ser respeitado.”

Também a Constituicdo da Republica Portuguesa reconhece no Artigo 35° que
“Todos os cidadaos tém o direito de acesso aos dados informatizados que lhes digam
respeito, podendo exigir a sua retificacdo e atualizacéo, e o direito de conhecer a

finalidade a que se destinam, nos termos da lei”.
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Tendo em conta estes aspetos, todos os dados obtidos no ambito do estudo foram

mantidos estritamente confidenciais, nos termos previstos na legislacao.

Os resultados sobre as medi¢cdes ambientais e os resultados dos exames biologicos
de grupo foram livremente fornecidos aos profissionais envolvidos bem como as
entidades hierarquicamente competentes, de modo a servirem de orientacdo em

termos de avaliacdo correta dos riscos e tomada de medidas preventivas.

3.6.4 A difusdo e partilha dos resultados

O progresso cientifico € uma atividade cumulativa, em que cada nova descoberta
tem como ponto de partida os dados obtidos por investigadores anteriores. Tal
implica que os investigadores tém, perante as geracbes futuras, uma
responsabilidade acrescida. A descricdo dos procedimentos adotados deve ser
suficientemente precisa e detalhada para permitir ndo apenas avaliar a validade dos
resultados obtidos, mas também reproduzi-los. Qualquer investigador tem a
obrigacdo de manter um registo preciso, correto, detalhado e acessivel que permita
a outros investigadores verificar e, se necessario, reproduzir os resultados obtidos.

O dever de partilha € um dos fundamentos basicos da comunidade cientifica.

Os beneficios do trabalho cientifico devem estender-se para além da comunidade
cientifica e abranger a sociedade em geral. Os resultados obtidos podem ter um
impacto direto e imediato sobre os profissionais incluidos e sobre outros exercendo
atividades afins. Podem ser (e € nosso objetivo que sejam) utilizados para tomar
decisbes informadas sobre a melhor maneira de reduzir o risco para a saude

associado a exposicéo ocupacional a farmacos citostaticos.

A inclusdo no projeto das unidades hospitalares foi precedida de um contato formal
prévio por escrito com a respetiva Administracdo, através de uma carta de
apresentacdo contendo uma nota informativa sobre o estudo, seus objetivos,
metodologia e resultados esperados. Adicionalmente foi contatado pessoalmente o
elemento/equipa responsavel pela Saude Ocupacional da respetiva unidade
hospitalar a quem foi pedida a participagdo no projeto e entregue uma versao

resumida do mesmo.

95



Apo6s a sua conclusao os resultados globais nédo individualizados foram fornecidos a
administracdo de ambas as unidades hospitalares incluidas bem como ao servico de
higiene e seguranca, responséavel pela vigilancia ambiental, e ao médico do trabalho,
responsavel pela vigilancia da satude dos trabalhadores estudados.

3.7 Analise estatistica

Os dados recolhidos foram analisados usando o software PASW, versao 18.0 para

Windows® da Microsoft International®.

Foi efectuada primeiro a estatistica descritiva, sendo as variaveis categoricas
caracterizadas com recurso a tabelas de frequéncias e graficos de barras e as
varidveis numéricas através de medidas de tendéncia central (média e mediana),

medidas de disperséo (desvio padrao) e histogramas.

De seguida procedeu-se a analise bivariavel. A normalidade de distribuicdo dos
dados foi testada com recurso ao teste de Kolmogorov-Smirnoff. As variaveis
categoricas foram comparadas entre si com recurso ao teste do Qui quadrado ou ao
teste exacto de Fisher. Para comparacao entre variaveis categéricas e variaveis
numeéricas recorreu-se ao teste t de student ou ao teste de Mann Whitney, de acordo
com a normalidade ou ndo da distribuicdo dos dados. De modo similar as variaveis
numeéricas foram comparadas entre si recorrendo aos testes de correlacdo de
Pearson ou de Spearman, consoante a distribuicdo dos dados era ou ndo normal. A
aplicacdo destes testes incluiu sempre uma analise grafica da distribuicdo dos dados

a ser apresentanda juntamente com 0S mesmaos.

O nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).

96



4. RESULTADOS

4.1 Anadlise das situacdes de trabalho (unidade A)

A analise de trabalho efetuada conjugou conhecimentos da area da Medicina do
Trabalho e da area de Farmacologia. Implicou diversas deslocacfes conjuntas de
dois elementos da equipa de investigacao (médico do trabalho e elemento da equipa
de investigacdo ligada a &rea da farmacia), um inquérito especifico sobre as
actividades de preparacdo e administracdo de citostaticos e o preenchimento
independente pelos 2 elementos da grelha de observacao da atividade de trabalho,

registando aspetos diferentes e complementares.

Por perda do elemento da equipa ligado a area de farméacia ndo foi possivel
reproduzir a andlise efectuada na segunda unidade hospitalar estudada. Os
resultados da andlise na primeira unidade (unidade A) sdo no entanto ricos e
informativos, fornecendo dados extremamente importantes para o objetivo deste
trabalho e ilustrando bem a utilidade desta metodologia na caracterizacdo de

gualquer exposicédo ocupacional.

4.1.1 Breve descricdo dos espacos de trabalho

A manipulacéo de citotoxicos na unidade hospitalar estudada inclui diversas etapas:
rececao -» transporte interno - armazenamento - preparacdo - administracéo -
limpeza e lavagem de superficies, equipamentos e roupas contaminadas ->

eliminacgéo de residuos (Figura 1).

Embora as areas da preparacao e administracdo sejam as mais criticas em termos
de risco de exposicao dos trabalhadores, ao longo de todo o circuito pode existir
contaminacgao e outros grupos profissionais que nao os diretamente ligados a estas
duas atividades podem estar expostos a citostaticos. Esta exposi¢cao ocorre de modo
desconhecido, dado este circuito ndo ter sido delineado nem alvo de nenhum estudo

especifico.

Numa primeira fase procuramos assim delinear qual o circuito seguido dentro da

unidade hospitalar pelos farmacos citostaticos e recorremos a ISOPP Audit Tool que
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inclui um inquérito dirigido e sistematizado sobre como decorre a manipulacéo dos

farmacos citotoxicos atraves de todas estas etapas.

Engloba itens que procuram avaliar:

e As normas e procedimentos de seguranca visando a protecdo da saude dos

trabalhadores;

e O cuidado posto na qualidade e no controlo do produto final visando a

protecdo da saude do doente que vai receber os farmacos citotoxicos.

Estes itens sao analisados desde a fase inicial de rececao destes agentes até a fase

final de eliminacdo de residuos. Incluem também os procedimentos para limpeza de

superficies e equipamentos e lavagem da roupa contaminada.

O circuito encontra-se esquematizado na figura abaixo:

Figura 1 - Circuito seguido pelos farmacos citostaticos na unidade hospitalar A

Rececdo dos farmacos
citotoxicos

Entrega das
preparagdes para
administracao

U

=

=

Administracdo
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Lavagem de roupa
contaminada

Transporte interno

=

Armazenamento
(Gabinete de
armazenamento)

<

Preparagao

=

Transporte até a
Unidade de Preparagdo

< >

Eliminagao de
residuos

Limpeza e descontaminacgdo de

superficies e equipamentos

A ISOPP Audit Tool avalia cada um destes passos e permite detetar pontos criticos

em termos de potencial exposi¢cao dos trabalhadores, merecedores de intervencoes

preventivas.
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Dentro deste circuito, a preparacdo € sem duvida a etapa mais critica do ponto de
vista de exposicdo dos trabalhadores a estes agentes quimicos. E também, no
entanto, aquela que é alvo de maior regulamentacdo e de maiores medidas de

protecéo coletiva.
De acordo com as normas recomendadas pela ISOPP:

e A preparacdo deve ser realizada em areas limpas com entrada controlada por
zonas estanques (air lock) destinadas aos profissionais e materiais utilizados;
e As zonas de preparacdo devem ser mantidas com um padrdo de limpeza
adequado e o ar fornecido deve ser filtrado por filtros de eficiéncia adequada;
e Os varios procedimentos associados a preparacdo devem ser realizados em
areas separadas dentro da area limpa, cada uma com as caracteristicas
requeridas — cada procedimento exige um nivel adequado de limpeza
ambiental de modo a minimizar o risco de contaminacdo por particulas e

microbioldgica dos produtos e materiais que estdo a ser manipulados.

Os varios procedimentos envolvidos na preparacdo assética de medicamentos
(preparacdo do material, colocacdo do equipamento de protecdo individual e
preparacao propriamente dita) devem ser realizados em areas separadas. Estas
areas sao classificadas de acordo com as caracteristicas requeridas para o0 meio
ambiente. Para a preparacdo de medicamentos estéreis podem ser distinguidos 4

niveis:

Nivel A: local para operagfes de alto risco. Condi¢Bes atingidas por fluxo de ar

laminar homogéneo de 0,45m/s + 20%. Destina-se a:

e Preparagcado de medicamentos (reconstituicdo, diluicdo, medicao de volumes,
expulsdo de ar de seringas contendo medicamentos);
e Rotulagem primaria;

e Eliminacéo de residuos (tipo 1V)
Nivel B: Background para zona de nivel A, destinado a apoio.

Niveis C e D: Areas semilimpas para executar etapas menos criticas da producéo

de medicamentos estéreis nomeadamente:

No Nivel C:
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e Colocacgéao de EPIs;

e Lavagem das maos.

No Nivel D:

e Preparagdo dos tabuleiros;

e Preparacdo das malas para transporte dos medicamentos preparados.

Figura 2 - Circuito de medicamentos e ar recomendado para a zona de preparacao de

medicamentos citotoxicos
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Para além dos requisitos globais para todas as preparacdes estéreis, € necessario
ter em conta que a preparacdo de citostaticos requer cuidados adicionais devido ao

seu potencial de efeitos adversos para a saude do trabalhador, incluindo:

e Centralizacédo da preparacao;

e Diferencial de presséo negativo entre a sala de preparacao (B) e a antecamara
(©);

e Definicdo de circuitos de entrada e saida de material da sala limpa;

¢ Armazenamento numa sala separada, com um diferencial de pressao negativo

relativamente a area adjacente.

e Utilizacdo de equipamentos de protecao coletiva e individuais adequados.

Na unidade hospitalar A a preparacao de citostaticos para administracdo em regime

ambulatorio de hospital de dia € feita numa unidade da farméacia central que fica
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adjacente a este, num espaco fisicamente separado da farmacia hospitalar,
reduzindo o risco de contaminacdo cruzada e possibilitando a preparacdo dos

farmacos mais proxima do local de administragdo aos doentes.
A unidade de preparacao é constituida por 4 zonas distintas:

» Zona suja (Nivel D) — area onde sdo armazenadas as bolsas e bombas de
perfuséo e os frascos de solu¢Bes de diluicdo e solventes. Esta equipada com
2 frigorificos para armazenamento de citotoOxicos que necessitem de
refrigeracao. Existem 2 kits de emergéncia para extravasao de citotoxicos. Os
citotéxicos que ndo necessitam de refrigeracdo sado armazenados num
gabinete de apoio que n&o apresenta nenhum gradiente de presséo
relativamente ao ambiente circundante. Neste gabinete existe um posto de
trabalho com uma secretaria e um computador.

» Zona semilimpa (Nivel C) — area onde sédo guardados e colocados os EPIs.
Ajuda a garantir a manutencao do diferencial de pressdes entre a zona limpa
€ a zona suja uma vez que se encontra entre ambas e uma das suas portas
sO deve ser aberta se a outra estiver fechada, evitando o deslocamento de ar
entre as zonas. Para garantir este procedimento, as portas possuem um
codigo de abertura e um sinal luminoso vermelho ativado enquanto decorre a
preparacao de citotéxicos na zona limpa impedindo que a porta seja aberta
em plena manipulacgéo.

» Zona limpa (Nivel B) — sala circundante as duas CFALV (camaras de fluxo
aéreo laminar vertical). Equipada com uma bancada de inox serve para
armazenamento de algum material de apoio a preparacéo, elaboracao dos
tabuleiros e rotulagem secundaria dos medicamentos preparados. Existe uma
grande movimentacgao de pessoas podendo perturbar o fluxo de ar. Nesta area
sd0 monitorizados continuamente os valores de presséo, temperatura e
humidade. Possui dois transfers: um destinado a transferéncia de material e
medicamentos entre a zona semi-limpa e a zona limpa (transfer 1) e outro a
transferéncia dos medicamentos ja preparados para a sala de administracao
(transfer 2). Os recipientes de residuos sao retirados da zona limpa pelo
mesmo transfer pelo qual entram (transfer 1).

» CFALV = Camaras de Fluxo Aéreo Laminar Vertical (Nivel A) - Existem duas
camaras de seguranca biologica classe Il tipo B2 (Galvdo H, 2005). A

desinfecdo é realizada diariamente, mas a limpeza (descontaminacéo) €
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apenas semanal. A preparacéo € efetuada com recurso a spikes (sistemas de
libertacdo de pressdo usados para a reconstituicdo e extracdo seguras de

citotéxicos, reduzindo o gradiente de pressdo entre o frasco e a seringa).

Figura 3 - Representacdo esquematica da unidade de preparacao de
medicamentos citotdéxicos do hospital estudado
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Relativamente a area de administracdo, existem duas salas interligadas de

administracdo de citotoxicos por via endovenosa em regime ambulatério, uma
contendo camas e outra contendo cadeirdes. As duas séo interligadas por um
corredor a meio do qual se situa o sistema de transfer que permite a entrega das
misturas para infusdo da sala de preparacdo para a zona de administracdo. O
transfer possui duas portas, uma interna através da qual os profissionais de farmacia
colocam a mistura preparada na prateleira do transfer, e outra externa através da

gual os enfermeiros a retiram. As duas portas nunca sao abertas em simultaneo.

4.1.2 Estudo da atividade de trabalho

Preparacgéo:

Na unidade hospitalar em que foi efetuada analise do trabalho sdo preparadas cerca
de 60 misturas de citotoxicos por dia sendo os citostaticos mais utilizados o 5-

fluoruracilo, a ciclofosfamida, a doxorrubicina, a oxaliplatina e o irinotecano.
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A preparacdo € assegurada por uma equipa de 5 técnicos de farmacia e dois
farmacéuticos no horario entre as 7.30h e as 19.00h, existindo para além de um
intervalo de uma hora para almoco, trés pausas de 20-30 minutos as 10.00h, as
15.00h e as 17h. Os profissionais rodam na funcéo de preparacdo de citotoxicos de
6 em 6 meses, estando envolvidos no total na manipulacdo destes farmacos 14

técnicos de farmacia e farmacéuticos.

Administracao:

A administracdo de citotoxicos aos pacientes € assegurada por uma equipa de 11
profissionais de enfermagem que trabalham em 2 turnos rotativos de 8 horas cada,

estando presentes em cada turno 5 enfermeiros.

Embora teoricamente seja uma atividade de menor risco quando comparada com a
preparacdo, a regulamentacdo e os cuidados em termos de equipamentos de
protecdo coletiva e individual sdo muito menos rigorosos. Nao existem
procedimentos nem regulamentos escritos nem é dada a mesma atencéo a formacao

e informacao dos profissionais de enfermagem que a dos técnicos de farmacia.

Limpeza:

Outra atividade particularmente importante a ter em conta € a descontaminacgéo e
desinfecao das zonas de manipulagcdo, quer seja a zona de preparacao quer seja a
zona de administragdo. A eficacia da remocgao de residuos citotoxicos durante a
limpeza de superficies € poucas vezes questionada. Idealmente, a descontaminagao
deve envolver a remocédo fisica das particulas de uma superficie bem como a
decomposicdo do farmaco em compostos menos toxicos. Devido a diversidade de
estruturas quimicas e ao facto de nenhum agente Unico ser conhecido por desativar
todos os farmacos citotoxicos, em muitos casos a descontaminacéo esta limitada a
remogdo mecanica das particulas de uma superficie ndo descartavel para uma
superficie descartavel, ou seja, a limpeza da superficie de trabalho com um agente

de limpeza.

O National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) recomenda que

todas as superficies sejam descontaminadas de acordo com um protocolo, que inclui
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um agente de desativacdo apropriado (NIOSH, 2004). O agente usado deve, de

preferéncia, demonstrar remocao/degradacéo da contaminacéo quimica e bioldgica.

Atualmente, a pratica mais comum consiste em limpar a superficie com agua e
detergente, fazendo uma lavagem completa, seguida de desinfe¢cdo com &lcool a
70%.

Na unidade hospitalar A apenas as CFAVL e as bancadas da zona limpa sé&o
desinfetadas e descontaminadas pelos técnicos de farmacia. As restantes
superficies e equipamentos da zona de preparacdo bem como todas as areas da
zona de administracdo séo limpas por profissionais de limpeza de uma empresa

externa contratada para este efeito.

Os resultados pormenorizados da aplicacdo da ISOPP Audit Tool e da observacéo
da atividade de trabalho com registo em grelha prépria encontram-se discriminados
nos anexos 6 e 7, respectivamente. Os resultados considerados mais relevantes para

efeito deste estudo serdo de seguida descritos de forma sumaria.

4.1.2.1 Resultados mais relevantes da aplicacdo da ISOPP Audit Tool do

ponto de vista da Saude Ocupacional

Os resultados detalhados podem ser consultados no anexo 4; foram revelados

achados que consideramos particularmente importantes em 9 dos 17 itens:

Transporte

Os citotoxicos ndo sao adquiridos preferencialmente a fabricantes com recipientes
protegidos ou inquebraveis, pelo que ha risco de quebra com fuga do produto quer
durante o transporte externo, quer durante a rececdo, quer durante o transporte

interno e manipulacao inicial.

Porque os citotoxicos sao transportados internamente na embalagem original, seria
interessante testar o exterior destas embalagens dado existirem diversos estudos

publicados a demonstrar contaminagéo a este nivel.
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Durante o transporte interno ndo existe kit para extravasdo de citotoxicos, o que
aumenta o risco de contaminacdo para os trabalhadores em caso de quebra dos

recipientes.

Adicionalmente, os trabalhadores responsaveis pelo transporte interno ndo recebem

qualquer formagéo nem treino especifico para lidar com citotoxicos.

Educacéo e treino

S6 existe um programa de formacao especifico e documentado para os profissionais
da farmacia, ndo existindo nada semelhante dirigido a médicos, enfermeiros,
auxiliares e pessoal responsavel pela limpeza. Nao é feita a avaliacdo da capacidade
de cada trabalhador para manipular farmacos sem ocasionar contaminacao de si

préprio e do meio circundante (teste de validacdo com fluoresceina).

Condicdes para garantir a esterilidade das preparacdes

Embora a maior parte dos aspetos focados neste item diga respeito a garantir a
gualidade e esterilidade do produto e assim a seguranca do doente que o vai receber,
alguns aspetos relacionam-se também com a saude dos trabalhadores que fazem as

preparacgoes.

Assim, o facto de na zona de preparacéo nao ser efetuada nenhuma monitorizagao
regular da contagem de particulas no ar, da velocidade do ar e da integridade do filtro
HEPA favorece a contaminacéo aérea e de superficies e equipamentos de trabalho

ao nivel da propria camara.

CFALV

N&ao existe tubagem independente para entrada e saida de ar da camara. A camara
nao estéa ligada 24h por dia 7 dias por semana. Tais factos mais uma vez favorecem

a contaminacao das proprias superficies internas da camara.
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Preparacfes nao estéreis

N&o sado feitas em local préprio, destinada apenas a este fim, o que favorece a
contaminacao cruzada com outros locais de trabalho. Nao séo efetuadas numa BSC
(Biological Safety Cabinet) de tipo Il e o local onde séo feitas ndo tem pressao
negativa relativamente ao ambiente circundante. O risco de contaminagdo dos

trabalhadores durante a manipulacéo deste tipo de preparacdes €, portanto, elevado.

Limpeza

A limpeza é feita por uma empresa externa, utilizando pessoal com elevada
rotatividade e sem formac&o especifica sobre citostaticos. E feita sem a utilizacdo de
todos os equipamentos de protecdo necessarios nomeadamente mascara, luvas e
oculos. Os trabalhadores da limpeza, que ndo séo alvo do presente estudo dado ndo
pertencerem aos quadros das unidades hospitalares, estardo assim sujeitos a um

risco elevado de contaminacao.

Residuos

Existem circuitos e contentores proprios para residuos resultantes da quimioterapia,
mas nao para lidar com fluidos corporais ou roupas da cama dos doentes tratados.
N&o existem procedimentos especificos para lidar quer com os fluidos corporais quer
com as roupas dos cadeirbes e camas contaminadas com as secrec¢des dos doentes

a quem foram administrados citostaticos.

Lavandaria

A roupa dos doentes tratados com citostaticos ndo € separada nem identificada,
seguindo juntamente com a restante roupa do hospital e ndo sofrendo nenhum
programa de pré-lavagem especifico na lavandaria. Os trabalhadores que lidam com
estas roupas, desde a recolha até ao processamento na lavandaria fazem-no sem
luvas e sem sequer terem conhecimento de que estdo a lidar com roupas

contaminados por citostaticos.
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Gestao do risco

N&o estdo identificadas nem assinaladas todas as areas da instituicdo que possam
eventualmente ser alvo de contaminacdo, desde a rececdo até a eliminacdo de
residuos. Nao séo feitas regularmente nem wipe samples nem colheitas de ar para
pesquisa de citostaticos em nenhum ponto do circuito de citotoxicos, incluindo as

areas mais criticas como a preparacao e a administracao.

Para além da aplicacdo da ISOPP Audit Tool, que corresponde a um questionario
preenchido por entrevista direta entre um dos investigadores e quer o responsavel
hierarquico da farmacia designado para a area de citostaticos, quer a enfermeira
chefe responsavel pelo hospital de dia, recorremos como ja referido a observacéo
directa da atividade de trabalho em ambas as areas com registo numa grelha
construida para o efeito pela equipa de investigacdo, complementada sempre que
necessario com entrevistas diretas aos trabalhadores observados. As observacfes

constantes desta grelha podem ser consultadas no anexo 5.

41.2.2 Resultados mais relevantes do registo na grelha de observacéo

Os trabalhadores da zona de preparacdo usam dois pares de luvas durante a
preparacdo das misturas de citotdxicos, mas ndo os trocam de 30 em 30 minutos
mudando-0s apenas na altura das pausas programadas (aproximadamente de duas

em duas horas).

7

A CFALV ndo é usada exclusivamente para a preparagdo de citotoxicos, mas
também para a preparacdo de anticorpos monoclonais, o que pode originar
contaminacao cruzada para diversas partes do hospital, tanto mais que néo é feita

regularmente descontaminacé&o nem validagdo quimica da camara.

Na zona de administracdo, antes de retirar a mistura de citotoxicos o enfermeiro
coloca um par duplo de luvas de nitrilo, abre a porta externa do transfer, pega no
saco de infuséo e liga-o a linha endovenosa do paciente, regulando a bomba infusora
para a velocidade de administracdo pretendida. Imediatamente apos, o duplo par de

luvas é descartado para um contentor proprio para residuos do tipo IV.
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E relativamente frequente, no entanto, enquanto decorre a infusdo, ser necessario
executar ajustes no painel de controlo da bomba infusora e este procedimento é

efectuado sem luvas.

Quando termina a infusdo, o enfermeiro volta a colocar um par duplo de luvas de
nitrilo e retira a preparagao juntamente com a linha endovenosa, descartando todo o
conjunto para o contentor de residuos ja mencionado, apds o0 que retira as luvas

usadas e as coloca no mesmo contentor.

Tanto na zona de preparacdo como na zona de administracdo a limpeza €
assegurada por uma empresa externa prestadora de servi¢os; a Unica exce¢do sao
a CFALYV e as bancadas da zona limpa, cuja limpeza e desinfecao esta a cargo dos

préprios profissionais de farmacia.

Os trabalhadores responsaveis pela limpeza ndo recebem nenhuma formacéo
especifica relativa aos farmacos citotoxicos nem aos procedimentos corretos a adotar

para a limpeza de superficies e equipamentos onde estes sdo manipulados.

A desinfecdo da CFAVL é feita diariamente, mas a descontaminacdo apenas uma

vez por semana. A parte inferior da CFALV néo é limpa regularmente.

As prateleiras e armarios de armazenamento nao sao limpos de forma regular, sendo

as embalagens retiradas destes locais sem luvas ou outro equipamento de protecéo.

Os baldes e esfregonas usados na limpeza diaria dos pavimentos das zonas de
preparacdo e administracdo ndo s&do usadas exclusivamente para este fim,
levantando a possibilidade de disseminacdo da contaminacdo por citostaticos ao

limpar outras zonas do hospital.

N&o é feita validacdo quimica dos procedimentos de limpeza, nem na zona de

preparacao (incluindo CFAVL) nem na de administracao.

Na zona de administracao os trabalhadores descartam os dois pares de luvas logo
apos o contacto directo com as misturas de citostaticos, mas tocam posteriormente

em diversas superficies potencialmente contaminadas sem luvas.

O facto de ndo serem usadas batas descartaveis nem protetores para 0s sapatos

associa-se a risco de contaminacgéo de outros locais do hospital.
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Os procedimentos de limpeza sdo apesar de tudo mais exigentes na area de
preparacdo quando comparados com os da area de administracdo. Nesta ultima
todos os procedimentos de limpeza sdo assegurados pela empresa externa que
apenas limpa de forma regular (diariamente) os pavimentos. Nao h& limpeza regular

de paredes, tetos, bancadas, cadeiras, portas ou equipamentos.

A roupa dos cadeirbes e das camas € removida por auxiliares sem luvas e segue,
sem nenhuma identificacdo, juntamente com a restante roupa do hospital, sendo

Sujeita aos mesmo processos de lavagem que esta.

Todas estas observacdes indicam que, caso exista contaminacdo de superficies
consoante demonstrado em estudos similares ao nosso, ha seguramente exposicao
cutanea dos trabalhadores quer na area de preparacao quer, sobretudo, na area de
administracdo de citostaticos com o consequente risco de absorcao e de efeitos

bioldgicos.

4.1.2 Estudo da contaminacdo ambiental

O estudo da contaminagao ambiental foi efetuado por wipe sampling nos hospitais A
e B. Embora como vimos na seccéo anterior exista todo um percurso passivel de
contaminacao por estes agentes dentro de qualquer unidade hospitalar, neste estudo
inicial procuramos concentrar a avaliagdo nas zonas de maior risco e mais estudadas

por outros autores - as areas da preparacao e da administracao.

No hospital A os citotoxicos para administracdo sdo preparados numa pequena
unidade de farmacia distinta da farmacia central e localizada em contiguidade fisica
com o hospital de dia onde é feita a administracdo aos pacientes. A unidade de
preparacdo foi detalhadamente descrita como parte da analise do trabalho feita
inicialmente e esta ligada a zona de administracdo por um sistema de transfer com
duas portas, sendo os sacos de infusdo colocados na prateleira do transfer pelos
técnicos de farmacia. Depois de fechada a porta interna, um profissional de
enfermagem abre a porta externa e retira 0 saco transportando-o num tabuleiro até
ao local de administracdo ao paciente. O hospital A € um hospital geral, sendo a
oncologia uma das diversas especialidades que o integram.
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No hospital B os citotoxicos sédo preparados na farmacia central e transportados até
ao hospital de dia em contentores. A unidade de preparacao da farmacia central tem
basicamente as mesmas caracteristicas descritas para o hospital A, mas possui trés
camaras classe Il em vez de duas. Adjacente a unidade de preparacdo existe um
gabinete de verificacdo, inexistente no hospital A, contendo algumas bancadas de
apoio, secretarias, cadeiras, um computador e uma calculadora onde as preparacoes
finalizadas séo verificadas antes de serem embaladas para expedi¢éo para o hospital
de dia. Os procedimentos adotados pelos profissionais de enfermagem no hospital
de dia sdo semelhantes aos descritos para o hospital A, com a diferenca de que as
preparagfes ndo sdo recolhidas atraves de um sistema de transfer, mas sim retiradas
dos contentores de transporte. O hospital B € um hospital oncoldgico, dedicado
exclusivamente ao tratamento e seguimento de pacientes com cancro, pelo que
apresenta muito maior volume de preparacdes efetuadas e de doentes tratados por
unidade de tempo, justificando 0 nimero muito superior de amostras colhidas a este

nivel.

Foram recolhidas no total 327 amostras (67 no hospital A e 260 no hospital B) ao
nivel das superficies consideradas mais relevantes das areas de preparacdo e
administracao, de acordo com os critérios definidos, apds uma analise preliminar dos

espacos e da atividade de trabalho dos diferentes profissionais.

Para efeitos deste estudo, considerou-se positiva qualquer amostra em que fosse
detetavel a presenca de pelo menos um dos 3 citotoxicos usados como indicativos
(5-fluoruracilo, ciclofosfamida ou paclitaxel); nalguns casos apenas se conseguiu
detetar a presenca do farmaco (ALQ — Abaixo do Limiar Quantificavel); noutros este

existia em quantidade suficiente para ser quantificado.

De acordo com este critério foram positivas 238 das 327 amostras (73%), das quais
121 (37%) contendo citotdéxico em quantidade suficiente para quantificacdo. Na
apresentacao dos resultados indica-se, para cada superficie/equipamento, o valor

mais elevado de citotdxico detetado.
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Quadro 6 -Resultados da contaminacéo de superficies no hospital A (67 amostras)

Unidade Superficie/Equipamento Resultado
Armazenamento
- prateleiras 78,8 ng/cm?
- macanetas das portas ND
Sala semilimpa
- bancadas de trabalho ALQ
- tabuleiros 15,8 ng/cm?
Preparacdo | Salalimpa

(40 amostras) | - bancadas de trabalho ND
- tabuleiros ND
- macanetas das portas ND
Transfer
- macaneta da porta interna 13,7 ng/cm?
- prateleira ND
Transfer

Administracdo | - macaneta da porta externa ALQ

(27 amostras) | - prateleira 15,2 ng/cm?
Mesas de trabalho 60,5 ng/cm?
Bombas infusoras 5,8 ng/cm?

ND = Nao Detectavel; ALQ = Abaixo do Limiar Quantificavel; para as quantidades
quantificaveis usou-se 0 maior valor detetado
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Quadro 7 -Resultados da Contaminacéao de Superficies no Hospital B (260 amostras)

Administracao

(115 amostras)

- carrinhos de apoio
- cadeirdes (bragos)
- camas

- bombas infusoras

Unidade Superficie/Equipamento Resultado
Armazenamento
- prateleiras 13,6 ng/cm?
- macanetas das portas ALQ
Sala semilimpa
- bancadas de trabalho ALQ
Sala limpa
Preparacio - bancadas de trabalho 20,4 ng/cm?

(145 amostras) - tabuleiros ALQ
- macganetas das portas 12,4 nglcm?
- superficie frontal da CFALV | 14,6 ng/cm?
- cadeiras ND
Sala de apoio
- secretarias 11,9 ng/cm?
- telefones 21,3 pg/cm?
- cadeiras 14,4 nglcm?
- calculadoras e computador | 13,4 ng/cm?
- contentor de transporte 46,7 nglcm?
- saco de infusdo 14,6 ng/cm?
- bancadas de trabalho 260,9 ng/cm?

497,7 nglcm?
1,1 ng/cm?
ND
1131,4 ng/cm?

ND = Nao Detectavel; ALQ = Abaixo do Limiar Quantificavel; para as quantidades

quantificaveis usou-se 0 maior valor detetado
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Os resultados foram comparados, para os dois hospitais, entre as areas de
preparacao e administracdo com recurso ao teste de Mann Whitney, tendo em ambos
0S casos a zona de administragdo apresentando valores significativamente
superiores aos da zona de preparagao — no hospital A U=276.0, p=0,001 para o 5-
fluoruracilo e U=344,5, p=0,003 para o paclitaxel e no hospital B U=6706.0, p=0.035
para a ciclofosfamida e U=4747.5, p=0,000 para o paclitaxel (Viegas, 2014).

4.3 Aplicacédo dos indicadores bioldgicos

4.3.1 Caracterizacdo da populacéo estudada

Foram estudados no total 92 individuos, incluindo 46 trabalhadores das duas
unidades hospitalares expostos a citostaticos (17 profissionais de farmacia, 27
enfermeiros, 2 auxiliares de enfermagem) e 46 individuos ndo expostos a estes
farmacos. O numero da amostra traduz todos os profissionais que, nas unidades

hospitalares estudadas preenchiam os critérios de inclusao.

As principais caracteristicas dos individuos estudados encontram-se resumidas no
Quadro 8, tendo os grupos sido comparados para as variaveis categoéricas com o

teste de Qui? e para as numéricas com o teste t de Student.

Quadro 8 — Caracteristicas da populacéo incluida no estudo

Variavel Grupo de estudo Grupo controlo p
(n=46) (n=46)
Género 6 homens 12 homens 0,110
40 mulheres 34 mulheres
Meédia de idades 33,85+8,18 anos 39,17+9,65 anos | 0,005
Fumadores 9% (4/46) 22% (10/46) 0,082
Grupos profissionais Enfermeiros — 27
Técnicos farmacia — 17
Auxiliares — 2
Tempo médio acumulado 6,62+6,40 anos
de exposicdo a citostaticos (6 meses-30 anos)
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Ambos o0s grupos apresentaram predominio do género feminino, sem

significativa entre os dois (p=0,115).

Figura 4 — Distribuicédo da populacéo estudada por género
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Os individuos ndo expostos apresentaram uma média etaria significativamente

superior a do grupo de expostos (39,17 + 9,65 anos versus 33,85 = 8,18 anos,

respetivamente, p=0,005). Nos individuos expostos, a média etaria foi semelhante

entre o género masculino e o género feminino (35,67+11,21 versus 36,72+8,84 anos,

respectivamente, p=0,67).

A percentagem de fumadores incluidos no estudo foi baixa (15%, correspondendo a

14 individuos), existindo mais fumadores no grupo de ndo expostos do que no grupo

de expostos, mas sem atingir significado estatistico (p=0,082).
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Figura 5 — Distribuicdo da populacédo consoante os habitos tabagicos
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A percentagem de fumadores no género masculino (16,7%) foi semelhante a do

género feminino (14,9%), p=0,85.

A carga tabagica dos 14 individuos fumadores, expressa em nimero de cigarros por

dia, encontra-se referida no quadro seguinte:
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Quadro 9 — Carga tabagica dos fumadores incluidos no estudo

N° codigo Grupo Género Idade Carga tabagica
(anos) (n° cigarros por dia)
12 Exposto Masculino 29 6
15 Exposto Feminino 31 2
41 Exposto Feminino 42 8
43 Exposto Masculino 25 2
7C Né&o exposto | Feminino 43 3
12C N&o exposto | Feminino 42 10
13C N&o exposto | Feminino 28 10
15C N&o exposto | Feminino 27 5
19C N&o exposto | Feminino 30 12
20C N&o exposto | Feminino 44 10
21C N&o exposto | Feminino 47 20
22C Né&o exposto | Feminino 25 2
33C N&o exposto | Feminino 52 15
39C N&o exposto | Masculino 26 16

Como se pode observar, a carga tabagica do grupo de fumadores é relativamente

baixa, com uma média de cerca de 8 cigarros/dia, variando entre os 2 e os 20; apenas

um individuo fumava um maco por dia.

O tempo médio de exposicao a citostaticos no grupo de estudo foi de 6,62 + 6,40

anos, com uma mediana de 5 anos e variando entre 6 meses e 30 anos.
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Figura 6 — Tempo de exposi¢ao a citostaticos no grupo de expostos
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Como se pode observar no grafico a maior parte dos trabalhadores (87% - 40/46)

apresentavam uma exposicao inferior a 10 anos.

4.3.2 Frequéncia de células micronucleadas em linfécitos do sangue periférico

Os resultados individuais do estudo da frequéncia de células micronucleadas em
individuos expostos e ndo expostos encontram-se indicados no anexo 6. Os

resultados globais encontram-se resumidos no quadro seguinte:

Quadro 10 — Frequéncia global de células micronucleadas em linfécitos de sangue

periférico de trabalhadores expostos e ndo expostos

Analise global da frequéncia Analise da frequéncia de células
de celulas micronucleadas micronucleadas excluindo fumadores
EXxpostos N&o expostos EXxpostos N&o expostos

9,83 + 8,65 5,09 £ 6,00 10,07 £ 9,02 5,56 + 6,51
p=0,003 p=0,015
Prof farmacia | Enfermeiros | Prof farmacia Enfermeiros
8,88 +4,70 10,11 + 10,67 8,88 +4,70 10,61 +1151
p=0,66 p=0,56
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Globalmente, verificou-se existir uma frequéncia significativamente superior de
células micronucleadas nos trabalhadores expostos quando comparados com 0s néao

expostos.

Os enfermeiros apresentaram maior frequéncia de células micronucleadas quando
comparados com os profissionais de farmécia (para efeitos desta analise os dois
auxiliares de enfermagem foram incluidos no grupo dos enfermeiros), sem atingir, no

entanto, significado estatistico.

Registou-se também uma diferenca significativa na frequéncia média de células
micronucleadas entre fumadores e nao fumadores: a frequéncia foi superior no grupo
dos né&o fumadores (7,99 * 8,23 versus 4,50 * 3,37 nos ndo fumadores — p=0,01)
motivo pelo qual se efectuou uma analise separada dos resultados néo incluindo o

pequeno grupo de fumadores estudado.

Excluindo o grupo dos fumadores da andlise, as diferencas observadas entre
expostos e ndo expostos e entre os dois grupos profissionais estudados ndo s6 nao
se alteram de forma significativa como se acentuam, consoante se pode verificar no
Quadro 10.

Nao houve correlacéo entre frequéncia média de células micronucleadas e idade

(coeficiente de correlagéo de Pearson = 0,25; p=0,16).

No entanto se, de acordo com o sugerido pela analise dos dados acumulados do
projeto HUMN (Bonassi et al., 2001) dividirmos os individuos testados em 2 grupos
etarios, acima e abaixo dos 40 anos, verificamos que no grupo com 40 anos ou mais
a frequéncia de células micronucleadas € substancialmente superior, quase

atingindo significado estatistico:

Quadro 11 - Frequéncia média de células micronucleadas acima e abaixo dos 40 anos

de idade
idade em Frequéncia | Desvio |Erro padrao
anos N média Padrdo | damédia
>=40 31 9,58 11,304 2,030
<40 61 6,38 4,933 ,632
p=0.061
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Embora se tenha registado uma associa¢ao positiva significativa com o tempo de
exposicao (coeficiente de correlacdo de Pearson = 0,44; p=0,002), a andlise do
respetivo grafico mostra que esta se deve apenas a presenca de um trabalhador com
exposi¢do prolongada e frequéncia de células micronucleadas muito elevada, néo

traduzindo uma correlacéo real valorizavel entre as duas variaveis.

Figura 7 — Correlacdo entre tempo de exposicao a citostaticos e frequéncia de células

micronucleadas em linfécitos de sangue periférico
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As mulheres registaram tendencialmente uma frequéncia média de micronucleos
superior aos homens (7,82 + 8,24 versus 5,94 + 5,42), mas esta diferenca n&o atingiu

no nosso estudo significancia estatistica (p=0,36).
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4.3.2 Lesao do ADN em linfocitos de sangue periférico medida pelo teste do

cometa

Os resultados individuais obtidos nos dois grupos estudados utilizando o teste do

cometa encontram-se detalhadamente descritos no anexo 7.
Os resultados globais sdo sumariamente apresentados no quadro seguinte:

Quadro 12 — Percentagem de ADN na cauda do cometa em linfécitos de sangue

periférico de trabalhadores expostos e ndo expostos

Percentagem média de ADN na cauda do cometa
Expostos N&o expostos
15,18+9,50 12,38+8,42
p=0,14
Prof farmécia Enfermeiros
13,03+9,89 16,43+9,43
p=0,26

Globalmente, o grupo exposto apresentou maior grau meédio de lesdo do ADN,
indicada pela percentagem de ADN na cauda do cometa, quando comparado com 0
ndo exposto, mas sem que a diferenca atingisse significado estatistico (15,18 + 9,50

nos expostos versus 12,38 + 8,42 nos nao expostos, p=0,14).

O grau de lesdo do ADN também ndao foi significativamente diferente entre os dois
géneros (14,52 + 10,20 no género feminino versus 10,73 * 8,65, p=0,11) e entre
fumadores e nédo fumadores (14,29 + 8,22 versus 13,69 + 9,23, respetivamente,
p=0,82).

De novo os profissionais de enfermagem apresentaram valores superiores aos de
farmacia, mas sem atingir significado estatistico (16,43 + 9,43 versus 13,03 + 9,89,

respetivamente, p=0,26).

N&o se registou nenhuma correlacéo significativa entre a percentagem de ADN na
cauda e a idade (coeficiente de correlagdo de Pearson = -0,05, p=0,6), mas houve

uma correlagcdo negativa com a duracao da exposicao: os profissionais com maior
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antiguidade apresentaram valores mais baixos de lesdo quando comparados com o0s

de menor antiguidade (coeficiente de correlacdo de Pearson = -0,30, p=0,042).

Figura 8 — Correlacdo entre tempo de exposicao a citostaticos e percentagem de ADN
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5. DISCUSSAO

Com os resultados obtidos, 0 nosso estudo demonstrou que na realidade hospitalar
concreta das duas unidades portuguesas estudadas existem efeitos biolégicos
mensuraveis indicativos de genotoxicidade ao nivel dos linfécitos do sangue
periférico tanto de profissionais de farmacia como de enfermagem que manipulam

farmacos citostaticos.

Tal efeito pode estar relacionado com a contaminagcédo generalizada das superficies
e equipamentos de trabalho por estes agentes quimicos, frequentemente em locais
e utensilios tocados sem luvas, que foi também demonstrada pelo nosso estudo,

levando a que ocorra exposicao cutanea dos trabalhadores.

O facto da contaminag&o ambiental se associar a efeitos bioldégicos nos profissionais
expostos tem indubitavelmente a ver com, entre outros fatores, as praticas de
trabalho adoptadas por estes. A analise do trabalho detalhada efetuada numa das
unidades revelou diversos pontos susceptiveis de intervengcdo e melhoria e sugeriu
ainda que a contaminacdo e a exposi¢cdo cutdnea a citostaticos pode ocorrer a
diversos niveis dentro da unidade hospitalar, para além dos diretamente relacionados

com a preparacao e administracao destes farmacos

5.1 Indicadores bioldgicos de efeito

A aplicacdo dos indicadores biologicos de efeito escolhidos evidenciou a presenca
de genotoxicidade aumentada ao nivel dos linfocitos do sangue periférico dos
trabalhadores expostos aos agentes quimicos em estudo, quando comparados com

um grupo de trabalhadores n&o expostos.

A mesma observacdo foi feita ja em diversos trabalhos publicados, consoante
referido na seccéo inicial, e suporta a hipotese de que existem efetivamente efeitos
biolégicos mensuraveis indicativos de genotoxicidade aumentada no organismo dos

trabalhadores expostos a citostaticos.
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5.1.1 Teste de micronucleos

No nosso estudo verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa na
frequéncia de células micronucleadas em linfécitos do sangue periférico nos
trabalhadores expostos a citostaticos por comparagcdo com os trabalhadores néo

expostos a estes agentes quimicos.

Este teste apresenta, consoante j& foi referido, um elevado poder estatistico dado o
grande namero de células estudado (1000) por amostra, 0 que o torna especialmente
adequado para detectar os efeitos de exposi¢ao crénica a baixos niveis de agentes

genotoxicos como 0s que ocorrem em meio ocupacional.

Este elevado poder estatistico para detetar pequenas diferencas, a relativa facilidade
técnica de realizacédo e interpretacdo (quando comparado por exemplo com o estudo
de aberracbes cromossomicas) bem como o facto de traduzir lesdo gendmica
cumulativa, demonstradamente associada em estudos prospetivos, a um risco
aumentado de cancro, tornam o teste de micronucleos, na nossa opinido, um teste

de eleicao para avaliar os efeitos da exposi¢do ocupacional a agentes genotéxicos.

E o teste de micronucleos tem efetivamente sido extensamente utilizado para avaliar
a presenca de lesdo cromossOmica em populacdes humanas expostas a agentes

genotdxicos em contexto ocupacional.

Parte dos resultados obtidos por todos estes estudos foram incorporados no projecto
HUMN (HUman MicroNucleus) que tentou estabelecer, utilizando uma base de dados
com cerca de 7000 individuos estudados em 25 laboratorios de diversos paises
europeus um valor de referéncia “normal” para a frequéncia de micronucleos na
populacdo geral tendo proposto 6,5% como valor de referéncia para a populacao

geral, a usar em futuros estudos (Bonassi et al., 2001).

Este valor ndo se afasta muito do valor por nés encontrado na populagédo de néo
expostos (5,9%), que tem a vantagem de ser constituida por trabalhadores néo
hospitalares e, portanto, ndo submetidos aos diversos fatores de risco para
genotoxicidade presentes em meio hospitalar, incluindo a contaminagéo cruzada e a
distancia por citostaticos de areas onde estes agentes supostamente ndao deveriam
estar presentes.
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No quadro 13 analisamos alguns dos estudos realizados sobre frequéncia de células
micronucleadas quanto ao tipo de individuos utilizados como grupo controlo e

respectiva frequéncia de micronucleos.

Verificamos que alguns grupos usados como controlo, assinalados a sombreado,
apresentam efetivamente uma frequéncia muito elevada deste indicador face ao valor
apontado pelo projecto HUMN como valor basal para a populacao geral, sugerindo
gue se possam tratar de individuos expostos a algum tipo de agentes(s)
genotoxico(s).

Quadro 13 - Tipo de controlos utilizados e respectiva frequéncia média de células
micronucleadas (MN) em linfocitos de sangue periférico

Estudo Controlos Frequéncia MN
nos controlos
Thiringer 1991 Trabalhadores ndo 2,9
expostos do hospital
Maluf 2000 Trabalhadores ndo 11,5
expostos do hospital
Pilger 2000 Trabalhadores ndo 23,3
Teste de expostos do hospital
microntcleos = volo 2007 Administrativos do 8,04
hospital
Rekhadevi 2007 Populacao geral 3,73
Cornetta 2008 Administrativos do 8,12
hospital
Cavallo 2009 Familiares dos 8,04
trabalhadores estudados
Rombaldi 2009 Administrativos do 2,88
hospital

Varias explicagcbes sdo possiveis para este fendmeno, dependendo do tipo de
trabalhadores selecionados e da forma como decorre o circuito dos citostaticos
dentro de cada unidade hospitalar, devido a possibilidade ja referida de

contaminagao cruzada entre diferentes zonas hospitalares.

A possibilidade de contaminagao cruzada bem como a exposi¢éo a outros agentes
genotodxicos presentes em meio hospitalar, apontam para a necessidade de escolher
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e caracterizar de forma cuidadosa o grupo utilizado como controlo, ndo soé
relativamente a exposicdo inaparente a citotoxicos bem como relativamente a
exposicao a outros agentes genotoxicos ou a outros factores que possam influenciar

a percentagem de células micronucleadas.

A elevada variabilidade dos valores obtidos no grupo controlo € indubitavelmente um

fator importante na positividade ou negatividade dos estudos efetuados.

Os valores obtidos pelas diversas investigacbes para a frequéncia de células
micronucleadas nos grupos de expostos sao, por outro lado, quase uniformemente
elevados (com duas excepc¢Oes apenas) e substancialmente superiores ao valor
sugerido como basal para a populacdo geral, reforcando a hipétese de que uma
possivel causa da negatividade de alguns estudos esteja efetivamente na selecéo do

grupo controlo e ndo numa baixa sensibilidade do teste de micronucleos.

Quadro 14 — Frequéncia média de células micronucleadas em linfdcitos de sangue
periférico nos respectivos grupos de expostos e resultado do estudo

Estudo Frequéncia MN | Resultado
nos expostos | do estudo
Thiringer 1991 3,0 -
Maluf 2000 13,5 -
Pilger 2000 21,2 -
Teste de Cavallo 2007 8,73 -
micronucleos
Rekhadevi 2007 17,8 +
Cornetta 2008 13,81 +
Cavallo 2009 8,73 -
Rombaldi 2009 4,04 +

No nosso trabalho a frequéncia de micronudcleos foi superior no género feminino tal
como referido na literatura, mas sem atingir significado estatistico. Embora a maior
parte dos estudos, mesmo com amostras de dimensodes inferiores a nossa, refira uma

predominancia de células micronucleadas nas mulheres e esta seja corroborada
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pelos resultados da extensa base de dados do projecto HUMN, esta pool de dados
indica que a influéncia do género sobre a frequéncia de células micronucleadas tem
um valor relativamente baixo quando tidos em conta todos os possiveis factores de
confundimento (Bonassi et al., 2001), pelo que é natural que embora presente no
nosso estudo, ndo tenha conseguido atingir significado estatistico face ao numero

relativamente pequeno de trabalhadores estudado.

O efeito do aumento da frequéncia de células micronucleadas em linfécitos do
sangue periférico com o aumento da idade foi observado em diversos estudos. Os
dados acumulados do projecto HUMN (Bonassi et al, 2001) sugerem que ele existe
e que se torna particularmente evidente quando se divide a populacdo em dois

grupos: com mais ou com menos de 40 anos de idade.

Utilizando este valor etario como ponto de corte a frequéncia de células
micronucleadas foi, no nosso estudo, efetivamente maior no grupo de trabalhadores

com mais de 40 anos, embora ndo tenha atingido significado estatistico.

De novo este aumento de células micronucleadas com a idade patente quando se
acumula a informacdo proveniente de diversos estudos, ndo existe em todos as
investigacdes publicadas: factores como a dimenséo da amostra e a sua distribuicao
por grupo etario bem como a influéncia do tempo de exposicdo podem contribuir

para, nos estudos de menores dimensdes, obscurecer esta relagao.

A influéncia do tabagismo sobre a frequéncia de células micronucleadas é
controversa, com estudos mostrando resultados dispares (Batttershill, Burnett e Bull,
2008). Um estudo especifico do projecto HUMN dirigido a este factor ndo encontrou,
globalmente nenhum aumento significativo da frequéncia de células micronucleadas

em fumadores (Bonassi et al., 2003).

Fenech relata que, ap6s ajustamento para a idade e sexo, 0s individuos com
consumo de tabaco muito elevado (superior a 30 cigarros por dia) apresentam uma
frequéncia significativamente superior de células micronucleadas em linfécitos de
sangue periférico quando comparados com nao fumadores (Fenech, 1993). No nosso
estudo nao foi incluido nenhum fumador com esta carga tabagica e, curiosamente,
verificou-se até existir uma frequéncia de células micronucleadas significativamente
inferior no grupo de fumadores. Tal achado nédo € explicavel pela distribuicdo por

géneros ou grupo etario, semelhantes entre fumadores e ndo fumadores e podera
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ser apenas um resultado casual tendo em conta a dimensao da amostra, 0 pequeno
numero de fumadores nela contido e a baixa carga tabagica do grupo de fumadores

(em todos os casos < 20 cigarros por dia).

Apesar de este achado néo ser facilmente explicavel, os dados do projeto HUMN
demonstram também que para individuos fumadores com carga tabagica inferior a
30 cigarros por dia, como sucede no nosso estudo, a frequéncia de células
micronucleadas em linfécitos do sangue periférico é efetivamente inferior a dos ndo-

fumadores (Bonassi et al, 2003).

5.1.2 Teste do cometa

Quando testado quanto ao grau de lesdo do ADN medido pelo teste do cometa, o
grupo exposto apresentou niveis superiores de lesdo, mas sem atingir significado

estatistico.

Tal pode traduzir o menor poder estatistico deste teste, face ao menor numero de
células analisadas por amostra (100) em relacéo ao teste de micronucleos (1000 por
amostra), mas é preciso também ter em conta que os dois testes medem efeitos
genotoéxicos diferentes (lesdo genética acumulada traduzindo exposicdo prolongada
no caso do teste de micronucleos e lesédo genética transitéria traduzindo exposicao
recente no caso do teste do cometa), pelo que ndo podem ser diretamente

comparados um com o outro.

A lesdo do ADN medida pelo teste do cometa € potencialmente reversivel e reparavel
pelos mecanismos de defesa do organismo, sendo a sua detecdo evidéncia de
exposicao recente a um agente genotéxico. A informacéo que este teste fornece
deve, portanto, ser encarada como complementar da fornecida pelo teste de
micronucleos: este ultimo é efetivamente um indicador de efeito biol6gico enquanto
gue o teste do cometa é considerado por alguns autores um indicador de dose

bioquimica ou dose biolégica efetiva (Moller, 2006)

A natureza transitéria e auto-limitada da lesdo do ADN detetada torna-o
particularmente indicado para, por exemplo, juntamente com os indicadores de dose

interna (medicdo de citostaticos ou seus metabolitos na urina) avaliar a eficacia de
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medidas preventivas visando reduzir a exposicdo dos trabalhadores a agentes

genotdxicos como os farmacos citostaticos.

A semelhanca do verificado no nosso estudo, outros autores ndo conseguiram
demonstrar a presenca de uma relagéo clara entre o grau de lesdo do ADN medido
pelo teste do cometa e 0 género ou a idade (Moller et al, 2000).

Uma associagéo positiva com o consumo de tabaco tem sido sugerida, mas parece
ser fraca e, portanto, de dificil detecdo em estudos envolvendo um pequeno nimero
de individuos (Moller et al, 2000), sobretudo quando como no Nosso a percentagem

de fumadores incluidos é baixa e a sua carga tabagica pequena.

O achado duma correlacdo negativa entre tempo de exposicdo e lesdo do ADN,
sugerindo que os individuos com menor tempo acumulado de exposi¢do apresentam

maior grau de lesd@o detetado pelo teste do cometa néo é facilmente explicavel.

E necessario ter em conta que a maior parte dos trabalhadores incluidos no nosso
estudo apresentam tempo acumulado de exposicao relativamente curto (inferior a 10
anos), pelo que este achado podera ser apenas casual, relacionando-se com a
preponderancia numérica de trabalhadores com exposi¢ao curta incluidos no estudo
face ao numero relativamente pequeno de trabalhadores com exposicdes

prolongadas.

As dimensdes da nossa amostra e do nosso grupo controlo constituem certamente
uma limitacdo do nosso estudo e implicam alguma cautela na interpretacdo dos
resultados obtidos, embora estejam em linha com os diversos trabalhos similares

publicados.

A titulo comparativo, podemos observar nos dois quadros seguintes as dimensdes
das amostras e dos grupos controlo utilizados por autores que previamente
conduziram estudos semelhantes e verificar que globalmente ndo sdo muito

diferentes dos por nés avaliados:
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Quadro 15 — Numero de trabalhadores expostos a cistostaticos e individuos controlo
avaliados em estudos usando o teste de micronucleos

Estudo Amostra Controlo
Thiringer 1991 60 60
Maluf 2000 10 10
Pilger 2000 39 39
Teste de Cavallo 2007 23 20
micronucleos
Rekhadevi 2007 60 60
Cornetta 2008 83 73
Cavallo 2009 30 76
Rombaldi 2009 20 20
Moretti 2013 52 52
El-Ebiary 2013 30 30
MEDIA 46 (10-83) | 45 (10-76)
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Quadro 16 — Numero de trabalhadores expostos a cistostaticos e individuos controlo
avaliados em estudos usando o teste do cometa

Estudo Amostra Controlo
Underger 1999 30 30
Maluf 2000 10 10
Kopjar 2001 50 20
Ursini 2006 25 30
Yoshida 2006 19 18
Rekhadevi 2007 60 60
Teste do Sasaki 2008 121 46
cometa
Cornetta 2008 83 73
Izdes 2009 19 19
Cavallo 2009 30 76
Rombaldi 2009 20 20
Connor 2010 68 53
Villarini 2010 52 52
Buschini 2013 63 74
Moretti 2013 52 52
MEDIA 47 (10-121) | 42 (10-76)

A dimensdo da nossa amostra enquadra-se nas utilizadas por outros estudos e
curiosamente corresponde até aproximadamente a média do numero de

trabalhadores amostrado quando todos os estudos sao analisados em conjunto.

A opcéo de incluir no grupo controlo um individuo por cada trabalhador da amostra
deveu-se apenas ao facto de néo ter sido possivel obter um grupo de trabalhadores
nao expostos de maiores dimensdes, como seria certamente desejavel. O mesmo
sucede na maior parte dos estudos publicados, existindo até estudos em que o0 grupo

controlo apresenta um namero de individuos inferior ao do grupo de estudo.

Claro que o baixo numero de trabalhadores incluido no grupo controlo pode
contribuir, no N0sso como nos outros estudos, para retirar significancia a resultados

obtidos com testes de menor poder estatistico, como é o caso do teste do cometa.
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O ideal seria dispor também, para além destes dois indicadores de efeito,
necessariamente inespecificos, de alguns indicadores de dose (presenca de

citostéaticos ou seus metabolitos na urina dos trabalhadores expostos).

Tal demonstraria que, para além da exposicdo externa, existe também exposicao
interna relacionada com a efetiva absorgdo destes agentes quimicos pelo organismo
dos trabalhadores. Tal estava planeado no desenho inicial do nosso estudo, que
previa o doseamento de indicadores biologicos de dose correspondentes aos
citostaticos medidos nas superficies e equipamentos na urina dos profissionais
expostos (mais especificamente o doseamento de ciclofosfamida, paclitaxel e o-

fluoro-p-alanina em amostras de urina colhidas pés turno por HPLC).

Nado foi possivel, no entanto, optimizar a técnica para doseamento destes
indicadores, motivo pelo qual eles ndo foram medidos. Tal constitui obviamente uma
limitacdo do nosso estudo, mas o facto de termos demonstrado que existe exposicao
externa por via cutdnea bem como um aumento significativo de indicadores
biolégicos de efeito atribuiveis ao contacto com agentes genotoxicos no grupo com
esta exposi¢ado por comparacdo com um grupo de trabalhadores ndo expostos, bem
como os resultados da literatura, permitem-nos estabelecer com alguma seguranca

uma ligacéo entre o efeito observado e a exposicdo a citostaticos.

5.2 Contaminacéo de superficies

Os resultados por nés obtidos na medicdo da contaminacdo de superficies e
equipamentos estédo de acordo com os resultados dos estudos prévios debrugcando-
se sobre o0 mesmo tema, tendo sido demonstrada uma contaminacao generalizada

da maioria dos locais analisados.

Particularmente preocupante foi a demonstragdo de contaminagédo em superficies e
equipamentos que sao habitualmente tocados sem luvas porque os trabalhadores
ndo sabem que existe contaminacdo a este nivel. E o caso, por exemplo, das
prateleiras das zonas de armazenamento de citostaticos, da mesa, cadeira e telefone
da sala de apoio do hospital B e das mesas e bancadas de trabalho da zona de
administracao e das bombas infusoras em ambas as Unidades Hospitalares.
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Os niveis mais elevados de contaminacéo encontrados no nosso estudo foram alias
precisamente em superficies normalmente tocadas sem luvas (no hospital A as
prateleiras de armazenamento dos citotoxicos e as bancadas de trabalho da area de
administracao e no hospital B de novo as bancadas de trabalho da administragao, os

carrinhos de apoio da mesma area e as bombas infusoras).

Estes achados indicam claramente uma necessidade de rever os procedimentos em
termos de medidas de protecdo coletiva (descontaminacdo de superficies) e de
protecéo individual (uso de luvas em mais tarefas do que as atualmente realizadas

com estes equipamentos de protecao).

Um resultado extremamente interessante do nosso estudo diz respeito a comparagao
da contaminacao de superficies entre as areas de preparacdo e administracdo: em
ambas as unidades hospitalares estudadas, a zona de administracdo apresentou

valores significativamente superiores aos da zona de preparacao (Viegas, 2014).

E talvez seja de valorizar, face a este achado e apesar da auséncia de significado
estatistico, o facto de ambos os indicadores biol6gicos estudados apresentarem
valores mais elevados em profissionais de enfermagem do que em técnicos de

farméacia.

A menor énfase colocada na protecdo dos enfermeiros, quer em termos de normas
regulatorias quer em termos de formacéo especifica deve, portanto, ser revista face
a demonstracéo feita no nosso estudo de que a exposicao é efetivamente maior na
zona de administracdo de citostaticos onde estes profissionais trabalham do que na

zona de preparacao destes agentes.

A vigilancia ambiental pressupfe ndo so a determinacao da concentracao do toxico
no ambiente de trabalho como também a sua comparacdo com referenciais externos
de aceitabilidade, os Valores Limite de Exposi¢cao (VLES). Estes representam a maior
concentracdo de uma substancia quimica a que a quase totalidade dos trabalhadores
pode estar exposta ao longo da jornada de trabalho sem que dai resultem efeitos
adversos para a saude (ACGIH 2000 citada por Prista 2006).

A tendéncia tem sido, no entanto, dada a natureza estocastica dos principais efeitos
para a saude associados a exposi¢cdo ocupacional cronica a estes agentes, para
valorizar qualquer nivel de contaminacéo detetada seja qual for o valor medido. Esta

€ também a nossa posicdo: o objetivo quando lidamos com efeitos sobre a saude
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deste tipo serd sempre obter o menor nivel de contaminacédo possivel com 0s meios
técnicos existentes, tendencialmente zero (principio ALARA ou As Low As

Reasonably Achievable).

A opinido relativamente consensual neste momento € efetivamente a de que para os
agentes genotdxicos ndo é possivel estabelecer uma relacdo dose-efeito de tipo
deterministico e, portanto, ndo existe um limiar de segurancga abaixo do qual o risco
do efeito adverso (neste caso o cancro) ocorrer seja nulo ou negligenciavel
(Henderson; Albertini; Aardema, 2000).

Tal esta de acordo com o que se sabe sobre os mecanismos de cancerigénese: 0
cancro resulta, pensa-se, de mdultiplos eventos genéticos sequenciais ocorrendo
numa unica célula ou num pequeno nimero de células iniciadas. Mesmo os agentes
nao genotéxicos actuam aumentando a frequéncia de eventos genéticos
espontaneos ou interferindo com a sua reparacédo. E biologicamente plausivel,
portanto, que néo exista um limiar de dose seguro, sendo largamente assumido que
relativamente ao cancro ndo existe limitar de dose abaixo da qual o risco seja

negligenciavel (Tomatis et al., 1997).

Hé& ainda que ter em consideracéo fatores como a suscetibilidade individual e as co-
exposicoes: um nivel de exposicao considerado relativamente seguro para um unico
agente pode ndo o ser no contexto da exposicdo mdltipla a outros agentes

genotoxicos.

Todos estes fatores tornam muito dificil que se consigam estabelecer valores limite
de exposicdo para agentes citotoxicos que oferecam alguma garantia fidvel em

termos de protecéo da saude dos trabalhadores.

A eles acresce o facto das medigbes de contaminagdo por wipe sampling nem
sempre serem feitas usando o mesmo método de medicdo e serem muitas vezes
expressas em unidades diferentes, o que dificulta bastante a comparacdo de

resultados, em termos de niveis de contaminacéo, entre diferentes estudos.

Por todos estes motivos fizémos a opcao de, na reviséo inicial da literatura, indicar
apenas se foi ou ndo encontrada contaminagao e néo os valores desta medidos em
cada estudo. De igual modo valorizamos apenas o facto de ter sido encontrada
contaminacao e os locais onde ela foi detectada, sem proceder a uma comparacao

guantitativa com valores encontrados noutros estudos.
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5.3 Andlise do trabalho

Da confrontacdo entre normas (tarefa) e atividade resultante da aplicacdo simultanea
da ISOPP Audit Tool e da observacéo direta da atividade de trabalho ressaltam
diversos pontos importantes que explicam que no nosso estudo a contaminacao
tenha sido encontrada em quase todas as superficies testadas. Alguns destes pontos
foram revelados apenas pela aplicacdo da ISOPP Audit Tool, outros apenas pela
observacédo direta da atividade de trabalho e outros ainda foram evidenciados por
ambos os instrumentos. Estes dois instrumentos sao assim complementares no
confronto entre tarefa prescrita e atividade real de trabalho, sendo de toda a
vantagem que sejam usados em simultdneo de modo a maximizar a informacéo
obtida.

5.3.1 Preparacéo

No que respeita as condi¢cdes para garantir a esterilidade das preparacdes, a maior
parte dos aspetos focados neste item diz respeito a garantir a qualidade e esterilidade
do produto e, portanto, a seguranca do doente que o vai receber. Existem alguns
aspetos, no entanto que se relacionam também com a saude dos trabalhadores que

fazem as preparacoes.

Assim, o facto de na zona de preparacéo nao ser efetuada nenhuma monitorizacao
regular da contagem de particulas no ar, da velocidade do ar e da integridade do filtro
HEPA favorece a contaminacao aérea e de superficies e equipamentos de trabalho

ao nivel da propria camara.

Adicionalmente, a CFALV nao possui tubagem independente para entrada e saida
de ar da camara e néo esta ligada 24h por dia 7 dias por semana. Tais factos mais

uma vez favorecem a contaminacao das proprias superficies internas da camara.

A aplicacdo da ISOPP Audit Tool demonstrou, portanto que a propria CFALV € um
ponto critico a estudar que nao foi alvo de analise no presente estudo: a colheita de
diversas amostras por wipe sampling quer no exterior quer no interior da propria
camara bem como a monitorizagdo dos niveis de contaminacdo aérea por
amostragem individual nos trabalhadores que trabalham na camara seriam dois

pontos-chave a analisar.
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Acresce a isto que a CFALV nédo € usada exclusivamente para a preparacdo de
citotoxicos, mas também para a preparacao de anticorpos monoclonais, o0 que pode

originar contaminacédo cruzada para diversas partes do hospital.

Apesar da adeséo ao uso de EPIs ser elevada ao nivel da preparac¢do, ha um ponto
importante a salientar, revelado pela observacgao direta da atividade de trabalho, e
tornado extremamente importante pela auséncia de controlo sobre o grau de

descontaminacdo quimica no interior da CFAVL.

Diversos estudos (Connor 1984, Laidlaw 1984, Colligan 1990, Wallemacq 2006)
demonstram que a permeacao das luvas de protecao por citostaticos é um facto apés
um determinado intervalo de tempo, variavel de citostatico para citostatico. E este
facto que esta na base da recomendacéo de que as luvas sejam trocadas a cada 30
minutos, recomendacao esta que ndo é seguida pelos profissionais que efetuam a
preparacao dentro da CFAVL (que na realidade trocam de luvas apenas nas pausas
programadas, de duas em duas horas). Esta atitude poderd estar na base de
exposi¢cdo por via dérmica, dado como vimos ndo haver garantia da adequada
descontaminacéo quimica do interior da camara e existirem estudos que demonstram

existir contaminacéo do exterior das préprias ampolas dos citostaticos manipulados.

A presséao temporal foi o0 motivo invocado para a ndo adoc¢ao do procedimento de
troca mais frequente de luvas, que €& uma pratica generalizada a todos os

profissionais de farmécia que manipulam os citostéticos incluidos neste estudo.

Em termos tedricos, a preparacado € a atividade com maior risco de exposi¢ao, dado
serem manipulados diretamente farmacos citostaticos na sua forma pura e
concentrada, sendo o resultado final desta atividade um preparado teoricamente livre
de contaminacdo. Esta atividade €, no entanto, a mais sujeita a normas regulatérias

e aquela em que os profissionais recebem maior nivel de treino e educacéo.

Apesar de terem sido encontrados, no confronto entre normas regulatorias e
atividade real, diversos pontos que podem ser alvo de melhoria, 0s nossos resultados
sugerem que a exposicao é na realidade menor nesta atividade do que em atividades
menos reguladas e exercidas por profissionais com menor nivel de treino especifico

como é o caso da administracao.
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5.3.2 Administracéo

A analise da atividade de trabalho mostrou diferencas substanciais entre os modos
operatorios e, consequentemente, os modos de exposicdo, dos dois grupos

profissionais estudados.

O nosso estudo demonstrou existir contaminacéo ao nivel do transfer e dos sacos de
infusdo contendo citostaticos, mas estes ndo serdo 0s pontos mais criticos em termos

de exposicéo dos profissionais de enfermagem.

Os sacos de infusdo sao recolhidos e manipulados, até a altura da conexao a linha
endovenosa do doente, com um duplo par de luvas de nitrilo e estas sao
imediatamente descartadas para um contentor de residuos logo apés a manipulacéo.
Quando a infusdo termina, o saco e todo o sistema infusor € retirado em conjunto
também com um duplo par de luvas, sendo todos estes materiais descartados para

um contentor de residuos.

Todos os outros procedimentos, no entanto, sdo executados sem luvas e 0s
enfermeiros tocam sem o0 saber em inUmeras superficies contaminadas sem
qualquer espécie de protecdo, incluindo as bancadas e tabuleiros de trabalho, os
carrinhos de apoio, os teclados das bombas infusoras que é preciso ocasionalmente
regular, os bracos dos cadeirdes e as superficies expostas das camas onde 0s
doentes recebem a quimioterapia, as macanetas das portas e as prateleiras onde

sédo armazenados produtos diversos.

5.3.3. Outros pontos criticos

5.3.3.1 Transporte

Os citotéxicos sao transportados internamente na embalagem original, pelo que um
ponto de amostragem Util para avaliar a contaminacdo e o0s diversos grupos
profissionais expostos, para além de enfermeiros e técnicos de farmacia, seria o
exterior destas embalagens. Existem estudos publicados a demonstrar

contaminacéo a este nivel (Connor 2005, Touzin 2008, Naito 2012). Esta analise ndo
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foi feita no nosso estudo, mas deve ser incluida em avaliacbes posteriores da

contaminacao ambiental.

Durante o transporte interno ndo existe kit para extravasdo de citotoxicos, o que
aumenta o risco de contaminacdo para os trabalhadores em caso de quebra dos
recipientes. A isto acresce o facto de os trabalhadores responséaveis pelo transporte
interno ndo receberem qualquer formacdo nem treino especificos para lidar com
citotoxicos e portanto se encontrarem bastante desprotegidos face a um acidente em

gue ocorra derrame de citotéxicos.

Este € indubitavelmente um passo do circuito interno destes farmacos identificado
pelo nosso estudo que deve ser alvo de avaliacdo por wipe sampling em diversos

pontos e que apresenta varias necessidades em termos de intervencao preventiva.

Os profissionais responsaveis pelo transporte, regra geral auxiliares de acao médica,
nao foram incluidos neste estudo, mas sdo um grupo que merece sem duvida ser

alvo de estudos posteriores com recurso a indicadores biologicos de dose e de efeito.

5.3.3.2 Educacéo e treino

Outro ponto importante de intervencéo revelado pela aplicacdo da ISOPP Audit Tool
diz respeito a educacéo e treino dos diversos grupos profissionais que lidam com

farmacos citostaticos.

Com efeito, s6 existe um programa de formacédo especifico e documentado para os
profissionais da farmacia, ndo existindo nada semelhante dirigido a médicos,

enfermeiros, auxiliares e pessoal responsavel pelo transporte e pela limpeza.

Com excepcdo dos profissionais de enfermagem, estes grupos nao tém sido
incluidos nos estudos usando indicadores bioldgicos pelo que se desconhece qual 0
impacto que a exposicéo a citotoxicos podera ter sobre eles em termos de absorcao

e de efeitos genotoxicos.
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5.3.3.3 Limpeza e destino dos itens contaminados

Os procedimentos de limpeza e descontaminacdo sao outro ponto critico revelado

guer pela ISOPP Audit Tool quer pela observacéo direta da atividade de trabalho.

Apenas a limpeza da CFALYV e das bancadas da zona limpa é feita por profissionais
de farmacia com treino e conhecimentos préprios nesta area. A limpeza de todas as
outras zonas, superficies e equipamentos é feita por uma empresa externa, utilizando
pessoal com elevada rotatividade e sem formacdo especifica sobre citostaticos. E
feita sem a utilizacdo de todos os EPIs necessarios nomeadamente mascara, luvas
e 6culos. Os trabalhadores da limpeza, que ndo séo alvo do presente estudo dado
nao pertencerem aos quadros das unidades hospitalares, encontram-se

indubitavelmente sujeitos a um risco elevado de exposicao.

E de salientar que existe da parte dos profissionais uma preocupagio muito maior
com os procedimentos de desinfecdo, destinados a assegurar a esterilidade das
preparagfes e, portanto, a seguranca dos doentes que as recebem, do que com 0s
procedimentos de descontaminacdo quimica, destinados a remover os residuos de
citotoxicos das superficies de trabalho e assim a garantir a seguranca dos

profissionais de salde que manipulam estes agentes.

Os procedimentos de descontaminacdo ndo séo realizados com frequéncia nem é
tido o cuidado de efetuar a validacdo quimica necessdaria para assegurar a sua

eficacia.

A estes aspectos relacionados com a eficacia dos processos de limpeza e
descontaminacgéo acresce o facto de ndo existir um plano regular que contemple

todos os locais potencialmente contaminados.

Assim, tanto na zona de preparacdo como na zona de administracdo, as prateleiras
e armarios de armazenamento foram uma das zonas escolhidas dado ndo serem
limpos de forma regular nem possuirem nenhum sistema de exaustéo ou de air lock
e serem tocados sem luvas. E efetivamente demonstrou-se existir a este nivel

contaminagao por citostaticos em ambas as unidades hospitalares.

Também o modo de lidar com determinados itens contaminados é um ponto a

necessitar de intervencao, revelado por ambos os instrumentos utilizados.
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No que diz respeito aos residuos, existe um circuito préprio e contentores adequados,
mas nao existem procedimentos proprios para lidar com fluidos corporais ou roupas
dos cadeirbes e camas dos doentes tratados. Estas roupas contaminadas dos
doentes tratados com citostaticos ndo sdo separadas nem identificadas, seguindo
juntamente com a restante roupa do hospital e ndo séo alvo de nenhum procedimento
especifico na lavandaria. Os trabalhadores que lidam com estas roupas, desde a
recolha até ao processamento na lavandaria fazem-no sem luvas e sem sequer terem

conhecimento de que estdo a lidar com roupas contaminados por citostéaticos.

Estes aspectos sdo importantes ndo apenas em termos tedricos, mas também
praticos dado num estudo prévio ter sido demonstrado que existem niveis
mensuraveis de citotoxicos ao nivel das roupas em contacto com a pele dos doentes

tratados com estes farmacos (Fransman et al., 2007b).

A aplicacdo da ISOPP Audit Tool e a observacao da atividade de trabalho conduzidas
no nosso estudo revelaram existir uma diversidade muito grande de pontos
potencialmente contaminados a estudar por wipe sampling ndo avaliados neste

estudo, mas sem duvida a merecerem analise em estudos posteriores.

Concentramo-nos neste trabalho nos pontos que nos pareceram mais criticos, por
estarem sujeitos a niveis mais elevados de contaminacdo e poderem originar
contacto dérmico por permeacdo através das luvas ou por serem tocados mais
frequentemente sem luvas dado os trabalhadores n&o terem a nogéo de que poderéo

estar contaminados.

Os nossos resultados indicam, no entanto, que existem muitos mais pontos
eventualmente contaminados que seria util analisar, bem como a exposi¢cdo de um
leque muito mais vasto de profissionais de saude expostos do que os incluidos quer

Nno nosso estudo quer na maior parte dos estudos respeitantes a este tema.

Nesse sentido vai o trabalho efetuado por Hon e colaboradores (Hon et al., 2011)
gue estudaram todo o circuito percorrido pelos farmacos citostaticos desde a entrega
até a fase final de eliminacdo de residuos. Foi encontrada contaminagdo de
superficies em todos os locais analisados ao longo deste circuito, indicando que o

namero de profissionais expostos € muito maior do que simplesmente o0s
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responsaveis pela preparacao e pela administracédo destas drogas, tradicionalmente

os alvos de estudos sobre os efeitos bioldgicos dos citostaticos nos trabalhadores.

Apesar de algumas duvidas que ainda permanecem sobre os efeitos para a saude
relacionados com a exposicdo ocupacional a citostaticos, inevitiveis face a
dificuldade que existe em os estudar, de acordo com a Conferéncia das Nacoes
Unidades sobre o Ambiente e Desenvolvimento, que decorreu em Junho de 1992 no
Rio de Janeiro “sempre que exista a possibilidade de efeitos graves e irreversiveis a
falta de conhecimento cientifico ndo deve ser usada como argumento para a nao
aplicacdo ou o adiamento de medidas ambientais” (Espina, 2013). E, portanto,
urgente tomar medidas visando reduzir ao minimo possivel a contaminacdo do
ambiente de trabalho por citostaticos a fim de proteger a saude dos trabalhadores

gue os manipulam.

A rapidez e eficacia de intervencao sao particularmente importantes quando estamos
a lidar com efeitos genotdxicos, que ocorrem a longo prazo, o que leva, a que exista
um periodo de tempo muito longo apo6s determinada intervencao para que se notem
os seus efeitos benéficos. Para a maior parte dos carcinogéneos ocupacionais o
periodo de laténcia € superior a 20 anos. Tal € ilustrado pelo facto de, apesar de ter
ocorrido uma diminuicdo marcada na exposi¢cao ocupacional a asbestos nos paises
ocidentais, a incidéncia de mesotelioma ainda n&o apresentar uma reducao

significativa (Tomatis et al., 1997).

Por outro lado, é indiscutivel que doses mais baixas de um agente quimico
carcinogénico se associam a menor incidéncia de cancro e a um periodo de laténcia
mais prolongado. Tal leva a que a reducao da exposi¢éo tenha um indiscutivel efeito
benéfico que, em Saude Publica apesar do periodo de laténcia prolongado, é
indubitavelmente bastante elevado, tendo em conta os grandes grupos populacionais

envolvidos (Tomatis et al., 1997).

Os resultados do nosso estudo indicam assim a necessidade de uma intervencao,
guer no ambito da melhoria das praticas de trabalho por forma a aproxima-las da
regulamentacdo e das normas existentes, quer no ambito da monitorizacdo da
contaminacao ambiental, que deve ser alargada a mais pontos e repetida de forma

regular e planeada, com o objectivo de reduzir ao minimo possivel a exposi¢cdo dos
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trabalhadores e evitar o aparecimento de efeitos bioldgicos potencialmente adversos

no seu organismo.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho permitiu-nos tirar conclusées importantes, com repercussao imediata e
direta, sobre a manipulacdo de farmacos citostaticos por parte de profissionais de
enfermagem e de farmacia das duas unidades hospitalares estudadas. Trata-se de
unidades de grande dimens&o em Lisboa, uma das quais constitui o principal centro

de terapéutica oncoldgica de toda a regido Sul do pais.

Os profissionais de saude estudados apresentam efeitos bioldgicos de
genotoxicidade detetaveis ao nivel dos linfécitos do sangue periférico, medidos pelo

teste de micronucleos.

Este ndo € apenas um indicador sensivel de genotoxicidade como foi associado por
estudos prospetivos a um risco aumentado de cancro, pelo que se torna necessario
desencadear medidas visando reduzir a exposicdo e a sua repercussao sobre a

salde dos trabalhadores.

A avaliacdo ambiental revelou uma contaminacdo generalizada de superficies e

equipamentos de trabalho, favorecendo a exposicéo cutanea dos trabalhadores.

Esta contaminacdo foi mais marcada na area de administracdo relativamente a de
preparacdo, mas em ambos os locais foi detetada em locais e utensilios

habitualmente tocados pelos trabalhadores sem luvas.

Foi inclusivamente detectada contaminacdo com farmacos que nao tinham sido
manipulados no dia das colheitas, apontando para a existéncia de procedimentos de

descontaminagéo inadequados e incompletos.

E necessario implementar medidas quer visando reduzir o grau de contamina¢ao (por
exemplo, através da revisdo e melhoria dos procedimentos de limpeza e
descontaminagé&o) quer visando reduzir a exposi¢éo dos trabalhadores que exercem
a sua atividade nos locais contaminados (por exemplo, através do uso de luvas em

todas as atividades de trabalho implicadas).

A ISOPP Audit Tool e o registo da atividade de trabalho em grelha propria revelaram-
se-se instrumentos complementares e extremamente Uteis na area da Saude

Ocupacional.
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Permitiram identificar pontos criticos a estudar e monitorizar por wipe sampling bem
como detetar varias areas suscetiveis de intervencédo com vista a reduzir a exposicao

dos trabalhadores a citostaticos.
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7. RECOMENDACOES/PROPOSTAS

Vérias recomendacfes e propostas emergem deste estudo, algumas relacionadas
com areas que merecem ser alvo de estudos posteriores, outras de natureza pratica
visando alterar procedimentos que favorecem a exposicdo cutanea dos

trabalhadores aos farmacos citostaticos.

Um estudo incluindo maior nimero de trabalhadores dos grupos profissionais
avaliados, mais unidades hospitalares e o recurso adicional a indicadores de dose

interna (doseamento dos citostaticos ou seus metabolitos na urina) permitiria:

e Reforgar os resultados encontrados;
e Tornar significativos achados que face a dimensdo da nossa amostra sao
apenas tendéncias;

e Revelar novos dados ndo detetados por este estudo.

Seria interessante conduzir uma investigacdo mais alargada incluindo outros
profissionais que o nosso trabalho revelou poderem estar significativamente

expostos a citostaticos, nomeadamente:

e Auxiliares de acdo médica envolvidos no transporte intra-hospitalar dos
citotdéxicos e na remocao e limpeza das roupas de cama dos doentes tratados;

e Trabalhadores da limpeza envolvidos na higienizacdo das zonas de
administracao e de parte das zonas de preparacao destes farmacos.

Existem diversos pontos ao longo de todo o circuito que os citostaticos percorrem
dentro das unidades hospitalares que a nossa investigacdo sugere que devem ser
analisados por wipe sampling, pois encontram-se possivelmente contaminados e
constituem potenciais fontes de exposicdo cutanea dos trabalhadores; estes incluem
os diversos pontos relacionados com o transporte interno de citostaticos, bem como
a propria camara de fluxo laminar vertical e as roupas em contato com os doentes

tratados.

O método de wipe sampling mostrou-se extremamente Util para avaliar a
contaminacao de superficies e equipamentos, devendo ser utilizado de forma mais
alargada e repetido ao longo do tempo, por forma a avaliar a eficacia das medidas

tomadas com vista a reduzir a contaminacao do ambiente de trabalho por citostaticos.
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Existem ainda diversas implicacdes praticas dos nossos resultados nas unidades
hospitalares estudadas em termos de procedimentos de trabalho e de uso dos

equipamentos de protecao individual.

Como medida imediata, pois é a mais rapida e simples de implementar antes que
sejam postas em acao as medidas visando reduzir a contaminacédo ambiental, 0 uso
de luvas adequadas para protecdo contra citostaticos € necessario ndo apenas
durante a preparacdo das misturas de citostaticos (no caso dos profissionais de
farmécia) e durante a manipulacéo direta destas misturas (no caso dos profissionais
de enfermagem), mas também durante as tarefas executadas nas zonas adjacentes
a zona de preparacdo e em todas as atividades realizadas nas salas de
administracdo. Este uso de luvas deve ser extensivo aos auxiliares de acdo médica
qgue lidam com as roupas de cama dos doentes tratados e aos funcionarios que
asseguram a limpeza de todas as zonas onde sdo manipulados estes farmacos.

Os procedimentos de limpeza de todas as zonas e equipamentos em contato com

citostaticos devem ser revistos.

A descontaminacéo de superficies (e ndo apenas a sua desinfecao) deve ser feita de
forma regular (diaria) e cuidadosa e a sua eficacia deve ser validada por wipe

sampling.

Deve ser implementado um plano de limpeza que inclua de forma regular todas as
superficies e equipamentos potencialmente contaminados e nao apenas o0s

pavimentos como € a pratica atual.

Foram detetadas diversas lacunas na formacdo e informacéo especificas dos

trabalhadores que lidam com estes agentes.

Os profissionais de enfermagem necessitam nao apenas de formacao, mas também
de normas e procedimentos escritos semelhantes aos que existem para 0s

profissionais de farmacia.

A formacdo deve estender-se a outros grupos de profissionais que lidam com

citostaticos como os auxiliares de acdo médica e os responsaveis pela limpeza.

Algumas destas medidas terdo um impacto imediato e a sua eficacia pode ser
avaliada de forma rapida quer ao nivel do grau de contaminacédo ambiental (repeticao

da amostragem por wipe sampling das zonas envolvidas) quer ao nivel dos
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indicadores biologicos de efeito traduzindo exposicao recente (repeticdo do teste do
cometa e comparacéo dos valores médios de lesdo do ADN encontrados antes e

depois das intervencdes).
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ENTREVISTA

Seccao | — Identificacéo

1.1. Género: M[ ] F[]

1.2. Idade: ]

1.3. Nome:

(Apenas para identificacdo da exposi¢éo)

Seccao Il — Historial Social

2.1. Carga tabagica

- Fuma ou alguma vez fumou? Sim[] Nao[ ]
- Se sim, com que idade comecgou a fumar regularmente? anos
- Continua a fumar? Sim[_] Quantos cigarros por dia?

Ndo[ ] Quando parou de fumar?
2.2. Consumo de é&lcool
Com que frequéncia consome alcool?

Qual a quantidade que consome?

2.3. Habitos alimentares

Assinale com uma cruz (X) a frequéncia diaria com que consome 0s seguintes alimentos:
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Alimentos Nunca | Inferioral |1a2vezes |3a4vezes| Maisdeb
vez por por por vezes por
semana semana semana semana

Carnes brancas (peru,
frango)

Carnes vermelhas
(vaca, porco)

Figado

Alimentos Nunca | Inferioral | 1a2vezes |3a4vezes | Maisdeb5
vez por por por vezes por
semana semana semana semana

Alface
Cereais integrais
Pao
Frutas citricas
(laranja, liméo,
morango, tangerina,
péssego)
Frutas ndo citricas
(péra, maga, banana)
Frutos secos
(amendoins)
Peixe

Seccao lll = Historial Ocupacional

3.1. Presente Ocupagéo

Area de Trabalho:

Funcéo exercida:

Funcao exercida hi anos
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Descricéo do tipo de trabalho:

Tempo de actividade na empresa: (anos)

Existe exposigdo a citosaticos no seu posto de trabalho? Sim[ ] N&o[ ]

Se sim passe para o ponto 3.2.

Se nédo passe para o ponto 3.3.

3.2. Exposicgao a citostaticos no local de trabalho

3.2.1. Ocupac0es ou actividades exercidas actualmente com exposicao a citostaticos

Dias
~ . Horas
Funcgéo exercida . por
por dia
semana
1
2
3
4
5

3.2.2. Ocupacdes ou actividades exercidas anteriormente com exposi¢ao a citostaticos
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Funcédo exercida

Horas
por
dia

Dias
por
semana

De... a

i;rllos)

Seccao IV — Susceptibilidade individual

4.1. Tem, ou teve, alguma doenca respiratéria? Sim[_] N&o [ ]

Se sim, qual?

Toma alguma medicagdo? Sim[ ] N&o[ |

Se sim, qual?

4.2. Tem, ou teve, alguma dificuldade respiratéria? Sim[ ] N&o[ ]

Se sim, qual?

Toma alguma medicacdo? Sim[ | Nao[ ]

Se sim, qual?
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4.3. Tem, ou teve, alguma doenca oncolégica? Sim[ | Nao[ ]

Se sim, qual?

Toma alguma medicacdo? Sim[ ] Né&o[ |

Se sim, qual?

4.4 Existem doencas oncoldgicas em familiares directos?
Sim[] Nao[ ]

Se sim, quais?

4.5. Toma algum suplemento alimentar?
Sim[ ] Nao[ ]

Se sim, quais?

4.6. Toma presentemente algum dos seguintes medicamentos?
Sim[] Nao[ ]

Se sim, quais?

[] Folifer
[ ] Neurobion

[] Folacin
[] Outro

Seccao V - Equipamento de Proteccao Colectiva

Existem medidas de protecgdo colectiva? Sim[ ] Nao [ ]
Se sim, quais?
Sistema de exaustdo de ar? Sim[ ] N&o[ ]

Sistema de insuflagdo de ar? Sim[ ] Nao[ ]
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Sistema de climatizagéo? Sim[ ] Nao[ ]

Seccao VI — Equipamento de Proteccao Individual

Utiliza equipamento de protecgdo individual? Sim ] N&o [ ]

Se sim, especifique:

Botas de proteccdo: Sim[ | N&o[ ]

Luvas: Sim[ | N&o[ ]

Mascara das vias respiratérias: Sim[ ] N&o[ ]
Oculos de proteccdo: Sim[] Nao[ ]
Vestuério adequado: Sim[ ] N&o[ ]
Protectores auriculares: Sim[ ] Nao[ ]

Capacete: Sim[ | Na&o[ |

Seccdao VIl — Tempos Livres

Quie tipo de actividades desenvolve para além da sua actividade profissional?
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EXPOSICAO PROFISSIONAL A MEDICAMENTOS CITOTOXICOS:

Caracterizacao Inicial das Unidades Hospitalares Portuguesas

Os citotoxicos constituem um grupo farmacoterapéutico que interfere por varios mecanismos de
accao com o DNA, levando a destruicdo celular. Estes agentes terapéuticos sdo preparados
diariamente em Unidades Hospitalares Portuguesas, e posteriormente usados no tratamento de
varias doencas, nomeadamente as oncoldgicas. As doengas oncoldgicas constituem,
actualmente, a segunda causa de morte nos paises desenvolvidos, logo a seguir as doengas
cardiovasculares. A Organizacao Mundial de Salde prevé um aumento acentuado da incidéncia
destas mesmas doengas, relacionado, entre outros factores, com o envelhecimento das
populagées, com habitos e estilos de vida pouco saudaveis e com a exposi¢do a carcinogéneos.
Tal facto contribuira para um aumento do nimero de preparagdes efectuadas nas Unidades
Hospitalares e consequentemente, para um aumento significativo da exposicao dos profissionais
de saude, nomeadamente Farmacéuticos, Técnicos de Farmacia e Enfermeiros. Assim, crescem
0s potenciais riscos para a salde derivados destas exposicoes e ganham importancia as
necessidades de caracterizagcdo do risco e de desenvolvimento do conhecimento dos efeitos
sobre a saude dos trabalhadores.

No ambito do Projecto “Exposi¢éo profissional a citostaticos: caracterizagdo da exposicdo em
unidades hospitalares portuguesas”, solicita-se a vossa colaboragdo no preenchimento do
questionario que se segue, de forma a possibilitar a caracterizagdo inicial da Instituicdo. Garante-
se 0 anonimato e confidencialidade dos resultados obtidos.

Instrugdes de preenchimento

Este questionario encontra-se dividido em duas partes. A Parte | tem como objectivo a
caracterizagao geral da Instituicdo e do circuito dos Medicamentos Citotéxicos; a Parte Il foi
elaborada pela Comissdo de Boas Préticas da Sociedade Internacional de Profissionais de
Farmacia em Oncologia (International Society of Oncology Pharmacy Practitioners — ISOPP) com
o objectivo de verificar a conformidade das instituicdes que preparam medicamentos citotoxicos
pelo que podem existir questdes que nao se aplicam a realidade dos Hospitais Portugyeses.
Nesses casos, e sempre que nao se aplicar a esta instituicdo, devera responder N/A (Nao se
Aplica). Nos outros casos, podera responder N/S (Nao Sei), S (Sim) ou N (Nao). .

Agradecemos antecipadamente a vossa disponibilidade para colaborar nesta investigacao.
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Parte Il — ISOPP Standards Audit Tool

BES AL

Os medicamentos citotoxicos sdo preferencialmente adquiridos a fornecedores que
fornecem frascos inquebraveis ou frascos envolvidos com plastico?

Os medicamentos citotéxicos sdo transportados internamente (dentro da instituigao) ‘
na sua embalagem original? X

Os medicamentos citotéxicos sdo transportados internamente (na instituigao) num )
recipiente a prova de choque? X

Os medicamentos citotoxicos sdo transportados internamente (na instituigao) nu‘n}
i e s " y B POVa 2 r0eR € pra\res el 3
recipiente a prova de derrame (impermeavel)? ' GRS #Cc X

Os produtos citotéxicos transportados internamente (na instituigao) apresentam uma
etiqueta de aviso citotéxico no exterior do recipiente? X

Durante o transporte interno (na institui¢@o), esté presente um Kit de emergéncia )
citotoxica? X

As preparagdes citotéxicas séo transportadas internamente (na instituicdo) numa :
mala/recipiente estangque? X

As preparagdes citotoxicas sdo transportadas internamente (na instituigdo) com
protecgao de luz, quando necessario? X

Os funcionarios que transportam, internamente (na instituicdo), as preparagdes
citotoxicas tém formagao na actuagéo em caso de derrame de citotoxicos? X

Os recipientes utilizados para o transporte interno (na instituigéo) de o
medicamentos/preparagdes citotoxicas sdo utilizados exclusivamente para esse fim? X

S3o utilizados tubos pneumaticos para o transporte interno (na instituicao) de
preparagdes citotoxicas? X

Estes tubos pneumaticos utilizados no transporte interno (na instituicdo) de
preparagdes citotoxicas séo utilizados exclusivamente para esse fim? A

Os tubos pneumaticos usados no transporte interno das preparagdes citotoxicas foram
previamente verificados e validados para o transporte de sacos de infus@o? X

Existem procedimentos escritos de como se deve actuar em caso de derrame ou
outros incidentes que envolvam medicamentos citotoxicos no tubo pneumatico usado x
para o transporte internos (na instituigdo) de preparagdes citotoxicas?

ISOPP Standards Audit Tool 3/20
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A sua instituigdo tem um programa de formagéo documentado para todos os
funcionarios que lidam com medicamentos citotdxicos?

(A formagao e o treino de todos estes funcionarios pode ndo ser da responsabilidade
dos Servigos Farmacéuticos.)

« Farmacéuticos

e Técnicos de Farmacia

e Enfermeiros

e Meédicos

e Assistentes Operacionais

e Pessoal da limpeza

e Doentes, familia e cuidadores

S| ] X

As perguntas seguintes referem-se a formacao dos funcionarios da Farmacia

Os funcionarios sdo avaliados no final do programa de formagao?

X

A documentacéo referente a formagao € arquivada indefinidamente?

O programa de formacao é repetido regularmente (a cada 2, 3 anos ou mais
frequentemente se as praticas/conteidos mudarem)?

P4

A formagao é assegurada por um membro dos funcionarios com conhecimentos
especificos na area dos riscos associados aos medicamentos citotéxicos e da
manipulagdo segura?

Existe um programa de formag&o para todos os funcionarios que manipulam e lidam
com medicamentos citotoxicos?

Os funcionérios estio devidamente informados sobre os possiveis riscos da exposi¢éo
ocupacional a medicamentos citotoxicos?

x [ X | X

A formac&o inclui contetidos sobre os possiveis riscos da exposi¢ao a medicamentos
citotoxicos?

A formagao sobre os possiveis riscos da exposigdo ocupacional a medicamentos
citotéxicos esta documentada?

O programa de formagao inclui o ensino sobre a utilizagao de cdmaras de seguranga
biologica ou isoladores?

* I3 | =

Esta formag&o inclui o ensino sobre os procedimentos para trabalhar numa sala limpa de
manipulagdo de medicamentos citotéxicos?

X

Esta formagao inclui 0 ensino da técnica asséptica?

X

Esta formagao inclui o ensino sobre a utilizagéo de equipamentos de protecgao individual?

ISOPP Standards Audit Tool
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A preparagédo de medicamentos citotdxicos para administ
centralizada dentro da instituicdo?

A area de preparagdo de medicamentos citotéxicos esté localizada numa area da farmacia
sob o controlo dos profissionais da farméacia (ou seja, nos Servigos Farmacéuticos ou
numa farmacia satélite)?

Existe uma sala limpa ou uma area especifica para preparagdo de medicamentos
citotoxicos?

O acesso a sala limpa é realizado através de uma antecdmara?

Existe algum meio de transferéncia de material (transfer) entre a @rea de preparagdo e
o meio envolvente?

Existe um chuveiro de emergéncia perto da sala de preparagéo de citotoxicos?

> | > [>x| x

Existe um lava-olhos de emergéncia disponivel perto da sala de preparagéo citotoxica?

O funcionamento e a limpeza do chuveiro de emergéncia e do lava-olhos séo testados
regularmente?

Existem diferencas de presséo entre a 4rea de preparagdo e o ambiente envolvente?

A presséo de ar é positiva na area de preparagdo e negativa na antecamara?

A pressao de ar é negativa na area de preparago e positiva na antecamara?

Os diferenciais de pressdo de ar séo monitorizados?

O ar do local de trabalho é expulso e ventilado para o exterior?

O ar expulso da sala de trabalho passa por um filtro HEPA?

O ar que entra na area de preparagado passa por um filtro HEPA?

X > | x| X |X

Existe uma troca de ar na area de preparagao de pelo menos 20 volumes do ar da
sala, por hora?

A temperatura na area de preparagao é controlada?

A temperatura na area de preparagdo mantém-se entre 18 °C e 22 °C?

A humidade na area de preparagéo € controlada?

A humidade relativa do ar na @rea de preparagéo esta entre 30% e 70%?

X | > X

A amostragem de particulas no ar € realizada na area de preparagéo?

A integridade do filtro HEPA é monitorizada na area de preparagdo?

A velocidade do ar € monitorizada na area de preparagao?

D
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Os medicamentos citotéxicos utilizados encontram-se todos embalados em recipientes
a prova de fuga em caso de quebra?

Utiliza sempre seringas Luer-lock durante a preparagéo de citotoxicos?

Utiliza dispositivos de transferéncia em sistema fechado durante a preparagéo de
citotoxicos?

Se nao utiliza dispositivos de transferéncia em sistema fechado, utiliza spike durante a
preparacéo de citotdxicos?

Se n#o utiliza um dispositivo de transferéncia em sistema fechado, utiliza um
dispositivo de ventilagdo de ar equipado com um filtro de 0,2 micrémetros hidrofébico
(Chemo Mini-Spike Plus® V) para evitar um diferencial de presséo entre o interior e 0
exterior do frasco do medicamento citotéxico durante a preparagao?

Se nao utiliza o dispositivo de transferéncia em sistema fechado, utiliza agulhas (18
(/1,2 mm) para a reconstituigdo de medicamentos citotoxicos?

Se ndo utiliza o dispositivo de transferéncia em sistema fechado, utiliza agulhas de
calibre 21G/0.8mm ou menor para perfurar os sacos/frascos de solugbes para
diluigao?

Se nao utiliza o dispositivo de transferéncia em sistema fechado, evita a utilizagdo de
agulhas com filtro (a ndo ser que o farmaco se encontre em ampolas de vidro ou se
existirem particulas visiveis em suspenséo)?

E utilizado um dispositivo de administragdo em sistema fechado na administragdo de
medicamentos citotéxicos?

Os sistemas de administracdo sdo purgados na Farmacia com uma solugdo ndo
citotéxica, antes da adigdo dos medicamentos citotoxicos?

Os medicamentos citotdxicos na forma liquida administrados por via oral séo
dispensados em dose unitaria?
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citotéxicos?

O equipamento utilizado esta destinado apenas para a preparagé@o de medicamentos

As preparagdes ndo estéreis de medicamentos citotoxicos sao realizadas numa sala
separada, usada apenas para estes medicamentos?

X

A sala de preparagdo de produtos ndo estéreis esta sob pressdo negativa em relagao
ao meio envolvente?

As preparagdes nao estéreis sdo realizadas numa CFAL do tipo 1?

As preparagoes ndo estéreis sdo manipuladas numa CFAL B2 do tipo 11?7 (N&o
utilizando a mesma camara para as preparagoes estéreis?)

As preparagdes sdo realizadas num isolador, e este é usado apenas para este tipo de
preparagdes?

X})’)(

O equipamento de protecgéo individual € utilizado durante a preparagdo?

ISOPP Standards Audit Tool
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Existem procedimentos escritos para a limpeza da CFAL?

Existem procedimentos escritos para a descontaminagao da CFAL?

O operador usa 6culos de protecgdo para limpeza/descontaminagdo da CFAL quando
o vidro frontal estéa levantado?

O operador usa dois pares de luvas para limpeza/descontaminagao da CFAL?

E realizada a lavagem das maos do operador (com agua e sab3o), imediatamente
ap6s a remogao das luvas?

O operador usa uma bata de material impermeavel a medicamentos citotéxicos com a
frente fechada, mangas compridas e punhos elasticos, para limpeza/descontaminagao
da CFAL?

O operador usa uma mascara de respiragédo P2/P3 ou N95/NIOO para
limpar/descontaminar a CFAL?

O operador usa uma touca descartavel para limpar/descontaminar a CFAL?

O operador usa uma protecgdo para a barda (quando aplicavel) para
limpar/descontaminar a CFAL?

A superficie de trabalho da CFAL é limpa:

1. No inicio do dia de trabalho?

2. No final do dia de trabalho?

3. Entre as preparagdes?

4. Apds derrames?

A CFAL é descontaminada, pelo menos uma vez por semana, com um detergente
fortemente alcalino?

A parte inferior da superficie de trabalho da CFAL é limpa pelo menos uma vez por
més?

Os residuos provenientes da limpeza ou descontaminagéo sao colocados num recipiente de
residuos citotoxicos (tipo IV)?

O operador utiliza 6culos de protecgdo para limpar a sala de preparagéo?

As superficies de trabalho da sala de preparagdo séo limpas diariamente?

As prateleiras sdo esvaziadas e limpas pelo menos uma vez por semana?

A parte externa da CFAL é limpa pelo menos uma vez por semana?

O chao ¢ limpo diariamente, da zona menos limpa para a zona mais limpa?

As paredes e tectos s&o limpos pelo menos uma vez por més?
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Existe um procedimento escrito para a eliminagao de residuos contaminados?

Os residuos contaminados s#o eliminados separadamente dos residuos ndo contaminados?

Os recipientes para residuos de citotoxicos sdo de material (plastico ou papeléo)
rigido?

Os recipientes para residuos de citotéxicos s@o a prova de fugas?

> > K<

Os recipientes para residuos séo devidamente identificados com uma etiqueta de aviso
citotéxico?

Existe um procedimento escrito para a manipulagéo de fluidos corporais dos doentes que
recebem quimioterapia?

As medidas especiais para manusear os fluidos corporais dos doentes mantém-se até
7 dias apés o fim do tratamento?
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Existe um sistema para sensibilizar os funciondrios da presenca de agentes citotoxicos na
farmacia?

Existe um sistema para sensibilizar os funcionarios da presenga de agentes citotdxicos nas
areas de armazenamento?

Existe um sistema para sensibilizar os funcionarios da presenga de agentes citotéxicos na sala
de preparacéo?

2 > 2%

Existe um sistema para sensibilizar os funcionarios da presenca de agentes citotéxicos durante
o transporte?

Existe um sistema para sensibilizar os funcionarios da presenga de agentes citotoxicos durante
a administragdo?

Existe um sistema para sensibilizar os funcionarios da presenca de agentes citotoxicos
eliminagdo dos residuos?

> | > | X

Existe um sistema para sensibilizar as pessoas da presenca de agentes citotéxicos (por
exemplo, nas casa de banho), quando a quimioterapia é administrada em casa?

Pl

Existe um sistema para sensibilizar todas as pessoas da presenca de agentes citotdxicos (por
exemplo, nas casas de banho, nas fezes e urina do doente, na roupa de cama do doente e nas
roupas sujas) nos 7 dias apos a administragdo de quimioterapia em casa ou no hospital?

Existe um sistema para sensibilizar os funcionarios da presenga de agentes citotdxicos na
medicagao oral a ser administrada em casa?

><

Existe um sistema para sensibilizar as pessoas da presenca de agentes citotdxicos em casa,
incluindo medicamentos citotdxicos de administragéo oral?

Existe um sistema para sensibilizar as pessoas das precaugdes especiais para manusear
agentes citotoxicos orais em casa?

Existe um sistema para sensibilizar as pessoas da presenga de agentes citotoxicos
nos residuos de citotoxicos nos 7 dias ap6s a quimioterapia realizada em casa ou no
hospital?
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Existe um processo multidisciplinar para a selecgdo de medicamentos para o
formuldrio de medicamentos da institui¢do?

Existe um processo para a revisao da utilizagdo de medicamentos de custo elevado?

Existe um sistema que permite controlar os prazos de validade e consequente
remogao dos stocks com validade expirada de toda a instituicdo?

Existem politicas e procedimentos escritos sobre o armazenamento e rotulagem de
medicamentos?

Existem politicas e procedimentos escritos sobre 0 manuseamento de medicamentos
devolvidos a farmacia?

Existem politicas e procedimentos escritos sobre a reutilizagdo de medicamentos
devolvidos a farmécia?

X | x> | X | X [ X

Existem politicas e procedimentos escritos sobre o armazenamento, validade,
rotulagem e reutilizagéo de frascos de medicamentos parcialmente utilizados?

Existem politicas e procedimentos escritos sobre o uso de medicamentos sem
autorizagao de introdug@o no mercado dentro da instituicéo?

>

Existem politicas e procedimentos escritos sobre o uso off-label de medicamentos
dentro da instituigdo?

Existem politicas e procedimentos escritos sobre a utilizagdo de medicamentos
experimentais na instituicdo?
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Grelha de observagao

sugestdes de melhoria tendo em atencgédo a realidade do Hospital

A grelha deve ser preenchida pelo investigador. Deve ser registada a data da respectiva observagdo. Os
procedimentos descriminados na grelha sdo alvo de avaliagdo, sendo o objectivo final determinar a conformidade ou
ndo conformidade dos mesmos, colocando uma cruz no respectivo campo. Entenda-se como Conforme, a total
concordancia entre o procedimento descrito e a sua realizagdo e Ndao Conforme, a ndo concordancia entre o
procedimento descrito e a sua realizagdo. Sempre que para uma Ndo Conformidade seja encontrada a respectiva

justificacdo, esta deve ser registada no campo destinado a Observag6es. Estas notas tém como objectivo elaborar

Datadaobservagdo: __ /[

1. Limpeza e desinfecgao

1.1. Limpeza, desinfec¢do e manutengao da CFALV

AFIRMACAO

Conforme

Nao

conforme

N/A

Os procedimentos de limpeza estdo descritos.

A limpeza é feita por profissionais competentes.

Durante a limpeza, os profissionais utilizam equipamento de proteccéo
individual.

N&o salpica o filtro HEPA com alcool a 70°.

Limpa diariamente a CFALV com agua e detergente.

Efectua o registo das limpezas realizadas (diarias, semanais e mensais).

Liga a CFALV 30 minutos antes da desinfeccéo.

Desinfecta a CFALV antes do inicio das preparacoes.

Desinfecta a CFALV apo6s as preparacoes.

Desinfecta a CFALV pela ordem: painel frontal, painéis laterais,
bancada, vidro (dentro) e vidro (fora).

Desinfecta de cima — junto ao filtro — para baixo, paralelamente ao filtro
HEPA.

Durante a desinfec¢do, quando chega a um canto, descreve uma curva
com a gaze e regressa ao lado oposto junto ao local onde comecgou, em
forma de “S”.

Imediatamente antes de desinfectar a bancada, desinfecta as torneiras
e lampadas.

Desinfecta a CFALV quando se preparam medicamentos néao
citotdxicos, apoés se ter preparado medicamentos citotdxicos

Desinfecta sempre que existe um derrame.

Desinfecta diariamente todas as superficies/bancadas com élcool a 70°.

Efectua o registo diério das desinfec¢des realizadas.

Desinfecta os materiais com alcool a 70°.

Semanalmente é feita a descontaminagéo.

Z

A CFALV é utilizada apenas para preparacdo de medicamentos
citotoxicos.

Os desperdicios resultantes da limpeza sé@o colocados em sacos
vermelhos (tipo 1V) que sdo fechados e retirados da CFALV com o
minimo de movimentos.

Existe um programa de manutencdo preventiva adequado as horas de
utilizacdo da CFALV

Os parametros verificados sdo os que influenciam a proteccéo
concedida pela CFALV

Os caudais de insuflacdo e exaustdo da CFALV sédo os adequados
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A CFALYV apresenta sinalizacdo (visual e/ou sonora) quando apresenta
anomalias de funcionamento

Observacoes:

1.2. Limpeza, desinfec¢ao e funcionamento das salas

AFIRMACAO

Conforme

Nao
conforme

N/A

Os procedimentos de limpeza estao descritos.

A limpeza é feita por profissionais competentes.

Durante a limpeza, os profissionais utilizam equipamento de proteccéo
individual.

Limpa diariamente todas as superficies com agua e detergente.

Desinfecta diariamente todas as superficies.

As prateleiras e armarios de armazenamento séo limpos e desinfectados
semanalmente.

Existe um balde e uma esfregona utilizados apenas na sala limpa e semi-
limpa.

A esfregonal/esfregdo é esterilizado ou deitado fora apds cada utilizacéo.

Efectua a limpeza diaria do chdo no sentido da zona suja para a zona
semi-limpa.

Efectua o registo das limpezas realizadas (diarias, semanais e mensais).

Desinfecta diariamente todas as superficies/bancadas com alcool a 70°.

Efectua o registo diério das desinfeccdes realizadas.

Semanalmente é feita a descontaminacéo do exterior da CFALV.

Os desperdicios resultantes da limpeza sdo colocados em sacos
vermelhos (tipo V).

As pressdes negativas sdo asseguradas nos locais necessarios

Quem procede a limpeza tem informag&o acerca dos riscos associados
a accao de limpeza

1.3. Limpeza e desinfec¢ao do material

AFIRMACAO

Conforme

Nao
conforme

N/A

O material ndo estéril, utilizado na preparacdo de medicamentos
citotéxicos, é lavado separadamente do restante material.

1.4. Valida¢ao do processo de limpeza

AFIRMACAO

Conforme

Nao
conforme

N/A

E feita a validac&o microbioldgica.

E feita a validac&o quimica.

Observacoes:
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2. Preparac¢do de medicamentos citotoxicos

2.1. Preparagdo de medicamentos citotoxicos

AFIRMACAO

Conforme

Nao

conforme

N/A

Existem procedimentos escritos para a reconstituicédo, diluicdo, mistura,
etiquetagem e acondicionamento.

Verifica as condi¢des de temperatura, humidade, presséo e se as portas
se encontram fechadas, antes do inicio da preparacao.

Liga a CFALV cerca de 30 minutos antes do inicio da preparacdo dos
MC.

Escolhe atempadamente o material necessario.

Utiliza campo de trabalho para quimioterapia.

Coloca um medicamento de cada vez dentro da CFALV.

Assegura-se de que as superficies externas dos recipientes que
acondicionam os MC ndo se encontram contaminadas.

Realiza uma preparacgéo de cada vez.

Utiliza seringas Luer-slip (somente se as conexdes Luer-lock sao
incompativeis) tais como agulhas intratecais.

Utiliza conexBes seringa-seringa quando transfere solugBes de uma
seringa para a outra.

N&o utiliza agulhas de grande calibre para reconstituir e aspirar MC.

Utiliza agulha com filtro s6 quando o MC foi removido de uma ampola de
vidro ou se séo visiveis particulas de matéria.

Experimenta o conjunto seringas/agulha antes de o utilizar.

Quando utiliza ampolas de vidro, efectua a sua abertura com um quebra-
ampolas ou com o auxilio de compressas.

Utiliza dispositivos de ventilacdo do ar para igualar as pressdes e para
prevenir a passagem de po, aerossois e liquidos (p.e. spike).

Utiliza técnicas que evitam a formacao de diferencas de pressao.

Controla o volume dos MC e do ar aquando da sua medicgéo.

Confere os volumes medidos.

N&o fecha completamente o vidro da CFALV.

Sempre que o alarme detecta alteragfes no fluxo de ar, interrompe o
trabalho e investiga a causa.

Utiliza o Equipamento de Protec¢éo Individual adequado e necessario

Muda o segundo par de luvas de 30 em 30 minutos e sempre que ocorre
um acidente.

Faz pausas a cada 2 horas.

Regista todo o material utilizado e as preparacdes efectuadas.

ObservacGes:
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2.2. Controlo de qualidade do produto final

AFIRMACAO

Conforme

Nao

conforme

N/A

E realizado o controlo de qualidade do produto final.

E feita uma inspecc¢ao visual do produto acabado.

Sao confirmados os volumes.

E confirmado o rétulo.

O roétulo contém:

¢ Nome do doente.

e Nudmero de registo no Hospital.

e Substancia activa.

e Dose.

e Volume.

¢ Via de administracgéo.

e Duracéo da infuséo.

e Data e hora de preparacéo.

¢ Validade.

e Recomendac¢bes para armazenamento.

e Informacéo adicional, quando necessario.

ObservacGes:
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3. Validagao

3.1. Validagao do produto final

Nao

AFIRMACAO Conforme N/A
conforme
E realizada a validac&do da qualidade microbiolégica do produto.
Confirmacédo dos volumes medidos durante a preparacao.
Pesagem das bolsas depois de preparadas.
3.2. Validagdo da ndo existéncia de contaminagao cruzada
AFIRMACAO Conforme Néo N/A
conforme
E garantido que n&o existe contaminaco cruzada.
Este processo esta validado.
3.3. Validagdo do programa informatico
AFIRMACAO Conforme Néo N/A
conforme

O software utilizado esta validado.

Observacoes:

192




o'-):ﬂwm SINWG
o

A
S, 3
€ onisanon

UNIVERSIDADE NOVA bE LISBOA
Escola Nacional de Saiide Publica

Universidade Nova de Lisboa

Escola Nacional de Saude Publica

Exposicdo Ocupacional a Citostaticos e Efeitos sobre a Saude em duas

Unidades Hospitalares Portuguesas

ANEXO 4

Resultados da Aplicacédo do Questionario da ISOPP

193



Resultados da aplicacdo da ISOPP Audit Tool

Item 1- Transporte

Questao

Os citotéxicos sao preferencialmente adquiridos a fabricantes com

recipientes protegidos ou inquebraveis?

Os citotoxicos séo transportados internamente na sua embalagem

original?

Os citotoxicos sao transportados internamente num contentor a prova S
de choque?

Os citotoxicos sao transportados internamente num contentor a prova S
de fugas?

Durante o transporte interno os citotoxicos tém uma etiqueta de aviso S

no exterior do contentor?

O transporte interno inclui um kit para fugas?

Os citotoxicos séo transportados internamente numa embalagem S
externa selada e a prova de fugas?

Quando indicado os citotoxicos séo transportados internamente S
protegidos da luz?

O pessoal que transporta os citotoxicos tem treino especifico em como

lidar com uma fuga?

O contentor é utilizado apenas para o transporte dos citotoxicos? S
Para o transporte interno de citotéxicos sao usados tubos pneumaticos? N
Os tubos pneumaticos sao usados unicamente para o transporte de N
citotoxicos?
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Os tubos pneuméticos sao previamente verificados e validados para o N
transporte que vao efetuar?

Existe um procedimento escrito sobre o modo de lidar com fugas ou N
outros incidentes que envolvam os citotoxicos contidos no tubo

pneumatico?

ltem 2— Pessoal

Questéo

A preparacao de citotoxicos para administracdo parentérica é efetuada S

apenas por pessoal de farmécia treinado?

Existe uma politica escrita sobre como lidar com trabalhadores que S

pecam para ser afastados da preparacéo de citotoxicos?

E efetuada recolocacio sem exposicao a citotdxicos para todas as S

trabalhadoras tentando engravidar ou com gravidez diagnosticada?

E efetuada recolocacio sem exposicao a citotdxicos para todas as S

trabalhadoras a amamentar?

Existe uma politica escrita sobre vigilancia médica para os

trabalhadores expostos a citotoxicos?

E feito um exame médico basal antes do trabalhador entrar em contacto S

com 0s citotoxicos?

Os trabalhadores com alteragBes no exame médico sédo afastados do S

contacto com citotoxicos até que a alteracdo seja esclarecida?

O acesso a area de preparacao é restrito apenas a pessoal autorizado? S

Existe sinalizagdo adequada indicando acesso restrito as areas de S

preparacdo e armazenamento?

195




Existem procedimentos escritos sobre higiene para os trabalhadores S
que exercem actividade nas areas de preparagao?

E proibido comer, beber, mascar pastilha elastica e aplicar cosméticos S
nas areas de preparacao?

E exigido aos trabalhadores que retirem a maquilhagem, verniz das S
unhas, anéis, brincos, pulseiras e todo o tipo de joalharia antes de

entrarem nas areas de preparacao?

Estao disponiveis equipamentos de proteccao individual? S
A &rea de preparacédo e zona limpa estao pensadas tendo em conta a S
seguranca e o conforto dos trabalhadores?

Os trabalhadores com infec¢gBes cutaneas ou respiratérias ou que S
estejam a receber terapéutica imunossupressora sao impedidos de

preparar citotoxicos para administracdo parentérica?

Existe pessoal suficiente para permitir que quem esteja a trabalhar na S

area de preparacao faca um intervalo a cada 2 horas?

Item 3— Educacgéo e treino

Questéo

Existe um programa de formacédo documentado para todos os que

contactam com citotoxicos:

e Técnicos de farmacia
e Enfermeiros

e Meédicos

e Auxiliares

e Pessoal de limpeza

e Doentes e seus acompanhantes
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(as questdes seguintes referem-se apenas a formagéo do pessoal de

farmacia)

Os trabalhadores sé&o avaliados no final da formagéao?

A documentacao referente a formacéo € arquivada e guardada? S
A formacéo é repetida regularmente (pelo menos de 2-2 ou 3-3 anos)? | S
A formacé&o € administrada por pessoal especializado na area dos S
riscos associados aos citotdxicos e respectivos procedimentos de
seguranca?

Existe um programa de formacao para todos os trabalhadores que S
manipulam citotoxicos?

Os trabalhadores séo especificamente informados sobre os riscos S
associados a exposicao ocupacional a citotdxicos?

Esta informacao esta incluida no programa de formacgéo? S
O fornecimento desta informacéao fica documentado? S
A formacéo inclui educacéo sobre o uso das camaras de fluxo S
laminar?

A formacéo inclui educacéo sobre os procedimentos a adotar para S
trabalho na zona limpa?

A formacéo inclui educacao sobre técnicas de assepsia? S
A formacéo inclui educacédo sobre o uso dos equipamentos de S
protecéo individual?

A formacéo inclui educacao sobre como eliminar os residuos de S
citotoxicos?

A formacao inclui instru¢cdes sobre como utilizar as estacoes de S
emergéncia (lava-olhos e chuveiro de emergéncia)?
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A formacéo inclui treino na rotulagem e embalamento de preparagdes

de citotéxicos?

A formacéo inclui instru¢cbes sobre o transporte de citotoxicos?

A formacéo inclui instrucdes sobre a preparacdo de citotdxicos para

administracao topica e oral?

A formacao inclui instrucdes sobre procedimentos de limpeza e

descontaminacao?

E efetuada validagcio microbiolégica para o procedimento de

preparacao efectuado por cada trabalhador?

E efeituado teste de validacio com fluoresceina para o procedimento
de preparacéo efectuada por cada trabalhador?

O programa é repetido regularmente (cada 2 ou 3 anos)?

O programa € assegurado por um funcionario com conhecimentos
especificos na area dos riscos associados a citotdxicos e sua

manipulacédo segura?

Os trabalhadores tém oportunidade para avaliar o treino que lhes é

administrado?

eficacia e atualidade do seu conteudo?

O programa de formacdao é revisto regularmente para assegurar a sua

S

Iltem 4— Condi¢cdes para garantir a esterilidade da preparagcéo de misturas

de citotoxicos para administracao

Questéo

A preparacgao de citotoxicos para administragéo parentérica esta

centralizada na instituicdo?
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A é&rea de preparacédo esta num local da farmacia especifico sob o S
controlo do pessoal de farmacia (ou seja na farmacia central ou huma
unidade satélite)?

Existe uma area separada para preparacao de citotoxicos ou uma area | S
limpa?

O acesso a area limpa faz-se através de uma antecamara? S
Existe um sistema de transfer entre a area de preparacédo e o S
ambiente circundante?

Esta disponivel um chuveiro de emergéncia junto a area de S
preparacgéo de citotoxicos?

Existe um lava-olhos de emergéncia junto a area de preparacao de N
citotoxicos?

O funcionamento do chuveiro e do lava-olhos é testado regularmente? N
Existe um diferencial de pressdes entre a area de preparacéo e o S
ambiente circundante?

Existe pressao positiva na area de preparagao e pressdo negativa na N
antecamara?

Existe pressao negativa na area de preparacao e pressao positiva na S
antecamara?

As diferencas de pressédo sdo monitorizadas? S
O ar do local de trabalho é aspirado e expelido para o ambiente S
exterior?

O ar do local de trabalho aspirado passa por um filtro HEPA? S
O ar que entra na area de preparagdo passa através de um filtro S

HEPA?
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A recirculagdo de ar na &rea de preparacéo € de pelo menos 20 S
volumes da area por hora?

A temperatura na area de preparacao é controlada? S
A temperatura na area de preparacao é mantida entre os 18°C e 0s S
22°C?

A humidade na area de preparacgao é controlada? S
A humidade relativa na area de preparacao esta entre os 30% e 0s S
70%7?

E feita colheita de particulas no ar da zona de preparacdo?

A integridade do filtro HEPA da area de preparacédo é monitorizada?

A velocidade do ar na area de preparacao € monitorizada?

Iltem 5 — Equipamentos de Proteccéao Individual

Questéo
Existem procedimentos escritos sobre o uso de EPIs? S
E usada bata protetora durante a preparaco de citotoxicos para S

administracdo parentérica?

A bata é impermeavel aos citotdxicos? S
A parte da frente da bata é fechada? S
A bata é fechada ao nivel do pesco¢o? S
A bata tem mangas compridas? S
A bata tem punhos apertados? S
A bata é feita de material que nao liberta residuos? S
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Séao utilizadas protec¢des para sapatos destinadas apenas ao uso S
nesta area?

E utilizada uma mascara P2 ou P3 quando ha risco de inalagéo de S
citotoxicos? (por exemplo quando é feita a descontaminacao da

camara com a janela anterior levantada)

E utilizada uma mascara P2 ou P3 durante a preparacdo de produtos S
citotoxicos néo estéreis?

Sao utilizados 6culos quando ha risco de contaminacgéo acidental dos S
olhos? (por exemplo durante a descontaminacdo da camara)

Durante a preparagéo sdo usadas luvas de latex ou de nitrilo? S
As luvas s&o mudadas de 30 em 30 minutos? S
As luvas sdo mudadas sempre que ficam danificadas ou S
contaminadas?

Sao exigidas luvas idénticas para os trabalhadores que retiram os S
citotoxicos necessarios para preparar as misturas?

Sao exigidas luvas idénticas para os trabalhadores que conferem o S
produto final?

DISPOSITIVOS ESPECIAIS

Utilizam apenas citotoxicos embalados em contentores a prova de N
fuga em caso de quebra?

Sao sempre usadas seringas luer-lock durante a preparagcao? S
Durante a preparagdo € usado um sistema de transferéncia de

farmacos fechado?

Se ndo é usado um sistema fechado, sdo usados spikes? S
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Se ndo é usado um sistema fechado é utilizado um filtro hidrofébico S
com 0,2y para evitar um diferencial de presséo entre o interior e o

exterior do frasco de citotdoxico?

Se nédo é usado um sistema fechado sdo usadas agulhas de calibre S

largo (18G/1,2mm) durante a preparacao das misturas?

Se nédo é usado um sistema fechado sdo usadas agulhas de 21G/0,8 S
mm ou menores para perfurar o acesso onde o citotoxico vai ser

adicionado?

Se nao é usado um sistema fechado é evitado o uso de agulhas
normais a nao ser que o citotéxico tenha sido removido de uma

ampola de vidro ou que exista material particulado claramente visivel?

Para administracdo dos citotoxicos € usado um sistema com S

contengao?

As linhas de administracdo sdo previamente tratadas na farméacia com S
um soluto nédo citotdxico antes da adicéo do citotéxico ao saco de

infusao?

Os citotoxicos liquidos para administracéo oral sdo dispensados em

unidoses?

Item 6 — Camaras de Fluxo Laminar

Questéo
Existe uma BSC tipo Il B2? S
A camara esté localizada numa area longe de esgotos, respiradouros S

e zonas de elevada circulagéo de pessoal?

A camara é ventilada a 100% com ar ndo reciclado? S

Existe tubagem independente para entrada e saida de ar na camara? -
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A camara tem dois filtros de exaustdo mais um filtro suplente? S

A camara esté equipada com equipamentos de monitorizagdo
continua e alarmes de forma a confirmar que existe sempre um fluxo

de ar adequado?

A qualidade do filtro HEPA é testada? (DOP/EMERY) S

A qualidade do filtro é testada pelo menos 1 vez por ano por um S

certificador qualificado?

A velocidade do fluxo de ar € medida e registada pelo menos de 3-3

meses?

E feita contagem de particulas?

E feita e documentada contagem de particulas pelo menos de 3-3

meses?

E feita monitorizac&o bioldgica? S

E feito teste de fumo? S

E medido o ruido provocado pela camara? S

E testado o nivel de luminosidade na camara? (400 Lux) S

A camara funciona 24 horas por dia, 7 dias por semana? -

Item 7 — Preparacdes néo estéreis

Questao

O equipamento usado é destinado apenas a preparacao de S

citotoxicos?

A preparacao decorre num compartimento separado utilizado apenas

para preparagfes ndo estéreis de citotdoxicos?
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Este compartimento encontra-se sob pressédo negativa relativamente

ao ambiente circundante?

As preparacgdes ndo estéreis sao feitas numa BSC tipo I?

As preparagdes nao estéreis sdo feitas numa BSC tipo 11? (mas néo a

mesma usada para as preparacoes estéreis)

As preparacdes sdo feitas num ambiente fechado com acesso através

de luvas? (glove box)

Durante a preparacao é usado equipamento de protecao individual? S
Item 8 — Procedimentos de verificacao

Questéao

Os citotoxicos sao requisitados por via eletrénica com registo em N

computador?

As requisicdes sao verificadas em relagdo a sua correcéo e se estao S

ou ndo completas por um profissional de farmacia especializado na

area oncoldgica antes de iniciar a prepara¢ao?

Sao criados perfis de quimioterapia para cada doente e estes sdo S

mantidos e estdo disponiveis para consulta na farmacia?

O profissional de farmécia responsavel pela verificagdo tem acesso a S

todos os regimes terapéuticos e protocolos usados no hospital?

Existem procedimentos escritos sobre como proceder em caso de N

utilizacdo de um regime terapéutico ndo standard?

O profissional de farméacia tem acesso ao processo clinico do doente? S

O profissional de farmécia tem acesso a dados atualizados sobre o S

peso e altura do doente?
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O profissional de farmécia tem acesso aos resultados das analises do S
doente?
O profissional de farmécia verifica todas as medica¢des que o doente S
esta a utilizar?
O profissional de farmécia verifica a adequacédo da dose de S
guimioterapia com base nos resultados das andlises incluindo as
funcBes hepética e renal?
O profissional de farmécia pesquisa sobre a existéncia de eventuais S
interagcdes medicamentosas?
Antes de iniciar a preparacédo existe uma confirmagéo assinada pelo
profissional sobre:

S
e acorrecdo do citotoxico e sua dose s
e a selecdo do diluente adequado
e 0 facto de todos os componentes estarem dentro do prazo de S

validade

S
e o facto de todos os rotulos estarem corretos
Os numeros e datas de validade de todos os farmacos, diluentes e S
sacos de infusdo podem ser retirados?
Todas as preparagfes sdo assinadas por quem as prepara? S
Existe uma verificacao final pelo profissional de farméacia antes da N
preparacao ser entregue para administracao?
Esta verificacdo final é confirmada através de uma assinatura? N

Iltem 9 — Procedimentos de limpeza

Questéo
Existem procedimentos escritos sobre a limpeza da camara? S
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Existem procedimentos escritos sobre a descontaminacéo da S

camara?

O trabalhador usa 6culos para limpar e descontaminar a camara S

sempre que a janela anterior esta levantada?

O trabalhador usa dois pares de luvas para limpar e descontaminar a S

camara?

O trabalhador lava as m&os com agua e sabdo imediatamente apos S

remover as luvas?

O trabalhador usa uma bata impermeavel aos citotéxicos com a frente S

fechada, mangas compridas e punhos apertados para limpar e

descontaminar a camara?

O trabalhador usa uma mascara P2 ou P3 para limpar e

descontaminar a camara?

O trabalhador usa uma cobertura descartavel para o cabelo para S

limpar e descontaminar a camara?

O trabalhador usa, se necessario, uma mascara para a barba para

limpar e descontaminar a camara?

A superficie de trabalho da camara € limpa

e no inicio do dia de trabalho S

e no final do dia de trabalho S

e entre preparacdes

e apos fugas S
S

A camara é descontaminada pelo menos uma vez por semana com S

um detergente alcalino forte?

A parte inferior da camara € limpa pelo menos uma vez por més? S
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Os residuos originados ao longo do dia pelos procedimentos de S
limpeza e descontaminac¢éo sao recolhidos num contentor préprio

para citotéxicos?

O trabalhador usa 6culos para limpar a sala de preparacao? S
As superficies de trabalho da sala de preparacao séo limpas S
diariamente?

As prateleiras de armazenamento sdo esvaziadas e limpas pelo S
menos uma vez por semana?

O exterior da cAmara é limpo pelo menos uma vez por semana? S
Os pavimentos sao limpos diariamente da area mais contaminada S
para a menos contaminada?

As paredes e tecto sao limpos pelo menos uma vez por més? S

Item 10 — Procedimentos para lidar com fugas /extravasao de citotéxicos

Questao

Existe um procedimento escrito para lidar com as fugas de citotoxicos S
dentro da camara?

Existe um procedimento escrito para lidar com as fugas de citotoxicos S
em superficies fora da camara?

Existe um procedimento escrito para lidar com a contaminacgéo do S
trabalhador por citotéxicos?

Estéo disponiveis kits para extravasdo de citotoxicos contendo todos S
0s elementos necessarios bem como instrugdes para a limpeza e

manejo das fugas?

Os kits estéo localizados nas zonas onde 0s citotOxicos sao S

recebidos, armazenados, preparados e administrados?
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Todos os trabalhadores envolvidos na manipulacao de citotéxicos S
recebem treino relativamente aos procedimentos a adoptar em caso

de fuga?

Existe um procedimento escrito sobre como lidar com a exposicao S

acidentar a citotdoxicos?

Os incidentes que envolvem exposicdo acidental a citotoxicos séo S

documentados e reportados a um supervisor?

Existe uma politica escrita sobre como lidar com fugas de citotoxicos? S

A farmacia tem uma lista de todos os farmacos corrosivos? S

Existe um kit de extravasao na zona onde sdo administrados os

farmacos corrosivos?

Item 11 — Procedimentos para lidar com residuos de citotéxicos e fluidos

corporais dos doentes

Questéao

Existe um procedimento escrito sobre a remocé&o dos residuos S

contaminados?

Os residuos contaminados séo separados dos ndo contaminados no S

processo de eliminagéo?

Os contentores para residuos de citotoxicos sao feitos de plastico S
rigido ou de cartdo?

Estes contentores sdo & prova de fuga? S

Os contentores estao claramente identificados como contendo S

citotoxicos?

Existe um procedimento escrito sobre como lidar com os fluidos

corporais dos doentes que recebem quimioterapia?
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Séao tomadas medidas especiais para lidar com estes fluidos nos 7

dias seguintes ao tratamento?

Item 12 — Procedimentos relativos a lavandaria

Questao

Existe um procedimento escrito para a manipulagéo das roupas dos

doentes que receberam quimioterapia?

Os trabalhadores usam luvas quando manipulam estas roupas?

As roupas contaminadas sao recolhidas em contentores identificados

como contaminados?

Os trabalhadores evitam agitar demasiado a roupa, espalhando

particulas, quando as estdo a manipular?

Os doentes que tém que tomar banho na cama séao limpos com S

toalhetes descartaveis?

A roupa contaminada € mantida separada da restante roupa?

A roupa contaminada € lavada a parte da restante roupa?

O processo de lavagem € iniciado com um ciclo de agua fria?

O processo de lavagem é reiniciado depois com o processo de

lavagem normal?

Item 13 — Sistemas de aviso dos trabalhadores quanto a presenca de

citotoéxicos

Questéo

Existe um sistema para avisar os trabalhadores da presenca de S

citotéxicos na farmacia?
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Existe um sistema para avisar os trabalhadores da presenca de

citotéxicos na zona de armazenamento?

Existe um sistema para avisar os trabalhadores da presenca de

citotoxicos na sala de preparacéo?

Existe um sistema de aviso dos trabalhadores sobre a presenca de

citotoxicos durante o transporte?

Existe um sistema de aviso dos trabalhadores sobre a presenca de

citotoxicos durante a administracdo?

Existe um sistema de aviso dos trabalhadores sobre a presenca de

citotéxicos durante a eliminagéo de residuos?

Existe um sistema de aviso dos trabalhadores sobre a presenca de

citotoxicos quando os doentes fazem a quimioterapia em casa?

Existe um sistema de aviso dos trabalhadores sobre a presenca de
citotoxicos nos fluidos corporais e roupas dos doentes nos 7 dias

apos a quimioterapia?

Existe um sistema de aviso dos trabalhadores sobre a presenca de

citotdxicos orais na medicacao que o doente leva para casa?

Item 14 — Gestao do risco

Questao

Existe uma listagem atualizada de todos os farmacos perigosos

usados na instituicdo?

A lista esta disponivel sempre que os produtos sdo recebidos,

armazenados, preparados e administrados?

Esta listagem € atualizada regularmente e sempre que sao

adicionadas novas drogas ao formulario da instituicdo?
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Todas as areas da instituicdo que possam eventualmente ser alvo de
contaminacao estao identificadas, desde a rece¢do dos farmacos até

a eliminacéo dos fluidos dos doentes?

Séo efetuadas regularmente wipe samples para avaliar a

contaminacao de superficies?

Sao efetuadas regularmente colheitas para avaliar a contaminar do ar

com citotdéxicos?

Os resultados obtidos séo usados para implementar alteracoes dos

procedimentos?

Os trabalhadores séo alvo de exames médicos iniciais e anuais? S
Os exames médicos incluem um questionario geral? S
Os exames médicos incluem exame objectivos? S
Os exames médicos incluem analises ao sangue? S
Os exames médicos incluem outros testes como analises de urina ou S
espirometria?

Item 15 — Gestdo dos medicamentos
Questéo
Existe uma equipa multidisciplinar para sele¢do dos medicamentos do S
formulario institucional?
Esta implementado um processo para a revisdo do uso de S
medicamentos de custo elevado?
Existe um sistema de verificacdo das datas de validade e de remocao S

de todos os medicamentos com a data expirada?

211




Existem politicas e procedimentos escritos sobre armazenamento e

rotulagem de farmacos?

Existem politicas e procedimentos escritos sobre 0 manejo dos

farmacos devolvidos a farmacia?

Existem politicas e procedimentos escritos sobre a reutilizacdo de

farmacos?
Existem politicas e procedimentos escritos sobre o que fazer com S
embalagens de farmacos parcialmente utilizadas?
Existem politicas e procedimentos escritos sobre 0 uso de farmacos S
nao licenciados?
Existem politicas e procedimentos escritos sobre a utilizacéo off-label S
de farmacos?
Existem politicas e procedimentos escritos sobre o uso de farmacos S
em investigacao?

Item 16 — Documentacao
Questéo
Sao mantidos registos sobre a monitorizacdo da saude dos S
trabalhadores?
S&o mantidos registos sobre a formacgao e treino dos trabalhadores S
envolvidos na manipulacéo de citotoxicos?
Existe documentacéo escrita do fornecimento de informacéo sobre os S
riscos da exposi¢cao ocupacional a citotdéxicos?
S&o0 mantidos registos da validagéo dos trabalhadores que preparam S
citotoxicos?
Sao mantidos registos da exposicao dos trabalhadores a citotoxicos? S
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Sao mantidos registos sobre a monitorizagdo microbiologica da sala N
de preparacdo?
Sao mantidos registos sobre a monitorizagdo microbiologica da S

camara?

Sao mantidos registos da contaminagao quimica, se esta for

efetuada?

Sao mantidos registos sobre a manutencao técnica da camara e S
outros dispositivos com ventilagao?

S&o mantidos registos sobre a limpeza e descontaminacéo dos S
sistemas de ventilagdo?

S&o0 mantidos registos sobre a limpeza da sala de preparagéo? S
S&o mantidos registos sobre o diferencial de pressdes entre salas? S
Sao mantidos registos sobre o transporte de citotoxicos para fora da S
farmécia?

E mantido um registo das fugas de citotoxicos? S
E mantido um registo dos acidentes com picadas e respetivo S
seguimento?

E mantido um registo dos incidentes envolvendo extravas&o de S
citotoxicos?

E mantido um registo de outros incidentes (ex: rececdo de ampolas S

guebradas)?
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Resultados da observacdo direta da atividade de trabalho com registo em

grelhade observacao e das entrevistas com os trabalhadores confrontados

com os procedimentos escritos — zona de preparacao

Limpeza e desinfecdo da camara

Existem procedimentos escritos para a limpeza da camara S
A limpeza é feita por profissionais com formacédo para esta tarefa S
A descontaminacao é feita:
e diariamente
e semanalmente S
e mensalmente
A desinfeccao é feita
e diariamente D
e semanalmente
e mensalmente
A superficie da camara é descontaminada
e no inicio do dia de trabalho
e no final do dia de trabalho N
e entre as preparacdes
e apols derrames N
N
N
A superficie da camara é desinfectada
e no inicio do dia de trabalho S
e no final do dia de trabalho S
e entre as preparacdes
e apos derrames N
S
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Durante a limpeza os profissionais usam:

e bata descartavel

e luvas
S
e mascara
e protectores de calgcado S
e Oculos de proteccao S
S
N
Desinfeta diariamente as superficies da camara com alcool a 70° S
Descontamina as superficies da camara pelo menos uma vez por
semana com um detergente alcalino s
A parte inferior da superficie de trabalho da cAmara é limpa pelo menos
uma vez por més
N
Desinfeta a cAmara pela ordem: painel frontal, painéis laterais, bancada,
vidro (dentro) e vidro (fora) s
Desinfeta de cima (junto ao filtro) para baixo perpendicularmente ao filtro S
HEPA
Durante a desinfecdo quando chega a um canto descreve uma curva S
com a gaze e regressa ao lado oposto junto ao local onde comecou em
formade S
Desinfecta a camara cerca de 30 min antes do inicio das preparagdes N
Desinfeta a camara cerca de 30 min apos as preparacoes N
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Desinfeta as torneiras e lampadas dentro da camara N
A camara € usada apenas para a preparacao de citotdxicos N
Descontamina a camara quando se preparam medicamentos néo N
citotoxicos apos ter preparado medicamentos citotoxicos
Os desperdicios resultantes da limpeza séo colocados em sacos S
vermelhos (tipo 1V) que séo fechados e retirados da camara com o
minimo de movimentos
Limpeza e desinfecéo da sala
Os procedimentos de limpeza estao escritos S
A limpeza é feita por profissionais com formacéo para esta tarefa St
N2
! bancadas
2 restantes zonas
O teto e as paredes séo limpos mensalmente N
Sao limpos diariamente
e chéo S
e bancadas
S
e cadeiras
e exterior da camara N
N
Durante a limpeza os profissionais utilizam
e bata descartavel S
e luvas
S
e mascara
S

e protectores de calgcado

e Oculos de proteccao
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N
Limpa diariamente todas as superficies com agua e detergente N
Desinfeta diariamente todas as bancadas com alcool a 70° S
As prateleiras e armarios de armazenamento sdo limpos N
Existe um balde e uma esfregona usados apenas na sala limpa e N
semilimpa
Efetua a limpeza diaria do chdo no sentido da zona suja para a zona N
semilimpa
Efetua o registo das limpezas realizadas N
Os desperdicios resultantes da limpeza séo colocados em sacos N
vermelhos (tipo 1V)

Limpeza e desinfecdo do material
O material ndo estéril usado na preparacao de citotoxicos é lavado N
separadamente do restante material
Desinfeta os materiais com alcool a 70° S
Os materiais estdo em contacto com o alcool pelo menos 2 minutos N
E realizada a validacéo microbioldgica N
E realizada a validac&o quimica N
Preparacdo de medicamentos citotoxicos

Existem procedimentos escritos para a reconstituicao, diluicdo, mistura, S

rotulagem e acondicionamento

Antes do inicio da preparacao € verificado:
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e temperatura

e humidade
S
e pressao
e portas fechadas S
N
Liga a camara cerca de 30 min antes do inicio da preparacao S
Escolhe atempadamente o material necessario S
Usa campos de trabalho para quimioterapia S
Durante a preparacao os profissionais usam:
e bata descartavel S
e dois pares de luvas S
e mascara
e protectores de calgcado S
e Oculos de proteccao S
N
Coloca um medicamento de cada vez dentro da camara S
Realiza uma preparacdo de cada vez S
Usa seringas com conexdes luer-lock S
Usa dispositivos de ventilagdo do ar para igualar as pressdes e para S
prevenir a passagem de po, aerossois e liquidos (spike)
Experimenta o conjunto seringas/agulha antes de o usar S
Usa técnicas que evitam a formacao de diferencas de presséo S
Controlo o volume dos citotéxicos e do ar aquando da sua medigéo S
Confere os volumes medidos S
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Os sistemas de administracdo sao purgados na camara S
N&o fecha completamente o vidro da camara N
Sempre que o alarme deteta alteragdes do fluxo de ar interrompe o nao ha
trabalho e investiga a causa alarme
Muda as luvas de 30 em 30 min N
Muda as luvas sempre que ocorre um derrame S
Faz pausas a cada 2 horas S
Regista todo o material usado e as preparacdes efetuadas S
Existe um transfer de entrada e outro de saida N
E realizado o controlo microbiolégico do ambiente da camara S
E feita uma inspec&o visual do produto acabado S
S&o confirmados os volumes S
E confirmado o rétulo S
E realizada a validac&o da qualidade microbiolégica do produto N
E realizada a confirmacdo dos volumes medidos durante a preparacgio S
E realizada a validac&o quimica do produto N

Resultados da observacao direta da atividade de trabalho com registo em

grelha de observacao e das entrevistas com os trabalhadores confrontados

com os procedimentos escritos — zona de administracao

Limpeza e desinfecao da sala

Os procedimentos de limpeza estao descritos N

A limpeza é feita por profissionais com formacéo para esta tarefa N
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O teto e as paredes séo limpos mensalmente N
Séo limpos diariamente
e Chéo S
e Bancadas
N
e Portas
e Cadeiras N
N
Durante a limpeza os profissionais usam
e Bata descartavel N
e Luvas
S
e Mascara
e Protetores de calcado N
e Oculos de protecdo N
N
Limpa diariamente todas as superficies com agua e detergente N
Desinfeta diariamente todas as bancadas com alcool a 70° N
As prateleiras e armarios de armazenamento sao limpos e desinfetados N
Existe um balde e uma esfregona utilizados apenas na sala de N
administracao
Efetua a limpeza diaria do ch&o no sentido da zona suja para a zona N
semilimpa
Efetua o registo das limpezas realizadas
Os desperdicios resultantes da limpeza séo colocados em sacos S

vermelhos (tipo V)
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O material ndo estéril utilizado na administracéo de citotoxicos é lavado N
separadamente do restante material
Os lencgdis séo lavados separadamente da restante roupa N
E feita validag&o microbioldgica N
E feita validag&o quimica N
Procedimentos de administracéo de citotoxicos
A zona de administragdo encontra-se fisicamente nas proximidades da S
zona de preparacao
Existe um sistema de transporte especifico e com regras definidas por S
escrito para trazer os citotdéxicos da zona de preparacao para a zona de
administracao
Existe sistema de transfer especifico para movimentar citotoxicos entre S
zonas de preparacdo e administracéao
Existem procedimentos escritos para a administracéo (colocacao e S
retirada)
A identidade do doente é verificada verbalmente S
A prescricao é verificada, garantindo que todos os detalhes estao S
corretos incluindo a data de administracéo, a via de administracao e a
dose
O rotulo da preparacéo é verificado em relacdo a prescricao S
Para administracdo os enfermeiros usam:
e Bata descartavel N
e Luvas
S
e Mascara
e Protetores de calcado S
e Oculos de protegéo N
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Os enfermeiros usam luvas especificas para manipular cada mistura e S
descartam-nas imediatamente apos ter cessado a manipulagéo

O enfermeiro aspira o cateter e verifica o retorno de sangue para S
confirmar que néo existe obstru¢do antes de administrar os citotoxicos

Se for administrado mais de um medicamento pela mesma via esta € S
lavada (com solucéo recomendada) entre administracdes

O local de injecéo é coberto com uma compressa esterilizada durante a N
administracao

No final o local de infusdo é deixado visivel para facil identificacdo de S
eventuais problemas

Ha registo de todas as preparacdes administradas S
As bolsas séo desperdicadas juntamente com o0s sistemas S
No final as preparac¢des séo colocadas em recipientes vermelhos (tipo S
V)

E feita lavagem das m&os sempre que se sai da sala de administrag&o S
Séo feitas pausas a cada 2 horas N
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Caracteristicas e percentagem de células micronucleadas no grupo de

trabalhadores expostos a citostaticos

Amostra | Género | Idade | Fumador Carga Alcool | Ocupagdo | Tempo MN
tabagica exp anos
1 F 26 0 0 0 Farmacia 3 11
2 F 26 0 0 0 Farmacia 3 1
3 F 32 0 0 1 Farmacia 10 2
4 F 38 0 0 0 | Enfermagem 4 5
5 F 26 0 0 1 | Enfermagem 5 3
6 F 55 0 0 1 | Enfermagem 8 2
7 M 46 0 0 0 | Enfermagem 5 18
8 F 27 0 0 0 | Enfermagem 2
9 F 34 0 0 0 | Enfermagem 3
10 F 39 0 0 1 | Enfermagem 7 17
11 F 36 0 0 0 |Enfermagem 0,5 5
12 M 29 1 6 1 | Enfermagem 5 7
13 F 30 0 0 0 | Enfermagem 0,6 8
14 F 27 0 0 0 | Enfermagem 4 1
15 F 31 1 2 1 | Enfermagem 6 9
16 F 36 0 0 0 |Enfermagem 7 2
17 F 41 0 0 0 | Enfermagem 0,5 10
18 F 28 0 0 0 | Enfermagem S
19 F 34 0 0 0 | Enfermagem 2 6
20 F 26 0 0 1 Farmacia 3 16
21 F 28 0 0 0 Farmacia 0,5 4
22 F 29 0 0 0 Farmacia 4 8
23 F 30 0 0 0 Farmacia S 9
24 F 29 0 0 0 Farmacia 2 7
25 F 41 0 0 0 Auxiliar 8 13
26 F 28 0 0 1 Farmacia 1 14
27 F 52 0 0 0 Auxiliar 8 15
28 F 28 0 0 0 Farmacia 2 8
29 F 31 0 0 0 Farmacia 7 S
30 F 30 0 0 1 Farmacia 5 19
31 F 36 0 0 0 Farmacia 12 10
32 F 38 0 0 1 | Enfermagem 4,6 14
33 F 39 0 0 1 | Enfermagem 26 48
34 F 30 0 0 0 | Enfermagem 8 10
35 F 58 0 0 0 Farmacia 30 10
36 F 39 0 0 0 | Enfermagem 9 20
37 F 28 0 0 1 | Enfermagem 5 5
38 F 31 0 0 0 | Enfermagem 9 10
39 F 43 0 0 0 | Enfermagem 21 11
40 F 39 0 0 0 | Enfermagem 17 10
41 F 42 1 8 0 | Enfermagem 17 6
42 M 31 0 0 0 | Enfermagem 6 6
43 M 25 1 2 0 | Enfermagem 1 7
44 F 30 0 0 0 Farmacia 3 11
45 F 24 0 0 0 Farmécia 0,75 6
46 F 31 0 0 0 Farmacia 8 10
Frequéncia global 9,83+8,65
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Percentagem de ADN na cauda do cometa no grupo de trabalhadores expostos a

citostaticos

Amostra | Género | Idade | Fumador Carga Alcool | Ocupagdo | Tempo | % ADN
tabéagica exp anos

1 F 26 0 0 0 Farmacia 3 5,87
2 F 26 0 0 0 Farmacia 3 21,16
3 F 32 0 0 1 Farmacia 10 8,83
4 F 38 0 0 0 | Enfermagem 4 15,67
5 F 26 0 0 1 | Enfermagem 5 7,51
6 F 55 0 0 1 | Enfermagem 8 9,44
7 M 46 0 0 0 | Enfermagem 5 8,92
8 F 27 0 0 0 | Enfermagem 2 28,04
9 F 34 0 0 0 | Enfermagem 3 14,03
10 F 39 0 0 1 | Enfermagem 7 22,91
11 F 36 0 0 0 |Enfermagem 0,5 12,11
12 M 29 1 6 1 | Enfermagem 5 22,85
13 F 30 0 0 0 | Enfermagem 0,6 20,88
14 F 27 0 0 0 | Enfermagem 4 13,40
15 F 31 1 2 1 | Enfermagem 6 9,92
16 F 36 0 0 0 |Enfermagem 7 16,09
17 F 41 0 0 0 | Enfermagem 0,5 30,74
18 F 28 0 0 0 | Enfermagem S 24,31
19 F 34 0 0 0 | Enfermagem 2 13,21
20 F 26 0 0 1 Farmacia 3 21,51
21 F 28 0 0 0 Farmacia 0,5 13,80
22 F 29 0 0 0 Farmacia 4 25,68
23 F 30 0 0 0 Farmacia S 20,30
24 F 29 0 0 0 Farmacia 2 2,89
25 F 41 0 0 0 Auxiliar 8 10,83
26 F 28 0 0 1 Farmacia 1 17,29
27 F 52 0 0 0 Auxiliar 8 22,35
28 F 28 0 0 0 Farmacia 2 31,64
29 F 31 0 0 0 Farmacia I 1,79
30 F 30 0 0 1 Farmacia 5 27,20
31 F 36 0 0 0 Farmacia 12 4,61
32 F 38 0 0 1 | Enfermagem 4,6 44,50
33 F 39 0 0 1 | Enfermagem 26 20,21
34 F 30 0 0 0 | Enfermagem 8 22,66
35 F 58 0 0 0 Farmacia 30 3,33
36 F 39 0 0 0 | Enfermagem 9 24,03
37 F 28 0 0 1 | Enfermagem S 20,39
38 F 31 0 0 0 | Enfermagem 9 3,26
39 F 43 0 0 0 | Enfermagem 21 5,76
40 F 39 0 0 0 | Enfermagem 17 5,43
41 F 42 1 8 0 | Enfermagem 17 3,50
42 M 31 0 0 0 | Enfermagem 6 13,01
43 M 25 1 2 0 | Enfermagem 1 10,71
44 F 30 0 0 0 Farmacia 3 5,83
45 F 24 0 0 0 Farmécia 0,75 4,31
46 F 31 0 0 0 Farmacia 8 5,54

Percentagem média de ADN na cauda do cometa 15,1849,5
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Percentagem de ADN na cauda do cometa no grupo de individuos controlo

Amostra Género Idade | Fumador | Carga tabagica | Alcool | % ADN
1C F 28 0 0 1 3,78
2C F 35 0 0 0 30,43
3C M 51 0 0 0 14,33
4C F 49 0 0 0 1340
5C M 61 0 0 1 15,20
6C M 20 0 0 0 6,76
7C F 43 1 3 1 10,77
8C M 23 0 0 1 5,30
9C F 51 0 0 1 21,19
10C F 57 0 0 0 4,58
11C F 43 0 0 0 17,65
12C F 42 1 10 0 26,57
13C F 28 1 10 0 22,63
14C M 41 0 0 0 3,49
15C F 27 1 5 0 23,32
16C F 48 0 0 1 6,75
17C F 42 0 0 0 22,30
18C F 36 0 0 1 20,03
19C F 30 1 12 0 23,53

20C F 44 1 10 0 16,31
21C F 47 1 20 0 8,00
22C F 25 1 2 0 13,91
23C F 46 0 0 0 20,32
24C F 39 0 0 0 11,29
25C F 38 0 0 0 3,72
26C F 50 0 0 0 20,30
27C F 35 0 0 0 2,48
28C F 39 0 0 0 23,60
29C 0 42 0 0 0 18,49
30C F 49 0 0 0 28,18
31C F 35 0 0 0 5,21
32C M 43 0 0 1 2,79
33C F 52 1 15 1 3,08
34C F 28 0 0 0 5,91
35C F 36 0 0 0 5,30
36C F 32 0 0 0 4,22
37C M 46 0 0 0 4,59
38C F 45 0 0 0 5,06
39C M 26 1 16 1 4,91
40C M 39 0 0 1 5,01
41C F 37 0 0 0 2,68
42C M 23 0 0 1 4,12
43C M 32 0 0 0 4,54
44C F 30 0 0 0 20,30
45C F 51 0 0 0 20,32
46C F 38 0 0 0 13,91

Percentagem média de ADN na cauda do cometa 12,38+8,4
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