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_Resumo

No ambito da Iniciativa Europeia em Biomonitorizacdo Humana (HBM4EU)
realizou-se um estudo ocupacional, envolvendo trabalhadores com poten-
cial exposicdo a cromio hexavalente [Cr(VI)], um reconhecido agente
carcinogénico. No presente estudo s&o apresentados os resultados de
biomarcadores de genotoxicidade, incluindo a andlise de les@o no DNA
e de alteragdes cromossomicas em células sanguineas. O estudo foi reali-
zado em varios Paises Europeus e abrangeu trabalhadores de diversos
setores industriais e atividades, bem como um grupo de controlo consti-
tuido por trabalhadores administrativos das mesmas empresas (controlo
interno) e de outras néo relacionadas com produgao/aplicagao de Cr(VI)
(controlo externo). Os resultados mostraram niveis de alteracées cromos-
somicas (ensaio do micronucleo) e de les@o no DNA (ensaio do cometa)
significativamente aumentados nos trabalhadores expostos comparativa-
mente aos controlos externos (p=0,03; p<0,001, respetivamente). Estes
resultados sugerem que mesmo um baixo nivel de exposi¢do ao Cr(VI)
representa um risco acrescido para a saude dos trabalhadores e, princi-
palmente, para 0s que realizam cromagem em banho. O grupo controlo
interno apresentou niveis medios de lesdes no DNA e nos cromossomas
comparaveis aos do grupo exposto, salientando a relevancia de se consi-
derarem também em risco. O uso de biomarcadores de efeito demonstrou
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ser crucial para a detegdo precoce de efeitos biolégicos decorrentes de
baixos niveis de exposicdo ao Cr(VI), contribuindo para a identificagdo de
subgrupos em maior risco. O presente estudo vem apoiar a necessidade
de uma reavaliacdo do limite de exposicdo ocupacional a Cr(VI), bem
como da implementacdo de medidas de gestdo de risco conducentes a
uma melhor protecé@o da saude dos trabalhadores.

_Abstract

An occupational study was carried out within the scope of the Euro-
pean Initiative on Human Biomonitoring (HBM4EU), involving workers
with potential exposure to hexavalent chromium [Cr(VI)], a recognized
carcinogenic agent. In the present study, the results of biomarkers of
genotoxicity are presented, including the analysis of DNA damage and
chromosomal alterations in blood cells. The study was carried out in
several countries and included workers from different industrial sec-
tors and activities, as well as a control group including administrative
workers from the same companies (internal control) and from others
not related to the production/application of Cr(VI) (external control).
Results showed significantly increased levels of chromosomal altera-
tions (micronucleus assay) and DNA damage (comet assay) in exposed
workers compared to external controls (p=0.03; p<0.001, respectively).
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These results suggest that even a low level of exposure to Cr(VI) rep-
resents an increased risk for the health of workers and, mainly, for
those who perform chromium bath plating. The internal control group
displayed DNA and chromosomal damage levels comparable to those
of the exposed group, highlighting the importance of also being con-
sidered as potentially at risk. The use of effect biomarkers proved to
be crucial for the early detection of biological effects resulting from
low levels of exposure to Cr(VI), contributing to the identification of
subgroups at a higher risk. The present study supports the need for a
reassessment of the occupational exposure limit to Cr(VI), as well as
the implementation of risk management measures leading to a better
protection of workers' health.

_Introdugéo

A exposicao ocupacional a compostos de crémio hexa-
valente [Cr(VI)] ocorre em véarios processos industriais
de soldadura com metais e ligas metalicas contendo Cr,
cromagem em banho eletrolitico e outros processos de
tratamento de superficie (1:2:3). Apesar dos reconheci-
dos efeitos nefastos na saude e das medidas regulatoérias
rigorosas para gerir a exposicao ao Cr(VI) nos locais de
trabalho, incluindo a necessidade de autorizacao para o
uso continuado de compostos de Cr(VI) na Uniao Euro-
peia (Anexo XIV do regulamento REACH), esta substancia
é ainda muito utilizada no setor metallrgico devido a falta
de substitutos adequados para algumas das suas aplica-
¢oes industriais.

Ainalacéo de poeiras, névoas ou fumos de produtos con-
tendo Cr constitui a principal via de exposicao ocupacio-
nal (4) e o trato respiratério, principalmente o pulmao, é o
principal alvo dos efeitos adversos do Cr(VI) para a saude
humana (1:5.6) sendo o Cr(VI) considerado cancerigeno
para o homem (3).

No ambito da Iniciativa Europeia em Biomonitorizagédo Hu-
mana (HBM4EU, www.hbm4eu.eu) foi realizado um estudo
transversal multicéntrico em véarios paises europeus, envol-
vendo trabalhadores de diferentes setores e atividades in-
dustriais com potencial exposicdo a cromatos. O referido
estudo teve o objetivo de produzir novos dados harmoniza-
dos sobre a atual exposigao a Cr(VI), incluindo a caracte-
rizacdo de um conjunto de biomarcadores de efeitos biolo-
gicos precoces.
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_Objetivo

No presente estudo apresenta-se a caracterizag@o de bio-
marcadores de genotoxicidade num subconjunto dos tra-
balhadores incluidos no estudo mais amplo, compreen-
dendo a analise de microntcleos (MN) em linfécitos e de
lesdo no DNA (ensaio do cometa) em leucocitos de san-
gue periférico.

Materiais e métodos

Os trabalhadores potencialmente expostos a Cr(VI) foram
selecionados em varias empresas onde se realizavam ativi-
dades de soldadura, cromagem em banho, tratamento de
superficie com tintas contendo cromato ou pulverizacdo
térmica com Cr metalico aquecido (com possivel forma-
cao de fumos de Cr(VI) ou maquinagao de ago). Selecio-
naram-se como controlos individuos com funcdes adminis-
trativas dentro das mesmas empresas (controlos internos)
e individuos externos a essas empresas (controlos exter-
nos). O estudo foi submetido e aprovado pela Comissao
de Etica para a Satde do Instituto Nacional de Satde Dou-
tor Ricardo Jorge e, também, por uma comissédo de ética
em cada um dos Paises participantes. Cada potencial par-
ticipante recebeu informacao sobre o estudo e assinou
um consentimento informado para a colheita e utilizacéo
de amostras biolégicas. Procedeu-se também a recolha
de informagao contextual, incluindo dados sociodemo-
graficos, dados sobre estilo de vida e histérico profissio-
nal e clinico através de um questionario. Pode encontrar-
-se informacé&o mais detalhada sobre o desenho geral do
estudo numa publicagéo prévia (7).

No estudo incluiram-se adultos saudaveis (18-70 anos) de
ambos 0s sexos de cinco paises, nomeadamente, Bélgica,
Finlandia, Paises Baixos, Polénia e Portugal. Colheu-se
de cada participante uma amostra de sangue for pungao
venosa que foi enviada ao laboratério para analise de bio-
marcadores de efeito, respeitando as condi¢bes de trans-
porte previamente estabelecidas. Todas as amostras foram
pseudo-anonimizadas apo6s colheita e chegaram ja codifi-
cadas ao laboratério.
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O ensaio de MN em linfécitos humanos foi realizado como
descrito anteriormente (8). Para cada individuo, analisaram-
-se pelo menos 2.000 linfocitos com blogueio da citocinese
(células binucleadas, CB) para determinagao da frequéncia
de CB com micronucleo (células micronucleadas, CBMN),
de acordo com critérios publicados (%19). Os resultados da
quantificagao de células binucleadas micronucleadas, entre
outros parametros analisados, foram expressos como fre-
quéncias por 1000 CB. Utilizou-se a versao alcalina do en-
saio do cometa para quantificar a leséo no DNA em leucéci-
tos dos participantes, conforme descrito anteriormente (8).
As laminas, apés coloracdo com um fluorocromo, foram ob-
servadas em microscopio de fluorescéncia com auxilio de
software especifico de analise de imagem (Comet Assay
IV, Perceptive Instruments, Reino Unido). Em cada amos-
tra analisaram-se 100 nucledides e as lesées no DNA foram
quantificadas através da intensidade de fluorescéncia na
“cauda” do cometa (1),

Na analise estatistica dos resultados aplicaram-se testes
nao paramétricos de Kruskal-Wallis (KW) e Mann-Whitney
(MW), dado que os resultados dos biomarcadores de efeito
analisados nao apresentaram uma distribuicdo normal.
Ainfluéncia de potenciais variaveis de confundimento nos
resultados foi analisada através de analises de regresséo
linear multipla. Em qualquer das analises considerou-se
estatisticamente significativo um valor de p inferior a 0,05.
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_Resultados e discussao

Analisou-se a frequéncia de micronucleos e a percentagem
de lesdo no DNA em grupos de, respetivamente, 284 e 117
participantes do estudo. As caracteristicas sociodemogra-
ficas e de estilo de vida do total de participantes e apds a
sua distribuicdo em grupos “exposto” e “controlo” por bio-
marcador de efeito, sdo apresentadas na tabela 1.

Os resultados dos biomarcadores de genotoxicidade anali-
sados em células sanguineas dos trabalhadores expostos
a Cr(VI) e dos controlos estao representados nos graficos
1e?2.

A anélise estatistica da frequéncia média de CBMN nao
revelou diferencas estatisticamente significativas entre o
grupo de todos os trabalhadores expostos e 0 de todos 0s
controlos. No entanto, a comparagao do mesmo parametro
entre o grupo exposto e o grupo de controlo externo mos-
trou uma frequéncia média de CBMN significativamente
aumentada no grupo exposto (p=0,033). Em relacdo aos
resultados do ensaio do cometa, o grupo exposto apre-
sentou um nivel significativamente aumentado de lesao no
DNA, em comparacdo com 0s grupos controlo total e con-
trolo externo (p=0,014 e p<0,001, respetivamente). Estes
resultados estdo de acordo com outros estudos em tra-
balhadores expostos a Cr(VI) (12.13) mostrando que ape-
sar dos niveis atuais de exposicao serem baixos, ainda
se identificam efeitos genotdxicos em células sanguineas,
indicando um efeito sistémico.

Para além disso, observaram-se diferencas estatistica-
mente significativas na frequéncia de CBMN e na percen-
tagem de lesdo no DNA entre os subgrupos de controlo
interno e externo relativamente os parametros analisados
(p<0,001). E de notar que os controlos externos foram
recrutados apenas em Portugal e Finlandia. Por outro
lado, os controlos externos portugueses (n=18) apresen-
taram niveis significativamente mais baixos de CBMN
(p<0,001) do que os controlos finlandeses (n=15), situan-
do-se no intervalo de valores previamente descrito em
meta-analises (14.15),
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Tabela 1: [ Caracteristicas sociodemograficas dos participantes no estudo.

Varidveis Participantes com dados de microntcleos Participantes com dados de lesdes no DNA
independentes em linfécitos n (%) (ensaio cometa) n (%)
Total de Total de Total de Total de Total de Total de
participantes trabalhadores controlos participantes trabalhadores controlos
N 284 191 (67,3) 93 (32,7) 17 74 (63,2) 43 (36,8)

Pais de origem

Bélgica 69 (24,3) 48 (25,1) 21 (22,6) 29 (24,8) 16 (21,6) 13 (30,2)

Finlandia 56 (19,7) 33 (17,3) 23 (24,7) 20 (17,1) 14 (18,9) 6 (14,0)

Paises Baixos 30 (10,6) 20 (10,5) 10 (10,8)

Polénia 71 (25,0) 52 (27,2) 19 (20,4) 8 (6,8) 5 (6,8) 3 (7,0)

Portugal 58 (20,4) 38 (19,9) 20 (21,5) 60 (51,3) 39 (52,7) 21 (48,8)
Género

Feminino 35 (12,3) 7 (3,7) 28 (30,1) 15 (12,8) 5 (6,8) 10 (23,3)

Masculino 249 (87,7) 184 (96,3) 65 (69,9) 102 (87,2) 69 (93,2) 33 (76,7)
Idade

Média + DP 42,0 £ 10,4 41,1 + 11,0 43,6 £ 8,9 43,5 £9,9 42,8 £ 11,0 44,6 £ 7,9

Min-max 20-68 20-68 23-63 20-64 20-64 30-60
Habitos tabagicos 279 112

Fumador 78 (28,0) 69 (36,9) 12 (13,0) 29 (25,9) 22 (31,4) 7 (16,7)

Ex-fumador 35 (12,5) 46 (24,6) 13 (14,1) 24 (21,4) 18 (25,7) 6 (14,3)

Fumador 166 (59,5) 72 (38,5) 67 (72,8) 59 (52,7) 30 (42,9) 29 (69,0)
Consumo de 3lcool 279 112

Sem consumo 51 (18,3) 34 (18,2) 17 (18,5) 30 (26,8) 21 (30,0) 9 (21,4)

Baixo 114 (40,9) 79 (42,2) 35 (38,0) 30 (26,8) 13 (18,6) 17 (40,5)

Elevado 114 (40,9) 74 (36,9) 40 (43,5) 52 (46,4) 36 (51,4) 16 (38,1)
oege de e de o

Urbana 199 (71,3) 130 (69,5) 69 (75,0) 84 (75,0) 55 (78,6) 29 (69,0)

Rural 80 (28,7) 57 (30,5) 23 (25,0) 28 (25,0) 15 (21,4) 13 (31,0)
e

N&o 206 (74,9) 134 (73,2) 72 (78,3) 89 (79,5) 54 (77,1) 35 (83,3)

Sim 69 (25,1) 49 (26,8) 20 (217) 23 (20,5) 16 (22,9) 7 (16,7)
Dedade de e, am

Baixa 139 (49,8) 96 (51,3) 43 (46,7) 59 (52,7) 37 (52,9) 22 (52,4)

Média 113 (40,5) 70 (37,4) 43 (46,7) 42 (37,5) 25 (35,7) 17 (40,5)

Elevada 27 (9,7) 21 (11,2) 6 (6,5) 11 (9,8) 8 (11,4) 3(7,1)
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Grafico 1 [ Frequéncia média de células binucleadas micronucleadas por 1000 células binu-
cleadas (CBMN/1000 (B) em trabalhadores expostos a Cr(VI) e em controlos,
estratificados de acordo com as suas atividades.
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Gréfico 2 [ Percentagem de lesdao no DNA avaliada pelo ensaio do cometa em leucécitos sangui-

neos de trabalhadores expostos a Cr(VI) e controlos, estratificados de acordo com as
suas atividades.
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Apds a desagregacao dos participantes por atividade rea-
lizada, detetaram-se diferencas estatisticamente significa-
tivas na frequéncia de CBMN (grafico 1) e na percentagem
de lesdo no DNA entre os varios subgrupos de trabalhado-
res (p < 0,001, teste KW). Uma anélise estatistica empare-
lhada mostrou que os trabalhadores envolvidos na croma-
gem em banho, apresentaram a frequéncia mais elevada de
CBMN e um elevado nivel de lesé@o no DNA, indicando ins-
tabilidade genética. Estes resultados estdo em concordan-
cia com o nivel de exposicdo a Cr(VI) mais elevado nes-
tes trabalhadores, tal como foi previamente descrito (16).
Por sua vez, os soldadores apresentaram os niveis mais
elevados de lesé@o no DNA. Avaliou-se ainda uma possivel
influéncia do nivel de cromio urinario (U-Cr) em cada bio-
marcador de efeito. Para tal calculou-se o valor médio de
CBMN e a percentagem de lesdo no DNA em trés grupos de
trabalhadores estratificados por tercis do nivel de U-Cr. Ao
considerar todos os participantes, a frequéncia média de
CBMN apresentou uma associacao significativa com a con-
centracdo de U-Cr (7,90 + 5,24, 8,54 + 5,38 e 11,1 + 7,09
estimados para o 1°, 2° e 3° tercis de U-Cr, respetivamente;
p=0,001). O U-Cr afetou também o nivel de leséo no DNA
(4,71 £2,89,5,55 £2,35¢e 6,76 + 1,61 para o 1°, 2° e 3° ter-
cis de U-Cr, respetivamente; p=0,002).

Os resultados dos diferentes biomarcadores de efeito foram
explorados a luz das informacbes sobre fatores sociode-
mograficos e de estilo de vida, para avaliar a influéncia
das diferentes variaveis independentes (por exemplo, pais,
idade, sexo, consumo de tabaco ou alcool) nas variaveis
dependentes avaliadas, ou seja, CBMN e percentagem de
lesdo no DNA. Os resultados da analise mostraram que 0
género, faixa etaria e consumo de alcool afetaram signifi-
cativamente os resultados de CBMN, sendo que se verifi-
cou uma frequéncia superior nas mulheres relativamente
aos homens (p=0,004), no grupo acima de 50 anos relati-
vamente ao grupo mais jovem (p=0,014) e no subgrupo que
referiu elevado consumo de élcool em comparagao com 0s
subgrupos de baixo consumo e sem consumo (p < 0,001).
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Conclusdes

No presente estudo, os biomarcadores de efeito contribui-
ram para a interpretacdo dos dados dos biomarcadores de
exposicdo e foram mais além, auxiliando na identificacdo
de grupos de risco que nao haviam sido capturados pela
analise dos biomarcadores de exposicao. Um exemplo pa-
radigmatico foi fornecido pelos controlos internos (recru-
tados entre os funcionarios administrativos das industrias
envolvidas no estudo) que apresentaram niveis de altera-
cOes genéticas nas células sanguineas acima do esperado
para um grupo “controlo”. Esta descoberta ndo s suporta
a sua exposicao a baixos niveis de Cr(VI), como também
sugere que este tipo de exposicao tem efeitos biolégicos
adversos e, portanto, pode resultar no desenvolvimento de
doenca a mais longo termo. Embora seja necessario pros-
seguir a investigacao para confirmar esse achado e averi-
guar os fatores que podem explica-lo, deverao ser imple-
mentadas medidas de intervengao com vista a protecao da
saude desses trabalhadores.

O facto de se terem identificado alteragdes genéticas em
células sanguineas dos trabalhadores expostos a Cr(VI)
e, particularmente, dos trabalhadores envolvidos na cro-
magem em banho, sugere que o0s baixos niveis de Cr(VI)
a que se encontram expostos ainda poderdo representar
um risco para a sua saude. Assim, este estudo reforca a
necessidade de uma reavaliagdo do limite de exposicao
ocupacional, bem como das medidas de gestdo de risco
conducentes a uma melhor protecdo da saude dos traba-
Ihadores.
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