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Resumo

A presenca simultanea de varios agentes quimicos em distintos contextos ocupacionais
€ uma realidade. Os solventes organicos, particularmente, estdo amplamente difundidos
na industria quimica e podem provocar efeitos nocivos a salde humana. O estireno e 0
xileno sdo utilizados em grandes quantidades como solventes organicos nas mais
diversas industrias. Existem evidéncias que o estireno provoca efeitos genotédxicos, tais
como, a presenca de micronucleos e quebras nos cromossomas. Contrariamente, nao
existem evidéncias adequadas dos potenciais efeitos genotoxicos do xileno. Os
objetivos deste estudo s&o avaliar a exposi¢cao ocupacional & mistura estireno e xileno
através de monitorizagdo ambiental e identificar potenciais efeitos genotoxicos
decorrentes dessa exposicao através de monitorizacdo bioldgica. Os resultados obtidos
evidenciam uma exposicdo ocupacional a niveis baixos de estireno e xileno.
Adicionalmente, foram observados picos elevados de compostos organicos volateis em
varias tarefas desenvolvidas pelos trabalhadores. Os metabolitos urinarios (acido
mandélico, acido fenilglioxilico e acido metilhiparico) apresentaram para todos 0s
trabalhadores valores abaixo do limite de dete¢do do método HPLC utilizado (MA + PGA
= 0,16 g/L; MHA = 0,55 g/L). Relativamente aos biomarcadores de efeito, os resultados
obtidos fornecem evidéncia para associagao entre a exposi¢cado ocupacional ao estireno
e xileno e a presenca de alteracfes nucleares. Todos os biomarcadores, exceto pontes
nucleoplasmaticas, apresentaram valores médios superiores nos trabalhadores.
Verificaram-se associagdes estatisticamente significativas entre os individuos expostos
e a presenca de protusdes nucleares e dano oxidativo (p <0,0001). Os héabitos tabagicos
dos individuos expostos ndo exercem efeitos significativos na presenca de
micronucleos, protusdes nucleares, pontes nucleoplasmaticas, dano no DNA e dano
oxidativo (p> 0,05).

Palavras-chave: Estireno, xileno, misturas, exposi¢cdo ocupacional, monitorizacdo

ambiental, monitorizacao bioldgica, biomarcadores genotoxicos.



Abstract

The simultaneous presence of several chemical substances in different occupational
contexts is a reality. Organic solventes are widely diffused in the chemical industry and
can have harmful effects on human health. Styrene and xylene are used in large
quantities as organic solvents in a variety of industries, including the polymer industry.
There is evidence that styrene causes genotoxic effects, such as the presence of
micronuclei and breaks in chromosomes. In contrast, there is no adequate evidence of
the potential genotoxic effects of xylene. The objectives of this study are to evaluate the
occupational exposure to styrene and xylene mixture through environmental monitoring
and to identify potential genotoxic effects resulting from this exposure through biological
monitoring. The results show an occupational exposure to low levels of styrene and
xylene. In addition, high peaks of volatile organic compounds were observed in different
tasks performed by workers. The urinary metabolites (mandelic acid, phenylglyoxylic
acid and methylhippuric acid) presented values for all workers below the detection limit
of the HPLC method (MA + PGA = 0.16 g/L; MHA = 0.55 g/L). Regarding to the effect
biomarkers, the results obtained provide evidence for the association between
occupational exposure to styrene and xylene and the presence of nuclear alterations. All
biomarkers, except nucleoplasmic bridges, had higher mean value in the workers. There
were statistically significant associations between exposed individuals and the presence
of nuclear buds and oxidative damage (p < 0.0001). The smoking habits of exposed
individuals do not have significant effects in the presence of micronuclei, nuclear buds,

nucleoplasmic bridges, DNA damage and oxidative damage (p > 0.05).

Keywords: Styrene, xylene, mixtures, occupational exposure, environmental

monitoring, biological monitoring, genotoxic biomarkers.
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indice de Tabelas

Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas do eStiren0. ........ccoceeeeviiiiiiiiiiiii e 8
Tabela 2. Classificacdo harmonizada do eStireno...........ccceeieeeiiiiiiiiiiiii e, 8
Tabela 3 Estimativa das emiss@es provenientes de trafego rodoviario e industrias
quimicas em paises europeus (milhares toneladas/ano). ..........ccccccvvvvvieviiiiiiiiiiennnn, 12
Tabela 4 Percentagem de estireno perdido durante diferentes tipos de processos. ... 14

Tabela 5 Valores limite para o estireno de diferentes entidades dos EUA. ................. 15
Tabela 6 Valores limite de exposicdo para o estireno em paises europeus................ 16
Tabela 7 Propriedades fisico-quimicas do Xilen0.............ccccoriiiiiiiiiiiiieeeniiiieeeeen 26
Tabela 8 Classificacdo harmonizada do Xileno. ...........uuciiiiiiiiiiiiic e 26
Tabela 9 Valores limite definidos NOS EUA. .........oooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 30
Tabela 10 Valores limite de exposicéo para o xileno em paises europeus. ................ 30
Tabela 11 Efeitos no sistema nervoso decorrentes da exposi¢do ao xileno. .............. 34
Tabela 12 Afetacdo dos trabalhadores as etapas d0S ProCessoS. ........ccuvvvvvvveeveeeennnn. 54
Tabela 13 Classificagcdo das varidveis em estudo. ..........cccccvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeee 54
Tabela 14 Caracterizagdo das amostras em estudo (ndo expostos e expostos)......... 61

Tabela 15 Resultados da amostragem pessoal e descricdo das fungfes, atividades,
condi¢gBes operacionais, medidas de gestao de rSCO. ..........ccuvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee 65
Tabela 16 Descri¢do dos picos obtidos para 0s COV totais..........cceevveeeeivieeeeeieieeennnn. 73
Tabela 17 Resultados dos biomarcadores de efeito das amostras ndo expostos
(coNtrolos) € EXPOSLOS (CASOS). ...ceiiiiiiiiiiiiiiiei et 75
Tabela 18 Resultados dos biomarcadores de efeito entre ndo expostos e expostos. .76
Tabela 19 Resultados de correlacao entre anos de empresa, média ponderada (8h) de
estireno e xileno e os picos de COVSs, e 0s biomarcadores genotoXiCosS. .................... 77
Tabela 20 Estatistica descritiva relativamente as fungBes desempenhadas pelos

INAIVIAUOS EXPOSTOS. ....uiiiiieieeiie ettt e e e ettt e e e e e e e e st r e e e e e e e eaaanns 78



1. Introducao

A presenca de uma diversidade de agentes quimicos no nosso quotidiano € uma
realidade (Sellappa et al., 2011). Os humanos estdo expostos ambientalmente a um
elevado e diversificado nimero de substancias e misturas que podem estar presentes
no ar, ha agua, nos alimentos e nos mais distintos produtos de consumo que utilizamos
diariamente (Paustenbach & Galbraith, 2006). Em contextos ocupacionais,
particularmente, é reconhecido que o0s individuos podem estar expostos
simultaneamente a mais do que um agente quimico ou fisico potencialmente perigoso
para a saude (lkeda, 1995; Prasher et al., 2002). Sendo que um individuo gasta, em
média, um terco da sua vida no seu local de trabalho, o ambiente onde este desenvolve
as suas tarefas pode ser um fator importante na determinacdo da saude (Palanikumar
& Panneerselvam, 2011). Impreterivelmente, nestes contextos quanto maior for o grupo
de fatores de risco de natureza profissional, maior vai ser a preocupagdo com 0s seus
potencias efeitos na sallde humana. Nesse sentido, é primordial a existéncia de técnicas
e metodologias que permitam adquirir e desenvolver capacidades que possam
incrementar os niveis de prevencgéo (Prista & Uva, 2006).

A Industria quimica esta profundamente relacionada com todos os setores da economia,
sendo o0s seus principais utilizadores a indastria da borracha, plasticos, construcéo,
celulose e papel, e a indastria automével. Na Unido Europeia (UE) existem
aproximadamente 28 mil empresas quimicas e mais de 1 milhdo de trabalhadores
diretamente ligados a estas empresas (Cefic, 2018).

O uso de solventes nas mais diversas industrias quimicas é extremamente importante,
uma vez que, varios processos quimicos e técnicos dependem das suas propriedades
especificas, nomeadamente, processos de extracao na industria quimica e farmacéutica
ou técnicas de laminacdo (Dick, 2006; Viaene et al., 2009). Os solventes sao,
geralmente, definidos como um liquido, que pode ser composto por uma ou varias
substancias quimicas, e que apresenta a capacidade de dissolver, suspender ou extrair
outros materiais, sem que haja alteracao do material ou do solvente (Dick, 2006; Viaene
et al., 2009; EPA, 2016). Os solventes podem, usualmente, ser classificados em duas
categorias principais: organicos e inorganicos. Especificamente os solventes organicos
sdo caracterizados por serem moléculas que contém carbono e que pertencem a um
grupo heterogéneo de compostos quimicos, em que a sua estrutura e propriedades
fisico-quimicas séo variaveis (Boman & Maibach, 2000; Barragan-Martinez et al., 2012).
Estes estdo amplamente difundidos na inddstria quimica, e sdo caracterizados por ser

altamente volateis e sollveis em lipidos, o que permite a sua absorcao nos tecidos e a



ligacdo a lipidos (Sutkowski et al., 2002). Alguacil et al., (2002), refere inclusive que a
principal fonte de exposicao a solventes organicos é o local de trabalho. Nesse sentido,
existe uma preocupacao crescente por parte das equipas de medicina do trabalho e de
seguranca e higiene industrial (Sutkowski et al., 2002).

O Homem pode estar exposto no seu local de trabalho a uma diversidade de misturas
de solventes por multiplas vias de exposicdo (Mumtaz, 2010). De acordo com o
Regulamento (CE) n.° 1272/2008, uma mistura é definida como uma solu¢édo composta
por duas ou mais substancias. As misturas podem ainda ser caracterizadas por ser
simples ou complexas, consoante o conhecimento da sua composicao (Silins &
Hogberg, 2011). Uma mistura simples contém um nimero bem definido de substéncias,
ao contrario de uma mistura complexa em que a composi¢do, geralmente, ndo é
totalmente caracterizada (Silins & Hogberg, 2011). Os efeitos combinados de varias
substancias quimicas sdo usualmente referenciados através de dois modos de acdo
distintos: acao semelhante (“simple similar action”) e agao dissimilar (“simple dissimilar
action”). A acao semelhante descreve o0 modo de acdo quando todos 0s compostos
quimicos presentes numa mistura atuam da mesma forma, isto €, pelo mesmo modo de
acdo. Por sua vez, acdo dissimilar ocorre quando a combinacdo de substancias
quimicas produz um efeito comum através de diferentes modos de a¢éo, ou em locais
distintos (EFSA, 2008).

O estireno e o xileno séo exemplos de agentes quimicos amplamente utilizados como
solventes organicos nas industrias de polimeros, do plastico, da borracha e
farmacéutica (Szucs et al., 2002). Os principais efeitos para a salde decorrentes da
exposicdo ao estireno e xileno estdo associados ao sistema nervoso central,
nomeadamente, nauseas, dores de cabeca, vomitos, problemas de concentragéo,
cansago e alteracdo na visao das cores (ATSDR, 2010; Kandyala et al., 2010).

De acordo com International Agency for Research on Cancer (IARC), o estireno passou
recentemente a ser classificado como possivelmente carcinogénico para humanos
(Grupo 2A), esta classificagdo baseia-se em evidéncias limitadas em humanos e
suficientes evidéncias em animais. A existéncia de fortes evidéncias do mecanismo
deste composto em humanos suporta igualmente a sua classificacdo no grupo
supracitado (IARC, in press; Kogevinas et al., 2018). Existem alguns estudos que
demostram os efeitos genotéxicos do estireno, nomeadamente, alteracdes nos
cromatideos-irméaos, a presenca de micronlcleos e quebras nos cromossomas em
diferentes sistemas in vitro (Barale, 1991; Norppa & Sorsa, 1993; Scott & Preston, 1994;
IARC, 2002; Laffon et al., 2002). Contrariamente, ndo existem evidéncias adequadas
gue provem a classificacdo do xileno como genotéxico ou carcinogénico (WHO, 1997;
Roma-Torres et al., 2006).



A exposicdo a longo prazo aos vapores de solventes ocorre frequentemente a misturas
e ndo a um Unico solvente, o que conduz a efeitos no sistema nervoso em casos de
concentracdes mais elevadas. Todavia, até em concentrac@es baixas, inclusive abaixo
do valor de limite de exposicdo, a exposicdo a solventes pode provocar deficiéncias
sensoriais (Szucs et al., 2002). Nesse sentido, em ambientes ocupacionais e,
decorrente de uma estratégia de prevencao de riscos profissionais, especificamente, de
natureza quimica, a vigilancia da saude de trabalhadores expostos, obriga, assim, a
planificacdo e concretizacdo da monitorizacdo ambiental e da monitorizacdo biolégica
(Prista & Uva, 2006).

A monitorizacdo ambiental é uma ferramenta extremamente importante em contextos
ocupacionais, na medida em que pode ser utilizada para identificagdo e quantificacdo
de um ou mais agentes quimicos no ambiente de trabalho (Costa & Costa, 2002; Prista
& Uva, 2006). Esta baseia-se, assim, na determinacdo da concentracdo de um
determinado agente quimico num contexto de trabalho utilizando como critério de
conformidade referéncias adequadas, isto €, os valores maximos admissiveis,
nomeadamente, os valores limites de exposicéo (VLE) definidos por disposi¢des legais
nacionais e comunitarias (Prista & Uva, 2006).

A monitorizagdo biologica é um instrumento igualmente bastante util na avaliagdo da
exposi¢cdo humana a substancias quimicas, especialmente, em contextos ocupacionais.
Esta envolve a medicdo da substancia em si inalterada, do seu metabolito ou de outros
produtos de reacdo em matrizes bioldgicas, tais como, 0 sangue e a urina. A exposi¢cao
interna a uma determinada substancia tendo em consideracdo a absorcdo, a
distribuicdo, o metabolismo e a eliminacao € refletida através da monitoriza¢éo biolégica
(Bevan et al., 2017).

Os biomarcadores podem ser definidos como uma alteragdo em componentes,
processos, estrutura ou fungdes celulares ou bioquimicas mensuraveis num sistema
biologico ou amostra (NRC, 1987). A utilizagdo de biomarcadores, também como
método de monitorizacdo biologica, € fundamental para a toxicologia e para a saude
humana. Neste sentido, verifica-se um interesse crescente no uso e aplicacdo de
biomarcadores para identificar a exposicdo a quimicos em contextos ocupacionais
(Watson & Multti, 2004).

Os biomarcadores genotéxicos sdo definidos como biomarcadores de efeitos
carcinogénicos iniciais e sdo utilizados com o objetivo de avaliar potenciais efeitos
cancerigenos em ambientes ocupacionais e nao-ocupacionais, de forma a prever o risco
de doencas ou monitorizar a eficacia de programas de prevencdo e controlo da
exposicao as agentes genotdxicos (Amorim, 2003; Manno et al., 2010; WHO, 2015;

Ladeira & Viegas, 2016). Nesse sentido, existe uma variedade de métodos de avaliacdo
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da genotoxicidade que permitem avaliar o risco de cancro, tais como, o ensaio de
micronucleos por bloqueio da citocinese (CBMN), comet assay, teste de aberracéo
cromossomica ou o teste de Ames (Brendler-Schwaab et al., 2005; Kang et al., 2013).
Em contextos ocupacionais, nomeadamente, na industria do calcado e na industria
mineira, ja foram utilizados simultaneamente o comet assay e 0 CBMN, com 0 objetivo
de avaliar potenciais efeitos genotdxicos em linfocitos do sangue periférico (Heuser et
al., 2005; Leén-Mejia et al., 2011; Ladeira & Smajdova, 2017).

Na Europa, em particular, esta a decorrer até 2021, o projeto HBM4EU, que pretende
utilizar a biomonitorizacdo humana para avaliar a exposicdo humana a substancias
gquimicas, nomeadamente, em contextos ocupacionais, com o objetivo de assegurar que
os produtos quimicos séo utilizados de forma a nado prejudicar a saude nem o meio
ambiente. Esta Iniciativa pretende estabelecer uma ponte entre a ciéncia e a politica, e
para tal, serdo investigadas questdes atuais no que concerne a avaliacdo e gestédo dos
riscos quimicos, permitindo desta forma dar respostas que ajudem na tomada de
decisbes por parte dos decisores politicos em relagéo a protecdo da saude (HBM4EU,
2017).

Devido aos efeitos para a salude decorrentes da exposicdo ao estireno e xileno e a
dimensao da exposi¢do na inddstria quimica torna-se pertinente o estudo da avaliagéo
da exposicdo no contexto ocupacional supracitado a misturas, que utilizam como
mondmeros e solventes, o estireno e o xileno. Sendo conhecidos os efeitos genotdxicos
que varios solventes organicos podem ter, incluindo o estireno, tornou-se igualmente
adequado a utilizacdo de biomarcadores de efeito, particularmente, de genotoxicidade

como método de monitorizag&o biolégica.

1.1. Problematica de estudo

A exposigao, especificamente, a solventes organicos em contextos ocupacionais € um
facto, e véarios sdo os perigos para a saude humana relatados devido a exposicao a
estes solventes no local de trabalho. Os solventes orgénicos sdo profundamente téxicos
para o sistema nervoso, figado, rins e coracdo, podendo igualmente interagir com os
acidos nucleicos, produzindo efeitos genéticos a curto e a longo prazo (Baker, 1994;
Cérdenas-Bustamante et al., 2007; Kim et al., 2010; Chang et al., 2013). No caso
particular da exposicéo cronica ao estireno e xileno séo referidos efeitos no sistema
nervoso central (SNC) e no sistema renal (Bonanni et al., 2015; Niaz et al., 2015). A
exposicao ocupacional ao estireno tem sido igualmente associada a efeitos genotéxicos,
tais como, o aumento da frequéncia de alteracdes nos cromatideos-irméos e

micronucleos, assim como danos no DNA (Laffon et al., 2002). Devido as razdes

4



supracitadas aliadas a obrigatoriedade de a entidade patronal avaliar os riscos e de

verificar a existéncia de agentes quimicos perigosos no ambiente de trabalho de acordo

com o Decreto-Lei n.° 24/2012, de 6 de fevereiro, torna-se fundamental a avaliacdo da

exposicdo ocupacional, a nivel ambiental e biolégico, com objetivo primordial de

assegurar a protecao da saude dos trabalhadores no ambiente de trabalho.

1.2. Questdes de partida
Qual a exposicao ocupacional a mistura de estireno e xileno numa industria quimica
de producéo de resinas?
A exposi¢do a mistura de estireno e xileno pode implicar efeitos para a saude dos

trabalhadores expostos?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivos gerais

Avaliar a exposicao ocupacional a mistura de estireno e xileno, em trabalhadores de
uma industria quimica produtora de polimeros através de monitorizacao ambiental.
Identificar potenciais efeitos genotdxicos da exposicdo ocupacional a mistura de
estireno e xileno, nos trabalhadores de uma industria quimica produtora de

polimeros através de monitorizagéo biolégica.

1.3.2. Objetivos especificos

Caracterizar, através dos resultados obtidos na monitorizacdo ambiental, a
exposicao a mistura de estireno e xileno dos trabalhadores.

Identificar as atividades ou grupos profissionais que impliguem maior carga de
exposicao.

Investigar quais as variaveis — funcdo desempenhada e anos de exposi¢cao — que
condicionam a exposi¢cao a mistura de estireno e xileno.

Avaliar efeitos genotéxicos nos trabalhadores expostos a mistura estireno e xileno
através do ensaio dos micronucleos por blogueio da citocinese - micronucleos,
pontes nucleoplasmaticas e protusfes nucleares; e do comet assay — dano no DNA
e dano oxidativo no DNA.

Verificar se existe relacdo entre os resultados obtidos através da monitorizacao
ambiental com os resultados da monitorizacdo biol6gica, incluindo, os obtidos
através dos biomarcadores de genotoxicidade.

Relacionar a frequéncia de alteracbes nucleares com a exposi¢cdo ocupacional ao

estireno e xileno.



2. Enquadramento teodrico

2.1. Industria quimica

A evolucdo da industria quimica assim como nds a conhecemos iniciou-se com a
Revolucdo Industrial, em 1980, e desenvolveu-se com o objetivo de fornecer quimicos
para outras indastrias. Desde os anos 90 que a indUstria quimica é um setor
diversificado de industrias, dentro do qual desempenha um papel central (Heaton,
1994). Este tipo de industrias € essencial para economia mundial, transformando
matérias-primas em mais de 70 mil produtos diferentes para dezenas de setores (AEP,
2011).

A industria quimica envolve a utilizacdo de processos que permitam obter reacdes
quimicas com o objetivo de produzir uma diversidade de materiais solidos, liquidos e
gasosos. A grande generalidade destes produtos é usada na fabricagdo de outros
artigos, porém podem existir alguns produtos quimicos que sejam utilizados diretamente
por consumidores finais, nomeadamente, solventes, pesticidas ou massas
betuminosas. Esta industria inclui fabricantes de quimicos inorganicos e orgéanicos,
produtos quimicos industriais, tintas, produtos agroquimicos, polimeros e borracha,
6leos, gorduras, entre outros (AEP, 2011).

Nos paises da UE a producao industrial de produtos quimicos comecou ha mais de 150
anos e desde entdo a indastria quimica cresceu e produziu uma enorme e variada gama
de substancias que sao utilizadas e necessarias na nossa economia (Cefic, 2014).

A UE e outros paises europeus sédo uns dos maiores produtores de produtos quimicos
a nivel mundial, atingindo valores de vendas de 597 bilides de euros, e ficando somente
atrds da China. Na UE, existem, sensivelmente, 28,329 industrias quimicas que
empregam diretamente mais de 1 milhdo de pessoas (Cefic, 2018).

Em 2016, na UE foram produzidas mais 200 milhdes de toneladas de produtos quimicos
perigosos para a saude humana, das quais, aproximadamente, 32 milhdes toneladas
eram classificadas como cancerigenos, mutagénicos ou téxicos para a reproducao
(CMR). Por sua vez, para 0 mesmo periodo, foram consumidos mais de 214 milhdes de
toneladas de quimicos perigosos para a saude humana, incluindo, 34 milhées de
toneladas de quimicos CMR (Eurostat, 2017).

No caso particular de Portugal, a industria quimica representa 5% do Produto Interno
Bruto (PIB) total da industria portuguesa, existindo 790 empresas quimicas e mais de
12 mil trabalhadores diretos (Cefic, 2018). Geograficamente, a industria quimica esta
maioritariamente localizada em Estarreja e Sines, e nas areas industrializadas de Lisboa
e do Porto (Cefic, 2018).



A indastria quimica abrange as mais variadas atividades industriais e processos
produtivos, que muitas vezes, podem ser problematicos para 0 ambiente e seguranca e
salude dos seus trabalhadores. Especificamente, nestas industrias os individuos estédo
expostos a agentes fisicos, quimicos e ergonémicos existentes no local de trabalho e
sdo passiveis de causar danos a saude, dependendo do tipo de agente, da sua
concentracao e intensidade (AEP, 2011).

A industria dos polimeros, particularmente, beneficiou de um rapido desenvolvimento e
atualmente é das maiores industrias quando comparada com outras, como por exemplo,
a do cobre, aluminio e aco (Namazi, 2017). Os polimeros consistem em varias unidades
estruturais, os mondémeros, que estdo geralmente ligadas por ligacdes covalentes
(Namazi, 2017). Os polimeros, sejam eles naturais ou sintéticos, desempenham um
papel fundamental no conforto e facilitacdo da vida humana e podem estar presentes
nas mais diversas areas, nomeadamente, nutricdo, comunicagédo, téxtil, contrucdes,

entre outras (Namazi, 2017).

2.2. Estireno

2.2.1. Caracteristicas gerais do estireno

O estireno € um composto organico incolor e com um cheiro doce na sua forma pura,
porém quando produzido industrialmente pode conter aldeidos o que Ihe confere um
odor desagradavel. A sua forma fisica é liquida, a temperatura ambiente, contudo pode
evaporar facilmente (ATSDR, 2010; ATSDR, 2012; Nett et al., 2017).

Este hidrocarboneto insaturado polimeriza facilmente a temperatura ambiente na
presenca oxigénio e oxida quando exposto ao ar e a luz solar (WHO, 1983; IARC, 2002).
O estireno pode também polimerizar quando contaminado por agentes oxidantes e
haletos, a reacdo originada € exotérmica e, se contida, pode ser violenta (Cefic, 2007).
Relativamente a sua solubilidade, este é pouco sollvel em agua, solivel em etanol e
acetona e muito solivel em benzeno e outros solventes organicos (WHO, 1983; WHO,
2000; Lide, 2001). Este apresenta um ponto de inflamacédo de, aproximadamente, 31-
32 °C, o que lhe confere a classificagdo de liquido e vapor inflaméavel de acordo com os
critérios do Regulamento (CE) n.° 1272/2008, comumente, designado de Regulamento
CLP (Cefic, 2007). Na tabela 1 estdo descritas algumas propriedades fisico-quimicas

do estireno.



Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas do estireno (Adaptado: Cefic, 2007).

Propriedades fisico-quimicas Valores
Estado fisico Liquido
Cor Incolor
Odor Desagradavel, aromético
Massa molecular 104.14
Densidade (20°C) 906 kg/m?3
Viscosidade cinematica (20°C) 0,8 mm?/s
Presséo de vapor (20°C) 0,6 kPa
Ponto de ebulicdo 145 °C
Ponto de inflamagéo 31-32°C
Solubilidade em agua (20°C) 0,29 kg/m?3

Segundo a European Chemicals Agency (ECHA), as classificagbes e rotulagens
harmonizadas estdo abrangidas pela parte 3 do anexo VI do Regulamento CLP e séo
juridicamente vinculativas, isto é, devem aplicadas por todos os fabricantes,
importadores ou utilizadores a jusante (ECHA, 2017). O estireno, particularmente,
apresenta uma classificagédo e rotulagem harmonizada de acordo com o Regulamento
(UE) n.° 605/2014, que corresponde a 62 adaptacdo ao progresso técnico e cientifico

para a classificacdo, rotulagem e embalagem de substancias e misturas (tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo harmonizada do estireno (Fonte: ECHA).

Adverténcias Descricao Pictogramas
de perigo

H226 Liquido e vapor inflaméveis.
Estireno H315 Provoca irritacdo cutanea.
Numero CAS: H319 Provoca irritagéo ocular grave.
100-42-5

H332 Nocivo por inalagéo.
Numero CE:
202-851-5 H361d Suspeito de afetar o nascituro.

H372 Afeta os 6rgaos apois exposicao

prolongada ou repetida.



2.2.2. Producéo e aplicacao

O estireno foi isolado pela primeira vez no século XIX através de um processo de
destilacdo do balsamo natural storax, proveniente do alburno e da casca de
determinadas arvores (Miller et al., 1994). Todavia, o grande desenvolvimento de
processos comerciais para a producao de estireno s6 se deu ha década de 1930, devido
a necessidade de borracha sintética durante a Segunda Guerra Mundial (Miller et al.,
1994; Rueff et al., 2009).

Atualmente, o estireno pode ser obtido a escala comercial através de varios processos
de producéo, sendo que o principal método a desidrogenacao catalitica do etilbenzeno
(Equacéo 1) (IARC, 2002; Sanchez et al., 2017). Neste processo, o estireno é produzido
por desidrogenacdo a temperaturas elevadas, aproximadamente, 630°C, utilizando
varios 0xidos metélicos como catalisadores, tais como, cromio, ferro e 6xidos de zinco
(Speight, 2002; Sanchez et al., 2017). O fracionamento do produto resulta na separacao
de estireno, etilbenzeno ndo convertido e subprodutos secundarios, particularmente, o
tolueno e o benzeno (IARC, 2002).

CeHsCoHs —» CgHsCoHz + Ha

Equacéo 1 Desidrogenacao catalitica do etilbenzeno para
formar estireno (Fonte: Sanchez et al., 2017).

Outro método utilizado para a producéo € a oxidacédo do etilbenzeno, este representa
cerca de 15% do estireno produzido (EPA, 1993). Este método consiste na oxidacdo do
etilbenzeno para obter um peréxido, que consequentemente reage com o propileno para
formar fenilmetilcarbinol e 6xido de propileno. Posteriormente, o alcool que é obtido
sofre um processo de desidratacao para formar estireno a temperaturas entre os 180 e
0s 400°C utilizando silica gel acidificada ou um catalisador de didxido de titanio (EPA,
1993; Speight, 2002; Sanchez et al., 2017). Existem ainda outros métodos que sao
utilizados para a fabricacéo de estireno, como por exemplo, a reacao direta de benzeno
e etileno ou através da pirdlise da gasolina (Speight, 2002).

Em todo o mundo séo produzidos todos os anos mais de 25 x 10° toneladas de estireno
(Ba et al., 2014). No caso particular da UE, sdo produzidas, aproximadamente, 5 x 10°
toneladas de estireno por ano (Eurostat, 2016).

As industrias de fabricacdo de barcos, automdveis, plasticos, embalagens de alimentos
e energia edlica, sdo algumas das industrias que incluem no seu processo o estireno
(Nett et al., 2017). O estireno € um dos mondémeros mais importantes a nivel mundial,

sendo que a sua utilizacdo é dominada pela quimica dos polimeros (IARC, 2002;



Speight, 2002; Ba et al., 2014). O seu mondémero € utilizado na producdo de uma
variedade de produtos abrangidos em seis tipos de resina: poliestireno, acrilonitrilo-
butadieno-estireno, estireno-acrilonitrilo, borracha de estireno-butadieno, latex de
butadieno e estireno e, resinas de poliéster insaturado (Cohen et al., 2002).

A grande maioria, sensivelmente, 46% do estireno produzido globalmente é utilizado na
producao de poliestireno (Cefic, 2007). As vantagens do poliestireno sdo a facilidade
com que este é moldavel e compatibiidade com uma variedade de corantes,
modificadores e enchimentos, o que permite que este seja amplamente utilizado na
fabricacdo de embalagens de plastico, brinquedos e isolamento (IARC, 2002). O
poliestireno expansivel representa o segundo maior uso do estireno produzido em todo
0 mundo, aproximadamente, 16% (Cefic, 2007).

A reacdo entre o acrilonitrilo, o butadieno e o estireno dao origem a um polimero
termoplastico designado de acrilonitrilo-butadieno-estireno, que devido ao seu
desempenho, processo e moldagem é utlizado nas mais diversas industrias,
nomeadamente, a eletrénica, a automével e a de materiais de construcdo (Li et al.,
2017). Este polimero de estireno representa, aproximadamente, 14% do uso do estireno
(Cefic, 2007).

A borracha sintética de estireno-butadieno € um copolimero de borracha sintética de
estireno e butadieno, que representa 4% da utilizacdo de estireno e € utilizada para os
mais variados produtos, nomeadamente, pneus de carro, mangueiras para aplicacdes
industriais, brinquedos e sapatos (Cefic, 2007; ATSDR, 2010; Alves et al., 2011). Por
sua vez o latex de estireno-butadieno, que representa 6% do uso global de estireno, é
usado na industria téxtil na fabricacdo de carpetes e na industria do papel (IARC, 2002;
Cefic, 2007; ATSDR, 2010).

A somar as aplicacdes referidas anteriormente, existem uma diversidade de outras
aplicacdes, incluindo, termoplasticos menos comuns, uso em laboratoério, colas,
adesivos e tinteiros (ATSDR, 2010). E permitido ainda pela Food and Drug
Administration (FDA), que o0 estireno seja utiizado como aditivo direto para
aromatizantes e aditivo indireto em resinas de poliéster, membranas de troca i6nica e

em artigos de borracha destinados a alimentos (ATSDR, 2010).

2.2.3. Presenga no ambiente

A presenca de estireno no ambiente pode advir de fontes naturais ou antropogénicas.
Este composto quimico pode ocorrer naturalmente de plantas, especificamente, de
arvores balsamicas, tais como, Liquidambar orientalis e Liquidambar styraciflua (Miller

et al., 1994; Steele et al., 1994). No exsudato presente no alburno e casca de troncos
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das arvores supracitadas foram identificadas quantidades vestigiais de estireno,
provavelmente resultante da degradacédo natural dos derivados do acido cindmico, que
ocorrerem em quantidades elevadas nestes exsudatos (Miller et al., 1994; Steele et al.,
1994; IARC, 2002). A formacédo de estireno através de acidos cindmicos, inclusive, os
acidos trans-cindmicos ocorre possivelmente via descarboxilacdo, onde o acido
cindmico perde um grupo carboxilo na forma de diéxido de carbono para dar origem ao
estireno (Takemoto & Achiwa, 2001; Fragniére et al., 2003).

A ocorréncia natural do estireno pode também dar-se em produtos agricolas, tais como,
fruta, cereais, graos de café e carne bovina assim como em alimentos processados,
nomeadamente, azeite e cerveja. A formacdo de estireno nos mais diversos alimentos
pode ser explicada através de mecanismos distintos, designadamente, ser um
subproduto de leveduras ou bolores naturalmente presentes nos alimentos ou um
metabolito intermediario em alimentos (IARC, 2002; Fragniere et al., 2003). N&o
obstante que a presenca de estireno em produtos alimentares é uma realidade, a sua
concentracdo nestes produtos, é geralmente muito baixa, aproximadamente, entre 1 e
60 pg/kg (Fragniére et al., 2003).

Relativamente a fontes antropogénicas, o estireno pode ser emitido para a atmosfera
maioritariamente resultante de processos e usos industriais que envolvam a sua
utilizacdo e a producao dos seus polimeros e copolimeros (IARC, 2002; ATSDR, 2010).
Outras fontes incluem emissfes de veiculos automdveis, processos de combustéo,
fumo do tabaco, materiais de construcao e produtos de consumo (IARC, 2002; ATSDR,
2010).

Nos Estados Unidos da América (EUA) em 2005 foram reportados a Environmental
Protection Agency (EPA) 47,3 x 108 kg de emissdes estimadas de estireno provenientes
de industrias, dos quais, aproximadamente, 38 x 10° kg foram libertados por fontes
pontuais e 10 x 10° kg libertados em emissdes difusas, contudo o nimero de emissdes
pode ser bastante superior uma vez que somente as indastrias com elevados nimeros
de produgdo ou consumo sdo obrigadas a reportar & EPA (ATSDR, 2010).
Relativamente as emissdes provenientes de veiculos foram reportados que automéveis
movidos a gasolina apresentaram valores entre 6,2 e 7,0 mg/kg, enquanto que
automoveis movidos a gasoleo obtiveram 1,4 e 2,1 mg/kg (ATSDR, 2010).

Na Europa, as emissbes estimadas de estireno provenientes de fontes industriais e
relacionadas com o trafego rodoviario foram reportadas por Bouscaren et al. (1987)
(tabela 3).
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Tabela 3 Estimativa das emissdes provenientes de trafego rodoviario e indudstrias quimicas em paises
europeus (milhares toneladas/ano) (Fonte: WHO, 2000).

Fonte
Pais
Trafego rodoviério (gasolina) Inddstria Quimica

Alemanha 2,9 3.4
Bélgica 0,5 0,75
Dinamarca 0,28 NR
Franca 2,9 3.4
Gra-Bretanha 3,0 3,7
Grécia 0,5 NR
Holanda 0,7 1,45
Irlanda 0,19 NR
Italia 3,0 3,5
Luxemburgo 0,02 0,03*
Portugal 0,5 0,3
Espanha 2,0 1,2
Total 16,0 18,0

*proveniente de outras fontes
NR = N&o reportado

Como é possivel observar na tabela 3 na maioria dos paises europeus a industria
quimica revelou uma estimativa de emissdes de estireno mais elevada que o trafego
rodoviario, com excecao dos paises da Peninsula Ibérica. O que corrobora a ideia de
gue a principal fonte antropogénica deste hidrocarboneto é a producdo, o
processamento e uso de estireno em contextos industriais.

O estireno € um composto quimico comumente reportado em areas urbanas. As
concentracdes de estireno no ar em areas rurais sdo, sensivelmente, inferiores as
reportadas nas areas urbanas, inferiores a 1 e 20 ug/m3, respetivamente (WHO, 2000;
ATSDR, 2010).

A libertacao de estireno também pode ocorrer para a agua, sendo a principal fonte os
efluentes industriais. A presenca de estireno em efluentes industriais foi detetada em
indastrias quimicas, téxteis, de latex e gasificacédo de carvao (ATSDR, 2010).
Ocasionalmente o estireno foi detetado em estuarios, aguas interiores, nomeadamente,
lagos e cursos de agua, e agua potavel. A sua presenca é geralmente associada a uma
fonte industrial ou a uma descarga acidental. Estudos no Canada e nos EUA revelaram

concentracdes de estireno na agua potavel inferiores a 1 pug/L (WHO, 2000).
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O estireno evapora rapidamente da 4gua para o ar, sendo o tempo de evaporagéo a 1
metro de profundidade de, aproximadamente, 6 horas (WHO, 2000). A elevada
constante de Henry’s indica igualmente perdas significativas da agua para o ar. Este é
rapidamente biodegradavel, tendo um tempo de semivida na agua de, sensivelmente, 2
semanas (CSTEE, 2001).

Os solos e sedimentos podem ser igualmente contaminados com estireno através de
derrames quimicos, presenca em aterros de residuos que contenham estireno e
descargas de aguas contaminadas. Existe ainda uma pequena quantidade que é
produzida naturalmente através de atividades de microrganismos e algumas plantas que
podem ser libertadas para os solos. Porém, as quantidades libertadas por processos
naturais sdo pouco significativas quando comparadas com as libertacdes resultantes
das atividades humanas (ATSDR, 2010). Em 2006 foram reportados nos EUA
libertacdes de estireno no solo de aproximadamente 2,44 x 10° kg, decorrentes de
industrias de producao e processamento (ATSDR, 2010).

2.2.4. Exposicdo ocupacional

O estireno é uma importante matéria-prima em ambientes industriais, o que conduz a
uma extensa e importante exposicédo ocupacional (Alves et al., 2017). Estima-se que
mais 100 mil individuos na UE estejam ocupacionalmente expostos a estireno (Teixeira
et al., 2004).

Os ambientes de trabalho s&o os que apresentam as maiores concentracdes de estireno
no ar, sendo que existe uma variabilidade significativa da concentracdo consoante 0s
tipos de instalacdo e os processos de producao (Miller et al., 1994; Cohen et al., 2002).
Os trabalhadores podem estar expostos ao estireno nas mais variadas industrias,
incluindo na producdo de estireno, producdo de poliestireno e outras resinas que
contenham estireno, producdo de plasticos e produtos de borracha e aplicacao
profissional de outros produtos que contenham estireno, nomeadamente, ceras, tintas,
adesivos, produtos de enchimento, vernizes e produtos de limpeza metalicos (IARC,
2002). Dependendo da técnica de aplicacdo utilizada, a quantidade de estireno que
pode evaporar para 0 ar ambiente é variavel, o que pode influenciar a exposi¢do dos

trabalhadores (tabela 4).
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Tabela 4 Percentagem de estireno perdido durante diferentes tipos de processos (Fonte: Cefic).

Percentagem (%) de

Processo estireno perdido
Gelcoat — aplicacdo em spray 10-14
Spray-up — aplicacdo com resinas de poliéster convencionais

7-10

(non-LSE)
Gelcoat — aplicacdo com pincel 6-8
Enrolamento filamentar 5-7
Hand Lay-up - aplicacdo com resinas de poliéster 4.6
convencionais (non-LSE)
Spray-up — aplicagdo com resinas poliéster de baixa emissao 4.6
e de baixos teor de estireno (LSE/LSC).
Topcoat — aplicacdo em spray 4-5
Topcoat — aplicagdo com pincel 3-4
Hand Lay-up - aplicacdo com resinas poliéster de baixa 3.4
emissao e de baixos teor de estireno (LSE/LSC).
Pultruséo 1-3
Bet&o polimérico 1-3
Laminagéo continua 1-2
Producédo de compostos de moldagem em folhas (SMC) e a 1.2
granel (BMC)
Processos de compostos de moldagem em folhas (SMC) e a 1.2
granel (BMC)
Processos fechados de moldagé&o por transferéncia de resina 1

(RTM), RTM-light e infuséo

Niveis baixos de estireno foram relatados em contextos ocupacionais distintos, incluindo
indastrias nucleares, centros de fotocépias, industrias petroquimicas, industrias de
impressao, industrias de madeiras (aplicagdo de revestimentos), incineracdo de
residuos, industrias de producao de filmes de PVC, industria naval e portagens (Prieto
et al.,, 2002; Kim et al., 2003; Bakoglu et al., 2004; Leung et al., 2005; Sapkota et al.,
2005; Thorud et al., 2005; Chan et al., 2006; Hsieh et al., 2006; Lee et al., 2006; NTP,
2011). Baixos valores de concentracdo de estireno foram igualmente observados em
contextos ocupacionais onde sdo usadas resinas poliéster, nomeadamente, na
producao de botdes e durante o combate a incéndios (IARC, 2002). Por sua vez, valores
mais elevados de estireno foram relatados durante a producéo e utilizagdo de tintas e

massas (valores superiores a 20 ppm), para taxidermistas (valores inferiores a 70 ppm)
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e durante a fabricagdo de utensilios de cozinha (valores inferiores a 186 ppm) (IARC,
2002).

Porém, a exposicdo ocupacional a estireno ocorre maioritariamente por via inalatoria
durante a producdo de produtos de plastico reforcados em fibra de vidro, onde sdo
geralmente utilizadas resinas de poliéster insaturado que contém na sua composicao,
aproximadamente, 40% de estireno como solvente (Miller et al., 1994; IARC, 2002;
Laffon et al., 2002; Teixeira et al., 2004; Weng et al., 2016). No caso especifico destas
industrias, € durante o processo de laminacdo, uma técnica manual, que até 10% do
estireno pode evaporar para 0 ambiente de trabalho (IARC, 2002; Laffon et al., 2002).
Para além da exposicéo por via inalatdria, a exposi¢cdo ocupacional ao estireno pode
ocorrer igualmente por via dérmica a estireno liquido e a resinas com estireno na sua
composicao, contudo esta via desempenha um papel menor na exposi¢cao ocupacional
a este composto (Laffon et al., 2002; ATSDR, 2010).

A exposicao ocupacional ao estireno em industrias de plastico reforcados em fibra de
vidro tém sido extensivamente estudada ao longo dos anos (IARC, 2002). Um estudo
realizado em 28 destas industrias nos EUA revelou resultados em que a exposi¢ao
média era trés vezes superior em processos de moldagem abertos (24-82 ppm) quando
comparados com processos de moldagem por compressao (11-26 ppm). Ainda nos
EUA, outro estudo concretizado em 12 industrias de producdo de fibra de vidro
demonstrou que 40% das amostras de 8h continham valores superiores de 100 ppm
(IARC, 2002).

Nos EUA os limites de exposicdo ao estireno em ambientes ocupacionais estdo
definidos, para exposi¢cfes de curta duragdo, usualmente, 15 minutos (TLV-STEL) e
para médias ponderadas, geralmente, de um periodo de 8 horas (TLV-TWA), podendo

variar consoante a entidade que o define (tabela 5).

Tabela 5 Valores limite para o estireno de diferentes entidades dos EUA (Fonte: GESTIS International

Limit Values).
TLV-TWA (ppm) TLV-STEL (ppm)
ACGIH 20 40
American Conference of Governmental Industrial Hygienists
OSHA, o 100 ND
Occupational Safety and Health Administration
NIOSH 50 100

National Institute for Occupational Safety and Health

ND = Nao definido

Os valores limites de exposicao (VLE) ocupacional estdo igualmente bem definidos na

maioria dos paises europeus (tabela 6). Em Portugal, é definido no Anexo | da Norma
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Portuguesa 1796 de 2014, relativa & Seguranga e Saude do Trabalho — Valores limite
de exposicao profissional a agentes quimicos, o valor limite de exposicdo média (VLE-
MP) e o valor limite de exposicdo de curta duracdo (VLE-CD), 20 e 40 ppm,
respetivamente. No sentido de cumprimento legal por parte das industrias € fundamental

gue os niveis de estireno sejam regularmente monitorizados.

Tabela 6 Valores limite de exposicéo para o estireno em paises europeus (Fonte: GESTIS International
Limit Values).

Valor limite (8h) Valor limite (curta duracéo)

Paises

ppm mg/m3 ppm mg/m3
Alemanha 20 86 40 (15 min.) 172 (15 min.)
Austria 20 85 80 340
Bélgica 50 216 100 432
Dinamarca 25 105 25 105
Espanha 20 86 40 172
Finlandia 20 86 100 (15 min.) 430 (15 min.)
Franca 23,3 100 46,6 (15 min.) 200 (15 min.)
Hungria -- 50 -- 50
Inglaterra 100 430 250 1080
Irlanda 20 85 40 (15 min.) 150 (15 min.)
Polonia - 50 - 200
Suécia 10 43 20 (15 min.) 86 (15 min.)
Suica 20 85 40 170

No que concerne a Indicadores Biol6gicos de Exposi¢éo (IBE), o &cido mandélico (MA)
e acido fenilglioxilico (PGA) séo referenciados em varios estudos como indicadores
biol6gicos de exposicdo a estireno (Teixeira et al., 2004; Ma et al., 2005; Wongvijitsuk
etal., 2011; Bonanni et al., 2015; Fernandes et al., 2017), apesar de serem considerados
biomarcadores nao especificos, uma vez que sdo metabolitos de outros compostos de
estrutura semelhante e do etilbenzeno (Tranfo et al., 2012; Bonanni et al., 2015). Estes
metabolitos também sdo propostos pela American Conference of Governmental
Industrial Hygienists (ACGIH) como IBE a estireno na urina. Este organismo propfe um
IBE de 400 mg/g de creatinina de MA + PGA, o correspondente a um VLE (8h) de 20
ppm (Bonanni et al., 2015; ACGIH, 2017). A Norma Portuguesa 1796 de 2014, a
semelhanca de outros Estados-membros da EU, tais como, a Espanha, adota os IBE
propostos pela ACGIH. Por outro lado, o Scientific Committee on Occupational Exposure

Limits (SCOEL) n&o define qualquer valor-limite biolégico para o estireno na UE
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(SCOEL, 2014). A Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG), uma organizagao
autonoma dedicada a ciéncia e investigagao, estabelece o indicador biolégico a medir,
bem como valores bioldgicos toleraveis (Biologische Arbeitsstoff-Toleranzwerte - BAT)
para o estireno. Este organismo alemao prop&e igualmente os MA + PGA na urina como
0s metabolitos a quantificar e um BAT de 600mg/L (ap6s o turno de trabalho) (DFG,
2014).

2.2.5. Toxicocinética e toxicodinamica

O estireno € um hidrocarboneto soluvel em lipidos e por esse motivo € altamente
expectavel que seja absorvido apds exposicdo por via inalatéria, digestiva e dérmica
(NRC, 2014). Este penetra no organismo principalmente por inalagdo, uma
consequéncia da sua elevada volatilidade, enquanto que a absor¢cao por via cutanea
desempenha um papel menor (WHO, 2000; Laffon et al., 2001; Morata & Campo, 2002).
Em humanos a absor¢éo do estireno apos exposicao por via inalatoria é rapida (ATSDR,
2010), assim que os vapores entram nos pulmdes difundem-se através das membranas
respiratorias e entram na corrente sanguinea (Morata & Campo, 2002). Apés absorgéo
entre 60 a 70% da dose inalada é retida nos pulmdes (IARC, 2002). Por outro lado, o
estireno presente no ar e absorvido pela pele representam somente entre 2 a 5% da
dose absorvida pelo trato respiratério. Na forma fisica liquida, o estireno penetra na pele
a uma taxa de 1 pg/m? por minuto (WHO, 2000). Segundo Limasset et al., (1999), a
absorcéo por via dérmica néo € particularmente importante no estudo da exposi¢do ao
estireno quando comparada com a via inalatéria, uma vez que, 0s niveis de excre¢ao
urinaria de um grupo de trabalhadores com equipamento de protecdo individual total
ndo é significativamente diferente de um grupo de trabalhadores unicamente com
protecado respiratoria (Sartorelli, 2002).

A exposicao por via oral € menos comum e a absor¢do parece ocorrer mais lentamente
guando comparada com a do trato respiratério (Morata & Campo, 2002). Porém estudos
em animais revelam que a absorcédo do estireno através do trato gastrointestinal é rapida
e completa quando administrado por via oral numa solucdo aquosa, tendo sido atingido
um pico de estireno no sangue em poucos minutos (ATSDR, 2010).

ApOs a absorcdo no organismo o estireno é distribuido por todo o corpo (WHO, 2000;
Rueff et al., 2009). Estudos realizados em humanos e animais revelam que apos
exposi¢ao por via inalatéria, o estireno concentra-se maioritariamente no tecido adiposo,
onde o tempo de semivida é entre 2 a 5 dias (ATSDR, 2010). Concentra¢des mais
elevadas de estireno no tecido adiposo estdo profundamente relacionadas com

exposi¢cdes mais elevadas a este composto (ATSDR, 2010). O facto de o estireno ser
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distribuido e retido no tecido adiposo e consequentemente apresentar uma eliminagéo
lenta indicam um potencial de acumulacéo em exposicoes a longo prazo (Rueff et al.,
2009). Em animais foram encontradas concentracdes de estireno no coracao, figado,
rins, baco, cérebro e gordura perirrenal, a distribuicAo nestes 6érgdos apresenta
diferentes padrBes consoante o aumento da dose. Porém, a concentracdo na gordura
perirrenal pode ser até 10 vezes superior quando comparada com 0s outros 6rgaos
(ATSDR, 2010).

O metabolismo do estireno em humanos estid bem descrito (Rueff et al., 2009; Bonanni
et al., 2015) (figura 1), e é caracterizado por ser um metabolismo por oxida¢do mediado
por CYP (Andersen et al., 2017). ApOs absorcado o estireno é metabolicamente ativado
por enzimas do citocromo P450 (CYP450) para que seja iniciada a oxidagao do estireno
para formar um metabolito reativo, o 7,8-6xido de estireno (SO) (WHO, 2000; IARC,
2002; NTP, 2011). As principais isoenzimas responsaveis por este processo Sao o
CYP2E1, CYP2B6, CYP1A2 e CYP2C8, e outras isoenzimas com menor atividade para
o estireno (WHO, 2000; Wenker et al., 2001). Aproximadamente 90% do estireno
inalado é absorvido pelos pulmdes e sofre biotransformacéo a SO através do CYP450,
principalmente o CYP2E1 (Teixeira et al., 2004). O SO é um intermedidrio com
capacidade para ligar-se covalentemente a macromoléculas e € considerado
diretamente responsavel pelos efeitos genotéxicos do estireno, as reacdes que dao
origem a sua formacdo ocorrem principalmente no figado e em poucos casos nos
pulmdes (Rueff et al., 2009).

Em humanos, a enzima predominante para o metabolismo do estireno no figado é a
CYP2EL1, enquanto que no pulm&o para que ocorra toxicidade é necessaria a ativagédo
da enzima CYP2F1. Porém, esta enzima parece nao metabolizar o estireno em
humanos (Rhomberg et al., 2013). Segundo Rhomberg et al., (2013), em camundongos
as células de Clara presentes no pulm&o metabolizam o estireno em SO apds exposi¢do
por via inalatéria. Em ratos, a quantidade de células de Clara é bastante inferior,
especialmente nos bronquiolos terminais, por sua vez em humanos estas células sao
igualmente raras, podendo ser encontradas nos bronquiolos distais (Rhomberg et al.,
2013). Sabe-se ainda que as células de Clara de camundongos produzem cinco vezes
mais SO que as células de Clara de rato. Assim sendo, as células que metabolizam o
estireno no pulméao diferem em numero, localizacdo e especificidade entre espécies,
particularmente, camundongos, ratos e humanos (Hynes et al., 1999; Rhomberg et al.,
2013). Apos a formagdo do SO, este é metabolizado pela enzima epéxido hidrélase
microssomal (MEH) e sofre um processo de hidrélise enzimatica para produzir
feniletilenoglicol que é posteriormente oxidado em MA e PGA (WHO, 2000; Viaene et
al., 2001; IARC, 2002). Os metabolitos MA e PGA, séo considerados os principais
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metabolitos urinarios do estireno, representam respetivamente 85% e 10% dos seus
metabolitos urinarios (Bonanni et al., 2015). O SO pode ainda ser conjugado com
glutationa dando origem a producdo de acido mercaptirico, um metabolito urinario
menor que representa somente 1% do estireno absorvido (WHO, 2000; Rueff et al.,
2009). Existem ainda vias metabdlicas adicionais que incluem a hidroxilacao do anel de
benzeno, contudo em humanos sdo vias menor importancia (IARC, 2002). Uma
pequena quantidade do estireno que € absorvido pelo organismo néo € biotransformado

e ¢é eliminado inalterado através da urina (Prieto et al., 2002; Bonanni et al., 2015).
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Figura 1 Metabolismo do estireno em humanos (Adaptado: ATSDR, 2010).

Segundo Johanson et al., (2000), um grupo de voluntarios do sexo masculino expostos
a 50 ppm de estireno num periodo de 2 horas, apresentaram picos de MA e PGA na
urina 2 horas apdés terminar a exposicdo. Apos a exposi¢cao ao estireno o padréo de

excrecdo urinéria dos metabolitos MA e PGA é distinto, sendo o tempo de semi-vida do
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PGA superior ao do MA. Um estudo realizado numa industria naval em que os
trabalhadores estiveram expostos a concentracdes de estireno de 11 ppm durante 4h,
o tempo de semi-vida para o MA e PGA foi de, sensivelmente, 2 e 5 horas,
respetivamente (Lauwerys & Hoet, 2001). A excrecdo urinaria de MA e PGA é ainda
caracterizada por ser bifasica, com uma fase mais rapida e outra mais lenta, muito
provavelmente devido a sua formacédo continua proveniente da libertacdo de estireno
gue fica retido no tecido adiposo (Lauwerys & Hoet, 2001; ATSDR, 2010).

2.2.6. Efeitos para a saude

Os principais efeitos resultantes da exposi¢do aguda ao estireno em humanos incluem
irritac@o cutanea e do trato respiratérios e depressao do sistema nervoso central (Laffon
et al., 2001a). Exposicao a longo prazo, tal como outros compostos organicos volateis,
esta associada a deficit neurolégico e comportamental, nomeadamente, o aumento do
tempo de reagéo, distlrbios visuais e alteracdes neurofisioldgicas (Kishi et al., 2000;
Benignus et al., 2005). A exposi¢do cronica em ambientes ocupacionais também esta
associada a alteragédo na qualidade do sémen e na estrutura espermatica, ao aumento
da frequéncia de mutagfes em varios locais e a elevada incidéncia de quebras de cadeia
simples, trocas de cromatideos-irmaos e aberracBes cromossdémicas em linfécitos

periféricos (Laffon et al., 2001b).

2.2.6.1 Efeitos neuroldgicos

Dados de estudos em humanos relativos a exposicdo ao estireno sugerem que 0
sistema nervoso é o alvo mais sensivel ap6s a exposi¢ao crénica por via inalatéria, e
muito provavelmente, o alvo mais sensivel em exposi¢cbes agudas, contudo as
exposi¢cdes de curta duracdo ainda ndo foram extensivamente estudadas (ATSDR,
2010). O sistema nervoso efetivamente, parece ser o primeiro alvo para a toxicidade do
estireno, sendo que sintomas associados a desordens neurologicas envolvendo a
sistema nervoso central e periférico foram reportados em individuos expostos no local
de trabalho a este agente quimico (Kim, 2015).

Estudos realizados em ambientes ocupacionais, com niveis de exposi¢cao superiores a
100 ppm, revelaram vérios sintomas, incluindo, sonoléncia, tonturas, dores de cabecga,
cansaco e distarbios no equilibrio (Rueff et al., 2009).

Porém, ainda é desconhecido se estes sintomas permanecem apos o fim da exposicéo
ou com a reducédo dos niveis dos mesmos (Viaene et al., 2001). A analise de casos
clinicos revela ainda que a velocidade psicomotora é a primeira funcéo a deteriorar-se

apos exposicao prolongada ao estireno, seguida da atencdo e da memoria (Viaene,

20



2002). Estudos ocupacionais relativos a exposi¢ao a misturas de solventes, incluindo o
estireno, relataram a persisténcia de efeitos neurolégicos, psiquiatricos e
neurocomportamentais (Viaene et al., 2001).

O desenvolvimento de sintomas e deficit neurocomportamental pode ser influenciado
por diversos fatores, nomeadamente, a intensidade da exposicdo, duracdo da
exposicao, consumo de alcool, personalidade e inteligéncia pré-mérbida. Outro fator que
pode desempenhar um papel modulador no desenvolvimento de efeitos neurotoxicos é
a diferenca individual na via metabdlica do estireno. Em humanos, a enzima mgEH
apresenta gendtipos polimérficos que alteram substancialmente a sua atividade, a
variacdo competitiva do mEH foi relatado como umas das causas para o a toxicidade
do sistema nervoso central, o que sugere que o mEH com diferentes atividades pode
ter consequéncias neurotéxicas associadas a exposicao do estireno (Viaene et al.,
2001).

2.2.6.2 Efeitos respiratorios

A exposicdo ao estireno em humanos é suscetivel de provocar irritagdo do trato
respiratdrio, principalmente, garganta e nariz (Polver et al., 2003; ATSDR, 2010). Um
namero reduzido de casos de irritacdo da garganta e de aumento de secre¢fes nasais
foram relatados em exposi¢des de 800 ppm durante 4 horas, enquanto que um nimero
elevado de casos reportou a ocorréncia de irritacdo nasal ap6és 60 minutos com
concentracdes de 376 ppm. Alteracbes pulmonares obstrutivas também foram
observadas em trabalhadores expostos ao estireno durante 10 anos (ATDSR, 2010).

Em animais, particularmente, roedores, o estireno € um agente toxico para o trato
respiratorio (Sarangapani et al., 2002; Rueff et al., 2009; Carlson, 2011). Um estudo
observou que tecidos nasais expostos a concentracdes de 40 e 160 ppm de estireno ao
longo de 6horas/dia durante um periodo de 3 dias apresentaram algumas alteracdes
degenerativas, especialmente, atrofia da mucosa olfatéria e perda da organizagédo
celular normal (Green et al., 2001). A exposi¢cdo por via inalatoria deste composto
quimico apresenta efeitos toxicos para o epitélio olfativo nasal de ratos e camundongos,
porém os camundongos parecem ser mais sensiveis a toxicidade respiratoria deste
composto (Green et al., 2001; ATSDR, 2010). As diferencas observadas entre espécies
podem ser explicadas através das alteragdes no metabolismo do estireno no epitélio
nasal. As taxas de biotransformacédo do estireno em oxido de estireno pelos CYP2E1 e
CYP2F2 ¢é semelhante entre as duas espécies, porém o Oxido de estireno é
metabolizado de forma mais eficiente pela mEH e glutationa S-transferases em ratos do

que em camundongos (Green et al.,, 2001; ATSDR, 2010). A exposicdo cronica ao
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estireno em camundongos, aproximadamente, 20 ppm durante 2 anos, resultou em
metaplasia respiratéria do epitélio nasal olfatdrio e dilatacdo, metaplasia respiratéria e

hiperplasia epitelial da glandula de Bowman (Cruzan et al., 2001).

2.2.7.3 Efeitos hepaticos e renais

O principal motivo de preocupagdo associado a efeitos hepéticos decorrentes da
exposicdo ao estireno deve-se ao papel critico que o figado desempenha no
metabolismo do estireno. O SO tem a habilidade de ligar-se de forma covalente a
macromoléculas hepaticas e membranas lipidicas podendo causar lesbes
hepatocelulares. A ocorréncia de lesdes hepatocelulares foi demostrada em exposicdes
elevadas ao estireno (Brodkin et al., 2001).

Estudos realizados em humanos relativamente a hepatotoxicidade do estireno
produziram resultados variaveis (Brodkin et al., 2001; ATSDR, 2010). Em exposi¢des
ocupacionais crénicas a niveis baixos de estireno (<1 ppm) néo foram observadas
alteracGes significativas nos niveis de alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase ou y-glutamil transferase, bem como em exposi¢des a concentracdes
de estireno entre 50 a 120 ppm durante aproximadamente, 5 anos. Em trabalhadores
expostos a concentracdes entre 5 e 20 ppm até 20 anos revelaram somente um
aumento significativo nos niveis de y-glutamil transferase (ATSDR, 2010).

Estudos realizados em animais evidenciam que o figado é um tecido alvo para o
estireno, todavia a hepatotoxicidade do estireno em camundongos € influenciada pela
duracédo da exposicao. Os efeitos hepaticos somente foram observados apos exposicéo
aguda ou intermédia, mas ndo apds exposi¢ao cronica, inclusive, os efeitos diminuem
com a exposicdo continua ao estireno (ATSDR, 2010). Ratos parecem ser menos
sensiveis a toxicidade hepatica do estireno, a concentragées de 1000 ppm durante 13
semanas ou 2 anos ndo foram verificadas alterac¢des histolégicas (ATSDR, 2010).
Relativamente a efeitos renais, estudos realizados em contextos ocupacionais e estudos
em animais referem que o rim parece ndo ser um alvo sensivel a toxicidade do estireno
(ATSDR, 2010). Estudos de exposicdo ocupacional em trabalhadores expostos a
concentracbes de estireno inferiores a 53 ppm ndo demostraram alteracdes
significativas nos niveis urinarios 3-microglobulina, proteina transportadora de retinol ou
albumina (ATSDR, 2010). Por sua vez, estudos em animais revelam que n&do foram
observadas alteracdes histolégicas apés exposi¢cédo aguda ao estireno a 300 e 500 ppm
em ratos e camundongos, respetivamente. Nao foram igualmente verificadas alteracdes

histolégicas em ambas as espécies apos exposi¢ao crénica (ATSDR, 2010).
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2.2.7.3 Efeitos reprodutivos

A toxicidade reprodutiva do estireno foi estudada em animais e humanos (Brown et al.,
2000). Alguns em estudos epidemiolégicos realizados em mulheres cuja atividade
ocupacional envolve exposicdo ao estireno, referem a ocorréncia de abortos
espontaneos e distarbios menstruais. Porém, uma das limitacdes destes estudos é o
facto de os niveis de estireno néo terem sido adequadamente quantificados (ATSDR,
2010). Foram igualmente realizados varios estudos relativos ao potencial do estireno
em induzir efeitos no sistema reprodutivo dos homens. Um estudo realizado em 23
trabalhadores numa industria de estireno revelou um decréscimo da concentracdo de
espermatozoides, da contagem total de espermatozoides, da percentagem de
espermatozoides viaveis e um aumento da velocidade espermatica entre a primeira
semana de trabalho e apos seis meses (Kolstad et al., 1999a; Kolstad et al., 1999b;
ATSDR, 2010). Outro estudo realizado em 70 trabalhadores na producéo de plastico
reforcado em fibra relataram um aumento de quebras na cadeia do DNA no esperma,
porém, ndo encontraram nenhuma associacdo entre a extensao dos danos no DNA e
0s anos de exposicao ou a concentragdo de metabolitos na urina (Migliore et al., 2002).
Em animais estudos deste ambito ja foram realizados em ratos, camundongos, coelhos
e hamsters (Brown et al., 2000). Resultados destes estudos indicam pouco ou nenhum
potencial para a exposi¢cdo ao estireno induzir efeitos tdéxicos no sistema reprodutor.
Alguns atrasos no desenvolvimento e crescimento foram observados em crias de ratos
antes e ap6s o nascimento. Foi igualmente demostrado que o estireno pode atravessar
a placenta tanto em ratos como camundongos. Em ratos machos foi observada uma
diminuicdo da contagem de espermatozoides quando exposto a estireno por via oral.
Por sua vez, em culturas de embrides de ratos, o estireno apresentou efeitos toxicos
mesmo em concentragdes baixas (Immol/L) (WHO, 2000; NTP, 2006; ATSDR, 2010)

Na comunidade europeia, o estireno apresenta classificacdo harmonizada para a classe
de perigo toxicidade reprodutiva. De acordo com a 62 adaptacdo ao progresso técnico
e cientifico para a classificacdo, rotulagem e embalagem de substancias e misturas
(Regulamento (UE) n.° 605/2014), o estireno é classificado como suspeito de afetar o

nascituro.

2.2.7.5 Efeitos cancerigenos

A evidéncia limitada do potencial carcinogénico do estireno em humanos € baseado em
estudos de trabalhadores expostos a este composto (NTP, 2011). Ao longo dos anos
foram realizados varios estudos neste ambito em distintos contextos ocupacionais,

nomeadamente, industrias de produgcdo e polimerizacdo de estireno, de plastico
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refor¢cado e de estireno-butadieno (ATSDR, 2010). Estudos realizados em industrias de
plastico reforcado sdo aqueles que fornecem, geralmente, mais informacao relacionada
com a associacdo da exposicdo ao estireno e o desenvolvimento de cancro,
principalmente, devido a estimativa relativamente rigorosa destes estudos, a exposicao
elevada neste contexto, a um tempo de acompanhamento médio, a um nivel de detalhe
elevado das analises epidemiolégicas e a um potencial baixo de exposicdo a agentes
gue nado o estireno (Collins & Delzell, 2018). Estes fatores sdo extremamente
importantes, uma vez que, sao fatores potencialmente confundidores das associacdes
entre a exposicdo ao estireno e o cancro (Collins & Delzell, 2018). Estudos nos
diferentes contextos ocupacionais sugerem um aumento da mortalidade por incidéncia
de cancro no sistema linfohematopoiético, um aumento dos niveis de adutos de DNA e
aumento de danos genéticos nos linfécitos. Particularmente, o risco de cancro
linfohematopoiético foi encontrado em trabalhadores expostos a niveis elevados de
estireno apos algum tempo decorrente da primeira exposi¢do (NTP, 2011). No total
foram reportados 16 casos de leucemia e 9 casos de linfomas (IARC, 2002). Alguns
estudos referem que o risco de cancro pode incrementar devido a exposicdo média, a
exposi¢cdo cumulativa ou ao nimero de anos de exposicao (NTP, 2011). Apesar de
existirem varios estudos epidemioldégicos que sugerem uma associacdo entre a
exposicao ao estireno e o aumento do risco de leucemia e linfomas, as evidéncias sao,
geralmente, inconclusivas devido a exposicdo mdultipla a agentes quimicos e a
inexisténcia de documentagéo referente aos niveis e a duracdo da exposicédo (ATSDR,
2010). Em animais, particularmente, camundongos 0 estireno provocou cancro nos
pulmdes por duas vias de exposicdo, a inalatoria e a oral. Por sua vez, em ratos houve
evidéncias insuficientes relativamente a carcinogenicidade do estireno, uma vez que,
cancro nos pulmdes nao foi observado e resultados relativos ao cancro na glandula
mamaria foram ambiguos (NTP, 2011).

O mecanismo de carcinogenicidade do estireno ainda néo é totalmente compreendido,
sabe-se, no entanto, que de acordo com a IARC o seu metabolito SO esta classificado
como provavelmente cancerigeno para humanos (Grupo 2A) (Vineis, & Zeise, 2010;
NTP, 2011). Existem evidéncias inadequadas do seu potencial cancerigeno em
humanos, porém evidéncias suficientes em animais. O SO € capaz de formar adutos
com o DNA em humanos, ratos e camundongos, de induzir mutacdes genéticas em
bactérias e células de roedores in vitro e induzir aberracées cromossOmicas e troca de
cromatideos-irmédos in vitro e in vivo em células humanas e camundongos,
respetivamente (Vineis, & Zeise, 2010). Os possiveis modos de acao que explicam o
potencial carcinogénico do estireno envolvem genotoxicidade, relevante para todos os

tipos de cancro, efeitos citotdéxicos de metabolitos no pulmdo de camundongos e
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imunossupressdo, particularmente relevante para cancros do  sistema
linfohematopoéticos (NTP, 2011).

A National Research Council (NRC) realizou uma avaliagdo independente para
determinar evidéncias do potencial carcinogénico do estireno, e revelou que existem
evidéncias epidemioldgicas que classificam este composto como um fator de risco para
o desenvolvimento do linfoma ndo Hodgkin, leucemia e dos cancros do eséfago,
pancreas e rim. Porém, ndo existem evidéncias crediveis para o cancro do pulméao e da
mama (NRC, 2014). Nos ultimos anos, a IARC reviu vérias vezes a classificacdo do
estireno, e recentemente, passou a classificar o estireno como provavelmente
cancerigeno para humanos (grupo 2A), classificacdo que esta em concordancia com a

do seu metabolito SO (IARC, in press).

2.3. Xileno

2.3.1. Caracteristicas gerais

O xileno (CgH10) € caracterizado por ser um hidrocarboneto aromético, que consoante a
posicdo do grupo metilo no anel de benzeno pode apresentar 3 formas isoméricas
distintas: meta-xileno (m-xileno), ortho-xileno (o-xileno), e para-xileno (p-xileno). Esta
substancia quimica pode ser comercializada numa das formas isoméricas mencionadas
anteriormente, ou mais comumente, como uma mistura das trés formas isoméricas,
normalmente, denominada de xilol (Langman, 1994; ATSDR, 2007; Kandyala et al.,
2010; Rajan & Malathi, 2014; Niaz et al., 2015).

A mistura de xilenos ou xilol, normalmente, contém aproximadamente 40-65% de m-
xileno, 20% de o-xileno, 20% de p-xileno, e ainda pequenas quantidades de etilbenzeno
e tolueno (Aransiola et al., 2013)

E uma substancia que, em condi¢cbes ambientais normais, € liquida, geralmente, incolor
e com um odor doce. E inflaméavel, pouco solGvel em agua e miscivel em alguns
solventes orgéanicos, nomeadamente, o alcool e o éter (ATDSR, 2007; Kandyala et al.,
2010; Mohammadyan & Baharfar, 2015). Na tabela 7 estdo descritas algumas
propriedades fisico-quimicas do xileno. Este hidrocarboneto é volatil (ATDSR, 2007) e
a sua forma gasosa é mais densa que ar e por isso pode dispersar para pontos
longinquos. Neste estado fisico é igualmente inflaméavel, podendo formar misturas

explosivas com o ar (IPCS, 1992).
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Tabela 7 Propriedades fisico-quimicas do xileno (Fonte: ATSDR, 2007).

Propriedades fisico-quimicas
Estado fisico
Cor
Odor
Massa molecular
Densidade (20°C)
Presséo de vapor (21°C)
Ponto de ebulicdo

Ponto de inflamacao
Solubilidade em agua (25°C)

Valores
Liquido
Incolor
Doce

106.16
864 kg/m?3

~ 0,9 kPa
137-140 °C
29 °C

106 mg/L

Segundo a ECHA, o xileno pode ser identificado com o nimero CAS 1330-20-7 e 0

numero CE 215-535-7 ou com distintos list numbers iniciados com o nimero 9. O xileno

€ representado por diferentes nimeros identificadores devido, principalmente, a sua

composicao, podendo ser uma substancia de composicéo variavel, em que variabilidade

da composicao é grande ou pouco previsivel, ou uma substancia multi-constituinte, onde

a composicdo e quantidade de cada um dos isbmeros de xileno e etilbenzeno esta bem

definida e determinada. O xileno identificado com o numero CAS 1330-20-7 e os

isdbmeros de xileno apresentam classificacdo harmonizada de acordo com o anexo VI
do Regulamento (CE) n.° 1272/2008 (tabela 8).

Tabela 8 Classificagéo harmonizada do xileno (Fonte: ECHA).

Adverténcias

de perigo
Xileno H226
NUmero CAS: H315
1330-20-7
H312
NUmero CE:
215-535-7 H332

Descricao

Liquido e vapor inflamaveis.
Provoca irritagdo cutanea.
Nocivo em contacto com a pele.

Nocivo por inalagéo.

Pictogramas
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2.3.2. Producéo e aplicacéo

O xileno, designacéo atribuida em 1851, foi descoberto como constituinte do alcatrdo
vegetal (Aransiola et al., 2013). Este composto quimico ocorre naturalmente do petréleo
e do alcatrdo, sendo formado também durante incéndios florestais (EPA, 1994;
Aransiola et al., 2013). O xileno representa, aproximadamente, 0,5 a 1% do petrdleo
bruto, e por isso, dependendo da fonte, pode ser encontrado em pequenas quantidades
em combustiveis (Aransiola et al.,, 2013). Este hidrocarboneto aromatico é
essencialmente um quimico sintético que tradicionalmente é comercializado na forma
de mistura dos trés isbmeros, sendo que cada um tem dois grupos metil ligados ao anel
de benzeno (Aransiola et al., 2013).

Industrialmente, aproximadamente, 95% do xileno é produzido através do processo de
reforma catalitica da nafta que consiste na desidrogenacdo catalitica da nafta na
presenca de hidrogénio, de forma a reduzir a formagéo de coque, para produzir uma
mistura com elevados teores de hidrocarbonetos aromaticos, particularmente, xileno.
(Antos et al.,2004; Aransiola et al., 2013). Neste processo é recuperado, sensivelmente,
18% de xileno, que é composto, 15% de etilbenzeno e 1% de outros hidrocarbonetos
(EPA, 1994; Aransiola et al., 2013). Outros processos podem ser utilizados para a sua
producdo, nomeadamente, a pirélise da gasolina que representa 4% da producéo total
de xileno, o desproporcionamento do tolueno que representa, aproximadamente, 0,4%
e a producédo de oleo leve através de fornos de coque de carvao, que contém na sua
composicdo 3 a 6% de xilenos e representa 0,2% da producdo deste composto (EPA,
1994; Aransiola et al., 2013).

A Europa, em 2015, era um dos maiores produtores de aromaticos, sobretudo, benzeno,
tolueno e xilenos, representando um quarto da produgcdo mundial. Particularmente
nesse ano foram produzidas mais de 2,6 milhdes de toneladas de xileno (APA, 2018).
No caso particular dos EUA, o xileno é um dos 30 produtos quimicos mais produzidos
em termos de volume, tendo sido estimado em 2006 uma capacidade anual de producdo
de 18 milhdes de toneladas (ASTDR, 2007; Rajan & Malathi, 2014). Especialistas
referem que a procura de xileno vai incrementar 3,2% entre 2015 e 2020, o que pode
levar consequentemente, a um aumento da producdo e uso deste agente quimico
(Mohammadyan & Baharfa, 2015).

O xileno é um importante agente quimico amplamente utilizado como solvente em
variadas induastrias, tais como, de borracha, impressao, couro, tintas, vernizes e
adesivos (Jacobson & McLean, 2003; Aransiola et al., 2013; Rajan & Malathi, 2014). O
maior consumo de Xileno como solvente, sensivelmente, entre 65 a 70%, corresponde

as industrias de tintas e revestimentos (Aransiola et al., 2013). Este composto pode
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ainda ter a funcdo de matéria-prima na industria de plasticos e téxteis e ser um
constituinte em lacas, corantes e detergentes de limpeza (Jacobson & McLean, 2003).
O xileno pode ser utilizado em laboratérios, particularmente, na histologia para limpar
tecidos para posterior analise microscépica (Aquino et al., 2016). E usado no laboratorio
também para fazer banhos com gelo seco para arrefecer os vasos de reagcdo, e como
solvente para remover o0 0leo de imerséo da objetiva do microscépio (Aransiola et al.,
2013). Tal como em outras industrias o xileno pode ter a funcdo de matéria-prima na
producao de gasolina, sendo que mais de 90% da mistura de isémeros € utilizada para

a producado da mistura de gasolina (Aransiola et al., 2013).

2.3.3. Presenga no ambiente

O xileno é um poluente ambiental libertado, maioritariamente, através de emissdes
fugitivas de fontes industriais, nomeadamente, refinarias de petréleo e fabricas de
producao de produtos quimicos. Outras fontes de xileno para o ambiente séo a exaustédo
de automoveis e a sua volatilizagdo durante o uso como solvente (ATSDR, 2007; Niaz
et al., 2015). E esperado que as emissdes de xileno para o meio ambiente sejam na sua
grande maioria para o ar devido a sua volatilidade. Estima-se que, aproximadamente,
99% do xileno seja distribuido no ar (WHO, 2003). A agua e os solos também sao
suscetiveis de sofrer contaminacdo por parte deste composto devido as
descargas/derrames nos cursos de agua e derrames em terra resultantes do seu uso,
armazenamento e transporte, inclusive, sdo conhecidos dois derrames acidentais na
agua, um no rio Mississipi (EUA) e outro no Porto de Zhuhai (China), decorrente do
transporte maritimo deste composto quimico (ATSDR, 2007; Duan et al., 2017). O xileno
presente nas dguas é removido, maioritariamente, através da sua volatilizagdo no caso
de aguas superficiais e de processos de biodegradacdo em &guas subterrdneas
(ATSDR, 2007; Cheng et al., 2016; Duan et al., 2017). E expectavel que o xileno
libertado para a agua e para os solos volatilize para a atmosfera e seja rapidamente
degradado através da luz solar, uma vez que, o seu tempo de semi-vida na atmosfera
€ entre 8 e 14 horas (ATSDR, 2007). Estima-se que 0,7% e 0,1% do xileno seja
distribuido para a agua e solos, respetivamente (WHO, 2003). As quantidades deste
composto quimico nestes compartimentos ambientais que ndo sofram volatilizagdo sédo
rapidamente biodegradados. O xileno pode igualmente chegar as aguas subterrdneas
e neste caso, a duracdo do seu processo de remocgdo pode variar dependendo das
condigbes, nomeadamente, da temperatura, presenca de oxigénio e presenca de
retores de eletrbes. O tempo de semi-vida do xileno neste compartimento ambiental
pode variar entre 25 e 287 dias (ATSDR, 2007).
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O xileno também faz parte de um grupo de compostos organicos voléateis (COV)
prioritarios para o meio ambiente, o BTX (Benzeno, Tolueno e Xileno). Este grupo é
conhecido por causar poluicdo no ar, solos e agua nas proximidades de locais de
producao de petréleo e gas natural, de postos de gasolina e reservatorios de petroleo
(Rostami & Jafari, 2014; Morakinyo et al., 2017).

2.3.4. Exposicéo ocupacional

O xileno é produzido em elevadas quantidades e utilizado num amplo espectro de
aplicacdes, especialmente, como solvente e constituinte da gasolina. Nesse sentido,
existe um potencial elevado de exposicdo em contextos industriais que produzam e
utilizem este composto quimico (Zailina et al., 2013). A exposi¢éo ao xileno no local de
trabalho ocorre, principalmente, por 2 vias de exposicao, inalatéria e dérmica, e é,
geralmente, associada a emissfes resultantes do processo e armazenamento ou
emissbes fugitivas de inddstrias produtoras de petréleo, tintas e plasticos (ATSDR,
2007). Em pequenas quantidades pode ainda ser utilizada na indUstria farmacéutica e
cosmeética, na impressao, nos detergentes de limpeza e pesticidas (Mohammadyan &
Baharfa, 2015). O xileno é considerado um poluente perigoso presente no ar, que devido
a sua vasta utilizagdo pode ser amplamente emitido para o ar dos mais diversos locais
de trabalho. A exposi¢cdo aguda e crénica ao xileno pode causar efeitos nefastos a
saude, que séo influenciados pela concentracdo do agente quimico e pela duracdo da
exposi¢cdo (Mohammadyan & Baharfa, 2015).

Varios estudos tém sido desenvolvidos no ambito da exposi¢cdo ocupacional ao xileno.
Um estudo desenvolvido ha varios anos, que envolveu 89 trabalhadores de sete fabricas
de aplicacéo de tintas e colas, maioritariamente, por pulverizacdo, demostrou que a
maioria das atividades de pulverizacdo apresentava uma exposicao baixa a moderada
de xileno, variando entre 0,7 e 3,7 ppm (ATSDR, 2007). Um estudo realizado em
indastrias de tintas na Colébmbia revelou niveis de xileno em areas de producéo
inferiores a 48,2 ppm e em areas administrativas inferiores a 9,7 ppm (Cardenas-
Bustamante et al., 2007). Ainda na Coldmbia, outro estudo realizado em empresas de
pintura de automéveis mediu concentracdes de xileno entre 28,92 e 150,15 ppm (Palma
et al., 2015). A avaliacdo da exposicao ocupacional em postos de combustivel também
foi estudada, uma vez que, os trabalhadores estdo expostos a mistura BTEX (Benzeno,
Tolueno, Etilbenzeno e Xileno). Um estudo realizado neste contexto revelou uma
concentracdo de xileno inferior a 1 ppm (Amaral et al., 2017). Segundo Mohammadyan
& Baharfar (2015), a exposicdo ao xileno pode reduzir significativamente com a

instalacdo de exaustédo localizada nos locais trabalho. Neste caso particular, foi obtido
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um valor méximo da média de concentragdes inferior a 10,4 ppm antes da instalagéo
deste equipamento de protecao coletiva e um valor maximo da média de concentracfes
inferior a 1,9 ppm apds a sua instalacao.

No caso particular dos EUA, os limites de exposicdo em ambientes ocupacionais estdo
igualmente bem definidos para exposicfes de 8h e de curta duracdo, ndo existindo

diferencas entre as principais entidades que os definem (tabela 9).

Tabela 9 Valores limite definidos nos EUA (Fonte: GESTIS International Limit Values; ACGIH, 2017).

TLV-TWA (ppm) TLV-STEL (ppm)

ACGIH o 100 150
American Conference of Governmental Industrial Hygienists

OSHA

Occupational Safety and Health Administration 100 ND
NIOSH

National Institute for Occupational Safety and Health 100 150

ND = Nao definido

Tal como para o estireno, estédo estabelecidos VLE para o xileno na grande generalidade
dos paises europeus (tabela 10). No caso especifico de Portugal, esta definido no
Decreto-Lei n.° 24/2012, relativo a protecdo dos trabalhadores contra os riscos de
exposicdo a agentes quimicos, um VLE-MP de 50 ppm (221 mg/m?) e um VLE-CD de
100 ppm (442 mg/m?). Adicionalmente, esta também definido no Anexo | da Norma
Portuguesa 1796 de 2014, um VLE-MP e um VLE-CD de, 100 e 150 ppm,
respetivamente.

Tabela 10 Valores limite de exposicéo para o xileno em paises europeus (Fonte: GESTIS International

Limit Values).

Valor limite (8h) Valor limite (curta duracéo)

Paises
ppm mg/m?3 ppm mg/m3

Alemanha 100 440 200 880
Austria 50 221 100 442
Bélgica 50 221 100 442
Dinamarca 25 109 50 218
Espanha 50 221 100 442
Finlandia 50 220 100 (15min.) 440 (15min.)
Holanda -- 210 -- 442
Hungria -- 221 -- 442
Irlanda 50 221 100 (15min.) 442 (15min.)
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Tabela 11 Valores limite de exposi¢éo para o xileno em paises europeus (Fonte: GESTIS International
Limit Values).

Valor limite (8h) Valor limite (curta duracao)

Paises
ppm mg/m3 ppm mg/m3

Italia 50 221 100 (15min.) 442 (15min.)
Pol6nia -- 100 -- --
Reino Unido 50 220 100 441
Suécia 50 221 100 (15min.) 442 (15min.)
Suica 100 435 200 870

No que concerne aos IBE, o &cido metilhipdrico (MHA) tem sido extensivamente
reportado como o principal metabolito urinario resultante da exposi¢éo ao xileno. Nesse
sentido, varios estudos realizados em distintos contextos ocupacionais utilizaram o MHA
como IBE do xileno (Jacobson & McLean, 2003; Roma-Torres et al., 2006; Chang et al.,
2007; Bahrami et al., 2008). A ACGIH propde um valor de 1,5 g de MHA/g de creatinina
apos o fim de turno decorrente de uma exposicao de 100 ppm (ACGIH, 2017). Tal como
referido anteriormente, a Norma Portuguesa 1796 de 2014, adota os IBE propostos pela
ACGIH. O SCOEL né&o define qualquer valor-limite biolégico para o xileno na UE
(SCOEL, 2014). Enquanto que a DFG estabelece como IBE de xileno na urina 0 MHA,
e um BAT de 2000mg/L (apés o turno de trabalho) (DFG, 2014).

2.3.5. Toxicocinética e toxicodinamica

A exposi¢do ao xileno pode ocorrer por diversas vias, tais como, inalatéria, oral e
dérmica (Kandyala et al., 2010). Todavia, as principais vias de absor¢éo do xileno séo
as vias inalatéria e oral (ATSDR, 2007; Rajan & Malathi, 2014). Os vapores de xileno
sdo rapidamente absorvidos pelos pulmdes sendo que, aproximadamente, 60% do
xileno inspirado é retido e alcanga a circulacdo sistémica (Jacobson & McLean, 2003;
ATSDR, 2007). Por sua vez, quando ingerido, sensivelmente, 90% deste composto
quimico é absorvido (ATSDR, 2007). A absorcdo de xileno através da via dérmica
também pode ocorrer, porém numa extensao inferior quando comparada com as duas
vias supracitadas. Na via dérmica, em particular, o xileno liquido ou os seus vapores
sdo absorvidos lentamente através da pele (Langman, 1994; Jacobson & McLean, 2003;
ATSDR, 2007; Mohammadyan & Baharfa, 2015).

Ap6s a absorcao, o xileno é rapidamente distribuido por todo o corpo através da
circulacao sistémica (ATSDR, 2007; Rajan & Malathi, 2014). O coeficiente de particéo

(Kow) do xileno é superior a 3, para todas as suas formas isoméricas, o que indica que
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€ expectavel que a sua distribuicdo ocorra primeiro em tecidos com quantidades
elevadas de lipidos, tais como, tecido adiposo, figado e cérebro (EPA, 2003; ASTDR,
2007). Espera-se inclusive que entre 10 e 20% do xileno que € absorvido seja distribuido
no tecido adiposo, este apresenta a maior concentracdo de gordura e
consequentemente maior afinidade com o xileno do que a maioria dos tecidos. Nesse
sentido, quando o xileno chega ao tecido adiposo, é expectavel que tenha um
metabolismo mais lento, que demore até alcancar o sangue e tenha uma maior
persisténcia no organismo (EPA, 2003). Porém, ndo é expectavel que o xileno se
acumule no organismo, mas sim que fique brevemente retido no tecido adiposo
(ATSDR, 2007). Devido as suas propriedades lipofilicas, o xileno penetra facilmente na
placenta até aos tecidos fetais, podendo também ser distribuido no leite materno
(ATSDR, 2007).

O metabolismo do xileno, independentemente do isémero ou da via de exposicao, inicia-
se com reacfes de fase I, que ocorrem principalmente no figado, e consistem na
oxidacdo do grupo metilo da cadeia lateral para formar &cidos metilbenzéicos.
Posteriormente, ocorrem as reagdes de fase Il, que abrangem a conjugagdo com glicina
para originar o acido metilhiparico (MHA) (figura 2) (ATSDR, 2007; Niaz et al., 2015).
Na auséncia de glicina, outras vias metabdlicas podem ser ativadas, nomeadamente, a
conjugacdo com acido glicurénico ou a hidroxilagdo aromética para formar xilendéis
(ATSDR, 2007). Nos humanos, o CYP2E1 é a enzima mais importante do figado, e é
através da agéo desta enzima que é possivel o xileno ser biotransformado e, finalmente,
formar o seu metabolito primordial, o MHA (Niaz et al., 2015).

Em humanos, aproximadamente, 95% do xileno é metabolizado no figado e excretado
através de metabolitos na urina, quase exclusivamente, MHA (Jacobson & McLean,
2003; ATSDR, 2007). Somente 0,005% dos isémeros de xileno absorvidos sé&o
eliminados inalterados na urina e, cerca de 2% é eliminado na forma de xilenois
(ATSDR, 2007).

A excrecdo de MHA é geralmente rapida podendo surgir na urina apos 2 horas de
exposicdo (ATSDR, 2007). Em 24h, sensivelmente, 70 a 80% dos metabolitos sdo
excretados na urina (Jacobson & McLean, 2003). Todavia, o xileno aparenta ter duas
fases distintas de eliminacdo, uma rapida em que o tempo de semi-vida é de 1 hora e
corresponde a eliminacdo nos musculos, e outra fase mais lenta em que o tempo de
semi-vida é de 20 horas e corresponde a eliminacao no tecido adiposo. Existem ainda
fatores que podem influenciar a quantidade de xileno que é absorvida pelo organismo e
consequentemente a quantidade de acido metilhipdrico que é excretado pela urina,

nomeadamente, a préatica de exercicio fisico e o peso corporal (ATSDR, 2007).
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Figura 2 Metabolismo no xileno em humanos (Adaptado: ATSDR, 2007).

Relativamente aos seus mecanismos de toxicidade, o xileno é caracterizado por ser um
composto lipofilico, o que permite a sua dissolugdo em membranas lipidicas provocando
efeitos irritantes a nivel cutaneo, da mucosa das vias respiratérias, dos olhos e do
sistema gastrointestinal (ATSDR, 2007; Niaz et al., 2015). Esta caracteristica permite
igualmente induzir propriedades anestésicas e narcéticas, porém o mecanismo ainda
n&o é totalmente compreendido. E descrito que a interacdo do xileno com a membrana
celular consegue mudar a permeabilidade da membrana e a sinalizagdo do impulso
nervoso das células mais proximas (Niaz et al., 2015). No caso particular do figado o
xileno pode ser altamente toxico devido a inducdo da apoptose através da elevada
producao de protéases, especificamente, a caspase-3 e a caspase-9 (Al-Ghamdi et al.,
2003; 2004; ATSDR, 2007; Niaz et al., 2015). Segundo Niaz et al., (2015) existem ainda
estudos que revelam que a exposicéo de curta duragéo a concentragdes elevadas de

xileno podem levar a producdo CYP2E1, promovendo formagdo de intermediarios

oxidativos e consequentemente necrose.

2.3.6. Efeitos para a saude

O xileno, devido a sua afinidade com os lipidos, é rapidamente absorvido por todas as
vias de exposic¢do e facilmente distribuido no organismo. Alguns dos efeitos resultantes
da exposicdo a este hidrocarboneto aromatico envolvem, dependendo da via de
exposi¢do, o sistema nervoso, o trato respiratorio, o figado, os rins e peso corporal
(ATSDR, 2007). A exposi¢do aguda ao xileno por via inalatéria pode provocar irritagdo

ocular, do nariz e da garganta, bem como efeitos no trato gastrointestinal e neuroldgicos.
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Decorrente de uma exposic¢ao crénica podem surgir efeitos no sistema nervoso central,
sistema respiratério e sistema renal (Jacobson & McLean, 2003; Kandyala et al., 2010;
Rajan & Malathi, 2014; Mohammadyan & Baharfa, 2015).

2.3.6.1. Efeitos neuroldgicos

Os efeitos primordiais decorrentes da exposi¢céo ao xileno envolvem o sistema nervoso,
independentemente da via de exposicdo (ATSDR, 2007). Semelhante a outros
solventes organicos, a exposicdo aguda por inalagédo ao xileno tem efeitos neurolégicos
rapidamente observaveis, os vapores deste composto quimico quando inalados
provocam depressdo do sistema nervoso central provocando uma diversidade de
sintomas, tais como, dor de cabeca, tonturas, nduseas e vomitos (Kandyala et al., 2010;
OEHHA, 2012). Os sintomas podem surgir apos exposi¢cdes com concentracdes baixas
de xileno e sao, geralmente, reversiveis, porém, tornam-se mais percetiveis e graves a
medida que o tempo da exposicdo aumenta (tabela 11) (Kandyala et al., 2010). Em
humanos o limite para efeitos neurolégicos reversiveis a curto prazo, parece ser,
aproximadamente, entre 100 e 200 ppm. Somente foram associados danos ou
diminuicdo da capacidade neurologica resultantes de exposi¢gfes ao xileno entre os 800
e 10000 ppm (OEHHA, 2012). Estudos de exposi¢do cronica ao isomero m-xileno em
animais revelam gue foram observados efeitos estatisticamente significativos em testes
neurocomportamentais realizados 24h apos a ultima exposi¢do ao xileno (OEHHA,
2012).

Os efeitos no sistema nervoso central resultantes da exposi¢ao ao xileno séo atribuidos
a sua lipossolubilidade na membrana neuronal. Este composto quimico vai perturbar a
acao de proteinas essenciais a funcao neuronal através da rutura do meio lipidico onde
as proteinas da membrana atuam, ou através da interacéo direta com as proteinas nas

membranas (Kandyala et al., 2010).

Tabela 12 Efeitos no sistema nervoso decorrentes da exposicdo ao xileno (Fonte: Kandyala et al., 2010).

Concentracdo no ar (ppm) Sintomas
100 - 200 Nauseas e dores de cabeca
200-500 Sensacao de euforia, tonturas, fraqueza, irritabilidade,
vomitos, aumento do tempo de reacdo
800-10000 Vertlge'n,s, .confusao., |mper|C|a,. fala arrastada, perda
de equilibrio e zumbido nos ouvidos
> 10000 Sonoléncia, perda de consciéncia e morte
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Varios estudos realizados em ambientes ocupacionais evidenciaram que a exposi¢ao
aguda e cronica ao xileno ou a misturas de solventes que contém na sua composicao
xileno podem estar associados a efeitos neurolégicos. Todavia, a maioria dos estudos
revelam que é dificil associar estes efeitos somente ao xileno, uma vez que, usualmente,
estdo presentes nos locais de trabalho uma variedade de agentes quimicos (ATSDR,
2007).

2.3.6.2. Efeitos respiratorios

A exposicdo ao xileno a concentragfes iguais ou superiores a 200 ppm pode causar
irritacdo do nariz, garganta e pulmdes, causar dor no peito e dificuldades respiratorias.
A exposicdo extrema a este composto, por exemplo, em espacgos confinados e/ou a
concentracbes muito elevadas pode resultar em edema pulmonar, uma condigdo
médica potencialmente mortal. Todavia, ndo existem evidéncias de que a exposi¢cédo
cronica ou a concentragbes mais baixas tenhas efeitos a longo prazo no pulméo
(ATSDR, 2007; Kandyala et al., 2010).

Em contextos ocupacionais, trabalhadores expostos a vapores decorrentes do
aguecimento de xileno revelaram dispneia e dores de garganta (Truijillo et al., 2003; Niaz
et al., 2015). Um estudo revelou ainda que o aumento significativo de niveis de xileno
no local de trabalho pode provocar irritagdo do nariz e es6fago de individuos expostos
cronicamente a este composto (Uchida et al., 1993; Niaz et al., 2015).

Varios estudos realizados em animais demostraram efeitos respiratérios resultantes da
exposicao, a curto ou médio prazo, ao xileno semelhantes aos detetados em humanos,
nomeadamente, irritacdo do trato respiratério, dificuldade respiratdria, diminuicdo da
respiracdo, hemorragias pulmonares pontuais e células pulmonares danificadas
(ATSDR, 2007; Niaz et al., 2015).

2.3.6.3. Efeitos hepéticos e renais

A niveis de exposicao altos, o xileno pode provocar efeitos nocivos no sistema hepético
e renal, porém é pouco provavel gue ocorram sem que primeiro sejam percetiveis efeitos
no sistema nervoso. A niveis de exposi¢do mais baixos, geralmente, ndo sédo esperados
efeitos no figado e nos rins (Kandyala et al., 2010). Em humanos existem dados
limitados sobre os efeitos renais resultantes da exposicdo ao xileno ou a misturas de
solventes que contém xileno (ASTDR, 2007). Alguns estudos referem que a exposi¢ao
ao xileno pode ser responsavel pelo aumento da acidez nos tabulos renais, aumento
dos niveis de ureia no sangue, diminuicao da creatinina na urina e hematuria (ATSDR,

2007; Niaz et al., 2015). Outros estudos referem que o aumento nos niveis urinarios de
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B-glicuronidase, ou 0 aumento na excrec¢édo urinaria de albumina, eritrécitos e leucécitos
podem muitas vezes ser confundidos pela exposicdo concomitante a quantidades
substanciais de tolueno, caracterizado por ser nefrotéxico (ATSDR, 2007). Os efeitos
em particular do m-xileno ao nivel dos rins podem depender da concentracdo e da dose
que levam a agregacao deste isémero as gorduras dos rins (Niaz et al., 2015).

Um estudo realizado em contexto ocupacional a niveis relativamente baixos de xileno
durante, aproximadamente, 7 anos revelaram a inexisténcia de efeitos na funcéo renal
dos trabalhadores, sugerindo que a exposi¢cdo ocupacional a concentracdes baixas
deste composto quimico ndo provoca efeitos nocivos nos rins (Uchida et al., 1993;
ATSDR, 2007).

Em animais, foram observados efeitos renais a concentragdes de xileno entre 50 a 2000
ppm, incluindo o aumento da atividade enziméatica nos rins, aumento do conteudo renal
de citocromo P450 e aumento do peso do rim (ATSDR, 2007).

Relativamente a efeitos hepaticos, em humanos, é no figado que a principal enzima,
CYP2E1, converte o xileno em acidos metilbenzéicos para formar os &cidos
metilhipuricos. Individuos expostos no local de trabalho ao xileno por diferentes vias de
exposicao revelaram quantidades elevadas de acido D-glucarico na urina, que indica
uma reducédo da atividade enziméatica no figado (Niaz et al., 2015). Um estudo realizado
em contexto ocupacional onde os trabalhadores estiveram expostos a xileno a
concentragdes sensivelmente baixas durante 7 anos, ndo revelaram alteragcdes nos
valores bioguimicos que refletem a funcao hepética, nomeadamente, na bilirrubina total,
no aspartato aminotransferase, entre outros (Uchida et al., 1993; ATSDR, 2007). Estes
resultados sugerem que a exposicao cronica ao xileno a niveis baixos ndo tem efeitos
hepaticos (ATSDR, 2007).

Estudos em ratos revelam que a exposicao ao xileno ou aos seus isdmeros pode induzir
uma grande variedade de enzimas hepaticas e incrementar o contetdo hepatico do
citocromo. Em exposi¢fes agudas em ratos e coelhos foram observados uma variedade
de efeitos, sobretudo, aumento do peso relativo do figado, do conteddo do citocromo
P450, de proteinas microssomais, da atividade enzimatica microssomal e proliferacédo
do reticulo endoplasmatico (ATSDR, 2007; Niaz et al., 2015).

2.3.6.4. Efeitos genotoxicos

A exposicao cronica ao xileno estd associada a efeitos nocivos a satde humana, porém
a World Health Organization (WHO) néo considera que este composto quimico esteja
associado a efeitos genotoxicos (WHO, 1996; Aquino et al., 2016). Efetivamente, dados

provenientes de testes in vivo e in vitro indicam que o xileno ndo € mutagénico e ndo
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induz anomalias cromossomicas. No entanto, alguns estudos referem a possibilidade
de ocorréncia de fragmentacdo do DNA se as células estiverem expostas a niveis de
xileno que causem citotoxicidade. Esta fragmentacdo do DNA pode estar associada a
atividade das nucleases em células quase mortas (ATSDR, 2007). Existem resultados
limitados neste ambito que indicam ainda que o xileno reduz a viabilidade celular e o
aumento de danos no DNA (Al-Ghamdi et al., 2004, Chen et al., 2008, Singh et al., 2011,
Aquino et al., 2016).

Resultados obtidos num estudo realizado em 18 trabalhadores de laboratorios de
patologia revelou que a exposicdo ocupacional ao xileno pode causar dano no DNA, e
gue este dano pode aumentar ao longo da semana de trabalho. Sendo observado uma
reducdo significativa do dano durante o fim-de-semana, muito provavelmente devido
auséncia de exposicdo e aos mecanismos de reparacdo do DNA (Aquino et al., 2016).
Resultados obtidos de outros estudos sugerem que a exposicdo ao xileno por via
inalatéria em humanos ndo estd associado a trocas de cromatideos-irm&os ou
aberracdes cromossémicas em linfocitos periféricos. Em animais, particularmente, ratos
a exposicao por inalagdo a este solvente organico também ndo estd associada a
aberracdes cromossomicas (ATSDR, 2007).

2.3.6.5. Efeitos cancerigenos

Nao existem evidéncias adequadas de que o xileno seja cancerigeno para humanos
(Kandyala et al., 2010). E os dados existentes neste ambito sdo bastante limitados,
inclusive, a IARC e a United States Environmental Protection Agency (EPA) referem que
as informacdes existentes sdo insuficientes para determinar se o xileno € ou néo
cancerigeno e por isso consideram-no ndo classificado como cancerigeno para
humanos (ATSDR, 2007). Segundo a IARC (1999), devido a multiplos contextos de
exposicao, as numerosas interferéncias e a fraca consisténcia dos resultados da maioria
dos estudos realizados, estes estudos nao sao fortes o suficiente para estabelecer uma
associacao com a exposi¢ao ao xileno.

Alguns estudos epidemiolégicos foram desenvolvidos com o objetivo de procurar
associacdes entre a exposicao ao xileno e cancros especificos, porém os resultados
ndo demostraram associacao ou apresentaram um numero limitado de casos expostos
ao xileno e/ou expostos simultaneamente a multiplos solventes (ATSDR, 2007). Dois
estudos realizados em trabalhadores ocupacionalmente expostos a solventes
analisaram o risco de cancro e leucemia, e sugeriram uma possivel relacdo entre a
exposicdo ao xileno e o aparecimento de leucemia. Porém, ambos os estudos

apresentaram limitagdes, sobretudo, o ndmero limitado de participantes, inexisténcia
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das concentragfes de exposicao e composicao do xileno desconhecida, o que impede
uma conclusédo definitiva sobre a carcinogenicidade deste composto por via inalatoria
(ATSDR, 2007).

Um estudo de coorte realizado numa instalacdo de manutencdo de aeronaves avaliou
104 trabalhadores que tinham estado expostos ao xileno. Neste estudo, as avaliacdes
de mortes por mieloma multiplo ou linfoma ndo-Hodgkin ndo revelaram casos de
trabalhadores expostos ao xileno (Spirtas et al., 1991; Stewart et al., 1991; ATSDR,
2007). Outro estudo de caso-controlo estimou que a populacdo exposta
ocupacionalmente ao xileno apresentava evidéncias limitadas de aumento do risco de
cancro do colén e reto apdés uma exposi¢cdo com niveis elevados. Porém, este estudo
apresenta algumas limitagdes, sobretudo, a falta de informag&o sobre as concentracdes
de exposicdo, a composi¢do do xileno desconhecida, o nimero reduzido de casos e 0
facto de a grande maioria dos trabalhadores estar igualmente exposto a outros
compostos quimicos, tais como, tolueno e benzeno. (ATSDR, 2007).

2.4. Avaliacédo da exposicao humana

A exposicdo, em contexto ambientais ou ocupacionais, pode ser definido como o
processo de contacto entre um individuo e uma substancia, que pode ocorrer por uma
ou varias vias, nomeadamente, inalatéria, dérmica, oral e por injecdo. Este conceito
tende, muitas vezes, a provocar emocdes negativas, existindo uma preocupacao
crescente com a nossa saude quando sabemos que fomos expostos a um agente
quimico, fisico ou infecioso (Semple, 2005). A avaliacdo da exposicdo, particularmente,
€ um processo utilizado para a identificacdo de populacdes potencialmente expostas,
do tipo de exposicdo e da sua magnitude (Bress, 2009; Sheldon, 2010). As avaliacdes
da exposicdo identificam a populacdo exposta, descrevendo a sua composicdo e
tamanho, e apresentam a magnitude, a frequéncia, o tipo e a duracédo da exposicao.
Ap6s a sua determinacdo, os resultados obtidos associados a outras informacdes
toxicoldgicas devem ser utilizados para caracterizar riscos potenciais (Bress, 2009).
Nesse sentido, a avaliagdo da exposicdo tem como objetivo primordial a prevencéo
(Berglund et al., 2001). A fase de avaliacdo da exposicdo no processo de avaliacdo do
risco surge apos a identificacdo do perigo e da relacéo dose-resposta (NRC, 2003). No
caso particular da Industria Quimica, ao longo do processo de avaliacdo da exposi¢éo,
a definicdo das condigbes operacionais em que o produto quimico é utilizado é
fundamental, uma vez que, que estas podem ser influenciadas consoante os niveis de
exposi¢do. A avaliacdo da exposi¢cdo numa fase inicial de projeto € bastante dificil, uma

vez que, requer uma grande quantidade de informacdo, nomeadamente, o tipo de
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ventilacdo existente e forma como € feito o0 manuseamento de produtos quimicos.
Nestas industrias a avaliacdo da exposi¢cdo € uma preocupacao crescente, e por esse
motivo varios métodos para quantificar a exposicdo humana tém sido desenvolvidos
(Phneah et al., 2017). A exposicdo a agentes quimicos €, geralmente, mais elevada em
contextos ocupacionais do que nao-ocupacionais. No entanto, as exposicdes
ambientais podem ter uma duracdo muito superior as exposi¢des no local de trabalho e
a via de exposicdo também pode ser distinta consoante a exposi¢cdo ambiental ou
ocupacional. Diferentes grupos podem estar expostos & mesma substancia de forma
diferente (Semple, 2005).

A avaliacdo da exposicdo deve ter em conta os varios modos de contato possiveis,
nomeadamente, salpicos, aerossois, entre outros (NRC, 2003). A forma como o agente
quimico entra no organismo, é denominado de via de exposi¢do. A 3 principais vias de
exposicdo em humanos sdo a inalatoria, dérmica e oral (Berglund et al., 2001). Em
contextos ocupacionais, a exposi¢cao por inalacdo € mencionada frequentemente como
a via mais importante em termos de toxicidade potencial, seguida da via dérmica e oral
(Cherrie et al., 2006). A via inalatéria tem, tradicionalmente, um foco maior em questdes
ambientais e ocupacionais, uma vez que, o efeito direto no sistema respiratério
decorrente da exposicdo varios agentes esta bem estudado e descrito. O
desenvolvimento de doencas crénicas decorrentes da exposicdo ocupacional por via
inalatéria, tais como, silicose e a asbestose, também é reconhecido e esta
extensivamente documentado (Semple, 2005). A exposi¢do por via dérmica pode ser
particularmente importante, quando ocorre exposi¢do a compostos quimicos lipofilicos,
gue sado absorvidos diretamente pela pele e chegam facilmente a corrente sanguinea,
inclusive, a exposi¢ao por esta via a solventes, muitas vezes caracterizados pelas suas
propriedades lipofilicas, é reconhecida como um problema significativo em contextos
ocupacionais (Semple, 2005). A exposicao por via oral, particularmente, a produtos
quimicos, ainda ndo € bem compreendida (Semple, 2005). Esta via de exposi¢ao tende
a ser pouco considerada principalmente devido aos seguintes motivos: (1) crenca
comum de que a ingestdo de substancias perigosas s6 pode ocorrer intencionalmente
ou por atos de negligéncia grave, e que por essa razdo, pode ser evitada; (2) o
reconhecimento de que varios materiais sdo absorvidos de forma pouco significativa
pelo intestino e, como tal, € improvavel que produzam efeitos nocivos a saude quando
ingeridos em baixas quantidades e porque podem ser metabolizados no figado e,
consequentemente, excretados antes de provocar qualquer efeito téxico; (3) o
pressuposto que, quando um trabalhador é exposto por inalagédo, contato com a pele e
ingestdo, a quantidade de material ingerido pela via oral seja relativamente pequena em

comparacado com as outras vias (Cherrie et al., 2006).
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Em ambientes ocupacionais, a maioria dos estudos considera exposicdes por via
inalatéria, uma vez que, esta € considerada a principal via de entrada dos contaminantes
no organismo. Varios estudos realizaram colheitas de amostras de ar com o objetivo de
estimar as concentracdes inaladas pelos trabalhadores. Atualmente na nossa
sociedade, e devido aos avancos tecnologicos, ja € possivel realizar colheitas de
elevadas quantidades de amostras de ar e, assim, reduzir as incertezas na quantificacdo
dos niveis de exposicdo (Clerc & Vincent, 2014). Uma das principais ferramentas
utilizadas para prevenir efeitos nefastos na saude dos trabalhadores € a fixacdo de
limites exposicdo (Swaminathan, 2011). De forma a proteger os trabalhadores expostos,
VLE ocupacionais para 8 horas foram definidos com base na toxicidade especifica de
cada agente quimico. Para que seja possivel a comparacdo entre a exposi¢cdo dos
trabalhadores com os VLE de 8h, é necesséria uma estratégia de amostragem
ambiental (Clerc & Vincent, 2014). Os métodos disponiveis para avaliagdo da exposi¢ao
dérmica foram desenvolvidos nas Ultimas décadas, maioritariamente, em estudos
relativos a exposicdo a pesticidas. Porém, a exposicdo por via dérmica é pouco
compreendida comparativamente com a exposi¢cdo inalatoria, e os seus métodos
aplicados em contextos ocupacionais ndo sao padronizados e sofrem de problemas
especificos (Semple, 2005). Por fim, a exposicao por via oral é dificil de avaliar
diretamente, contudo, pode ser realizada indiretamente através de monitorizacao
biol6gica quando a contribuicdo das outras vias de exposicdo € bem compreendida.
Modelos farmacocinéticos podem ser utilizados para estimar a quantidade dos
contaminantes que € absorvida por esta via de exposi¢éo (Semple, 2005). Outro método
utilizado para avaliar exposicdes humanas é a biomonitorizagdo, que lida com a
avaliacdo da exposicado individual, efeito e suscetibilidade a uma variedade de fatores
de risco ocupacionais, e € uma ferramenta essencial na avaliagdo de riscos associados

a contextos ocupacionais e na pratica de satde ocupacional (Manno et al., 2010).

2.5. Monitorizacdo ambiental

A monitorizagdo ambiental de compostos quimicos pode ser definida como a
quantificagdo de um determinado agente quimico presente na atmosfera do local de
trabalho e a posterior comparacdo com referenciais legislativos e/ou normativos
adequados (DGS, 2018). Baseia-se, assim, na determinacdo da concentragcdo de um
agente quimico na atmosfera de trabalho, isto é, de um indicador de dose externa,
utilizando como critério de aceitabilidade os valores maximos admissiveis a que a
maioria dos trabalhadores pode estar exposto, ao longo do dia de trabalho, sem que dai

resulte qualquer efeito nocivo para a sua saude (Prista & Uva, 2003). Os valores
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méximos admissiveis, em Portugal denominados de VLE, representam a maior
concentracdo de uma substancia quimica a que a maioria ou a totalidade dos
trabalhadores pode estar exposta, ao longo de um dia de trabalho, sem que dai resulte
efeitos nocivos para a sua saude (Prista & Uva, 2006). Segundo a Norma Portuguesa
1796 de 2014, os VLE podem ser formulados de 3 diferentes tipos: (1) a Concentracao-
Méaxima (VLE-CM) gue representa a concentracao que nunca deve ser excedida durante
qualquer periodo de exposicao; (2) a Concentracdo de Curta Duracdo (VLE-CD)
definida como maxima concentracdo que ndo deve exceder os 15 minutos e nao deve
ocorrer mais de 4 vezes por dia; (3) a Concentracdo de Média Ponderada (VLE-MP) que
representa a concentracdo média ponderada para um dia de trabalho de 8 horas e uma
semana de 40 horas. Todavia, é importante referir que a exposi¢cdo a valores de
concentracao inferiores a VLE ndo invalida que alguns dos individuos expostos nao
possam apresentar respostas de intensidade acrescida, efeitos adversos ou
agravamento de situacdes pré-existentes (Prista e Uva, 2003).

A avaliagcdo ambiental evidencia a exposi¢cao no local de trabalho e no exato contexto
das condi¢cdes em que ela é avaliada. E, por assim dizer, uma avaliacdo tedrica do risco,
na medida em que unicamente revela aquilo a que o trabalhador esta exposto no
momento exato da avaliacéo (Prista & Uva, 2003). Ao longo dos ultimos anos, a medida
gque a nossa sociedade foi gradualmente avancando, a monitorizacdo ambiental tornou-
se mais complexa, ndo se limitando a uma amostragem aleatéria e estando focalizada
na avaliacao de riscos e no uso de ferramenta de avaliagdo do risco para determinar os
métodos mais adequados para a monitorizagdo ambiental em diferentes contextos
(Sandle, 2006). Este tipo de monitoriza¢éo envolve a recolha de uma ou mais medi¢ées
com o objetivo de avaliar o status de um determinado contexto. No entanto, é
fundamental que os objetivos, as estratégias de recolha de dados e os métodos de
andlise usados durante o processo de monitorizagdo sejam bem definidos com
antecedéncia para que os resultados obtidos sejam robustos e representativos do que

se pretende avaliar (Artiola & Warrick, 2004).

2.6. Monitorizacdo biologica

A monitorizagdo biol6gica consiste na medicdo repetida e controlada de substancias
guimicas ou marcadores bioquimicos em matrizes biolégicas em individuos expostos a
riscos quimicos, biologicos ou fisicos (Manno et al., 2010; Ladeira & Viegas, 2016). Este
tipo de monitorizagdo, em contextos ocupacionais, tem 3 objetivos primordiais: (1)
avaliacdo da exposicao individual ou coletiva; (2) protecédo da saude dos trabalhadores;

(3) avaliacdo do risco a saude ocupacional (Manno et al., 2010). A abordagem da

41



biomonitorizac&o destina-se a dete¢do de biomarcadores, que séo indicativos, quando
comparados com valores referéncia adequados, tais como, IBE (Manno et al., 2010;
Ladeira & Viegas, 2016). Nos ultimos anos, 0 uso de biomarcadores de efeito e
suscetibilidade para a avaliacdo da exposicdo humana aumentou consideravelmente.
Consequentemente, as técnicas de biomonitorizacao, originalmente limitadas a alguns
produtos quimicos, sdo atualmente aplicadas a uma variedade de situacbes de
exposicao e tornaram-se uma ferramenta Util na avaliacdo do risco, principalmente, em
contextos ocupacionais (Manno et al., 2014). Os biomarcadores sédo geralmente mais
especificos e sensiveis quando comparados com a maioria dos ensaios clinicos
existentes e, portanto, podem ser uma ferramenta mais eficaz na avaliacdo da relacéo
causal entre efeitos na salude e a exposicdo a um determinado composto quimico
(Valverde & Rojas, 2009a; 2009b; Manno et al., 2010; Ladeira & Viegas, 2016).
Quando comparado com a monitorizagdo ambiental, a biomonitorizacdo fornece
informacfes complementares, nomeadamente, a absorcao total integrada do produto
quimico por diferentes vias de absor¢éo, uma estimativa da exposicao atual ou passada,
o grau de metabolizacdo, os efeitos bioldgicos precoces e a capacidade do organismo
de suportar e responder a reacdes quimicas. Estas informa¢des podem ser eficazes na
melhoria da avaliacao de riscos ocupacionais a nivel individual e/ou de grupo (Manno
et al., 2010). A biomonitorizacdo € o melhor indicador do que efetivamente é absorvido
pelo organismo, indicando a verdadeira dose interna ou as reais alteragfes por esta
induzidas e, portanto, um importante avaliador do risco. Outra vantagem da
biomonitorizacdo é a sua quantificagdo pratica, rapida e econdémica relativamente ao
recurso a parametros ambientais (Prista & Uva, 2006). Contudo, existem alguns aspetos
importantes de salientar, nomeadamente, que a biomonitorizagdo s € passivel de ser
realizada com substancias quimicas que sejam absorvidas. A utilizag&do de técnicas de
biomonitorizacdo requer igualmente um adequado conhecimento das caracteristicas
toxicocinéticas e toxicodindmicas do agente quimico bem como os respetivos efeitos
(Prista & Uva, 2006).

Um aspeto fundamental em estudos / programas de monitorizacdo biolégica sdo as
questdes éticas. Estas consideracdes éticas devem ser sempre levadas em
consideracdo quando é planeado e implementado um programa de biomonitorizacédo
em contextos ocupacionais. O objetivo primordial da realizagdo dos programas
supracitados é a protecao da saude dos trabalhadores, e por esse motivo, situacées em
que os resultados obtidos através dos biomarcadores possam resultar num impacto
negativo na qualidade de vida do trabalhador devem ser evitados. Nesse sentido, todas
as atividades que envolvam o tratamento, analise, interpretacdo, comunicacao e

divulgacéo dos resultados devem ser cuidadosamente pensadas e planeadas desde o
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inicio do estudo / programa de biomonitoriza¢do (Manno et al., 2010; Decker et al., 2013;
Ladeira & Viegas, 2016).

2.7. Biomarcadores

Um biomarcador pode ser qualquer substancia, estrutura ou processo que possa ser
medido numa determinada amostra ou sistema bioldgico e que provoque algum tipo de
alteracdo em componentes bioquimicos ou celulares, processos, estruturas ou fungdes
(NRC, 1987; Alimonti & Mattei, 2008; Ladeira & Viegas, 2016). Quando ocorre uma
situacdo de stress, seja em ambientes ocupacionais e nao-ocupacionais, 0Ss
biomarcadores permitem determinar as mudangas bioquimicas, genéticas, morfologicas
ou fisiolégicas que ocorrem no organismo (Alimonti & Mattei, 2008). Nesse sentido, os
biomarcadores podem ser considerados uma ferramenta importante para medir o
impacto de uma exposicao e, consequentemente, apoiar a tomada de decisbes nas
mais diversas questdes no ambito da salde ou do ambiente.

Os biomarcadores podem trazer um contributo bastante positivo em estudos
epidemioldgicos e toxicolégicos, bem como em avaliacbes do risco. O uso de
biomarcadores, particularmente, em avaliagbes do risco pode contribuir para a
determinacdo das relagbes dose-tempo-resposta, avaliagdo da dose bioldgica efetiva,
identificacdo de subpopulacbes em risco, entre outras a¢des (Schulte & Mazzuckelli,
1991, Ladeira & Viegas, 2016).

Os biomarcadores s&o tradicionalmente divididos em trés classes distintas: (1)
biomarcadores de exposicdo; (2) biomarcadores de efeito; (3) biomarcadores
suscetibilidade (Silins & Hogberg, 2011).

Os biomarcadores de exposicdo envolvem a medicdo de uma substancia em si
inalterada, do seu metabolito, ou de um produto da interagdo entre um xenobibtico e
uma molécula ou célula alvo num determinado compartimento organico, e reflete a dose,
que é efetivamente absorvida pelo organismo, isto é, a dose interna (Prista & Uva, 2006;
Silins & Hogberg, 2011).

Por sua vez os biomarcadores de efeitos sédo definidos como altera¢des bioquimicas,
fisioldgicas, comportamentais, ou de outra natureza, quantificavel a nivel celular que,
dependendo da magnitude, pode ser reconhecida como associado a uma alteragéo
patolégica (Prista & Uva, 2006; Silins & Hogberg, 2011). Ou seja, traduz a
consequéncia para o individuo da exposicédo a um determinado composto e sdo muitas
vezes utilizados para definir exposicdes (Ladeira & Viegas, 2016).

Por dltimo, um indicador de uma capacidade inata ou adquirida de um determinado

organismo para responder aos efeitos da exposicdo a uma substancia xenobibtica €
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designado de biomarcador de suscetibilidade (Prista & Uva, 2006). Pode-se entender,
portanto, que se trata de uma informac&o sobre como € que um organismo, perante a
exposicdo a uma determinada dose absorvida de um determinado composto,
respondera (Prista & Uva, 2006).

Um aspeto fundamental e sobre o qual € importante realcar € que em condicdes
semelhantes de exposicao os efeitos demonstrados variam de individuo para individuo
(Prista & Uva, 2006).

A medicdo de biomarcadores pode ser realizada através de amostras de ar exalado,
sangue, urina e em alguns tecidos (Silins & Hogberg, 2011). Os biomarcadores tém de
apresentar caracteristicas que consigam ser avaliadas e medidas, e ao mesmo tempo
indicadoras de processos biolégicos normais ou patogénicos e/ou de exposi¢cdes
ocupacionais ou ambientais. As principais caracteristicas que um biomarcador ideal
deve ter sdo, nhomeadamente, a alta especificidade para um determinado efeito ou
substancia quimica, ser suscetivel de determinar, refletir o efeito desde o inicio, o facto
de poder ser analisado por uma técnica nao invasiva e ter alta sensibilidade na matriz
ou fluido biolégico escolhido. Sendo que é fundamental que haja uma relacdo bem
estabelecida e documentada entre a concentracdo do biomarcador e a exposicédo do
agente, a lesdo induzida e a suscetibilidade (Valente, 2017).

Atualmente existem uma variedade de estudos e investigagdes em que a principal
preocupacao é a procura de biomarcadores que permitam incrementar a capacidade de
identificar riscos a longo prazo associados a exposi¢cdo a uma ou varias substancias
guimicas, principalmente, o risco de desenvolver doencgas oncoldgicas. Os avangos em
diversas areas, particularmente, na epidemiologia molecular, vdo permitir no futuro o
desenvolvimento de biomarcadores a longo prazo. Consequentemente, permitira que a
tomada de decisdes, por exemplo no &mbito das avaliagfes de risco, seja mais precisa
e caracterizadora da realidade (Waterfield & Timbrell, 1999; Ladeira & Viegas, 2016).

2.7.1. Biomarcadores de exposicao

Entende-se por biomarcador de exposicdo uma substancia exdégena ou o0 seu
metabolito, ou o produto da interacdo entre um xenobi6tico e uma molécula-alvo ou
célula, que é medido numa matriz biolégica (WHO & IPCS, 1993; Prista & Uva, 2006;
Suspiro & Prista, 2011). Um indicador biolégico de exposi¢do pode também ser definido
por dose interna, uma vez que representa a quantidade ou concentracdo de um
determinado composto que efetivamente penetrou no organismo e foi efetivamente
absorvida (Prista & Uva, 2006).
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A absorc¢éo é caracterizada por ser um processo no qual uma determinada substancia
consegue alcancar tecidos internos do corpo através da penetracdo de barreiras
epiteliais e entrar na circulagéo, isto é, no sangue (Gupta, 2014).

Quando este é absorvido pelo sistema sanguineo os efeitos poderdo ser mais
acentuados, uma vez que tem a possibilidade de ser distribuido para outros 6rgaos alvo
(Prista & Uva, 2006). Todo este processo, desde a penetracdo, absor¢ao, distribuicédo,
metabolizacdo, fixacdo e excrecdo é determinante para a interpretacdo de resultados
obtidos através destes biomarcadores (Prista & Uva, 2006). Os biomarcadores de
exposicado refletem a disponibilidade biolégica de uma substancia / composto no
organismo e tem a importante vantagem de permitir medir a quantidade de substancia
quimica que é absorvida. Porém, estes biomarcadores podem ser influenciados por
diversos parametros, nomeadamente, as vias de exposi¢ao, caracteristicas fisiologicas
do recetor e as caracteristicas quimicas do xenobioético (DeCaprio, 1997; DeCaprio,
1999; Ladeira & Viegas, 2016).

Os biomarcadores de exposicdo em contextos ocupacionais sdo fundamentais para a
avaliagdo da exposicdo por todas as vias de exposicdo e ao mesmo tempo
complementar as informagdes obtidas atraveés da monitorizagdo ambiental nos locais de
trabalho (Manno et al., 2010).

2.7.2. Biomarcadores de efeito

Um biomarcador de efeito define-se como uma alteracdo bioquimica, fisiologica,
comportamental, ou de outra natureza, quantificavel, que, dependendo da magnitude,
pode ser reconhecido como associado a uma possivel alteracao de saude ou doenca
(WHO & IPCS, 1993; Prista & Uva, 2006). Estes biomarcadores traduzem assim o
resultado que a exposicdo a um determinado composto podera ter num individuo, isto
é, da interacdo entre a quantidade de agente quimico absorvido e o organismo recetor
(Prista & Uva, 2006; Ladeira & Viegas, 2016).

Nesta fase da avaliacdo, cabe identificar que tipo de efeitos poderédo advir da dose que
foi absorvida. Estes danos podem ser a nivel estrutural ou funcional, a nivel celular,
molecular ou tissular (Prista & Uva, 2006).

Comparativamente aos biomarcadores de exposicdo, os biomarcadores de efeito sdo
um indicador do risco mais real uma vez que permitem quantificar as interagdes que
existem e que sdo determinadas pela dose interna. Contudo, a validacdo e aplicagcéo
destes biomarcadores em programas de prevengdo na exposi¢cao a agentes quimicos
em contextos ocupacionais requerem um maior desenvolvimento de estudos (Prista &
Uva, 2006).

45



2.7.2.1. Biomarcadores de genotoxicidade

O cancro € uma doenga complexa e uma das principais causas de morte em todo o
mundo, particularmente, na UE é estimado que todos o0s anos morram,
aproximadamente, 1,3 milhdes de pessoas com cancro (Sivasankari et al., 2008; Kang
et al., 2013; Vencovsky et al., 2017). De entre todos os casos de morte por cancro, 2-
12% esté relacionado com a exposicdo ocupacional a carcinogénicos (Vencovsky et al.,
2017). De acordo com o European Parliamentary Research Service (EPRS),
aproximadamente, 53% das mortes relacionadas com o contexto laboral na UE estéo
associadas a uma patologia oncoldgica (EPRS, 2017).

A grande maioria dos tecidos que apresenta fendmenos neoplasicos mostra uma
diversidade de aberragdes cromossOmicas bastante complexas, nomeadamente a
existéncia de mutagdes criticas que podem ocorrer num unico gene e que aceleram o
processo da divisdo celular, e consequentemente inibem a morte celular, o que vai
provocar alteragdes no equilibrio existente entre a proliferacdo celular e a apoptose
(Fenech, 2002; Kang et al., 2013).

A existéncia de expressao génica alterada, o crescimento celular anormal e a
interrupcdo da fungdo celular normal podem estar relacionados com os efeitos
decorrentes da exposicdo a potenciais agentes cancerigenos em ambientes
ocupacionais e/ou ambientais (Kang et al., 2013).

A toxicologia genética € uma especialidade da toxicologia que tem como objetivo a
identificacdo e analise da acao de qualquer agente, seja este, fisico ou biolégico, que
produza efeitos nocivos sobre o material genético (Brusick, 1987). Esta especialidade
estuda uma grande variedade de efeitos resultantes do dano ao DNA, e é através da
medicao qualitativa e quantitativa de biomarcadores genotoxicos em ensaios in silico, in
vitro e in vivo que é possivel prever o dano genotoxico (Beedanagari et al., 2014),

A avaliacdo de efeitos decorrentes da exposi¢ao pode ser feita através da avaliagéo de
mutacbes genéticas, lesbes ao nivel dos cromossomas ou do DNA utilizando
biomarcadores genotoxicos (Valente, 2017). O desenvolvimento do cancro requer,
geralmente, varios anos, por esse motivo existe interesse em determinar biomarcadores
de efeitos genotdxicos que permitam prever o risco de cancro. Atualmente j4 existem
véarios exemplos de biomarcadores de leses no DNA utilizados em células humanas,
tais como, quebras nas cadeias de DNA, aberracfes cromossomicas, ensaio dos
micronucleos, aneuploidia, encurtamento de telémeros, adutos de DNA, oxidagéo de
DNA, metilagdo de DNA, entre muitos outros (Vine, 1994; Fenech, 2002).
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2.7.3. Biomarcadores de suscetibilidade

O biomarcador de suscetibilidade por sua vez define-se como um indicador de uma
capacidade inata ou adquirida de um organismo para responder ao impacto da
exposicdo a uma substancia xenobiética (WHO & IPCS, 1993; Prista & Uva, 2006).
Pode-se entender, portanto, que através de um indicador de suscetibilidade obtém-se
informac&o sobre a forma como um organismo, perante a exposi¢ao a uma determinada
dose absorvida, responderd. Importa realcar que em condicdes semelhantes de
exposicao os efeitos demonstrados variam de individuo para individuo (Prista & Uva,
2006).

Estes biomarcadores, geralmente de origem genética, indicam-nos que a resposta pode
ser de maior ou menor intensidade em individuos semelhantes, com habitos
semelhantes, inclusdes sociais semelhantes, entre outros fatores (Amorim, 2003).

Os biomarcadores de suscetibilidade s&o indicadores que apresentam uma
sensibilidade elevada aos efeitos de uma determinada substancia e que podem ser
medidos num sistema biolégico ou amostra. Sao geralmente utilizados para identificar
individuos em risco, em que o risco pode estar associado a exposi¢ao ocupacionais ou
ambientais, e igualmente associado a questdes hereditarias (Kelly & Vineis, 2014)
Umas das grandes questfes levantadas na utilizacdo destes biomarcadores esta
relacionado com a ética (Prista & Uva, 2006), face a capacidade de analise sobre a
aptiddo ou ndo de determinado individuo ser sujeito a uma determinada exposicao. Para
além disso, a utilizagéo deste tipo de biomarcadores ndo deve ser tida em conta para a
criacdo de condicdes de trabalho, uma vez que estas deverdo proteger a globalidade
dos trabalhadores sem distincdo as suas capacidades intrinsecas. Sao, portanto,
indicados para o estudo das relagbes dose-resposta e para a definicdo dos limites de

exposi¢ao individual (Prista & Uva, 2006).

2.8. Métodos de avaliacdo de genotoxicidade

Os tecidos que apresentam células cancerigenas apresentam uma diversidade de
aberracdes cromossomicas complexas (Miyamae et al., 1998; Keen-Kim et al., 2008;
Kang et al., 2013). A alteracdo da expressao génica, um crescimento celular anormal
ou perturbacao da funcédo celular podem estar relacionados com efeitos genotoxicos de
agentes carcinogénicos industriais (Sivasankari et al., 2008; Kang et al., 2013).

De forma a avaliar o risco de cancro, € possivel determinar a ocorréncia de dano
genético através de ensaios de genotoxicidade, nomeadamente, o comet assay, CBMN
ou o ensaio de aberragdo cromossomica (Kang et al., 2013). O estudo do dano no DNA

ao nivel dos cromossomas é fundamental na toxicologia genética, no sentido em que as
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mutagBes cromossémicas sdao um fenédmeno importante na carcinogénese (Fenech,
2008).

O CBMN ¢é um dos métodos preferenciais que permite a avaliacdo de danos no DNA.
Este ensaio foi desenvolvido, inicialmente, para quantificar os micronutcleos (MN),
especificamente, em células que completaram a divisdo celular, mas que
posteriormente, foram bloqueadas numa fase binucleada antes da citocinese. Porém,
este ensaio foi evoluindo permitindo, atualmente, a medicdo de pontes
nucleoplasmaticas (NPB) e protusdes nucleares (NBUD) para além dos MN (Fenech,
2006; Fenech et al., 2011).

Quando ocorre a divisdo celular o material genético presente no nucleo replica e divide-
se equitativamente pelas duas células-filhas. E, principalmente, durante os processos
de replicagdo e divisdo celular que podem ocorrer erros, potenciados por agentes
genotodxicos. Nesse sentido, 0 material genético pode ser dividido de forma dispar ou
até mesmo ser excluido e ndo encorpar, de forma correta, o nucleo da célula-filha
recém-formada e, consequentemente, é formado um pequeno nucleo, designado de
micronucleo (Fenech, 2002). Na anafase, durante a divisdo celular, existem perdas de
fragmentos de cromossomas que nao sao incluidos no nucleo das células-filhas, que
posteriormente durante Ultima fase da mitose, a tel6fase, dao origem aos micronucleos,
que podem ser o resultado direto da quebra da cadeia dupla de DNA (Mateuca et al.,
2006; larmarcovai et al., 2008). E também durante a anafase, que 0os cromossomas e
cromatideos tem diferentes formas de distribuir-se na célula, estes podem, por exemplo,
deslocarem-se para 0 mesmo polo da célula ou para polos opostos (Thomas et al.,
2003). A deslocagéo de cromossomas e cromatideos dicéntricos para poélos contrarios
da célula pode indicar a ocorréncia de uma reparacdo incorreta do DNA, rearranjos
cromossomicos, fusdo de telomeros e a ndo reparagdo do dano no genoma resultante
de quebras nas cadeias de DNA (Fenech, 2005; Fenech, 2006).

As NPB podem ocorrer devido a fenédmenos de fusdo dos telémeros ou a reparagao
incorreta de quebras de DNA, em que cromossomas e cromatideos deslocam-se para
poélos opostos, e consequentemente, o DNA vai formar uma ponte que esta envolvida
em membrana nuclear (Fenech, 2000; Maluf, 2004; Cheong et al., 2013). Tal como os
MN, as NPB também séo indicadores de danos no DNA (Cheong et al., 2013). Estas
apresentam algumas vantagens, nomeadamente, o facto de serem facilmente
observaveis, a sua frequéncia fornecer uma medida de rearranjo cromossémico,
permitirem ajudar na interpretacdo de dados dos MN e ainda fornecer algumas
informacfes adicionais, por exemplo, sobre o tipo de mutagénico envolvido (Maluf,
2004; Cheong et al., 2013).
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Em relacdo aos NBUD, estes sdo caracterizados por apresentarem uma morfologia
semelhante a um MN, todavia estdo ligados ao nucleo através de um pedunculo
constituido por material nucleoplasmatico, nomeadamente, fragmentos intersticiais ou
terminais sem regides centroméricas ou teloméricas (Serrano-Garcia & Montero-
Montova, 2001; Fenech et al., 2011; Luzhna et al.,, 2013). Os NBUD podem ser
classificados de biomarcadores de eliminacdo de DNA amplificado e/ou de complexos
de reparo de DNA (Ladeira et al., 2011; Cheong et al., 2013). Segundo Dutra et al.,
(2010), existem alguns estudos que indicam que os NBUD, sao percursores de MN e
gue contém cromossomas especificos, tais como, os cromossomas 1, 4 e 12
frequentemente associados a sarcomas do tecido adiposo.

Outro ensaio importante devido a sua simplicidade, rapidez e sensibilidade e que
permite a medicdo de quebras de DNA, normalmente, em linfocitos em estudos de
monitorizacdo biolégica é o comet assay (Dusinska & Collins, 2008). Este apresenta
uma aplicacdo vasta na toxicologia com o objetivo de avaliar os efeitos genotoxicos de
agentes quimicos, podendo ser utilizado como ferramenta de biomonitorizagcdo em
contextos ocupacionais distintos (Campos et al., 2017).

Neste ensaio as células sdo misturadas em agarose de baixo ponto de fusdo, numa
lamina de vidro e, posteriormente, sdo colocadas numa solugéo de lise que promove 0
rompimento das membranas celulares e o0 acesso ao DNA. Segue-se uma incubacgao
em solugdo alcalina para tornar a cadeia dupla de DNA em simples e a eletroforese. O
DNA move-se em direcdo ao anodo, sendo que o DNA intacto permanece sob uma
forma esférica de nucleoide (“cabega do cometa”) e o que possui quebras, forma uma
espécie de cauda de cometa, que ¢é visualizado através de microscopia de
fluorescéncia. A percentagem de intensidade do DNA da cauda do cometa é indicativa
da frequéncia de quebras (Dusinska & Collins, 2008) e, consequentemente, de dano no
genoma. As quebras de DNA podem originar modificagfes diretas no DNA por agentes
qguimicos ou 0s seus metabolitos, através de processos como, a replicagdo e a
recombinagdo. A quebra direta de DNA ocorre quando existe espécies reativas de
oxigénio que interagem com o DNA (Mgller et al., 2000), traduzindo-se especificamente
em dano oxidativo do DNA.

O Comet assay permite a detecao de danos primarios no DNA e o estudo da cinética
de reparacao de células (DNA repair assay), para além de que existe uma diversidade
de modificacdes do ensaio passiveis de serem aplicadas que facilitam a detecéo de
quebras na cadeia simples do DNA, lesdes alcali-labeis, quebras na cadeia dupla do
DNA e locais de reparacéo de excisdo incompleta (Kopjar & Garaj-Vrhovac, 2001). Este
ensaio pode ser igualmente utilizado para a avaliacdo da fragmentacdo do DNA

decorrente da morte celular ou associada a apoptose (Kopjar & Garaj-Vrhovac, 2001).
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Na ultima década, o Comet assay tem sido amplamente utilizado como ferramenta de
avaliacdo de risco em ambientes ocupacionais, nomeadamente, na industria do plastico,

de borracha, do calcado e farmacéutica (Valverde & Rojas, 2009a).
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3. Metodologia

3.1. Tipo de Estudo

O presente estudo caracteriza-se por ter um método de estudo quantitativo, na medida
em que é caracteriza-se pela medicdo de variaveis e pela obtencdo de resultados
numéricos suscetiveis de ser generalizados a outras populacdes ou contextos. Este
paradigma quantitativo faz apelo a explicacdes, predicbes e ao estabelecimento de
relacdes causa-efeito. Dentro deste paradigma, o estudo enquadra-se no tipo descritivo-
correlacional, uma vez que, pretende explorar relagcdes entre varidveis e descrevé-las
(Fortin, 2006). A pesquisa realizada pode ser classificada de descritiva, no sentido, em
que o estudo pretende descrever as caracteristicas de uma determinada populacéo e
ao mesmo tempo explicativa porque pretendeu igualmente a identificacdo de fatores
que determinam ou contribuem para a ocorréncia de fenémenos, tendo sido utilizado

neste &mbito métodos experimentais (Gil, 2002).

3.2. Caracterizacao do local de estudo

O projeto foi desenvolvido numa industria quimica, produtora de polimeros, situada na
regido de Lisboa e Vale do Tejo, e inserida num parque industrial de uma zona
maioritariamente urbana (figura 3). A indlstria em questdo é constituida por 127
trabalhadores, dos quais 56 realizam fun¢g6es numa das 2 fabricas pertencentes ao
complexo industrial. As fabricas laboram 24 horas/dia e por esse motivo, os 56
trabalhadores fabris realizam trabalhos por turnos de 8 horas (das 00:00 as 08:00; das
08:00 as 16:00; das 16:00 as 00:00). Os turnos encontram-se distribuidos tendo em
conta o volume de producdo existente no momento, isto é, as fabricas apresentam
regimes de laboracdo de 5 dias por semana ou 7 dias por semana conforme a
necessidade de producdo. Os trabalhadores fabris encontram-se distribuidos em Chefe
de Turno, Técnico de Producéo e Analise, Operador de Reator, Preparador de Cargas
e Operador de Enchimento.

A empresa em estudo, como referido anteriormente, é constituida por duas fébricas,
uma dedicada a producédo de resinas de base solvente (fabrica 1) e outra dedicada a
producao de resinas de base aquosa (fabrica 2). Para o presente estudo somente foram
realizadas avaliacdes ambientais e bioldgicas na fabrica 1, uma vez que, existem mais
etapas dos processos de fabrico que envolvem exposicéo por parte do trabalhador, e
onde ocorre igualmente 0 manuseamento de solventes organicos, particularmente, o
estireno e o xileno. No ano de 2017, foram consumidas na inddstria em questao,

aproximadamente, 5000 toneladas e 1300 toneladas de estireno e xileno,
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respetivamente. Na fabrica onde foi realizado o estudo, o estireno é utilizado em 4

processos distintos podendo ter duas funcdes diferentes: mondémero ou solvente.

Figura 3 Localizagao geografica da industria em estudo.

No processo de producédo 1 e 2, constituidos pelas mesmas etapas de producdo, mas
utilizados para o fabrico de gamas de produtos distintos, o estireno apresenta a fungéo
de mondmero, entrando na etapa A (carga de matérias-primas) e etapa B (producgéo da
mistura monomeérica), e reagindo quase na sua totalidade na etapa D (polimerizacao)
(figura 4). O estireno pode ficar livre apds a polimerizacdo, contudo, em quantidades
residuais, sendo considerado um monémero livre residual.

Por sua vez, nos processos 3 e 4, o0 estireno apresenta a funcéo de solvente de diluigéo,
entrado apos a polimerizacdo e permanecendo livre até ao final do processo e no
produto acabado. No caso do processo 3, o0 estireno entra nas etapas A (carga de
matérias-primas), B (producdo de misturas), D (ajuste), E (filtracdo), F (enchimento)
(figura 5). No caso do processo 4, o estireno entra em todas as etapas que o compdem
(figura 5). Tal como o estireno, o xileno € utlizado nos 4 processos referidos
anteriormente, porém a sua funcao é sempre a mesma, a de solvente de diluicdo. Nos
processos 1, 2 e 3 esta substancia entra somente na etapa A (carga de matérias-primas)
e nas etapas apos a polimerizacdo. Em relagédo ao processo 4, o xileno entra igualmente
em todas as etapas.

Dependendo da sua funcéo, os trabalhadores podem estar afetos a varias etapas dos

processos descritos anteriormente.

52



Preparacéo e carga
de matérias-primas

Preparacéo da
mistura
monomerica

D
Polimenzacao
E
Ajuste
F
Filtracdo
G
Enchimento

Preparacéo da
solucéo de iniciador

Figura 4 Fluxograma dos processos 1 e 2 da fabrica de resinas de base solvente.

A
Preparacéo e carga
de matérias-primas
B
Producéo de
misturas
D
Mistura/ajuste
E
Filtrac&o
F
Enchimento

Figura 5 Fluxogramas dos processos 3 e 4 da fabrica de resinas de base solvente, respetivamente.

A
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Polimerizacéo
D
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E
Filtracéo
F
Enchimento
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Na tabela 11, estdo indicadas com X as etapas nas quais o trabalhador consoante a sua
funcdo pode estar presente. Para este estudo ndo foi excluida nenhuma funcao, de
forma a compreender o nivel de exposicdo consoante a fun¢cdo desempenhada pelo

trabalhador na fabrica.

Tabela 12 Afetacao dos trabalhadores as etapas dos processos.

Processos e etapas

Processo 4
A B C D E
X X X X X

Processo 3
D E F
X X X

Processo le?
B C D EF GAUDBC
X X X X X X X X X

Funcéo A
Chefe de Turno X

Técnico de Produgéo
e Analise

Operador de Reator X X X X X X X

Preparador de
Cargas

X X X X X

Operador de
Enchimento

3.3. Variaveis em estudo

As variaveis utilizadas no presente estudo para a verificacdo de uma possivel
associacao entre a exposicdo ocupacional a estireno e xileno e biomarcadores de

genotdxicos encontram-se sistematizadas na tabela 12.

Tabela 13 Classificacédo das variaveis em estudo.

Variavel Tipo de medida Tipo de variavel

Idade Quantitativa Atributo

Habitos tabagicos Qualitativa Independente
Funcdo desempenhada Quialitativa Independente
Anos de exposicao Quantitativa Independente
Exposicéo a estireno Quantitativa Independente
Exposicéo a xileno Quantitativa Independente
Exposi¢édo a COV Quantitativa Independente
Micronucleos Quantitativa Dependente
Protusdes nucleares Quantitativa Dependente
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Tabela 12 Classificacédo das variaveis em estudo.

Variavel Tipo de medida Tipo de variavel
Pontes nucleoplasmicas Quantitativa Dependente
Dano no DNA Quantitativa Dependente
Dano oxidativo no DNA Quantitativa Dependente

3.4. Recolha de dados

3.4.1. Questionario

Os 17 trabalhadores que participaram no estudo preencheram um questiondrio
constituido por questdes de diversas tipologias, homeadamente, sobre o seu historial
social, especificamente os habitos tabagicos e o consumo de alcool. Outras questbes
foram colocadas relativamente a realizagdo de tratamentos oncolégicos, medicacao,
suplementos alimentares e atividades dos tempos livres que pudessem potenciar a

exposicao aos agentes quimicos em estudo (Apéndice ).

3.4.2. Monitorizag&o ambiental

A quantificacdo da exposicdo a estireno e xileno teve por base a aplicagdo de um
método de avaliagdo ambiental, o NIOSH 1501 de 2003, relativo a Hidrocarbonetos
Arométicos. A respetiva aplicacdo do método de avaliagdo ambiental ocorreu no dia 21
de novembro de 2017, durante 2 turnos de trabalho, nos quais ocorreram
simultaneamente a producdo de polimeros; cujo solvente principal era o estireno ou o
xileno. Neste dia foram realizadas amostragens entre as 8h45 e as 23h37. O método
utilizado na avaliagdo ambiental implica recorrer a amostragem ativa através da
utilizacdo de amostradores individuais com tubos de carvao ativado colocados proximo
do aparelho respiratério dos trabalhadores. Nesse sentido, foram utilizadas a bombas
AirCheck 2000 — SKC, bombas Gilian GilAir Plus e bombas Gilian-5000 e os tubos de
adsorcao coconut shell charcoal.

Foram realizadas 5 amostras no primeiro turno (8h-16h) e 7 amostras no segundo turno
(16h-00h), posteriormente, as amostras foram sujeitas a um processamento analitico
especifico, por cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama, conforme
descrito no método NIOSH 1501 (Anexo 1). Os limites de quantificacdo do método
utilizado séo de 18,0 ug para o estireno e 6,0 ug para o xileno. Relativamente a selecéo
dos individuos para a colocag¢édo das bombas de amostragem, optou-se por colocar 0s
amostradores pessoais em todos os trabalhadores dos 2 turnos, com o objetivo de

avaliar exposicdo aos compostos em estudo em todas as fungdes desempenhadas na
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fabrica. As bombas de amostragem acompanharam as diversas movimentag¢des que 0s
trabalhadores realizaram durante o periodo de amostragem de, aproximadamente, 2
horas, e que fazem parte da sua rotina diaria na fabrica. O periodo de amostragem de
2 horas foi 0 equivalente ao tempo maximo que os tubos de adsorcao utilizados tém até
ficarem colmatados. Nesse sentido, foram escolhidos periodos de 2 horas em que 0s
trabalhadores pudessem estar a realizar tarefas que envolvessem uma maior exposicao
e que fosse representativo da exposi¢éo ao longo de todo o periodo de trabalho (8 horas
diarias). Os resultados obtidos foram comparados de seguida com os valores-limites
estabelecidos para Portugal para a concentracdo média ponderada e a concentracao
de curta duracdo para o estireno e xileno. No mesmo periodo de amostragem foram
igualmente medidos os Compostos Organicos Volateis (COV) através equipamento
MultiRAE Lite, com sensor fotocatalitico de 10,6 eV, leitura de 1 a 1000 ppm e resolucdo
de 1 ppm. Este equipamento portatil acompanhou, na maioria do tempo, alguns dos
trabalhadores em tarefas de maior exposi¢ao.

3.4.3. Monitorizagéao biolégica

Para a populacdo em estudo foram recolhidos dois tipos de material biolégico: urina e
sangue periférico, obtido por venopuctura. A urina para a detecdo e quantificacdo de
trés metabolitos, MHA, MA e PGA. O sangue periférico foi utilizado para a cultura de
linfécitos para mensuragdo de microndcleos, pontes nucleoplasmicas e protusdes

nucleares, assim como, de danos ao nivel do DNA e danos oxidativos de DNA.

3.4.3.1. Colheitas de amostras de urina

Foram colhidos 30 mL de urina de cada um dos individuos, para frascos de poliestireno
estéreis, antes e apo6s o turno de trabalho. As colheitas foram realizadas em 2 turnos no
dia 21 de novembro de 2017, nos mesmos turnos onde foi realizada a avaliagéo
ambiental, e 1 turno a 28 de novembro de 2017. De acordo com a Norma Portuguesa
de 1796 de 2014, o momento de amostragem adequado para a medicdo na urina da
soma do MA e PGA, e do MHA, respetivamente indicadores biol6gicos de exposi¢ao do
estireno e do xileno, € no fim do turno de trabalho, isto &, se possivel, assim que cessar
a exposicdo. Varios estudos realizados em contextos industriais referem a colheita de
urina apos o turno de trabalho para o estireno (Nakayama et al., 2004; Ma et al., 2015)
e xileno (Takeuchi et al., 2002; Bahrami et al., 2008; Azari et al., 2012).
Suplementarmente, foi realizada uma colheita antes do turno, que de acordo com a
Norma Portuguesa mencionada anteriormente, deve ser realizada 16 horas apos a

cessacdao da exposicao. Pode ser bastante Util realizar e analisar colheitas obtidas antes
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do inicio da jornada de trabalho, uma vez que, permite estabelecer uma linha base para
identificar a influéncia que a atividade tem na exposicéo a substancias. A realizacédo de
colheitas antes do inicio do turno pode ser igualmente vantajosa para demostrar a
existéncia de exposicdo ndo-ocupacional (AIHA, 2004). As amostras de urina foram
armazenadas no frigorifico a 4°C durante algumas horas até serem transportadas numa
mala térmica para um laboratério analitico. De acordo com o Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), amostras de urina armazenadas entre 4°C e -20°C durante uma

semana nao mostram diferencas significativas nos dados para cada analito de COVs.

3.4.3.2. Colheitas de sangue

Foram colhidos 10 mL de sangue periférico de 17 individuos para tubos Falcon de 15
mL com heparina (10U/mL de sangue) como agente anticoagulante. As colheitas de
sangue foram realizadas a 21 e 28 de novembro de 2018 a meio do turno de trabalho,
e mantidas a 4°C até ao seu transporte, em mala térmica, para o laboratério. Neste
foram mantidas a temperatura referida anteriormente até serem processadas no dia

seguinte.

3.5. Procedimentos laboratoriais
3.5.1. Determinacdo de MHA, MA e PGA na urina

A determinacdo dos metabolitos em estudo na urina foi realizada por um laboratoério
analitico externo, que utilizou o método High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) para a sua quantificagdo. De acordo com informacdo obtida através do
laboratorio o limite de deteg&o (LoD) do método é de 0,16 g/L e 0,55 g/L para o MA +
PGA e MHA, respetivamente. O método HPLC tem sido amplamente utilizado para
determinar alguns metabolitos na urina, nomeadamente, os utilizados no presente
estudo (Onchoi et al., 2008).

3.5.2. Ensaio de micronucleos por bloqueio da citocinese (CBMN)

Os 10 mL de sangue colhidos foram diretamente utilizados para o ensaio CBMN, e
posteriormente, para o comet assay. Os linfocitos foram isolados utilizando gradiente
Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) e colocados, posteriormente, em meio de cultura
RPMI 1640 com L-glutamina e fenol vermelho adicionado com 10% de soro fetal bovino
(FBS) inativado, 50 pg/ml de estreptomicina, penicilina 50U/ml e 10 pg / mL de fito-
hemaglutinina. De seguida, incubaram-se culturas em duplicado de cada individuo a 37

°C num incubador de CO; a 5% humidificado durante 44 horas. A restante parte dos
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linfécitos isolados foi criopreservada e armazenada a -80°C até ao momento da
realizacdo do comet assay, como sera referido de seguida.

Apbs 44 horas de cultivo das células foi adicionada citocalasina-b 6 ug/mL, de forma a
inibir a citocinese, ficando as células com aparéncia binucleada. Ap6s 28h de incubacéo,
as células foram centrifugadas e projetadas em laminas de microscopio usando uma
citocentrifuga (Cyto-Tek® Human 125 Sakura). As laminas foram coradas com a técnica
de May-Grinwald Giemsa, a qual utiliza como corantes as solucdes de May-Griinwald,
gue cora o nucleo de azul e o citoplasma baséfilo de rosa; e Giemsa que aumenta a
coloracao nuclear e a capacidade de demonstrar seletivamente determinadas estruturas
celulares. A visualizacdo foi feita com um microscopio Leica DM500 com 6éleo de
imerséo e amplificacdo de 1000x por um Unico observador, sendo que para cada caso
foram visualizadas 1000 células, de acordo com os critérios de Fenech et al. (2003).

3.4.3 Comet Assay

Para a analise dos danos no DNA e danos oxidativos, foi realizada uma alteragéo no
procedimento do comet assay, originalmente descrito por Singh et al., (1988), e a adi¢édo
de um tratamento enzimético com o intuito de avaliar a oxidagdo do DNA nas células,
ambas como descritas em Collins et al. (2012). Como referido, cerca de 1,5 mL da
suspensdo de linfocitos foi criopreservada numa solugédo constituida por 90% em
volume de FBS e 10% em volume de dimetilsulféxido (DMSO), e armazenados a -80°C
em poliestireno para posterior analise do comet assay. Desta forma, aquando da
andlise, as células foram descongeladas a 37°C e centrifugadas para remocdo da
solugéo criopreservante. Foram diluidos 30 pyL de suspenséao celular em 140 pL de
agarose 1% de baixo ponto de fusao, 70 uL dessa mistura foram transferidos para uma
[amina com agarose 1%, padréo a totalizando 2 spots por lamina, posteriormente, foram
colocadas lamelas em cada para fixar os géis. Seguidamente, as laminas foram
colocadas numa solucéo de lise (NaCl 2,5 M, Na,EDTA 0,1 M, Tris 10 mM e Triton X-
100 a 1%, pH 10), durante 1 hora a 4 °C. Para detecdo de dano oxidativo, as laminas
foram incubadas com a formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG) por 30 minutos a 37
°C. ApOs este tratamento, e varias lavagens, as laminas foram submersas numa solugéao
de eletroforese (NaOH 10 M e EDTA 0,5 M) durante 40 minutos a 4 °C e,
subsequentemente a eletroforese foi conduzida na mesma solug&o sob 20 V durante 20
minutos a 4 °C. ApGs a lavagem e secagem ao ar os géis foram corados com DAPI. A
quantificagdo de 100 cometas por lamina foi realizada através do software Comet Assay
IV Perceptive Instruments®. A visualizacdo das laminas foi realizada por um Unico

observador.
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3.6. Procedimentos estatisticos

Os dados ambientais e biol6gicos obtidos foram analisados no software estatistico
SPSS, versao 22.0 para Windows. Os resultados foram considerados significativos ao
nivel de significancia de 5%. Com o objetivo de testar a normalidade dos dados, utilizou-
se o teste Shapiro-Wilk. Para a caracterizagdo das amostras das amostras utilizou-se a
andlise de frequéncias (n, %) para dados qualitativos e célculo da média e desvio padrao
para os dados quantitativos. Relativamente a comparagdo dos dados ambientais e de
biomarcadores entre expostos e ndo expostos a estireno e xileno e entre fumadores e
ndo fumadores, utilizou-se o teste Mann-Whitney, uma vez que 0 prossuposto de
normalidade néo se verificou.

Para estudar a relagédo entre a idade, os anos de exposicdo, dados ambientais e de
biomarcadores utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman, uma vez que o

prossuposto de normalidade nao se verificou.

3.7. Consideracdes ético-legais

Questdes ético-legais constituem uma componente fundamental da pesquisa moderna,
relacionada ndo apenas com o assunto em estudo, mas também com o investigador
(Yip et al., 2016). Os investigadores tém o dever de proteger a vida, a salde, a
dignidade, a integridade, o direito a autodeterminacdo, a privacidade e a
confidencialidade das informagfes pessoais dos individuos que decidam participar no
estudo (WMA, 2013). O Relatério de Belmont também refere 3 principios éticos
primordiais: (1) respeito pelas pessoas, isto €, a exigéncia de reconhecer a autonomia
e proteger aqueles que apresentam uma autonomia reduzida; (2) beneficéncia, ou seja,
acima de tudo ndo causar danos, maximizar os potenciais beneficios e minimizar os
possiveis danos; (3) justica a nivel individual e social (Yip et al., 2016). Nesse sentido,
no presente estudo foram realizadas acdes de esclarecimento para informar os
participantes acerca do estudo e dos seus objetivos, e seguidamente, foi distribuido um
formulario para a obtencdo de um consentimento informado por todos os participantes,
que informa do objetivo da investigacdo, bem como da garantia de anonimato e
confidencialidade dos dados. Foram ainda tidos em consideracdo os direitos da
autonomia, ou seja, todos os participantes aderem de forma voluntaria ao estudo e o
direito a privacidade, preservada através confidencialidade do tratamento dos dados
obtidos nos questiondrios. Foi igualmente previsto assegurar 0S prossupostos previstos
no Regulamento (UE) 2016/679 do Parlamento Europeu e do Conselho de 27 de abril

de 2016, relativo a protecdo das pessoas singulares no que diz respeito ao tratamento
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de dados pessoais e a livre circulagcdo desses dados, que € aplicavel desde 25 de maio
de 2018. De acordo com a regulamentacao supracitada, foi garantido o anonimato das
amostras de urina e sangue mediante a substituicdo do home do trabalhador por um
namero. Por sua vez, todas as publicacdes cientificas e relatérios que possam advir do
presente estudo ndo incluirdo informacBes suscetiveis de identificar tanto os
trabalhadores como a empresa em estudo. E importante ainda salientar que nem o
empregador nem terceiros terdo acesso aos resultados pessoais dos trabalhadores sem

0 consentimento expresso do préprio para o efeito.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacao das amostras

A amostra foi constituida por 2 grupos: expostos (casos) e nao expostos (controlos),
sendo que o grupo dos ndo expostos foi utilizado unicamente para a avaliagcdo da
genotoxicidade. Aos casos pertencem os trabalhadores expostos ocupacionalmente a
estireno e xileno, num total de 17 individuos, todos do género masculino. Por sua vez,
0s controlos, correspondem a individuos que ndo estdo ocupacionalmente expostos as
duas substancias em estudo, todos do género masculino, tal como nos casos. Na tabela
12, estdo caracterizadas de forma sumaria os dois grupos que constituem a amostra do
presente estudo. Foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre a

idade dos expostos e nao expostos (p = 0,003).

Tabela 14 Caracterizacdo das amostras em estudo (ndo expostos e expostos).

N&o expostos Expostos
(Controlos) (Casos)

Namero de individuos 12 17
Idade (anos) 37,3+12,7 49,4 +8,0
Intervalo de idades (anos) 20,0-61,0 25,0-59,0
Anos de exposicao (anos) N&o aplicavel 21,9+12,2
Intervalo de anos de exposi¢éo (anos) Nao aplicavel 0,50-29,0
Funcdes exercidas
Chefe de Turno 4
Técnico de Producéo e Andlise 3
Operador de Reator Nao aplicavel 3
Preparador de Cargas 4
Operador de Enchimento 3
Habitos tabagicos
Fumadores 1 5
N&o fumadores 11 12
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4.2. Descricao das fungbes observadas

Durante o decorrer das avaliagdes ambientais e biolégicas houve um acompanhamento
dos trabalhadores com distintas fungdes nas suas tarefas didrias na fabrica. Na fabrica
em questdo, e como referido anteriormente, os trabalhadores podem desempenhar
fungbes distintas: (1) Chefe de Turno; (2) Técnico de Producédo e Andlise; (3) Operador
de Reator; (4) Preparador de Cargas; (5) Operador de Enchimento.

O Chefe de Turno tem como funcdo controlar e assegurar, durante o decorrer do seu
turno, o cumprimento de todas as tarefas planeadas. Este distribui as diferentes tarefas
e recursos disponiveis de forma a garantir o cumprimento do plano de produgéo. Apoia
os outros trabalhadores e tenta solucionar anomalias detetadas no ambito das suas
fungbes e acompanha todas as etapas de producdo remotamente através do software
WinCC. Este pode ter de desempenhar tarefas em qualquer um dos pontos da fabrica
podendo realizar, se necessario, atividades que normalmente estdo associadas a outras
fungBes. Tal como demostrado na tabela 11, este pode estar presente em qualquer uma
das etapas do processo de producdo. Particularmente, foi observado que ao longo das
avaliacbes realizadas, o Chefe de Turno desempenhou algumas tarefas,
nomeadamente, o acompanhamento da producdo de produtos através software
supracitado na sala de controlo, atualizagdo dos documentos relativo aos processos de
producédo especificos para cada produto produzido no seu turno, troca de filtros na cuba
durante o processo de filtracdo, acompanhamento da descarga de produto acabado dos
tanques de armazenagem para cisternas e enchimento de produto acabado para
bidons.

No que concerne a fungéo Técnico de Producédo e Andlise, este desenvolve a grande
maioria das suas atividades no laboratério da fabrica onde realiza analises aos produtos
acabados durante a etapa de polimerizacao e ajuste. No laboratério, este faz analises a
amostras de produto acabado com o objetivo de verificar se estas cumprem as
especificacdes internas, nomeadamente, ao nivel da viscosidade e do teor de residuos
sélidos. Este pode ainda ter de retirar amostras nos reatores durante a polimerizagéo e
na cuba durante o ajuste aguando a realizacdo de produtos nos processos 1, 2 e 3.
Pode igualmente retirar amostra de produto do dispermix durante a etapa de
mistura/ajuste, neste caso, somente no processo 4. O dispermix consiste num recipiente
onde é realizada a mistura, dispersdo e homogeneizac¢do de produtos quimicos. Ambas
as tarefas, de andlise de produto acabado e de recolha de amostra, foram observadas
no presente estudo.

Relativamente aos Operadores de Reator, estes desenvolvem as suas tarefas

maioritariamente na sala de controlo, quando € necesséario o acompanhamento do
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processo por WinCC e quando ocorre a adicdo de matéria-prima por tubagem, e na
zona de reatores, quando existe adicdo manual de matérias-primas no estado liquido e
sélido no tanque de mistura monomeérica, no tanque de iniciador e no reator. Este pode
ainda realizar a adicdo manual de pequenas quantidades de matéria-prima na cuba e
recolher amostras para o Técnico de Producdo e Andlise analisar. A introducédo de
estireno e xileno nos reatores é feito por tubagem, num processo fechado, ndo havendo
contacto com estas substancias. Foi acompanhada a adicdo manual de matéria-prima
na cuba.

O Preparador de Cargas, como o proprio nome indica, prepara as cargas para posterior
adicdo no reator, cuba ou dispermix. As suas tarefas consistem na recolha da matéria-
prima no armazém e, no caso de quantidades pequenas, a sua pesagem. Se for
necessario pode ainda ter de realizar algumas misturas ou diluicbes. Foi observada a
realizacdo de uma mistura com estireno e xileno na sua composicao.

Por fim, o Operador de Enchimento realiza maioritariamente as suas tarefas nas etapas
de filtragcdo, onde faz a troca de filtros colmatados, e de enchimento, onde prepara as
embalagens para receberem o produto, adicionando os roétulos e limpando-as com um
pano humido, e efetuado o enchimento do produto acabado. Ambas as tarefas foram
observadas.

E importante salientar que cada trabalhador tem a sua funcéo, e maioria das vezes,
realiza as atividades inerentes a essa funcéo. Todavia, foi observado que estes podem
exercer outra funcdo, para a qual tenham competéncia, devido aos mais variados
motivos, tais como, auséncia de um colega e/ou excesso de trabalho num periodo

especifico.

4.3. Monitorizagcdo ambiental

4.3.1. Estireno e xileno

Relativamente aos resultados obtidos através da amostragem pessoal, estdo
representados graficamente os valores obtidos para cada um dos trabalhadores no que
concerne aos valores de média ponderada (8h) de estireno e xileno e o seu efeito aditivo
(figura 6). Quando dois ou mais agentes quimicos apresentam um efeito toxicoldgico
semelhante sobre 0 mesmo 6rgdo-alvo ou sistema e estao presentes, em simultaneo,
no ar dos locais de trabalho devem ser considerados os seus efeitos conjuntos. Nesse
sentido, aplicou-se a formula para mistura de agentes (efeito aditivo) referida na Norma
Portuguesa 1796 de 2014 (equacado 2). Outras entidades internacionais e estudos
cientificos recomendam a aplicacao do Hazard Index (HI), que é bastante semelhante,
a definida pela Norma supracitada (EPA, 1986; Mumtaz et al., 1997; ACGIH, 2017,
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Sarigiannis & Hansen, 2012). Ambas as férmulas consistem no rcio entre a exposi¢ao

e o valor de referéncia de cada componente da mistura.

Gy C; Cn
4 24t
VLE, = VLE, VLE,

Equacéo 2 Equacéo para mistura de agentes (efeito aditivo) (Fonte: Norma Portuguesa 1796 de 2014).

>1

onde:
Cn corresponde a concentracdo atmosférica encontrada para o agente n
VLE: corresponde ao valor-limite de exposicéo correspondente ao agente n

Na tabela 14 foram ainda descritas detalhadamente as funcbes, as atividades, as
medidas de gestdo de risco existentes, a duracdo da amostragem e o0s resultados
obtidos de forma. Observa-se entdo que as fungdes que apresentam valores superiores
séo a de Chefe de Turno, Técnico de Producéo e Analise e Operador de Enchimento.
Porém, nenhum trabalhador apresentou valores superiores ao do VLE-MP para ambas
as substancias em estudo. O efeito aditivo para cada um dos trabalhadores também foi

sempre inferior a 1.

2,5
2
15
m Estireno (8h) - ppm
Xileno (8h) - ppm
1
Efeito aditivo
0,5

ollllll-l III

Trabalhador

Figura 6 Resultados obtidos para cada trabalhador relativamente aos valores de média ponderada (8h)

de estireno e xileno e o seu efeito aditivo.
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Funcéo

Técnico de
Producéo
e Andlise

Tabela 15 Resultados da amostragem pessoal e descri¢do das fun¢des, atividades, condigfes operacionais, medidas de gestéo de risco.

Trabalhador

12

Atividade

Realizacdo de
anélises
laboratoriais a
produto acabado.

Retirar amostras
durante as etapas
de polimerizagéo
e ajuste.

Realizacéo de
anélises
laboratoriais ao
produto acabado.

Retirar amostras
durante as etapas
de polimerizacédo
e ajuste.

NUmero de
trabalhadores
associados a

atividade

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

Condicbes
operacionais &
Medidas de Gestdo
do Risco

<15 min.;
Ventilagcdo geral por
portas e janelas;
Luvas quimicamente
resistentes.

< 15 min.;
Ventilacido
mecanica;

Luvas quimicamente
resistentes.

< 15 min.;
Ventilagcdo geral por
portas e janelas;
Luvas quimicamente
resistentes.

< 15 min.;
Ventilacado
mecéanica;

Luvas quimicamente
resistentes.

Duracéo da
amostragem
(min)

121

127

Valor medido
(Ppm)

Estireno - 0,36

Xileno - 1,7

Estireno - 1,0

Xileno - 3,5

Média
ponderada
(8h) (ppm)

Estireno - 0,09

Xileno - 0,43

Estireno - 0,26

Xileno - 0,93

Efeito
aditivo
(ppm)

0,013

0,032
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Tabela 15 Resultados da amostragem pessoal e descri¢cdo das funcdes, atividades, condi¢cdes operacionais, medidas de gestéo de risco (Continuagao).

N( ico . .
umero de Cono_llgoe_s Duracéo da . Média Efeito
~ o trabalhadores operacionais & Valor medido .
Funcdo  Trabalhador Atividade . N . ~ amostragem ponderada aditivo
associados a Medidas de Gestéo . (ppm)
atividade do Risco (min) (8h) (ppm) (Ppm)
Lavagem do funil de 3 trabalhadores. <15 min. N
amostras com 1 trabalhador Ventilagso mecanica;
xileno quente por turno. Luvas quimicamente
resistentes.
< 15 min,;
Utilizacéo de xileno 3 trabalhadores.  ventilagso geral por Estireno - 0,35 Estireno - 0,09
2 de lavagens na 1 trabalhador portas e janelas; 118 0,013
resistentes.
Operador
de reator - » 3 trabalhadores. <15 min.;
Adicgo fje materias- - Ihador Ventilagdo mecanica;
primas a cuba por turno. Luvas quimicamente
resistentes.
Adicéo de matérias-
primas através da 3 rabalhadores. <15 min.: Estireno - 0,31 Estireno - 0,09
10 sala de _ lwabahador o oc oL 133 0,006
controlo/laboratorio oy tyro. ¢ ’ Xileno-0,29  Xileno - 0,08

da fabrica/zona
junto aos reatores
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Tabela 15 Resultados da amostragem pessoal e descri¢cdo das funcdes, atividades, condi¢cdes operacionais, medidas de gestéo de risco (Continuagao).

Funcéao

Operador de
enchimento

Trabalhador

Atividade

Adicéo de
matérias-
primas ao
dispermix

Pesagem de
matérias-
primas para
fazer mistura

Troca de
filtros da cuba

Mistura

NUmero de
trabalhadores
associados a

atividade

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

Condicbes
operacionais &
Medidas de Gestdo
do Risco

<15 min;

Exaustao localizada;
Luvas quimicamente
resistentes;

Fato de protecdo
Tyvek.

<15 min;
Ventilag&o geral por
portas e janelas;
Luvas quimicamente
resistentes.

<15 min,;

Ventilagdo mecénica;
Luvas quimicamente
resistentes.

15 min. - 1h;
Ventilagcdo geral por
portas e janelas;
Luvas quimicamente
resistentes.

Duracéo da
amostragem
(min)

112

Valor medido

(ppm)

Estireno - 0,60

Xileno - 0,61

Média
ponderada (8h)
(ppm)

Estireno - 0,14

Xileno - 0,14

Efeito
aditivo
(Ppm)

0,010
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Tabela 15 Resultados da amostragem pessoal e descri¢cao das funcdes, atividades, condi¢cdes operacionais, medidas de gestéo de risco (Continuagao).

Funcéo

Operador de
enchimento

Trabalhador

Atividade

Enchimento de
bidons com
produto acabado
(estireno)

Adicéo de silica
ao dispermix
com estireno

Retirar amostra
do dispermix

Enchimento de
bidons com
produto acabado
(xileno)

NUmero de
trabalhadores
associados a

atividade

3 trabalhadores.
lou?2
trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

3 trabalhadores.
lou?
trabalhador por
turno.

Condicbes
operacionais &
Medidas de Gestdo do
Risco

15 min. - 1h,;
Ventilagdo mecanica;
Luvas quimicamente
resistentes.

15 min. - 1h;

Ventilagdo mecanica;

Luvas quimicamente

resistentes;

Fato de protecdo Tyvek. 123

<15 min,;

Ventilagdo mecénica;
Luvas quimicamente
resistentes.

15 min. - 1h;;
Exaustao localizada;
Luvas quimicamente
resistentes.

Duracéo da
amostragem
(min)

Valor Média Efeito
medido ponderada aditivo
(ppm) (8h) (ppm) (ppm)
Estireno - 2,7  Estireno - 0,69
0,042
Xileno - 1,4 Xileno - 0,36
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Tabela 15 Resultados da amostragem pessoal e descri¢cdo das funcdes, atividades, condi¢cdes operacionais, medidas de gestéo de risco (Continuagao).

Funcéo

Preparador de
Cargas

Chefe de turno

Trabalhador

Atividade

Descarga de produto
acabado do reator para a
cuba

Troca de filtros

Adicéo de matérias-
primas através da sala de
controlo/laboratério da
fabrica/zona junto aos
reatores

Troca de filtros

Adicéo de matérias-
primas através da sala de
controlo/laboratério da
fabrica/zona junto aos
reatores

NUmero de
trabalhadores
associados a

atividade

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

Condic¢des
operacionais &
Medidas de Gestao
do Risco

<15 min;

Ventilagdo mecénica;
Luvas quimicamente
resistentes.

<15 min;

Ventilagdo mecénica;
Luvas quimicamente
resistentes.

<15 min;
Ventilagdo mecéanica;

<15 min;

Ventilagdo mecéanica;
Luvas quimicamente
resistentes.

<15 min,;
Ventilagdo mecénica;

Duracéo da
amostragem
(min)

123

132

124

Valor
medido

(ppm)

Estireno -
0,38

Xileno - 0,31

Estireno -
0,32

Xileno - 0,80

Estireno -
0,34

Xileno - 1,5

Média
ponderada
(8h) (ppm)

Estireno -
0,10

Xileno - 0,08

Estireno -
0,09

Xileno - 0,22

Estireno -
0,09

Xileno - 0,39
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0,007
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Tabela 15 Resultados da amostragem pessoal e descri¢cdo das funcdes, atividades, condi¢cdes operacionais, medidas de gestéo de risco (Continuagao).

Funcéo

Chefe de turno

Trabalhador

11

Atividade

Acompanhamento do
enchimento da cisterna
com produto acabado

Lavagem das luvas com
xileno

Troca de filtros

Enchimento de bidons
com produto acabado

Acompanhamento dos
processos de fabrico na
sala de
controlo/laboratério da
fabrica

Troca de filtros

NUmero de
trabalhadores
associados a

atividade

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
lou?2
trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

4 trabalhadores.
1 trabalhador por
turno.

Condicbes
operacionais &
Medidas de Gestéo
do Risco

< 15 min.;
Exterior.

15 min. - 1h.
Ventilagc&o geral por
portas e janelas;
Luvas quimicamente
resistentes.

15 min. - 1h.
Ventilagc&o geral por
portas e janelas;
Luvas quimicamente
resistentes.

15 min. - 1h;
Exaustao localizada;
Luvas quimicamente
resistentes.

<15 min;
Ventilagdo mecénica.

< 15 min,;

Ventilagdo mecénica;
Luvas quimicamente
resistentes.

Duracéo da
amostragem
(min)

133

64

119

Valor
medido

(ppm)

Estireno - 1,0

Xileno - 7,8

Estireno -
0,45

Xileno - 1,0

Estireno - 1,0

Xileno - 3,5

Média
ponderada
(8h) (ppm)

Estireno -
0,28

Xileno - 2,16

Estireno -
0,06

Xileno - 0,13

Estireno -
0,25

Xileno - 0,85

Efeito
aditivo
(Ppm)

0,057

0,006

0,030
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4.3.2. Compostos Orgéanicos Volateis

Estéo representados na figura 7, os resultados obtidos para os COV totais durante os 2
turnos observados. Verifica-se que existem varios picos com valores elevados COV
totais. Os principais picos foram descritos e associados a atividade correspondente
(tabela 13), sendo possivel observar que a atividade com um pico mais elevado foi a
descarga do reator para a cuba de produto acabado em que o seu solvente de diluicdo
€ o tolueno (ponto E). Outros picos elevados ocorreram durante as tarefas de lavagem
do funil de amostras (ponto C) e na descarga de produto acabado do reator para a cuba
(ponto A), 321 e 230 ppm, respetivamente, onde a principal substancia presente € o
xileno. A lavagem do funil de amostras é uma tarefa que envolve a lavagem do funil com
xileno quente, e consequentemente, a libertacdo de vapores deste composto durante
alguns minutos e a descarga de produto acabado referente ao ponto A, corresponde, a
uma resina alquidica em que a principal matéria-prima € o xileno. O pico mais elevado
associado a substancia estireno foi de 124 ppm, correspondente a tarefa de agitacéo
de poliéster modificado no dispermix num local onde a ventilagao localizada encontrava-
se ligada. Verifica-se também que a maioria dos picos obtidos apresenta valores
superiores ao VLE-MP do estireno e do xileno, inclusive alguns deles apresentam
valores superiores a 3 vezes o VLE-MP das substancias supracitadas. Verifica-se,
igualmente, através da figura 8, que existem 4 e 3 picos com valores superiores a 3

vezes 0 VLE-MP do estireno e xileno, respetivamente.
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Figura 7 Resultados obtidos para o COV totais ao longo de 2 turnos de trabalho (Etapas do 1° turno: (A)-Descarga do reator para a cuba de produto acabado; (B)-Analises
laboratoriais de amostras de produto acabado; (C)-Lavagem do funil de amostra; (D)-Adigdo de matéria-prima na cuba; (E)-Descarga do reator para a cuba de produto
acabado; (F)-Adicdo de matéria-prima no dispermix; (G)-Abertura da entrada-de-homem da cuba; (H)-Agitacdo de poliéster modificado no dispermix; (I)-Recolha de amostra
de poliéster modificado. Etapas do 2° turno: (J)-Andlises laboratoriais de amostras de produto acabado; (K)-Enchimento de bidons com produto acabado; (L1)-Andlises
laboratoriais de amostras de produto acabado; (L2)-Laboratério da fabrica com ventilagéo geral ligada; (M)-Adi¢cdo de matéria-prima ao dispermix; (N)-Enchimento das bidons
com produto acabado).
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Ponto

L1

Lo

Tabela 16 Descri¢cdo dos picos obtidos para os COV totais.

Atividade

Descarga do reator para a cuba de produto
acabado.

Andlises laboratoriais de amostras de produto
acabado.

Lavagem do funil de amostras.

Adicdo de matéria-prima na cuba.

Descarga do reator para a cuba de produto
acabado.

Adicdo de matéria-prima no dispermix.
Abertura da entrada-de-homem da cuba.
Agitacdo de poliéster modificado no dispermix.

Recolha de amostra de poliéster modificado.

Andlises laboratoriais de amostras de produto
acabado.

Enchimento de bidons com produto acabado.

Andlises laboratoriais de amostras de produto
acabado.

Laboratorio da fabrica com ventilag@o geral ligada.

Adicdo de matéria-prima ao dispermix.

Enchimento das bidons com produto acabado.

Duracéo da
atividade

25 min.
1h15 min.
2 min.
2 min.
15 min.
8 min.
2 min.
30 min.
2 min.
2h00 min.
30 min.
2h20min.
6 min.
45 min.

1h00 min.

Substancia

Xileno

Xileno

Estireno

Tolueno

Estireno

Xileno

Estireno

Estireno

Estireno

Estireno

Xileno

Picos (ppm)
230
123
321
107
922
55
190
124
112
106
82
67
89
24

107

Funcéo
Preparador de Cargas
Técnico de Producao e Analise
Operador de Reator
Operador de Reator
Operador de enchimento
Operador de enchimento
Operador de Reator
Operador de enchimento
Técnico de Producao e Anélise
Técnico de Produgao e Analise
Operador de enchimento
Técnico de Produgao e Analise
Técnico de Producao e Anélise

Operador de enchimento

Operador de enchimento/Chefe de turno
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COV's Totais (ppm)
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Figura 8 Resultados obtidos para o COV totais ao longo de 2 turnos de trabalho tendo em conta os VLE-MP do estireno e xileno.
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4.4. Monitorizacao bioldgica
4.4.1. Determinacao MHA, MA e PGA na urina

Os resultados obtidos para os metabolitos urinarios em estudo foram para todos os
trabalhadores abaixo do LoD (MA + PGA = 0,16 ¢g/L; MHA = 0,55 g/L) do método
utilizado, inclusive, ndo existiram quaisquer diferencgas entre os resultados das amostras

pré-laboral e pos-laboral.

4.4.2. Ensaio de micronucleos por bloqueio da citocinese (CBMN) e

Comet Assay

De acordo com os resultados obtidos para os biomarcadores de efeito utilizados,
representados na tabela 15, verifica-se que relativamente a alteracbes nucleares,
somente as pontes nucleoplasmicas apresentam valores superiores em individuos nao
expostos (1,33 + 1,50) comparativamente a individuos expostos (0,53 + 0,87). Na
mesma tabela é possivel observar-se que os resultados obtidos para o dano no DNA
revelam valores superiores nos individuos expostos (23,83 + 20,84) comparativamente
aos individuos ndo expostos (7,49 + 5,33), 0 mesmo acontece para o dano oxidativo
(Nao expostos: 4,65 + 3,08; Expostos: 23,83 + 18,92).

Tabela 17 Resultados dos biomarcadores de efeito das amostras ndo expostos (controlos) e expostos

(casos).
N&o expostos Expostos

(controlos) (Casos)
Micronucleos
Intervalo 0-15 0-18
Média 3,75 6,29
Desvio Padréo 4,39 5,67
Protusdes Nucleares
Intervalo 0-1 0-9
Média 0,08 1,82
Desvio Padréo 0,29 2,16
Pontes Nucleopldsmicas
Intervalo 0-5 0-3
Média 1,33 0,53
Desvio Padrao 1,50 0,87
Dano no DNA
Intervalo 2,79-18,49 2,63-65,45
Média 7,49 23,83
Desvio Padréo 5,33 20,84
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Tabela 17 Resultados dos biomarcadores de efeito das amostras ndo expostos (controlos) e expostos

(casos).
N&o expostos Expostos
(controlos) (Casos)
Dano oxidativo
Intervalo 0,1-9,61 4,45-73,41
Média 4,65 20,26
Desvio Padrao 3,08 18,92

Foram observadas diferencas significativas nas protusdes nucleares entre os individuos
nao expostos e expostos (Nao expostos: 0,08 + 0,29; Expostos: 1,82 + 2,16; Mann-
Whitney test, p <0,0001). Foram igualmente observadas diferencas significativas no
dano oxidativo entre ndo expostos e expostos (Nao expostos: 4,65 + 3,08; Expostos:
20,26 + 18,92; Mann-Whitney test, p <0,0001), como apresentado na tabela 16. Para os
restantes biomarcadores de genotoxicidade n&o foram encontradas diferencas
significativas (p> 0,05).
N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre individuos
expostos fumadores e ndo fumadores relativamente aos biomarcadores de
genotoxicidade (p> 0,05) (tabela 17).

Tabela 18 Resultados dos biomarcadores de efeito entre ndo expostos e expostos.

Estatistica de teste

Biomarcadores Exposicédo N p
Micronticleos em N&o expostos 12
vicronucieos Expostos 17 0,202
linfécitos
Total 29
Protusie N&o expostos 12
Usoes Expostos 17 < 0,0001
Nucleares
Total 29
Ponte N&o expostos 12
S P Expostos 17 0,078
Nucleoplasmicas
Total 29
N&o expostos 12
Dano no DNA Expostos 17 0,184
Total 29
N&o expostos 12
Dano oxidativo Expostos 17 < 0,0001
Total 29
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N&o se verificou nenhuma relacéo entre os anos de empresa e dados ambientais com
0s biomarcadores utilizados no presente estudo, como € possivel observar-se na tabela
18 (Sperman test, p> 0,05).

Tabela 19 Resultados de correlagéo entre anos de empresa, média ponderada (8h) de estireno e xileno e
os picos de COVs, e os biomarcadores genotoxicos.

Microntcleos Protusdes Pontes Dano no Dano
Nucleares Nucleoplasmicas DNA oxidativo
goef'c'e?teN 306 185 -,073 -,192 421
Anos de e correlacdo
exposicdo p ,249 ,492 , 789 AT6 , 104
N 16 16 16 16 16
Coeficiente
T 27 -,384 41 -,164
Média de correlacéo 270 38 .0 16 000
ponderada
(8h) - xileno p 423 ,243 ,905 ,630 1,00
N 11 11 11 11 11
Media  Coeficiente. -,005 -598 176 -,448 381
de correlacéo
ponderada
(8h) - p ,989 ,052 ,604 167 247
estireno
N 11 11 11 11 11
Coeficiente. .521 459 -,160 .,218 -,402
de correlacéo
Picos COV | 150 214 680 574 284
N 9 9 9 9 9

Relativamente as fun¢des desempenhadas pelos individuos expostos, verifica-se que a
fung&o de Chefe de Turno é a que apresenta uma média superior de MN (11,67 + 3,93).
Por sua vez, na funcdo de Preparador de Cargas observa-se uma média superior para
protusdes nucleares (3,00 = 2,04) e dano no DNA (32,32 £ 10,08). Uma média superior
de pontes nucleoplasmicas verifica-se na funcdo de Operador de Enchimento (1,00 +
1,00) e a maior média de dano oxidativo é observada no Operador de Reator (39,14 +
17,27) (tabela 19). N&o foi realizada inferéncia estatistica que relacionasse a funcédo do
trabalhador com a presenca de biomarcadores devido ao numero reduzido de

trabalhadores por funcéo, entre 3 e 4.
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Tabela 20 Estatistica descritiva relativamente as fungdes desempenhadas pelos individuos expostos.

Funcéo

Chefe de turno
(N=4)

Técnico de
producéo e
analise
(N=3)

Operador de
reator

(N=3)

Preparador de
cargas

(N=4)

Operador de
enchimento

(N=3)

Micronucleos em linfocitos
Protusdes Nucleares
Pontes Nucleoplasmicas
Dano no DNA

Dano oxidativo
Micronucleos em linfocitos
Protusdes Nucleares
Pontes Nucleoplasmicas
Dano no DNA

Dano oxidativo
Micronucleos em linfocitos
Protusdes Nucleares
Pontes Nucleoplasmicas
Dano no DNA

Dano oxidativo
Micronucleos em linfocitos
Protusdes Nucleares
Pontes Nucleoplasmicas
Dano no DNA

Dano oxidativo
Micronucleos em linf6citos
Protusdes Nucleares
Pontes Nucleoplasmicas
Dano no DNA

Dano oxidativo

Media

11,67
1,33
0,67

17,87

Média

14,47
5,00
1,33
0,33

24,17

30,94
1,67
1,00
0,33
7,41

39,14
6,75
3,00
0,50

32,32

12,10
2,33
1,67
1,00

26,85

11,06

Desvio
Padrao

3,93
0,88
0,67
8,14

Desvio
Padréo

3,82
2,52
0,33
0,33
20,65
15,34
0,88
0,00
0,33
4,51
17,27
1,44
2,04
0,29
10,08
4,18
1,45
1,20
1,00
12,16
3,48
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5. Discussao

O presente estudo pretendeu conhecer a exposicdo simultdnea ao estireno e xileno,
bem como os seus potenciais efeitos para a satde em trabalhadores de uma indastria
gquimica dedicada a producédo de resinas. Através da utilizacdo de amostragem pessoal,
foi possivel medir as concentracBes de estireno e xileno no ar. Nenhum dos
trabalhadores apresentou valores superiores ao VLE-MP recomendado para o estireno
(20 ppm) e xileno (50 ppm). Estes resultados também foram obtidos em outros estudos,
realizados em diferentes contextos ocupacionais onde ocorre a exposi¢cdo ao estireno
(Vodicka et al., 2004; Wongvijitsu et al., 2011) e do xileno (Jacobson & McLean, 2003;
Periago & Prado, 2005; Tunsaringkarn et al., 2012).

Atualmente, as avaliac6es de risco a substancias quimicas para fins regulamentares
geralmente ndo tém em consideracdo a exposicdo simultdnea, dependendo
essencialmente da avaliacdo a substéncias individuais. No caso de misturas
intencionais, em que a sua composi¢cdo € conhecida, alguns modelos mateméaticos
podem ser aplicados para estimar o efeito toéxico combinado, tendo por base, o modo
de acao (Kienzler et al., 2014). Um dos principais métodos utilizados que se baseiam
numa abordagem de adi¢cdo da dose/concentracdo € o HI ou como descrito na Norma
Portuguesa, formula para mistura de agentes (efeito aditivo). O estireno e o xileno
apresentam um efeito toxico semelhante sobre dois érgdos-alvo, nomeadamente, 0
SNC e o trato respiratério superior (TRS) (ATSDR, 2007; ATSDR, 2010; Kandyala et al.,
2010; ACGIH, 2017), o que permite a aplicacdo do método supracitado, conforme
descrito na NP1796 (2014). Neste caso, ndao foram obtidos valores superiores a 1,
considerando-se, entdo, que o VLE para a mistura destes dois compostos nao foi
excedido. O resultado obtido através deste método matematico € considerado uma
indicagdo numérica da proximidade aos limites admissiveis de exposi¢cao ou o0 grau em
gue esses limites sdo excedidos para a mistura. Quanto mais préximo de 1 forem os
valores obtidos, maior deve ser a preocupacdo com o risco potencial da exposicdo a
mistura (Mumtaz et al., 1997).

Devido a presenca ubiqua na atmosfera e do seu potencial impacto na satde humana,
0s COV séo considerados um parametro fundamental na avaliacdo da qualidade do ar
em ambientes interiores (Ramirez et al., 2012). Estes compostos sdo amplamente
utilizados como constituintes de produtos quimicos e podem comprometer a saude,
especialmente de trabalhadores expostos a concentragdes mais elevadas. Dentro deste
grupo de compostos, o xileno e o tolueno sdo comumente encontrados em ambientes
ocupacionais e nao-ocupacionais (Kim et al.,, 2011). Nesse sentido, foi pertinente

determinar a concentragdo de COV no ar em algumas atividades desenvolvidas pelos
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trabalhadores ao longo de 2 turnos de trabalho recorrendo a equipamento de leitura
direta. Através da observacdo direta das atividades foi possivel associar os picos
obtidos a principal substancia presente naquele momento. O maior pico observado (922
ppm), correspondeu a descarga de um produto, com tolueno na sua constituicdo, do
reator para a cuba. Este pico foi muito superior a outros picos medidos, possivelmente,
devido ao facto de a tarefa de descarga ocorrer a uma temperatura inicial elevada (110
°C) e o ponto de ebulicdo do tolueno (110 °C) ser relativamente baixo em relacdo a
outros solventes organicos utilizados na fabrica, particularmente, o estireno (145 °C) e
o xileno (> 137 °C). Outra razdo para a medicao de valores elevados de COV durante
esta tarefa é a localizacdo onde a mesma ocorre, isto €, num espaco relativamente
limitado e sem dispositivos de ventilagdo, podendo ocorrer acumulacédo de vapores.
Varios picos com niveis elevados foram igualmente associados ao estireno e ao xileno,
sendo que os valores maximos medidos para estas substancias foram de 124 e 321
ppm, respetivamente.

Desde ha varios anos que € reconhecido que exposi¢cbes caracterizadas por ser
intensas e de curta duracdo, comumente designadas de exposi¢cdes de pico, podem
apresentar um risco significativo para os efeitos agudos na saude humana, que em
exposicdes cronicas de baixa intensidade poderiam néo estar presentes (Smith, 2001).
Quando um individuo esta exposto a concentracfes elevadas produz doses mais
elevadas no corpo e nos 6rgaos-alvo, o que pode ter potenciais consequéncias ao nivel
do metabolismo, alterando-o, sobrecarregando mecanismos associados a processos de
protecdo e reparacgdo, e incrementando as respostas nos tecidos (Smith, 2001; Preller
et al., 2004, Viegas, 2011). Um pico de exposicao é capaz de induzir mais ou diferentes
efeitos quando comparado com uma dose que é mais baixa, mas por um periodo de
tempo mais longo (Smith, 2001). Nos ultimos anos, especulou-se inclusive que elevados
niveis de exposi¢do a curto prazo desempenham um papel na etiologia de doencas
ocupacionais cronicas tradicionalmente associadas a exposi¢fes acumuladas durante
longos periodos de tempo (Preller et al., 2004). Nesse sentido, é fundamental que haja
uma preocupacdo relativamente a este tipo de exposicdo, nomeadamente, no
conhecimento das tarefas com maiores concentracdes pico para posteriormente serem
definidas prioridades para a aplicacdo de medidas preventivas e de protecéo (Viegas,
2011). Deste modo, consegue-se um maior impacto/reducéo na exposicao total.
Assim, e considerando os resultados de COV obtidos com o equipamento de leitura
direta, aplicou-se novamente a férmula para mistura de agentes (efeito aditivo) ou Hl,
desta vez, para 0s picos que tivessem ocorrido no mesmo turno, para a mesma fungéo
e em que a principal substancia presente fosse conhecida. Neste caso, foram utilizados

na férmula o VLE-CD de 40 ppm do estireno, de acordo com a referida na Norma
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Portuguesa 1796 de 2014, e o VLE-CD de 100 ppm do xileno, de acordo com o referido
no DL n.° 24/2012. No primeiro turno (08h00-16h00) 2 fun¢des tiveram expostas a picos
com diferentes substéncias: operador de enchimento, que esteve exposto a estireno e
tolueno, e o operador de reator, que esteve presente em atividades com niveis elevados
de estireno e xileno. Neste caso do operador de enchimento, a aplicacdo da férmula
para a mistura de agentes também foi possivel o tolueno, tal como o estireno e o xileno,
afeta o SNC (Greenberg, 1997; Lee et al., 2003) e é biotransformado através do mesmo
sistema enzimético, o CYP450 (Jiménez-Garza et al., 2015). O tolueno também
apresenta um VLE-CD de 100 ppm de acordo com a Norma Portuguesa 1796 (2014).
Para as 2 funcfes os valores do efeito aditivo foram muito superiores a 1, 13,7 no caso
do operador de enchimento e 7,8 para a funcdo de operador de reator. O mesmo
verificou-se no segundo turno (16h00-00h00), novamente na funcéo de operador de
enchimento, onde o valor do efeito aditivo para a mistura de estireno e xileno foi de,
aproximadamente, 3,7. Concluindo-se assim que o VLE para as misturas
estireno/tolueno e estireno/xileno é excedido quando consideramos as concentragées
de pico das substancias em causa.

Quando o VLE para a mistura é ultrapassado a preocupacado deve ser semelhante a
existente quando um determinado agente quimico ultrapassa o seu nivel admissivel,
neste caso, o VLE (Mumtaz et al., 1997; Sarigiannis & Hansen, 2012; Kienzler et al.,
2014). Nesse sentido, em contextos ocupacionais a existéncia destes resultados, deve
aumentar a preocupacdo de um potencial efeito sobre a salude e consequentemente
pode e deve-se desencadear uma nova avaliagdo de risco (Mumtaz et al., 1997). Mas é
fundamental ter em consideracdo que a indicagdo numérica obtida ndo permite prever
0s potenciais efeitos na salude derivados da exposi¢cdo simultdnea a substancias,
todavia, possibilita compreender a for¢a do risco, atribuivel a cada substancia presente
na mistura (Sarigiannis & Hansen, 2012). Esta abordagem apesar de ser bastante
simples e amplamente aplicavel em misturas com componentes toxicologicamente
semelhantes, apresenta algumas desvantagens, nomeadamente, a dificuldade na
determinacdo dos érgaos-alvo para componentes especificos, o facto de ndo ter em
conta interacdes que possam potenciar ou reduzir as acdes de agentes quimicos que
estejam presentes em simultdneo e ndo tem em conta as exposi¢cdes que ocorrem fora
do contexto ocupacional e que podem potenciar respostas téxicas (Dennison et al.,
2004; Kienzler et al., 2014). Embora ja comecem a existir métodos que avaliem o risco
cumulativo da exposicdo a misturas, muitas vezes, ainda existem limitagbes na sua
aplicacdo, tais como, a falta de dados para realizar avaliagGes realistas. Atualmente
ainda existem muitas questfes pendentes e, portanto, é necessario o desenvolvimento

e harmonizacdo de terminologia e metodologias para a avaliacdo da exposicdo a
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misturas em diferentes setores legislativos (Kienzler et al., 2014; Kienzler et al., 2016)
De acordo ainda com a Norma Portuguesa 1796 de 2014, para substancias cujo valor-
limite é expresso por uma média diaria ponderada, as flutuacdes de concentracdo acima
da média ndo devem exceder 3 vezes o0 VLE-MP em mais de 30 minutos, por dia de
trabalho. Esta situacdo ndo foi verificada no presente estudo, uma vez que, 0S picos
associados ao estireno, durante o primeiro turno corresponderam a 3 pontos (D, He l)
gue excederam 3 vezes o0 VLE-MP do estireno (60 ppm) durante, aproximadamente, 22
minutos. Por outro lado, no segundo turno, 1 ponto (K) excedeu 3 vezes o VLE-MP
durante cerca de 4 minutos. Contudo, é importante garantir medidas de prevencéao e
protecao para que as atividades ndo excedam o referido na Norma, ja que, o primeiro
turno esteve proximo de atingir os 30 minutos, num dia de trabalho. Por sua vez
relativamente aos picos associados ao xileno, existem 3 pontos (A, C e G) que
excederam 3 vezes o VLE-MP do xileno (150 ppm) todos no decorrer o primeiro turno
durante, aproximadamente, 6 minutos, o que também nao ultrapassa o limite de 150
ppm. Importa ainda referir que um momento Unico de amostragem pode ndo conseguir
estimar todos os picos de exposi¢cdo que podem ocorrer durante a atividade, ou mesmo
caracterizar a exposicdo que ocorre num determinado contexto ocupacional onde as
condicbes ambientais podem mudar ou, onde diferentes trabalhadores adotam
diferentes modos operatorios que implicam exposi¢cdo (Symanski & Rappaport, 1994;
Ryan et al., 2003; Lee et al., 2004; Rosén et al., 2005).

No que concerne a avaliagdo biologica na urina os valores obtidos para os metabolitos
MA, PGA e MHA foram abaixo do limite de dete¢do, o que pode estar associado a
diferentes motivos. Primeiramente, o método utilizado para a quantificacdo dos
metabolitos pode néo ter sido o mais adequado por ndo ser sensivel o suficiente.
Estudos anteriores obtiveram LoD inferiores utilizando o mesmo recurso analitico (Prieto
etal., 2002; Sperlingové etal., 2003; Laffon et al., 2011a; Yamamoto et al., 2016;). Szlcs
et al., (2002), utilizando o método de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massa (GC/MS), revelou LoD de 0,0010 g/L para o MA, 0,0020 g/L para o PGA e
0,0020g/L, 0,01 g/L € 0,02 g/L para o o-MHA, m-MHA e p-MHA. Para além deste estudo,
outros estudos utilizaram métodos para a quantificacdo destes metabolitos com maior
sensibilidade, tais como, Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa
de tandem (LC-MS/MS) e Cromatografia Liquida de ultra eficiéncia acoplada
Espectrometria de Massa de tandem (UPLC-MS/MS) (Manini et al., 2002; Gagné,
2013). Assim, dado que as concentragfes de estireno e xileno, medidas através dos
amostradores pessoais, foram relativamente baixas seria expectavel a obtencao de
valores também baixos dos metabolitos na urina, que poderiam ter sido quantificados

através de métodos analiticos com LoD mais baixos.
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Outra possivel justificacdo para a auséncia de metabolitos na urina é pelo facto destes
trabalhadores estarem expostos simultaneamente a uma diversidade de solventes
organicos que podem interagir entre si e alterar a sua toxicocinética e, em concreto 0
momento em que ocorre a excrecao. No caso particular da empresa em estudo sdo
utilizados diversos solventes, nomeadamente, o estireno, o xileno, o tolueno e outros
hidrocarbonetos. O CYP450 é o principal grupo de enzimas envolvidas em diversas
reacdes funcionais, constituindo uma interface enzimatica entre humanos e uma ampla
variedade de produtos quimicos. Varios produtos quimicos, particularmente, os
determinados no presente estudo, sdo metabolizados por este sistema enzimatico
(Nakajima, 1997). Segundo Haddad et al., (2000), a cinética do estireno, xileno, tolueno
e outros COV pode sofrer modificacdes durante a exposicdo simultdnea com outros
agentes quimicos, nomeadamente, no aumento destes compostos inalterados no
sangue. Assim, pode-se concluir que quando existe uma substancia que compete com
outra pela mesma via metabdlica deve-se verificar se estas sao indutoras ou inibidoras
enzimaticas, uma vez que se uma das substancias for inibidora é esperado que a outra
substancia aumente no sangue e que haja retencdo, e consequentemente, que o
periodo de tempo até a excrecao dos seus metabolitos aumente (Viau, 2002).

No caso do estireno existem ainda estudos que recomendam colheitas de urina
adicionais no inicio do turno seguinte devido a elevada solubilidade do estireno nos
tecidos gordos, podendo o tempo de semi-vida nesse local chegar as 46h (Rodrigues et
al., 2018). Existem ainda alguns estudos que referem as potenciais consequéncias de
polimorfismos nos niveis de metabolitos na urina de individuos ocupacionalmente
expostos a estireno (Teixeira et al., 2004; Ma et al., 2005). Teixeira et al., (2004), refere
gue os polimorfismos GSTM1 podem modular a via metabdlica do estireno em
concentracdes baixas de exposicdo. O GSTM1 é um gene que pertence ao sistema
enzimatico da glutationa S-transferase (GST), que desempenha um papel
imprescindivel da biotransformacgéo de varias substancias xenobidticas e enddgenas
(Hatagima et al., 2000)

Contrariamente ao sucedido com os biomarcadores de exposi¢ao, os biomarcadores de
efeito, especificamente, biomarcadores genotoxicos utilizados no presente estudo
revelaram valores médios superiores de MN, NBUD, danos no DNA e dano oxidativo no
DNA nos trabalhadores. Estudos realizados em trabalhadores expostos a estireno
evidenciaram, tal como no presente estudo, um aumento de MN nestes individuos
qguando comparados com individuos ndo expostos (Laffon et al., 2002; Laffon et al.,
2006; Migliori et al., 2006; Teixeira et al., 2010). Estudos também desenvolvidos em
diferentes contextos ocupacionais onde a exposicdo ao xileno é uma realidade

corroboram os resultados obtidos neste estudo, revelando um aumento de MN (Diaz et
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al., 1990; Lamasters et al., 1997; Pitarque et al., 2002; Roma-Torres et al., 2006). Os
MN surgem de fragmentos de cromossomas ou de cromossomas inteiros que nao sao
incluidos nos nucleos-filhos durante a divisdo celular (Fenech, 2000; Fenech, 2007;
Bonassi et al., 2007; Chang et al., 2011). Os acontecimentos referidos anteriormente
podem ser induzidos por diversos fatores, nomeadamente, stress oxidativo ou
exposicao a substancias clastogénicas ou aneugénicas (Fenech, 2007; Bonassi et al.,
2007; Pardini et al., 2017). O potencial genotdxico dos agentes quimicos pode estar
associado a sua capacidade para induzir alteracbes cromossémicas estruturais
(clastogénicas) e numéricas (aneugénicas) (Parry et al.,, 2002). Alguns estudos de
exposicao ocupacional sugerem que o estireno, através da sua metabolizacdo para SO,
pode ser clastogénico para humanos (Nestmann et al., 2005; Vodicka et al., 2006).
Adicionalmente, Laffon et al., (2001b), evidenciou que a atividade genotdxica do SO é
preferencialmente clastogénica. No que concerne ao xileno, este ndo apresentou
propriedades clastogénicas em estudos realizados em ratos (Bloemen & Burn, 1993).
Foram igualmente observados valores médios superiores de NBUD nos individuos
expostos, verificando-se diferencas estaticamente significativas entre individuos
expostos e nao expostos. Estes resultados sugerem a existéncia de danos
cromossOmicos e/ou instabilidade no DNA no grupo exposto (Cassini et al., 2011,
Fenech et al., 2011). Outros estudos realizados em ambientes ocupacionais revelaram
o aumento de NBUD em individuos expostos a Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
(HAP) e, solventes e metais (Duan et al., 2009; Cassini et al., 2011).

Relativamente aos dados obtidos através do comet assay, evidenciou-se que 0s
trabalhadores apresentaram valores médios superiores de dano no DNA
comparativamente com o0s controlos. O presente estudo corrobora, assim, alguns
estudos ocupacionais que apresentaram igualmente um aumento de danos ao nivel do
DNA em trabalhadores expostos ao estireno (Somorovska et al., 1999; Teixeira et al.,
2010; Wongvijitsuk et al., 2011) e ao xileno (Roma-Torres et al., 2006; Rekhadevi et al.,
2010; Oliveira et al., 2011; Aquino et al., 2016; Xiong et al., 2016). O comet assay, como
biomarcador, reflete a exposicao atual e o nivel de dano no DNA presente no sangue
no momento da colheita de sangue (Kopjar et al., 2006). Porém, é necessario ter em
consideracdo que existem uma diversidade de fatores que podem influenciar o dano no
DNA medido através do ensaio supracitado (Mgller et al., 2000; Londofio-Velasco et al.,
2016). No presente n&do foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre individuos expostos fumadores e ndo fumadores. A inducdo de danos no DNA
devido aos habitos tabagicos tém sido um assunto controverso, onde diferentes estudos
tém apresentado resultados distintos (Hoffmann et al., 2005). Um dos motivos referidos

para a auséncia de efeitos associados ao consumo de tabaco é poder estatistico dos
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estudos. Um baixo poder estatistico pode ser a razdo para alguns estudos nao
demostraram indu¢éo de dano no DNA devido ao tabaco (Mgller et al., 2000; Hoffmann
et al., 2005). Nesse sentido, e uma vez que, a amostra do presente estudo era
relativamente pequena (Fumadores = 5; Ndo fumadores = 12), pode ter sido esse motivo
para ndo serem encontradas diferencas significativas entre o grupo de fumadores e o
grupo de nao fumadores.

Segundo Nagarathna et al., (2013) a extensdo de um dano ao nivel do DNA nao é
uniforme em todas as populacdes porque cada individuo apresenta diferentes
capacidades para a ativacao e desintoxicacdo de substancias quimicas, o que leva, por
exemplo, a variabilidade na incidéncia de cancro entre os individuos. Carpenter et al.,
(2002) referiu também que a suscetibilidade individual a efeitos toxicos e carcinogénicos
seja afetada significativamente pela genética. A presenca de polimorfismos genéticos
envolvidos no metabolismo de substancias quimicas pode ser uma das razfes para a
diferenca que os individuos tém para desintoxicar determinados compostos
(Nagarathna et al., 2013). Existem alguns estudos cientificos realizados com um intuito
de perceber o efeito de polimorfismos genéticos em trabalhadores expostos a estireno
(Godderis et al., 2004; Teixeira et al., 2004; Ma et al., 2005; Teixeira et al., 2011). De
acordo com Godderis et al., (2004), a existéncia de polimorfismos nas enzimas de
biotransformacdo da glutationa e nas enzimas de reparacdo podem explicar as
diferencas entre individuos na resposta genotéxica decorrente da exposicao ao estireno.
Ao comet assay realizado no presente estudo foi adicionado uma etapa suplementar,
com o objetivo de tornar o ensaio mais especifico e sensivel, que permitisse a avaliagdo
do dano oxidativo através da utilizacao da proteina FPG. Esta deteta o principal produto
decorrente da oxidacdo de purinas, 8-oxoguanina, bem como outras purinas alteradas
(Speit et al., 2004; Liao et al., 2009). O valor médio obtido ao nivel do dano oxidativo foi
muito superior em individuos expostos comparativamente com os individuos néo
expostos. Alguns estudos reportaram igualmente a existéncia de um aumento do dano
oxidativo em células sanguineas em trabalhadores expostos a estireno (Marczynski et
al., 1997; Cavallo et al., in press), BTX (Liu et al., 1996), HAP (Cavallo et al., 2006) e
silica (Schins et al., 1995). E certo que todas as células vivas sdo expostas de forma
continuada a radicais livres que podem ser potencialmente prejudiciais, inclusive, niveis
baixos de stress oxidativo podem refletir um metabolismo normal. A origem destes
radicais pode ser intracelular, isto é, surgem através do metabolismo celular normal, ou
extracelular, por exemplo, produzidos como consequéncia da exposicdo a agentes
guimicos e/ou agentes fisicos (radiacao ultravioleta) (Labréche & Goldberg, 1997; Evans
et al., 2004; Pilger & Rudiger, 2006; Silins & Hogberg, 2011; Malaguarnera et al., 2012)

As espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo usualmente geradas como
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consequéncia de um metabolismo anaerdbio, podem reagir, de uma forma destrutiva,
com o DNA (Halliwell & Gutteridge, 1998; Banmeyer et al., 2004). Acredita-se inclusive
gque o dano no DNA induzido pela presenca de ROS pode contribuir para a
carcinogénese, o envelhecimento e a neurodegeneracdo (Pilger & Ridiger, 2006;
Maynard et al., 2009). O dano oxidativo associado ao DNA pode levar a mutacdes que
ativam os processos de oncogénese ou, pelo contrario, inativam genes supressores de
tumores (Maynard et al., 2009). Pelo que é necessario ter em atencao trabalhadores
gue apresentem elevados niveis de dano oxidativo e compreender se a exposicao,
durante a realizacdo de uma determinada tarefa pode potenciar o aparecimento destes
danos.

No que concerne aos biomarcadores de efeito tentou-se ainda compreender se 0s anos
de empresa e a exposi¢cao ambiental ao xileno, estireno e COV totais (picos) poderiam
estar correlacionados positivamente ou negativamente com cada um destes
biomarcadores. Contudo, ndo foi encontrada correlagéo entre as variaveis. Um estudo
de Laffon et al., (2002), realizado a trabalhadores expostos a niveis baixos de estireno,
apresentou resultados contraditérios ao deste estudo, referindo que o tempo de
exposicao esté correlacionado positivamente com os MN e o dano no DNA. De acordo
com Roma-Torres et al., (2006), que realizou um estudo de avaliacdo da genotoxicidade
num grupo de trabalhadores de uma refinaria de petréleo, onde ocorre a exposicao a
compostos aromaticos como o xileno, o tempo de exposicao ndo demostrou ter efeitos
sigificativo nos biomarcadores utilizados, particularmente, MN e dano no DNA. Porém,
0 grupo exposto ha mais anos apresentou um aumento consideravel em todos os
biomarcadores em estudo.

Em relag&o aos resultados obtidos por fungéo, foi possivel observar que a funcdo de
Chefe de Turno foi a que apresentou uma média superior de MN. A média de MN nos
trabalhadores que desempenham a fungéo supracitada foi, aproximadamente, 3 vezes
maior que a média de MN observada nos individuos ndo expostos. Estes resultados
podem estar relacionados com o facto de os chefes de turno estarem expostos a
diferentes compostos quimicos nas mais variadas atividades. Como descrito no topico
4.2, estes trabalhadores desenvolvem atividades que podem estar inerentes a outras
fungdes. A somar ao referido anteriormente, séo trabalhadores que desenvolvem estas
a atividades ha muitos anos em condi¢bes operacionais que nem sempre foram as
mesmas. Estes sdo também trabalhadores com uma faixa etaria mais elevada, variando
entre 0s 44 e 0os 59 anos, e com mais tempo de atividade. Segundo Fenech & Bonassi
(2011) desde a década de 80 que é reconhecido o efeito da idade na frequéncia de MN.
O incremento de MN com a idade pode estar relacionado com a combinacdo de

diferentes fatores, nomeadamente, o efeito acumulativo de mutacBes adquiridas em
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genes envolvidos no processo de reparacdo de DNA e segregacdo cromossoémica e,
aberracdes cromossémicas numéricas ou estruturais causadas pela exposicao
ambiental ou ocupacional (Fenech & Bonassi, 2011). Os chefes de turno também
apresentam danos no DNA superiores aos dos individuos ndo expostos o que podera
estar relacionado, tal como nos MN, com a exposi¢cdo a agentes quimicos durante o
decorrer das suas tarefas, nomeadamente, a troca de filtros que em alguns casos
aconteceu pouco antes da realizacdo de colheitas de sangue.

Os Técnicos de Producdo e Analise revelaram valores médios de dano no DNA muito
superiores aos individuos ndo expostos, o que pode estar relacionado com 0s niveis
relativamente constantes e elevados de COV nos laboratdrios. O que significa que estes
trabalhadores estdo constantemente expostos, e por esse motivo apresentaram valores
médias de dano no DNA, aproximadamente, 3 vezes maior que os individuos expostos.
Outra razédo para valores elevados de dano no DNA é a tarefa de recolha de amostras
que apesar de ser geralmente rapida apresenta valores elevados de COV.

A funcéo de Operador de Reator foi a que apresentou valores mais elevados de dano
oxidativo, aproximadamente, 8 vezes superior quando comparado com os individuos
ndo expostos. Estes resultados podem estar relacionados com as atividades de adigédo
de matéria-prima em pequenas quantidades em cubas em que o solvente ja la esta, por
exemplo, no ponto D que corresponde a uma dessas adi¢cdes mediu-se 107 ppm de
COV totais. Adicionalmente, estes trabalhadores adicionam muitas vezes aos reatores
peroxidos, que estdo presentes na composi¢cdo de algumas resinas alquidicas, e que
podem ter contribuido o aumento do dano oxidativo ao nivel do DNA.

Por sua vez, as funcdes de Preparador de Cargas e Operador de Enchimento
apresentaram niveis muito superiores de dano no DNA, o que pode estar relacionado
com as varias atividades que desenvolvem e que apresentam, por vezes, niveis de
exposi¢cdo elevados, mesmo que por um curto periodo de tempo. Como € possivel
observar na tabela 15, o Preparador de Cargas e o Operador de Enchimento estiveram
expostos a picos elevados, por exemplo, os correspondentes ao ponto A e ao ponto H,
respetivamente.

Os resultados obtidos entre os biomarcadores de exposi¢cdo e os biomarcadores de
efeito ndo coincidem, no sentido, em que, nas amostras de urina os valores dos
metabolitos em estudo foram inferiores ao LoD do método, mas foram detetados efeitos,
tendo os trabalhadores apresentado médias superiores em praticamente todos os
biomarcadores de efeito comparativamente com os controlos. Alguns dos motivos para
a auséncia de metabolitos foram discutidos acima, porém, outras explicagbes podem
ser dadas para o aparecimento de efeitos, nomeadamente, estes estarem relacionados

com a exposicado a uma variedade de misturas e ndo s6 com a exposi¢cao ao estireno
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ou xileno. Apesar de o estireno e o xileno serem uns dos principais solventes utilizados
nas instalacbes industriais onde foi realizada o estudo, a verdade, é que estes
trabalhadores estdo expostos a outros solventes e matérias-primas que ndo foram
contempladas no estudo, nomeadamente, tolueno, white spirit, metiletilcetona (MEK) e
outros produtos quimicos, que por si s, ja sdo misturas. Este é um contexto de trabalho
relativamente complexo, pela quantidade e variedade de substancias que estédo
presentes todos os dias. Nesse sentido, 0 que podemos estar a observar com 0s
resultadas dos biomarcadores de efeito pode n&o ser decorrente da exposi¢céo a mistura
estireno e xileno, mas sim da exposicdo a estes compostos e outros tantos que fazem
parte deste ambiente de trabalho.

Os efeitos combinados decorrentes da exposi¢éo a varias substancias quimicas podem
estar associados ou nao a interacdes entre os componentes individuais. Quando néo
ocorrem interagfes podemos ter dois modos de acdo distintos, tal como referido no
tépico 1 do presente estudo, acdo semelhante e agéo dissimilar. Contudo, os agentes
quimicos também podem interagir uns com 0s outros e alterar a magnitude e a natureza
de um determinado efeito téxico. Estas interacdes podem ocorrer tanto na fase de
toxicocinética como na fase toxicodinamica, e resultar num efeito combinado mais forte
(efeito sinergético) ou fraco (efeito antagonista) do que seria de prever através do
conhecimento sobre a toxicidade e modo de acdo de cada um dos componentes da
mistura (DVFA, 2003). Nesse sentido, é fundamental adquirir e compreender
conhecimento cientifico relacionado com os componentes individuais e, potenciais
interagbes e efeitos combinados de misturas quimicas. A avaliagdo dos potenciais
efeitos de uma mistura de agentes quimicos requer uma abordagem em que haja a
colaboracéo de areas cientificas distintas, nomeadamente, toxicologia, epidemiologia,

avaliacdo de riscos, entre outras.
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6. Considerac0des finais

Ao longo dos anos tém existido uma preocupacao crescente sobre a tematica da
exposicao ocupacional a misturas quimicas. Esta preocupacédo prende-se com o facto
de a utilizacdo de agentes quimicos ser transversal a todos 0s setores econémicos,
abrangendo um elevado numero de trabalhadores expostos simultaneamente a varios
produtos quimicos. Outro motivo para o aumento gradual desta preocupacao é o facto
de poucas misturas terem sidos estudadas desconhecendo-se 0s possiveis efeitos
associados com a exposicao.

Os resultados revelaram concentracdes baixas destes compostos no ambiente de
trabalho, porém, picos elevados de COV totais foram obtidos para tarefas especificas.
Os nossos resultados revelaram um pico bastante elevado de outro composto, o
tolueno, o que corrobora os resultados de um estudo anterior realizado na mesma
fabrica. Foram sugeridas algumas medidas de controlo de risco, nomeadamente, a
colocacgao de ventilagédo geral mecanizada na zona onde se observaram esses picos de
concentragdo. Considera-se, no entanto, fundamental a realizacdo de uma nova
avaliacdo naquele local com o objetivo de compreender se a medida aplicada foi eficaz
na reducdo e/ou eliminacdo da contaminagao observada. Outras medidas de gestao de
risco devem ser igualmente pensadas para os locais que apresentaram picos elevados
de COV, nomeadamente, a implementacdo de equipamentos de protecdo coletiva
(ventilacdo localizada) e, caso se verifique ainda necessario, protecgdo individual.
Adicionalmente, devem ser promovidas acc¢des de sensibilizagdo dos trabalhadores
para a utilizacdo de equipamentos de protecao individual, uma vez que, na maioria das
atividades observadas, os trabalhadores ndo usavam mascara de proteccao
respiratdria, muito relevante quando se trata de substancias em que a principal via de
exposicao €é a inalatoria.

No que concerne a monitorizacdo biolégica, os metabolitos urinédrios estudados
apresentaram niveis abaixo do LoD do método analitico utilizado. Apesar de ndo terem
sido encontrados metabolitos na urina dos trabalhadores, a maioria dos biomarcadores
de efeito utilizados apresentaram valores médios superiores ao grupo de controlo, o que
pode estar relacionado com a exposicado a misturas observada.

A utilizacdo complementar monitorizacdo ambiental e biol6gica, além da consideracéo
de outra informacdo pertinente nomeadamente, habitos tabagicos e sociais, é

imprescindivel para uma avaliacéo do risco real e uma gestao do risco mais eficaz.
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6.1. LimitacGes do estudo

Uma das limitagcbes do presente estudo é o tamanho reduzido da amostra, nédo
permitindo avaliar a influéncia de algumas variaveis, nomeadamente, o efeito da
atividade exercida pelo trabalhador na frequéncia de biomarcadores genotéxicos.

O método analitico utilizado foi outra das limita¢cdes devido ao facto de apresentar uma

sensibilidade reduzida.

6.2. Perspectivas Futuras

Devido ao crescente interesse relativo a tematica exposicdo a misturas, nos ultimos
anos temos assistido a uma melhor compreenséo dos riscos associados a exposi¢ao
simultinea a agentes quimicos e das metodologias para avaliar esses riscos
(Kortenkamp & Faust, 2018; Bopp et al., 2018). O paradigma atual para avaliagdo do
risco a produtos quimicos esta muito focalizado nos efeitos dos componentes
individualmente, inclusive, o REACH centra-se muito na seguranca de substéancias
individuais (Sarigiannis & Hansen, 2012). Alguns organismos oficiais desenvolveram
alguns modelos matematicos para a avaliagao de misturas quimicas, mas existem ainda
vérias limitacbes devido a falta de dados para a realizacdo de avaliacbes ao mais
elevado nivel. Nesse sentido, existe ainda muitas questdes para as quais nao existem
resposta e sao necessarias orientacbes mais detalhadas, que harmonizem as
abordagens usadas em diferentes setores legislativos (Kienzler et al., 2016). Novos
estudos devem ser desenvolvidos com o objetivo de compreender as interacdes
toxicocinéticas e toxicodinamicas entre produtos quimicos em misturas, bem como a

variabilidade de processos bioldgicos.
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Anexo | — Método NIOSH 1501 (EN)

HYDROCARBONS, AROMATIC 1501
FORMULA: Table 1 MW: Table 1 CAS: Table 1 RTECS: Table 1
METHOD: 1501, lssve 3 EVALUATION: Full lssue 1: 15 August 1390

lsswe 3: 15 March 2003

OSHA : Tabls 2 PROPERTIES: Talde 1
HIOSH: Tabde 2
ACGIH: Tabds 2

SYNONYMS: Group A benzens Toduens elhyibenzens o-xybene mxens pemybens
[ Symo myms
in Table 1)  Growp B cumene plefdutyiicliens  a-melyistyrense f-mahyishrens slyrene
SAMPLING MEASUREMENT
SAMPLER: S0OLID SORBENT TUBE TECHHIQUE: GAS CHROMATOGRAPHY, FID
{eocomnut shell charcoal, 100 mg/s0 mg)
ANALYTE: Hydrocarbons Esled above
FLOW RATE: Table 3
DESORPTION: 1 mL C5,, stand 30 min with agitaion
WOL-MIN: Table 3
=M Table 3 INJECTION
VOLUME: 1pL (Geoup A splil 5:1;
SHIPMENT: FRouline Group B: splil 1:1)
SAMPLE TEMPERATURE
STABILITY: 30 days @ 5°C =INJECTION: 250 *C
-DETECTOR: 300 °C
BLANKS: 10°% of samples ~COLUMMN: Group A: 40 “C (10 min) o 230°C
{10 *Cimin)
Group B: 35°C (Bmin) o 225°C
{10°C Ariin)
CARRIER GAS: He @@ 26 mLirin
ACCURACY
COLUMN: Capilary, fused slica
RANGE STUDMED: Tabie 3 Group A2 30m x 0.324mm I0; 1-pm fm
1007% PEG or equivalent
BIAS: Table 3 Group B: 30m x 0.53mm ID; 3-pm fm
crosshonded® 35% dipheny 65%
OVERALL PRECISION (&) Table 3 dimethy polysloxans o equivalent
ACCURACY: Table 3 CALIBRATION: Solusons of anahdes in C5,
RANGE: Tabde 4
ESTIMATED LOD: Talded
PRECISION(S): Tabled

APPLICABILITY: Thismetod is for peak, ceiling, and TWA delerminalions of aromate hydrocarbons.  Inferaclions betwean
analyles may reduce breakihrough velumes and afiecd desorplion efficencies. Naphthalene, onginaly validaled in 5202 4],
failed o meel acceplable desorpion efficiency meovery and slomge stabilily aitesa alihe levels evalualed in this study.
However, Ihe agplcation of Biis meted to naphalene evels al of near the REL/PEL conlinues lo mesl acoaplable recovery
erileria. Styene falled 1o meel acceplable recovery criledia al he two lowesl levels evalualed in this study (highest level 1o
meal he crileria was 181 pgleample).

INTERFERENCES: Under condilions of high humidity, he breakfough volumes may be reduced. Olher vaalle arganic
compounds such as aloohols, kelones, ethars, and hﬂbqéﬂﬂéd h}ﬂl’mﬁﬂ&m1ﬂ ﬂml:lﬂlﬂl narlemnces,

OTHER METHODS: This method updales NMAM 1501 ssved on August 15, 1924 [1] which was based upon PACAM 127
(benzens, siyrene, ioluene, and xylene) [2]; S22 (pen-butylokene) [; 523 (cumene) [ 529 (ehybenzens) (3] ; 526
(a-methyistyrena) [3]; S30 (stysne); 5311 (benzene) [4]; 5343 (Louens) [4]; and SHE (wilenes ) [4].

NIDSH Manual of Anahdical Methods (NMAM ), Fourth Ediion
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HYDROCARBONS, AROMATIC

: METHOD 1501, Issue 3, dated 15 March 2003 - paga 2af 7

REAGENTS:

1.

SRR

Carbon disulfide”, low banzene,
chromatographic quality.
Analytes, reagant grada.
Halium, prepurified and fillered.

Hydrogean, prapurified and filtarad.

Air, prepurified and filtered.

" See SPECIAL PRECAUTIONS

EQUIPMENT:

&

. Sampler. glass tube, T ¢m long, 6-mm OD, 4-

mm D, flame-sealkd ands, containing two
sactions of activated coconut shell charcoal
(front = 100 mg, back = 50 mg) saparated by a
2-mm urathana foam plug. A silylated glass
wodl plug precades the front section and a 3-
mm urathana foam plug follows the back
saction. Tubes are commarcially availabla.

. Parsanal sampling pump, 0.01 to 1.0 Limin

(Table 3), with flexible connecting tubing.

. Gas chromatograph, FID, integrator, and

columns (page 1501-1).

. Autosampler vials, glass, 1.8 mL, with PTFE-

lined caps.

. Pipets, 1-mL, and pipet bulb.
. Syringes, 10-pL, 25-pL, and 250-pL.
. Volumeatric flasks, 10-mL.

SPECIAL PRECAUTIOMNS: Carbon disulfide is toxic and extremely femmable (flash point = -30°C),
banzenea is a suspact carcinogen. Prapare standards and samples in a well vantilated hood.

SAMPLING:

=

with flaxibla tubing.

in Tabla 3.

SAMPLE PREFPARATION:

CALIBRATION AND QUALITY CONTROL:

B. Calibrate daily with atleast six working standardsfrom balow tha LOD to 10 times the LOQ. If necessary,

plug in the vial along with the front sorbent section.

. Calibrata each parsonal sampling pump with a represenfative samplar in lina.
. Break the ends of the samplarimm adiataly before sampling. Attach samplar to personal sam pling pump

. Sample at an accurately known flow rate betwean 0.01 and 0.2 Limin for a total sample size as shown

. Cap the samplers with plastic (not rubber) caps and pack securaly for shipmant.

. Placa thae front and back sorbeant sections of the sampler tuba in separate vials. Include the glass woaol

. Add 1.0 mL eluent to each vial. Attach crimp cap to each vial immeadiataly.
. Allow to stand at lkeast 30 min with occasional agitation.

additional standards may be added to extend the calibmation curve.

a. Add known amounts of analytes to carbon disulfide solvant in 10-mL volumatric flasks and dilute to

the mark. Prapara additional standards by serial dilution in 10-mL wolu matric flasks.
b. Analyze togathar with samples and blanks (steps 11 through 12).
c. Prapare calibration graph (peak area of analyte vs. pg analyte par sampla).

NIOSH Maneal of Analytical Methods (NMAM ), Fouwth Edition
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HYDROCARBONS, AROMATIC: METHOD 1501, Issue 3, dated 15 March 2003 - page 3 of T

8. Deatermine desarplion efficiency (DE) at least once for @ach batch of charcoal usad for sampling in the
calibration range (step 8).
a. Prapare thrae tubas at each of five levels plus three media blanks.
b. Inject a known amount of DE stock solution (5 to 25 pL) directly onio front sorbant saction of each
charcoal tube with a micraliter syringea.
. Allow the ubes to air e quilibrate for sevaral minutes, then cap the ends of sach tube and allow to stand
avarnight.
d. Desorb (steps 5 through 7) and analyze togathar with standards and blanks (steps 11 and 12).
a. Prapara a graph of DE vs. pg analyls recoveanad.
10. Analyze a minimum of three quality control blind spikes and three analyst spikes to insure that the
calibration graph and DE graph are in contral.

MEASUREMENT:

11. Setgas chromatograph according to manufacturer's re commeandations and tocondifions given on page
1501-1. Inject a 1-pL sample aliquot manually using the salventflush technigqua or with an autosampler.
Mota: |If peak area is above the linear range of the working standards, dilute with solvant, reanalyza,

and apply the appropriate dilution factor in the calculations .

Analyta Approximate Retention Timeé (min)
benzena® 3.52
toluana® 6.13
athylbenzana® 10.65
o-xylang® 12.492
m-xylena® 11.33
p-xylang® 11.04
cumana® 18.61
p-tat-butyltoluan & 21.45
a-mat h],ris‘t],rranab 18.99
f-mathylstyrana® 20.82
stj,rranab 18.33

? Saparation achieved using a 30-m Stabilwax fused silica capillary colum.
Saeparation achiaved using a 30-m Rix-35 fused silica capillary column.

12. Measure peak areas.

CALCULATIONS:

13. Detarmina the mass, pg (corrected for DE) of analyte found in the sample front (W,) and back (W)
sorbant sactions, and in the average madia blank front (B,) and back (B,) sorbant sections.
NOTE: If W, > W10, report breakthrough and possible sample loss.

14. Calculate concentration, C, of analyte in the air volume sampled, WV (L):

W, +W,-B, - B,
C:tf y By o By)

> g /im’

MO TE: pgil =mgim?

MIOSH Manuwal of Anahytical Methods (MMAM), Fowth Editon

124



HYDROCARBONS, AROMATIC: METHOD 1501, Issue 3, dated 15 March 2003 - page 4 of 7

EVALUATION OF METHOD:

The desorption efficiency, at levels ranging from 5 times the LOQ to 0.1x the REL, was detarmined for each
analyte by spiking known amounts (in C35;) on coconut shall charcoal lubes. Both groups of analytas (A
and B) ware spiked together an the charcoal sorbant tubes. All analytes, with the exception of styrana and
naphthalene, exhibited acceptable desorption afficiancy recoveary results at all fiva levels evaluated. Styrana
failed to maatthe 75% recovery criteria atthe 18.1 pg and 90.6 pg levals. Maphthalene failed to meat tha T5%
criteria at all levels avaluated rmanging from 48.8 pg to 976.0 pg.

Each analyta, at a lavel approximately 0.05x REL/PEL, was evaluated for its storage stability @@ 5°C after 7,
14, and 30 days. Al analytes, with the excaption of naphthalene, had acceptable mcoveries after 30 days
storage.

REFERENCES:
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[2]
3]
[4]
5]

MIOS5H [1984]. Hydmocarbons, Aromatic: Mathod 1501. In: Eller PM, ad. NIOSH Manual of Analytical
Methods. 4th rev. ad. Cincinnati, OH: U.5. Departmeant of Health and Human Services, Public Health
Sarvica, Canters for Disease Control, Mational Institute for Occupational Safety and Health, DHHS
(MO 5H) Publication Mo. 84-113.

NIOEH [1877]. MIOSH Manual of Analytical Methods, 2nd. ed., V. 1, P&ECAM 127, U.5. Departmant of
Health, Education, and Welfare, Publ. (MIOSH) T7-157-A.

Ibid, V. 2, 522, 523, 525, 5§26, 529, 530, U.5. Department of Health, Education, and Wealfare, Publ.
(MIOBH) T7-157-B (1877).

Ibid, V.3, 52892,5311,5318, 5343, U.5. Departmant of Health, Education, and W alfara, Publ. (NIOSH)
T7-167-C (1877).

NIOSH [1977]. Documentation of the NIOSH Validation Tests, 522, 523, 525, 526, 529, 530, 5292,
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HYDROCARBONS, AROMATIC: METHOD 1501, |ssue 3, dated 15 March 2003 - page 5 of 7

TABLE 1. SYNONYMS, FORMULA, MOLECULAR WEIGHT, PROPERTIES

Em pirical
Mame/ Synon yms Formula

Molecular
Wisight

Bodling Point
*C)

‘apor Pressure
@ 25°C
{mm Hg)

(kPa)

Density
@ 20°C
fig/ml)

benzens
CAS#71-43-2
RTECS CY140 0000 C.H,

p-tedt

CAS 208-51-1

RTECS XSB400000

1-tert-bastyi-4 -methyl benzens C H,

CANMEen &

CASFI5-82-8

RTECS GRES 75000

isopropylbenzens C.H,

ethylbenzene
CAS #100-41-4
RTECS DAD 700000 C.H,.

a-methylstyrens

CAS FOB-83-9

RTECS WL 5075300

mopropen Wbenzene

{1 -methid etheny) -benzens CH,.

B-methylatyrene
CAS #873-66-5
RTECS DAB4OOSI0 G.H,.

fodusns

CAS #108-88-3

RTECS XSS5250000

methylb enzens CH,

xylend
CAS #1330-20-7 {artho)
RTECS ZE2100000 (meta)

dimethylbenzene (pxylene) (para)

Styrens

CAS #100-42-5

RTECS WL3ET 5000

winyib enzens C.H,

TE11

148.25

130,20

10617

118.18

118.18

92.14
10817

104.15

801

1028

1524

1362

1654

1750

1106

144.4
1301
1384

1452

07

4.7

9.6

25

6.7
8.8

61

127

[ili]

083

128

0.33

379

08
112
118

081

0879

0881

0ae2

0.857

0.900

0.911

0.867

0.880
i} 7]
0.861

0906

NICSH Manual of Anshytical Methods (MMAM), Fouth Edition
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HYDROCARBONS, AROMATIC: METHOD 1501,

Issue 3, dated 15 March 2003 - page 6 of 7

TABLE 2. PERMISSIELE EXPOSURE LIMITS, PPM

NIOSH ACGIH
OSHA mgymy*
Subatance TWA TWA c STEL TLV STEL per ppm

penzens 1 0.1 1 10° 3.19
p-tent-butyhinheens 10 10 20 1 608
CANTIENS 50 (akin) 50 (akin) 50 (akin) 4.01
ethyibenzens 100 100 125 100 125 434
a-methyistyrens 100 50 100 50 100 4.83
B-meth yistyrens 100 50 100 50 100 4.83
toduene 200 100 180 £0 {akin) 37T
oxylens 100 1007 150 100 150 4.34
m-xybens 100 100 100 150 434
pxylens 100 100 100 150 4.34
atyrens 100 50 100 50 100 {skin) 4.5

# Potential carcinogen
®Suspect carcinogen
® Group | Pesticida

TABLE 3. SAMPLING FLOWRATE”, VOLUME, CAPACITY, RANGE, OVERALL BIAS AND PRECISION

Range
Samipling Violume @ &t Crwerall
Rowrate Vehume: (L) Concentm ton WOL-MIN Bizs  Precsion  Accuracy
Substance {Limin} MIN A L}y {mafm™) {mafm’) %) [ {+%)
e ZEne <030 =] 30 =45 149 42 - 165 0.4 0059 11.4
pienbutyiiolens <020 1 0 44 112 -1 -10.3 007Tr 0.7
CANTIENE <020 1 30 =45 480 120 - 480 =11 0050 15.2
ethylbanzens <020 1 24 35 .7 ZxE - B84 -1.8 0.08F 171
a-methylatyrens <020 1 30 =45 40 236 -943 -T.8 0.06T 16.9
- methyd styrens « 020 1 30 =45 40 236 - 43 -T.8 0.061 169
tolusns «0.20 1 8 12 04 548 - 2100 16 0.052 109
aylens (o-,m-,p-) «0.20 2 23 35 8T0 218 - 870 -1.2 0.060 122
ahyrens <1.00 1 14 21 1710 426 - 1710 -1.9 0058 16.7

® Minimum recommended fow iz 0.01 Limin.

" v, = minimum sample volume @ OSHA TWA;
V.. = maximum sampls volume @ O5HA TWA

° Comected value, caloulsted from dats in Referancs &,

NIOSH Manual of Anahytical Methods (MMAM), Fouwth Edition
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HYDROCARBONS, AROMATIC: METHOD 1501, Issue 3, dated 15 March 2003 - page Tof 7

TABLE 4. MEASUREMEMNT RANGE AND PRECISION®

Measurement

Substance LOD Range Precision
(ngisample) (mg) (5
barzana 0.5 0.004-0.35 0.013
ped-butyltoluena 1.1 0.013-1.09 001
cumana 0.6 0.0389-3.46 o017
athylbanzana 0.5 0.045-8.67 0015
a-mathylstyrana 0.6 0.036-3.57 0014
[-mathylsty mna 0.6 0.035-0.728 0014
toluana 0.7 0.024-4.51 og22
a-xylana 0.8 0.044-10.4 0014
m-xylana 0.8 0.043-0.864 0013
p-xylana 0.7 0.043-0.861 0015
shyrana 0.4 0.181-8.49 0014

? Corractad va lua, calculated from data in [5].

HIOSH Manueal of Analytical Methods (MMAM), Fowth Editon
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Apéndice | — Questionarios aos trabalhadores

QUESTIONARIO

O presente questionario foi realizado no &mbito do estudo da “Avaliacao da exposigcao
a misturas numa industria quimica”, que tem como objetivo avaliar a exposicao

ocupacional ao xileno e estireno na Resiquimica.

SECCAO | - IDENTIFICACAO

1.1. Idade: anos

1.2. Nome:
(Apenas para identificacdo da exposicéo)

SECCAO Il — HISTORIAL SOCIAL

2.1. Carga tabéagica

- Fuma ou alguma vez fumou? Sim[ ] Né&o[ ]

- Se sim, com que idade comecou a fumar regularmente? __ anos

- Continua a fumar? Sim[_] Quantos cigarros por dia?
N&o [ ] Quando parou de fumar?

2.2. Consumo de alcool

Com que frequéncia consome éalcool?

Qual a quantidade que consome?

Seccao lll — Suscetibilidade individual

3.1. Toma alguma medicacdo? Sim[ | Né&o[ |

3.1.1 Se sim, qual?

3.2. Fez algum tratamento de quimioterapia ou radioterapia? Sim[_] N&o[ ]

3.2.1. Se sim, ha quanto tempo? (meses ou anos).

3.3. Toma algum suplemento alimentar?

Sim|[ ] Néo[ ]
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Se sim, quais?

Seccao IV — Tempos livres

Que tipo de atividades desenvolve para além da sua atividade profissional?

Obrigada!
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Apéndice Il - Termo de Consentimento Informado

Termo de Consentimento Informado
O estudo da “Avaliagdo da exposicao a misturas numa industria quimica” tem como objetivo
avaliar a exposigdo ocupacional ao xileno e estireno, em colaboradores de uma industria
quimica, através de monitorizagdo ambiental e biolégica, bem como investigacdo de potenciais
efeitos genotdxicos com o prepésito de conhecer os possiveis efeitos sobre a saude dos
trabalhadores e minimizar a exposi¢éo as substancias referidas anteriormente.
De forma a concretizar 0s nossos objetivos, pretendemos recolher amostras de urina e sangue

periférico de individuos expostos profissionalmente a xileno e estireno.

Eu,

(nome completo), dou o meu consentimento livre e informado, para participar na realizacdo da
colheita acima referidas, autorizando posterior uso e publicacdo dos dados. E ainda que:

e Assisti & sessdo de esclarecimento acerca da execuc¢éo do estudo;

e De acordo com as explicagbes que me foram prestadas, fui informado que me sera
colocado um coletor de ar portétil sobre o peito, durante a realizacdo de determinadas
tarefas, e serdo realizadas colheitas de urina e sangue para posterior tratamento e
doseamento do xileno e estireno;

e Se pretender, irei receber uma copia dos resultados das minhas analises de ar e urina,
realizadas no ambito deste estudo;

e Tive oportunidade de colocar questdes sobre o estudo e esclarecer as minhas duvidas, no
decorrer da sessédo e no periodo apdés a mesma, ao longo de todo o decorrer do estudo;

e Se tiver alguma davida poderei esclarecé-la a qualquer altura com a responsavel do
projeto, Marcia Meneses;

e Compreendi que a minha participacdo neste estudo é voluntéria, podendo desistir do
estudo, se o desejar, sem ter que dar qualquer explicacdo e sem qualquer repercussao

em relagdo a qualquer vertente da minha atividade laboral.

Obrigada pela aten¢éo e disponibilidade.

Assinatura do Trabalhador: Data: / /

Assinatura do Investigador Responsavel:
Data: / /

(Nota: O presente formulario de consentimento informado é composto apenas pela presente pagina).
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