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RESUMO

Introducdo: Os medicamentos antineoplasicos sdo amplamente utilizados no
tratamento do cancer. Apresentam caracteristicas citotoxicas, podendo apresentar
potencial risco de exposicdo aos profissionais responsaveis pelo seu manuseio. O
monitoramento biolégico, como a avaliacdo de parametros de estresse oxidativo e
de danos de genotoxicidade sdo importantes para melhorar a seguranca e diminuir o
risco ocupacional dos trabalhadores envolvidos. Objetivo: Demonstrar os efeitos da
exposicdo ocupacional aos medicamentos antineoplasicos sobre parametros de
estresse oxidativo e dano ao DNA, em profissionais da saude envolvidos no
manuseio desses agentes em um hospital universitario no sul do Brasil. Método: O
estudo caso-controle com delineamento longitudinal, envolveu 64 individuos, sendo
29 farmacéuticos, técnicos de farmacia e enfermeiros expostos ocupacionalmente
aos medicamentos antineoplasicos e 35 profissionais ndo expostos. Foram avaliados
a presenca de mutacdes génicas através do teste de micronucleos a partir de fluido
salivar, o dano ao DNA pelo ensaio de cometa e parametros de estresse oxidativo
em sangue total. Resultados: Todos os trabalhadores expostos aos medicamentos
antineoplasicos utilizavam equipamentos de protecdo individual (EPI), de acordo
com sua atividade e recomendacao internacional. Foi demonstrado que os niveis da
enzima glutationa reduzida (GSH) e da quantidade de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) apresentaram interacdo entre grupo e tempo, com niveis
maiores uma semana poés-manuseio/administracdo de  medicamentos
antineoplasicos no grupo exposto. Adicionalmente, evidenciou-se um efeito do grupo
nas atividades das enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase, onde

trabalhadores ocupacionalmente expostos aos medicamentos antineoplasicos



apresentaram maiores atividades enzimaticas em relacdo aos nao expostos. Nao foi
demonstrado dano genotoxico através dos parametros avaliados. Concluséo:
Apesar da utilizacdo correta de EPI, os profissionais ocupacionalmente expostos a
medicamentos antineoplasicos foram mais suscetiveis ao estresse oxidativo do que
0S ndo expostos. A avaliacdo dos parametros estudados € de grande importancia
para a definicAo de condutas e praticas na area, sempre em busca de garantir o

estabelecimento de uma politica racional de protecdo a saude do trabalhador.

Palavras-chave: agentes antineoplasicos, exposi¢cdo ocupacional, ensaio cometa,

estresse oxidativo, teste de micronucleos, cromatografia, urina.



ABSTRACT

Introduction: Antineoplastic drugs are widely used in the cancer's systemic
treatment. They present cytotoxic characteristics occurring occupational exposure to
the professionals involved in its handling. Biological monitoring, such as the oxidative
stress parameters and DNA damage evaluation are important to improve safety and
reduce the occupational risk of the workers involved. Objective: Our goal was to
demonstrate the effects of occupational exposure to antineoplastic drugs on oxidative
stress parameters and DNA damage in , in health professionals who manipulate and
administer antineoplastic drugs who manipulate and administer antineoplastic drugs
in a University Hospital in Southern Brazil. Methods: The case-control study with a
longitudinal design, involved 64 individuals, 29 of them pharmacists, pharmacy
technicians and nurses who were occupationally exposed to antineoplastic drugs and
35 professionals who were not exposed. Gene mutations were determined by
micronucleus from salivary fluid; DNA damage by comet assay and oxidative stress
parameters in whole blood were also evaluated. Results: All workers exposed to
antineoplastic drugs used personal protective equipment (PPE). It was demonstrated
that the total non-protein thiol and thiobarbituric acid reactive substances levels
showed interaction between group and time, with higher levels one week after
handling/administration of antineoplastic drugs in the exposed group. Additionally,
there was a group effect on the activities of the catalase and glutathione peroxidase
antioxidant enzymes, and workers occupationally exposed to antineoplastic drugs
had higher enzyme activities compared to those not exposed. No genotoxic damage

was demonstrated through the evaluated parameters. Conclusions: Despite the



correct use of PPE, professionals occupationally exposed to antineoplastic drugs
were more susceptible to oxidative stress than those not exposed. The evaluation of
the studied parameters is especially important for the definition of conducts and
practices in the area, always in search of guaranteeing the establishment of a rational

policy to protect workers' health.

Keywords: antineoplastic agent, occupational exposure, comet assay, oxidative

stress, micronucleus test, chromatography, urine
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1 INTRODUCAO

Os medicamentos antineoplasico, largamente utilizados como modalidade de
tratamento sistémico do cancer sao classificados como carcinogénicos,
teratogénicos, mutagénicos ou genotoxicos para humanos. Por ndo apresentarem
acao seletiva para células cancerosas, poderdo também causar efeitos em células
saudaveis, ocorrendo dessa forma, exposicdo ocupacional aos profissionais
envolvidos no seu manuseio (OSHA, 1985; IARC, 2004; ASPH, 2006; ALCANTARA
et al., 2009; POWER; COYNE; HAWKINS, 2018). Esses medicamentos podem ser
utilizados isoladamente ou, mais frequentemente em forma combinada, formando os
protocolos. Sao diluidos em diferentes solucdes e preparados individualmente para
cada paciente, sendo administrados em infusées em diferentes concentragdes,
volume e tempo (OSHA, 1985).

Muitos profissionais da saude estdo envolvidos no manuseio desses
medicamentos considerados citotoxicos, e, em diferentes etapas do processo (do
recebimento do medicamento a administragdo no paciente), podem ser
contaminados através do contato com a pele ou inalagdo de aerossoéis. O maior risco
de absorcdo é a percutdnea no caso de um derramamento ou vazamento, onde
pode ocorrer a contaminacao pessoal e/ou ambiental (OSHA, 1985; ISOPP, 2007;
GRAEVE et al., 2017).

Diversas agéncias e sociedades internacionais, assim como a legislacao
vigente, desenvolvem diretrizes e normas para as boas praticas e cuidados na
manipulacédo e administracao dessa terapia (OSHA, 1985; ASPH, 2006; IARC, 2004;

POWER; COYNE; HAWKINS, 2018). Dessa forma, os medicamentos considerados
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citotOxicos e que apresentarem riscos ocupacionais, devem ser manipulados por
profissionais qualificados, levando em consideracdo a combinacdo de técnicas
rigidas no manuseio, a utilizacdo de equipamentos de protecdo coletivo (EPC) e
individual (EPI), garantindo dessa forma, a protecdo pessoal, da equipe e do
ambiente (BRASIL, 2004; BRASIL, 2005; BRASIL, 2007; NIOSH, 2004; ISOPP,
2007; EASTY et al., 2015; POWER; COYNE; HAWKINS, 2018; ASPH, 2006;
YODAIKEN; BENNETT, 2019).

Diferentes métodos para o monitoramento da exposicdo ocupacional de
trabalhadores envolvidos na manipulacdo e administracdo de medicamentos
antineoplasicos estdo sendo realizados: ensaios de cometa, teste de micronucleos
em linfocitos de sangue periférico e fluido salivar, métodos citogenéticos de analise
de aberracbes cromossdmicas e troca de cromatides irmas, métodos de
mutagénicos e tioésteres na urina, e quantificacdes de farmacos e seus metabalitos
através de cromatografias (REKHADEVI et al., 2007; BERNABEU-MARTINEZ et al.,
2018).

Em vista disso, o objetivo do estudo foi demonstrar os efeitos da exposi¢ao
ocupacional aos medicamentos antineoplasico sobre enzimas oxidantes, desbalanco
oxidativo e danos ao DNA, em profissionais da saude envolvidos no manuseio

desses agentes em um hospital universitario no sul do Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

Esta revisao esta focada no risco ocupacional aos profissionais farmacéuticos
e enfermeiros expostos na manipulacdo e administracdo de medicamentos
antineoplasicos respectivamente e a importancia dos cuidados e protecdo no
manuseio desses agentes. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de
dados: LILACS, SciELO e, PubMed, no periodo de 1997 a 2019. Foram incluidos
também livros textos, diretrizes de 6rgdos internacionais, leis e resolucfes nacionais
na area de medicamentos antineoplasicos. Foram realizadas buscas através dos
termos: “antineoplastic drugs”, “occupational exposure”, “Comet Assay”, “Oxidative

Stress”, “Micronucleus test”, “chromatography”, “urine”, e suas combinacfes

apresentadas na Figura 1.

Descritores:
Agentes Antineoplasicos, Antineoplastic agent
Exposicao ocupacional, Occupational exposure
Ensaio cometa, Comet assay
Estresse oxidativo, Oxidative stress
Testes para micronucelos, Micronucleus test
Cromatografia, Chromatography

Urina, Urine
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LILACS <—-  SCIELD

1546 artigos
1+2 ; -
707 artigos * 8 artioos = 4 artigos
10atioos < [G3EGAS)
1+2+ 32 0
27 arinos
5 arigos < 34 atigos
1+2+4 0
4 articos = 10 artigas
G artigos < [EEREEEN e :
2 adigos < 30 adigos
147 artinos
1+2+6 1 artigo
499 artigos
10 attigns < [BY9EHin0S
1+2+6+7 1}

2 arigos <= 36 artigos

Figura 1. Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que
fundamentam os objetivos deste estudo. Fonte: Elaborado pelo autor em 2019. Legenda:
Caixas em laranja indicam os artigos que foram incluidos na revisdo de acordo com 0s
critérios de inclusdo, tendo agentes antineoplasicos como fator de estudo e exposicao
ocupacional como desfecho.
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ESTRATEGIAS:

Pubmed
(Antineoplastic Agents[mh] OR Antineoplastic Agent*[tw] OR Antineoplastic Drug*[tw]
OR Chemotherapeutic Anticancer Drug[tw] OR Antineoplastic*[tw] OR Antitumor
Drug*[tw]) AND (Occupational Exposure[mh] OR Occupational Exposure[tw]) AND
(Comet Assay[mh] OR Comet Assay*[tw] OR Single-Cell Gel Electrophores*[tw] OR
Alkaline Comet Assay*[tw] OR Oxidative Stress[mh] OR Oxidative Stress*[tw] OR
Micronucleus Tests[mh] OR Micronucleus Test*[tw] OR Micronucleus Assay*[tw] OR
(Chromatography[mh] OR Chromatograph*[tw]) AND (Urine[mh] OR urine[tw])) = 51

(1997 - 2019)

Lilacs
(“Antineoplastic Agents” OR “Antineoplastic Agent” OR “Antineoplastic Drugs” OR
‘Antineoplastic  Drug” OR  “Chemotherapeutic ~ Anticancer Drugs” OR
“‘Chemotherapeutic Anticancer Drug” OR Antineoplastics OR Antineoplastic OR
‘Antitumor Drugs” OR “Antitumor Drug”) AND (“Occupational Exposure”) AND
(“Comet Assay” OR “Single-Cell Gel Electrophoresis” OR “Oxidative Stress” OR
“‘Micronucleus Tests” OR “Micronucleus Test” OR “Micronucleus Assay” OR

Chromatography OR Urine) = 3

Scielo:
("Antineoplastic Agents” OR "Antineoplastic Agent" OR "Antineoplastic Drugs" OR
"Antineoplastic  Drug” OR  "Chemotherapeutic  Anticancer Drugs” OR

"Chemotherapeutic Anticancer Drug” OR Antineoplastics OR Antineoplastic OR
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"Antitumor Drugs” OR "Antitumor Drug”) AND ("Occupational Exposure") AND
("Comet Assay" OR "Single-Cell Gel Electrophoresis” OR "Oxidative Stress" OR
"Micronucleus Tests" OR "Micronucleus Test" OR "Micronucleus Assay" OR

Chromatography OR Urine) = 1



2.2 MAPA CONCEITUAL

Medicamento Antineoplasicos
¥
causam danos ao DMNA,

'

Exposigan Ocupacional em profissionais
(analigado porsangue, fluido salivar e unina)

—

Frofissionais Farmacéuticos,
técnicos defarmacia e Prafissionais ndo expostos
enfermeiros expostos

durante a semana detrabalho

N 1

oem danos de
BxpOsicAnY

Danas de
BXpOSIGADY

Sem danos de
BXpOsicEn?

Figura 2. Mapa conceitual

23

Os medicamentos antineoplasico causam danos ao DNA, devido as suas

caracteristicas citotoxicas. A exposicao ocupacional aos profissionais farmacéuticos,

técnicos de farmacia e enfermeiros envolvidos no seu manuseio, pode ser

identificada e quantificada por diferentes testes em amostras de sangue, fluido

salivar e urina. O dano pode ser comparado com o inicio e final da semana de

jornada de trabalho e com um grupo ndo exposto a esses farmacos. Os resultados

demonstram diferentes valores de danos de exposicdo a esses profissionais (Figura

2).



24

2.3 CANCER

O cancer € um termo genérico constituido por um conjunto de mais de 100
tipos de doencas caracterizadas pelo crescimento desordenado (maligno) de células
anormais, podendo afetar qualquer parte do organismo, através da invasdo de
tecidos ou oOrgaos a distancia (metastase). Apresentam muitos subtipos anatdémicos
e moleculares que exigem estratégias de manejos especificas. Outros termos
utilizados séo tumores malignos e cientificamente de neoplasias (WHO, 2018).

Uma estimativa mundial produzida pelo Observatorio Global do Cancer
(Global Cancer Observatory — GCO) da Agéncia Internacional de Pesquisa Sobre
Cancer (International Agency for Research on Cancer — IARC) aponta a ocorréncia
de 18,1 milhdes de novos casos e 9,6 milhdes de mortes em 2018, onde 1 em cada
6 mortes é devido ao cancer (WHO, 2018; WILD, 2014; IARC, 2018).

Estima-se, para o Brasil, biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos
novos de cancer, para cada ano. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma
(cerca de 170 mil casos novos), ocorrerdao 420 mil casos novos de cancer. Os
canceres de prostata (68 mil — 31,7%) em homens e mama (60 mil -29,5%) em
mulheres serdo os mais frequentes. A distribuicdo da incidéncia por Regido
geografica mostra que as Regides Sul e Sudeste concentram 70% da ocorréncia de
casos novos, com predominancia dos tipos de préstata, mama feminino, pulméao e
intestino (INCA, 2018).

O tratamento do céancer pode ser realizado de forma isolada ou por
combinagcdo da cirurgia, radioterapia ou tratamento farmacologico (anteriormente
chamado de quimioterapia, porém atualmente, com frequéncia, inclui também os

agentes hormonais e biologicos). A definicdo da escolha ird depender do tipo de



25

tumor e do estagio do seu desenvolvimento. A terapia farmacoldgica podera ser

usada isoladamente ou como adjuvante de outras terapias (RITTER et al., 2016).

2.4 QUIMIOTERAPIA ANTINEOPLASICA

Os medicamentos antineoplasicos séo largamente utilizados para o
tratamento do cancer, entre outras patologias como a artrite reumatoide, esclerose
multipla e desordens autoimunes. Dessa forma, s&o utilizados isoladamente ou,
mais frequentemente em forma combinada, formando os protocolos. Sdo diluidos
em diferentes solucBes e preparados individualmente para cada paciente, sendo
administrados em infusbes em diferentes concentracfes, volume e tempo (OSHA,
1985).

Esses farmacos atuam em todas as células, tanto normais quanto tumorais,
assim contam com uma pequena margem de seletividade. Possuem diferentes
mecanismos de acao, conforme sua classificacdo e estrutura quimica (NIOSH,
2004). A terapia anticancerigena foi ampliada com a inclusdo de substancias que
atuam na regulacao hormonal do tumor e também das que atuam no controle do
ciclo celular defeituoso, que é a base da malignidade (RITTER et al., 2016).

Os principais farmacos antineoplasico podem ser classificados em agentes
alquilantes e derivados da platina, antimetabdlitos, antibioticos citotoxicos, derivados
vegetais e agentes diversos ou multiplos que ndo se enquadram nas categorias
anteriores. Incluem na terapia medicamentosa 0s horménios e 0s anticorpos

monoclonais, conforme Tabela 1. (RITTER et al., 2016)
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Classe

Subclasse

Medicamentos

Mecanismo de agao

Agentes alquilantes
e derivados da
platina

Mostarda
Nitrogenada

Ifosfamida, Clorambucil,
Estramustina,

Ciclofosfamida,
Bendamustina,
Mecloretamina, Melfalano

Alquilsulfonados Bussulfano
Etileneminas e | Tiotepa
Metilaminas

Derivados da Metil-
hidrazina:

Procarbazina

Nitrosuréias

Carmustina, Estreptozocina, Fotemustina,
Lomustina;

Triazenos

Dacarbazina, Temozolamida

Formam ligag6es covalentes com o
DNA e, assim, impedem sua
replicagéo.

Antimetabolitos

Derivados da Platina
Inibidores e
Anélogos da Purina

Carboplatina, Cisplatina, Oxaliplatina
Azatioprina, Cladribrina,  Fludarabina,
Mercaptopurina, Nelarabina, Pentostatina,
Tioguanina

Blogueiam ou subvertem uma ou mais
vias metabdlicas envolvidas na
sintese do DNA e/ou RNA.

Andlogos do Ac. | Metotrexato, Pemetrexede, Palatrexato,

Folico Raltitrexato;

Anélogos das | Capacetabina, Citarabina, Citarabina

Pirimidinas Lipossomal, Floxuridina,  Fluorouracil,
Gencitabina;

Blogueiam a sintese de DNA e/ou

RNA por inibicdo de enzimas
importantes na via metabdlica.
Imitam  substancias naturais do

organismo, como:
aminoacidos, vitaminas, etc.

Antibidticos
citotoxicos

Antraciclinas

Doxorrubicina, Doxorrubicina lipossomal
peguilhada, Daunorrubicina,
Daunorrubicina Lipossomal, Epirrubicina,
Idarrubicina, C, Mitoxantrona,

Qutros

Bleomicina, Dactinomicina D, Mitomicina

Substéncias de origem microbiana
gue evitam a divisdo celular nos
mamiferos.

Inibidores da Topoisomerase e
intercaladores do DNA.

Derivados vegetais

Alcaléides da Vinca:

Vimblastina, Vindesina, Vincristina,
Vinorelbina;

Taxanos

Cabazitaxel, Docetaxel, Paclitaxel,
Nab-Paclitaxel

Afetam de forma especifica a funcéo
microtubular e, portanto, a formagédo
do fuso mitético.

Campotecinas:

Irinotecano, Topotecano

Epipodofilotoxinas

Etoposido, Teniposido;

Inibidores da Topoisomerase

Horméonios/
antagonistas

Hormdnios/analogos

Buserelina, dietilestilbestrol, etinilestradiol,
goserelina, histrelina, lanreotida,
leuporrelina, medroxiprogesterona,
megesterol, noristerona, triptorrelina,
octreotida, pasreotida

Antagonistas

Bicalutamida, ciproterona, degarelix,
flutamida, fulvestranto, mitotano,
tamoxifeno, toremifina

Atuam como agonistas fisioldgicos,
antagonistas ou inibidores da sintese
de horménios para perturbar o
crescimento tumoral
hormonodependente

Inibidores de Anastrozole, exemestano, letrozol
aromatase
Inibidores da | Inibidores da Axitinibe, crizotinibe, dasatinibe, erlotinibe, | A inibicdo de quinases envolvidas na
proteina tirosina quinase gefitinibe, imatinibe, lapatinibe, transducao
Quinase ou de outras nilotinibe, pazopanibe, ruxolitinibe, do receptor do fator de crescimento
quinases sunitinibe, vandetanibe, vemurafenibe
Inibidores da Everolimus, sorafenib, temsirolimus
Panquinase
Anticorpos Anti-EGF, EGF-2 Panitumumabe, trastuzumabe Blogueia a proliferacéo celular
monoclonais Anti- Brentixumabe, ofatumabe, rituximabe Inibic&o da proliferacéo linfocitaria
CD20/CD30/CD50
Anti-CD3/EpCAM Catumaxomabe Liga-se a moléculas de adeséo para
ou CTLA-4 promover morte celular
Anti-VEGF Bevacizumabe Impede angiogénese
Varios Antagonistas do Bexaroteno Inibe proliferag¢éo e diferenciagcéo
receptor X celular
retinoide
Inibidor do Bortezemibe Ativacdo da morte celular
proteassoma programada
Enzima Asparaginase, PegAsparaginase, | Esgota asparagina
Cristantaspase
Citotéxicos Porfimero, temoporfina Acumulam-se nas células e
fotoativadores provocam sua morte quando

ativados pela luz

Fonte: (RITTER et al., 2016)
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2.5 EXPOSICAO AOS MEDICAMENTOS ANTINEOPLASICOS

Os medicamentos antineoplasicos apresentam caracteristicas carcinogénicas,
mutagénicas, teratogénicas, e/ou genotdxicos ou também podem produzir efeitos
toxicos em baixas doses quando administradas em humanos ou animais. Porém,
nem todas as substancias sdo dotadas de acdo carcinogénica, podendo ser
classificadas como possivelmente carcinogénica, provavelmente carcinogénica ou
nao carcinogénica, conforme Tabela 2, de acordo com a Agéncia de Pesquisa em
Cancer (International Agency for Research on Cancer — IARC). Diversas agéncias e
sociedades internacionais que desenvolvem diretrizes para as boas praticas e
cuidados na manipulacdo e administracdo dessa terapia, consideram substancia
citotoxica, qualquer agente que apresentar pelo menos um desses efeitos (NIOSH,
2004 ;POWER; COYNE; HAWKINS, 2018; OSHA, 1985; YODAIKEN; BENNETT,

2019; IARC, 2004).

Tabela 2. Classificacdo dos agentes cancerigenos do IARC.

Grupo 1 Carcinogénico para humanos 120 agentes
Grupo 2A  Provavelmente carcinogénico para humanos 82
Grupo 2B Possivelmente carcinogénico para humanos 311

Nao classificavel quanto a sua carcinogenicidade para os seres
Grupo 3 500
humanos

Fonte: https://monographs.iarc.fr/agents-classified-by-the-iarc/. Acesso: julho, 2019.

O Instituto Nacional de Segurancga e Saude Ocupacional (National Institute for
Occupational Safety and Health — NIOSH) publicou em 2004 um alerta de prevencao

de exposicdo ocupacional aos medicamentos antineoplasico e outras substancias
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consideradas citotoxicas. Nessa publicacédo, foi compilada uma lista de substancias
gue podem acarretar danos aos profissionais expostos. Essa lista foi atualizada com
publicacbes em 2010, 2012, 2014 e 2016 (NIOSH, 2004; SIDEROV; KIRSA;
MCKAUCHLAN, 2010; CONNOR TH, 2014; SERVICES, 2016), havendo em 2018
uma proposta de inclusdo de novas substancias na lista (CDC, 2018).

A NR-32 do Ministério do Trabalho determina como sendo risco ambiental os
agentes fisicos, quimicos e biolégicos existentes nos locais de trabalho que possam
vir a causar danos a saude dos trabalhadores (BRASIL, 2005). O item 9.1.5.2 dessa

NR define agentes quimicos como sendo:

[...] substancias, compostos ou produtos que possam penetrar no
organismo pela via respiratéria, nas formas de poeiras, fumos,
névoas, neblinas, gases ou vapores, ou que, pela natureza da
atividade de exposi¢cdo, possam ter contato ou ser absorvido pelo
organismo atraves da pele ou por ingestdo (BRASIL, 2005).

O manuseio dos medicamentos citotdxicos exige grande cuidado por parte
dos profissionais de saude, pois pode haver contaminacdo através do contato com a
pele ou inalacédo de aerossois em diferentes etapas do processo (do recebimento do
medicamento a administracdo no paciente) (OSHA, 1985; ISOPP, 2007; GRAEVE et
al., 2017).

Os danos podem ocasionar em curto prazo: cefaleia, vertigens, tonturas,
erupcdes na pele, vomitos e em longo prazo: infertilidade, sequelas enddcrinas,
menopausa precoce, alteragbes muscoesqueléticas, disfungcdes imunoldgicas,
anomalias fetais, abortos espontaneos, anormalidades na gravidez, danos do DNA,
aumento na frequéncia de micronucleos, aumento das trocas de cromatides-irmas,

leucemia ou outros tipos de cancer (NIOSH, 2004; DE SOUZA et al., 2015; KUMARI,;

LOBO; SEQUIRA, 2017). No entanto, é dificil mensurar o risco, 0 dano em longo
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prazo desses agentes ao individuo sadio, qual a magnitude de exposi¢cdo segura a
esses farmacos (NIOSH, 2004; CONNOR; MCDIARMID, 2009).

O dano no material genético promove um aumento da frequéncia de
micronucleos nos linfécitos, aumento das trocas de cromatides-irmas, maior nivel de
excrecdo urinaria antineoplasica, aumento dos casos de céancer, aumento da
incidéncia de descida congénita e o0 aborto no primeiro trimestre de anormalidades
gravidez sdo alguns dos resultados encontrados neste estudo. Os grupos
potencialmente expostos séo 0s pacientes, trabalhadores da industria farmacéutica,
farmacéuticos, enfermeiros, médicos, 0 pessoal relacionado a Ilimpeza e
higienizacéo, pesquisadores, familiares e cuidadores (ALCANTARA et al., 2009). O
profissional farmacéutico é o responsavel exclusivo pelo preparo dos medicamentos
antineoplasico, e deve ter experiéncia e pratica nessa atividade (CFF, 1996), assim
como o enfermeiro € o responsavel pela sua administracdo no paciente (COFEN,
2018).

Os profissionais responsaveis pelo manuseio dos medicamentos
antineoplasicos estdo expostos a contaminacdo em diversos momentos, na retirada
da solucéo do frasco-ampola, na reconstituicdo dos farmacos, abertura de ampolas,
retirada do ar da seringa que contém o medicamento, conexdo de agulhas e
retiradas de tampas das seringas, manuseio de medicamentos antineoplasicos via
oral (OSHA, 1985; YODAIKEN; BENNETT, 2019).

O risco para o profissional que manuseia medicamentos antineoplasicos € o
resultado da combinacgéo da toxicidade do farmaco com a exposi¢ao no curso diario
das atividades de trabalho (ASPH, 2006; POWER; COYNE; HAWKINS, 2018).
Estudos tém evidenciado contaminagcdo nas superficies de trabalho, onde sé&o

encontrados residuos na parte externa da cabine de fluxo laminar, paredes, pisos,
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prateleiras, bancadas, equipamentos, embalagens e frascos de medicamentos,
seringas, bombas elastoméricas, tanto nas areas de preparacdo quanto da
administracdo. Apesar de nem todas as amostras apresentaram niveis detectaveis
de drogas, todos os estudos tém demonstrado que a contaminacdo da superficie
existe e € comum em areas onde sdo armazenados, preparados, administrados ou
descartados medicamentos citotéxicos (WILD, 2014; GRAEVE et al., 2017,
BERNABEU-MARTINEZ et al., 2018; REDIC et al., 2018).

O contato através das excretas e fluidos corporais ou de roupas utilizadas,
podem conduzir a uma exposicdo significativa. Dessa forma, existe uma grande
preocupacao por parte dos trabalhadores quanto ao grau de exposicdo e os danos
gue esses agentes podem ocasionar tanto a curto quanto em longo prazo (OSHA,
1985; NIOSH, 2004; CONNOR; MCDIARMID, 2009; YUKI et al., 2013; EASTY et al.,
2015).

No caso dos antineoplasicos nédo existe um limite de exposicdo permitido para
cada um dos medicamentos, necessitando dessa forma medidas de prevengéo.
Assim, a importancia do monitoramento ambiental e de niveis basais nos
profissionais que manuseiam os farmacos. A grande limitacdo dessas medidas é a
quantificacdo, ndo é possivel definir a dose individual exata a qual o trabalhador foi
exposto (KUPCZEWSKA-DOBECKA et al., 2017).

Quanto ao monitoramento dos antineoplasico, ha muitas dificuldades técnicas
e analiticas. Nao existe um padrdo mais adequado em relacdo ao tipo de
amostragem e ao método de analise que permita uma avaliacdo da exposicao e do
risco. Dessa forma, € importante conhecer a quantidade de farmaco manipulado, da
modalidade de difusdo no ambiente, caracterizar a area de maior contaminacéo,

conhecer a via de absorcdo do antineoplasico em questdo e a proporcéo entre a
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dose cutanea e respiratoria, a eficiéncia dos dispositivos de protecdo coletiva e
individual e conhecer a eventual transferéncia de microquantidades residuais
presentes no ambiente de trabalho a areas contiguas (MARTINS; ROSA, 2004).
Diferentes métodos para o monitoramento da exposicdo ocupacional de
trabalhadores envolvidos na manipulacdo e administracdo de medicamentos
antineoplasicos estdo sendo desenvolvidos: ensaios de cometa, teste de
micronucleos em linfocitos de sangue periférico e fluido salivar, métodos
citogenéticos de andlise de aberracdes cromossdmicas e troca de cromatides irmas,
métodos de mutagénicos e tioésteres na urina, e quantificacbes de farmacos e seus

metabdlitos através de cromatografias (BERNABEU-MARTINEZ et al., 2018).

2.6 METODOS DE MONITORAMENTO DE EXPOSICAO OCUPACIONAL

2.6.1 Teste de micronucleos

O micronucleo (MN) é um nucleo adicional e separado do ndcleo principal de
uma célula, formado por cromossomos ou fragmento de cromossomos que ndo sao
incluidos no nucleo principal durante a mitose. Sua formacéo se deve a alteracdes
estruturais cromossdmicas espontaneas ou decorrentes de fatores ambientais ou,
ainda, a falhas no fuso mitético, sendo, portanto, excluido do novo nucleo formado
na teléfase. Os MNs podem ser Unicos ou multiplos (SCHMID, 1975; RAMIREZ;
SALDANHA, 2002; CARRARD et al., 2007). A ocorréncia dos MNs representa uma
instabilidade genética e comprometimento na viabilidade celular causados por
defeitos genéticos ou exposicdo exdgena a agentes genotdxicos/mutagénicos
(THOMAS; FENECH, 2011)

A atuacdo de agentes clastogénicos (provocam quebra cromossOmica) e
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aneurogénicos (interferem no fuso mit6tico) durante a mitose e meiose, Sao
responsaveis pela origem das aberracdes cromossémicas estruturais e numéricas
em células somaticas, podendo levar a formacéo de uma neoplasia (SCHMID, 1975;
CARRARD et al., 2007; RAMIREZ; SALDANHA, 2002).

O epitélio bucal esta em constante contato com agentes ambientais
(genotdxicos), € um sitio alvo importante para substancias téxicas inaladas ou
ingeridas. Quando as células basais do epitélio bucal estdo expostas a esses
agentes, podem ocorrer danos genéticos, incluindo a formag¢do do microndcleo.
Como essas ceélulas apresentam um periodo de renovacdo de 25 dias, a formacgéao
do MN deve ser considerado um dano agudo e local (CARRARD et al., 2007).

O teste de Micronucleos em Células Esfoliativas Orais (CEO) também é um
nos meéetodos que podem ser utilizados para detectar danos ao DNA, instabilidade
cromossOmica, morte celular e o potencial regenerativo do tecido bucal humano.
Considerado pouco invasivo, rapido, facil contagem, baixo custo e sensibilidade
elevada, especialmente quando comparado com estudos em amostras sanguineas
para linfécitos ou bidpsia tecidual. No entanto , os fatores de confusdo como idade,
género, tabaco, consumo de &alcool, dieta e estilo de vida devem ser analisados
(HOLLAND et al.,, 2008; THOMAS; FENECH, 2011). Existe uma grande variacao
interindividual (de até 17 vezes) na ocorréncia de MNs, que pode ser devido a
fatores genéticos ou acao de agentes genotéxicos nao identificados (STICK; ROSIN,
1983).

Uma das técnicas para identificagdo de Micronucleos que vem sendo
bastante utilizadas é a coloracdo de May-Griinwald/Giemsa (MGG), pois apresenta

uma boa visualiza¢do do nucleo, conforme Figura 3 (NERSESYAN et al., 2006).
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Figura 3. Célula bucoepitelial com presenca de micronucleos (flechas). Coloragéo
de Giemsa 5% (DOMINGUEZ ODIO et al., 2006)

O resultado dos testes de MNs pode ser expresso pelo nimero total de MNs

por células avaliadas por individuo, pela frequéncia de células micronucleadas ou

pela média de MNs por célula (CARRARD et al., 2007).

2.6.2 Ensaio de Cometa

O ensaio de cometa (EC), ou eletroforese em gel de célula Unica, € um
método de estudo genotoxicoldgico rapido, sensivel e eficiente utilizado para
quantificar lesdes e detectar os efeitos de reparo no DNA de células
individualizadas. Essa metodologia apresenta a vantagem de utilizar um pequeno
namero de células que ndo necessariamente estejam em divisdo e poder detectar
pequenos danos ao DNA (SILVA, 2007; SCHERER; STROHSCHOEN, 2013).

As células séo englobadas em gel e espalhadas sobre uma lamina, onde sdo
submetidas a uma corrente elétrica que age como uma for¢ca proporcionando a
migracao dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do ndcleo.
Apos a eletroforese, as células que apresentam um nucleo redondo séo identificadas

como normais, sem danos detectaveis no DNA. As células que apresentarem uma
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cauda, similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA, sé&o consideradas
células lesadas. Esses fragmentos podem ter diferentes tamanhos, e estar ou ndo
associada ao nucleo. O tamanho dessa cauda € proporcional a dimensdo do dano
que foi causado, porém a simples visualizacdo do cometa ja pode significar que
houve danos ao DNA, podendo ser quebras de fita simples, duplas, crosslinks, sitios
de reparo por excisdo e/ou lesbes alcali-labeis, conforme Tabela 3. A medida do
comprimento da cauda pode ser através de um ocular de medidas ou classificar
visivelmente, em diferentes niveis de dano, obtendo um valor arbitrario que expresse
o dano geral sofrido pelas células (VILLELA et al., 2006; SILVA, 2007; SCHERER,;

STROHSCHOEN, 2013).

Tabela 3. Tabela de classificacdo de imagens das células cometas observadas.

Imagem Observada Cauda/Cabecga Classes de Danos

4 . Sem cauda 0

Sem cabeca 4

Fonte: (VILLELA et al., 2006).

Diversos autores estdo desenvolvendo protocolos e aperfeicoando a técnica,

que teve o inicio com a metodologia de eletroforese do DNA em micro-gel
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(OSTLING; JOHANSON, 1984), e atribuido maior sensibilidade com o uso de

solucéo alcalina (SINGH et al., 1988).

2.6.3 Estresse Oxidativo

O oxigénio € uma molécula fundamental para a vida, componente essencial
para o metabolismo celular, porém altamente reativo e qualquer situacdo que ocorra
consumo em excesso (exercicio aerobico, fosforilacdo oxidativa, NADP(H) e xantina
oxidase) pode levar a producéo de radicais livres (RL) (VIADA PUPO et al., 2017).

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Quando em excesso apresentam
efeitos prejudiciais, como a peroxidacdo dos lipidios de membrana e agresséo as
proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA, podendo
desencadear diversas patologias como o cancer (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; BARBOSA et al., 2010; DE OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010; GOUVEIA; LIMA,
2017).

A geracdo dos radicais livres (RL) € um processo continuo e fisiol6gico,
cumprindo importantes funcdes biologicas. Os mediadores atuam transferéncia de
elétrons em varias reacdes bioquimicas, pois sdo substancias quimicas contendo
um ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de valéncia, altamente
instaveis, com tempo de meia vida curta e com alta reatividade. Os RL podem ser
gerados no citoplasma, mitocondrias ou na membrana, onde seu alvo celular
(proteinas, lipidios, carboidratos e DNA) esta relacionado com seu sitio de formagéo.
Sua producdo em propor¢cbes adequadas, possibilita a geracdo de adenosina
trifosfato ou ATP (energia), porém quando excessiva, ocorre um desequilibrio entre

as moléculas oxidantes e as de defesa antioxidantes, resultando em danos celulares
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chamado de estresse oxidativo (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; BARBOSA et al.,
2010; VIADA PUPO et al., 2017).

O estresse oxidativo ocorre quando a producao de radicais livres aumenta até
0 ponto onde o sistema antioxidante celular ndo consegue remover ou neutralizar
tudo que é produzido. Uma das consequéncias € a oxidacdo dos acidos graxos poli-
insaturados das membranas celulares, ou seja, a peroxidacao lipidica que provoca
danos e impede a passagem de nutrientes (proteinas e glicose) e diminui a
capacidade de reacdo do sistema imunolégico. Esse estresse € acompanhado do
aumento das defesas antioxidantes enzimaticos, porém, quando ha producdo de
uma grande quantidade de RL pode desencadear danos e morte celular (GOMEZ-
OLIVAN et al., 2014; BARBOSA et al., 2010).

O organismo possui protecdo antioxidante composta por 3 sistemas
enzimaticos como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GSH-Px) oxida a glutationa reduzida (GSH), paraoxonase
1(PON-1), conforme Tabela 4, n&o enzimaticos, como endogenas (bilirrubina, acido
arico, glutationa, vitaminas (C e E), polifendis, micronutrientes como o selénio) e
exdgenas (medicamentos que diminuem a inflamacdo como estamina, anti-
inflamatorios, precursores da glutationa, como a N-acetilcisteina) (BARBOSA et al.,

2010; E OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010, BIRBEN et al., 2012),


http://seer.unipampa.edu.br/index.php/siepe/article/view/1401
http://seer.unipampa.edu.br/index.php/siepe/article/view/1401
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Tabela 4. Sistemas enzimaticos antioxidantes conforme sua acdo biolégica e seus

sitios de acéo

Enzima (sigla) Acdo biol6gica Locais

Catalisa a desmutacao do 02--, Abundante nas células

Superoxido dismutase (SOD) convertendo-o em H202 aerébicas

Eritrécitos e baco, rins
dos mamiferos e
figado

Catalisa a agua e oxigénio para

Catalase (Cat) formacéo de H202

Catalisa a reducédo do H202 e

s ~ 3 . Citosol
peréxidos orgénicos para o seu alcool

Glutationa peroxidase (GSH-Px)

Mantém o sistema de protecao celular
integro através da reducéo da forma
oxidada (GSSG) para a forma reduzida
(GSH)

Glutationa redutase (GSH-Rd) Figado e linfonodos

Fonte: (DE OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010)

2.6.4 Método de Quantificacdo

A cromatografia € um método analitica e quantitativa, considerada uma forma
de analise muito importante, por ser facilmente adaptavel a diversas moléculas e
ions, ser rapida, pratica e precisa. Envolve uma série de processos fisico-quimicos
de separacdo de misturas em funcdo de suas caracteristicas moleculares e se
destaca pela facilidade em efetuar ndo apenas a separacdo, mas também
identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, sozinha ou combinada com
outros métodos de andlise. Assim, € fundamentada na migracédo diferencial dos
componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacoes, entre duas
fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria pelo estado fisico da fase mével
pode ser classificada em: cromatografia gasosa, cromatografia liquida e
cromatografia supercritica (PEREZ, 1977; VIEIRA, 1998; METROPOLITANA, 2007).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE; em inglés: High performance

liquid chromatography, HPLC) é uma das principais técnicas utilizadas na analise de
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compostos ndo volateis e/ou termicamente instaveis. Este método é capaz de
separar e analisar quantitativamente varios compostos da amostra em poucos
minutos, com alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade. O HPLC €& uma excelente
técnica de separacdo, porém quando a analise qualitativa (confirmacdo da
identidade quimica) também é necessaria, pode ser acoplada a espectrometria de
massas (MS). Esse acoplamento da origem a uma ferramenta analitica verséatil e de
grande potencial na andlise qualitativa e quantitativa: a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com espectrometria de massas (CLAE-MS), conforme Figura 4 (PEREZ,

1977; VIEIRA, 1998; LANCAS, 2013).

Figura 4. Equipamento basico de CLAE. a) reservatério da fase movel; b) bomba de
alta pressdao; c) valvula de injecéo; d) coluna; e) detector e f) registrador (VIEIRA,
1998).

2.7 EVIDENCIAS DE EXPOSICAO OCUPACIONAL NA SAUDE DOS
TRABALHADORES

A primeira evidéncia documentando a exposi¢cdo ocupacional em enfermeiras
envolvidas no preparo de medicamentos antineoplasico foi desenvolvido por Falck e

colaboradores. Demonstrou através da analise de urina, que o0 risco aumenta
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conforme o tempo de exposicdo dos trabalhadores, considerando assim, a
importancia do revezamento semanal entre os trabalhadores (FALCK et al., 1979).

Desde entdo, varios estudos para 0 monitoramento da exposi¢cado ocupacional
de trabalhadores envolvidos na manipulacdo e administracdo de medicamentos
antineoplasicos estdo sendo desenvolvidos (BERNABEU-MARTINEZ et al., 2018).
Aberracbes cromossémicas e ensaio de micronlucleos nos danos no genoma em
linfécitos de sangue periférico em farmacéuticos e enfermeiros diretamente
relacionados com o tempo de exposicdo do trabalhador foram evidenciados,
demonstrando que o manuseio de antineoplasicos sem devidas precaucdes causa
risco genotéxico, colocando a necessidade de biomonitoramento regular em
individuos expostos (EL-EBIARY et al, 2013). Em estudo multicéntrico foram
comprovados aumento na frequéncia dos micronucleos em enfermeiros em relacéo
ao grupo controle (MORETTI et al, 2015).

Uma revisao sistematica e metanalise, identificou e analisou o uso do ensaio
do micronucleo em bloco de citocinese de linfocitos (L-CBMN) como biomarcador de
risco genotéxico em profissionais de salde expostos a medicamentos
antineoplasico. Foram analisados 24 estudos, publicados de 1988 a 2015, medindo
MN em linfécitos do sangue periférico em profissionais de salude ocupacionalmente
expostos. Em 15 desses 24 (62,5%), as frequéncias de MN aumentadas foram
reconhecidas em individuos expostos em comparag¢do com os controles. Em 16 dos
24 (66,6%), pelo menos um outro biomarcador de genotoxicidade, além do ensaio L-
CBMN, foi empregado para o monitoramento do efeito bioldgico. Em diversas
analises, também foi realizado o teste de microndcleo em células bucais
esfoliadas. Outros estudos concentraram-se em parametros de genotoxicidade, tais

como trocas de cromatides irmas (3 estudos), aberragbes cromossémicas (6
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estudos) ou dano primario ao DNA investigado pelo ensaio cometa (7 estudos)
(VILLARINI et al., 2016).

Reviséo sistematica e metandlise com 26 estudos corroboram com esses
achados (GIANFREDI et al.,, 2017). Metanalise selecionou através de rigorosos
critérios de inclusdo, 17 estudos, mostrando que o nivel de aberracbes
cromossOmicas foram significativamente maiores que os controles em dia normal de
trabalho, sugerindo limitar ao maximo a exposicdo desses profissionais aos
antineoplasicos, tanto quanto possivel (ROUSSEL et al., 2017).

O risco genotéxico em profissionais farmacéuticos e enfermeiros que
trabalham com medicamentos antineoplasico foi avaliado em hospital universitario
de Porto Alegre, sul do Brasil, demonstrando aumento significativo na frequéncia de
micronucleos sem correlacdo com a idade, sexo, habitos de fumo e élcool. As
frequéncias de pontes dicéntricas e anomalias de fuso sugerem acdo de
clastogénicos nesse grupo (MALUF; ERDTMANN, 2000). Outro estudo com
microndcleos em células bucoepiteliais no qual cerca de 70% dos profissionais nédo
usavam mascara protetora e 83% estavam expostos diretamente a agentes
quimicos demonstrou haver lesdes citogenotéxicas, ndo havendo também
correlagdo com idade ou habitos (DOMINGUEZ ODIO et al., 2006).

MORETTI et al. (2015) descreve o seu estudo multicéntrico envolvendo cinco
hospitais do norte e centro da lItalia, demonstrou aumento na frequéncia dos
micronucleos e aberracbes cromossOmicas em linfocitos de sangue periférico e
deteccdo de residuos de ciclofosfamida na urina em enfermeiros em relacdo ao
grupo controle (MORETTI et al., 2015). Dano citogenético nos linfécitos de sangue
periférico, em estudo com 71 enfermeiras e 10 farmacéuticos expostos comparados

a 74 profissionais no grupo controle pareado. Foi analisado aberragdes
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cromossoOmicas, troca de cromatides irmas, aumento de micronucleos (MAHMOODI
et al., 2017).

Outros estudos tém demonstrado aumento de micronucleos em farmacéuticos
e enfermeiros responsaveis pelo preparo e administracdo de antineoplasico
(HOLLAND et al., 2008; REKHADEVI et al., 2007; THOMAS; FENECH, 2011,
DOMINGUEZ ODIO et al., 2006; MORETTI et al., 2015; EL-EBIARY; ABUELFADL;
SARHAN, 2013; LADEIRA et al., 2014). No entanto, estudo na Italia ndo demonstrou
aumento estatisticamente significante em MN em sangue periférico (VILLARINI et

al., 2012).

Revisdo sistematica (15 estudos elegiveis) e metanalise (14 estudos
elegiveis) concluiu que uma mistura de parametros pessoais, variaveis
metodoldgicas e caracteristicas de exposicdo, podem ser responsaveis por dados
heterogéneos de estudos de ensaios de cometas e que interferem nos resultados
conclusivos. A falta de medidas quantitativas de exposicdo ambiental e variacdo nos
protocolos dos ensaios entre os estudos sdo obstaculos importantes para analise

dos resultados (ZARE SAKHVIDI et al., 2016).

Buschini et al. (2013) avaliaram danos no DNA em globulos brancos de 63
enfermeiros que manipulam drogas antineoplasicas em cinco hospitais italianos e 74
controles, usando a versdo alcalina do ensaio em leucdcitos. Para detectar dano
oxidativo do DNA e lesdes especificamente, o ensaio Cometa/ENDO Il e 0 ensaio
Cometa/araC foram realizados em leucocitos e linfocitos, respectivamente. Apenas
em linfocitos isolados tratados com araC, apresentou valor médio significativamente
menor para a porcentagem de DNA na cauda do cometa, nos expostos em relagcéao
ao controle, sugerindo uma exposi¢ao cronica potencial a drogas antineoplasicas

(BUSCHINI et al., 2013).
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Estudo caso-controle conduzido na regido central da Italia, com 52
farmacéuticos e enfermeiros, demonstrou que a extensédo do dano primario ao DNA,
conforme avaliado pelo ensaio do cometa, foi significativamente aumentada no
pessoal exposto em relacdo aos controles correspondentes, e por outro lado, nao foi
observado diferenca significativa na frequéncias de micronucleos entre 0s grupos

(MORETTI et al., 2013).

As técnicas de ensaio de cometa (EC) e cromatografia gasosa (CG-MS)
foram utilizadas no estudo em um hospital no centro da Itélia, encontrando dano
primario no DNA de leucécitos de sangue periférico significativamente aumentado
em enfermeiros expostos comparado com o grupo controle, e niveis detectaveis de
ciclofosfamida nas amostras de urina pés turno de trabalho em 7 (17,5%) desses

profissionais (VILLARINI et al., 2011).

A genotoxicidade e o stress oxidativo em farmacéuticos e enfermeiros
envolvidos no manuseio de antineoplasicos foi maior em comparacdo ao grupo
controle. O estudo demonstrou aumento nos niveis de danos no DNA e stress
oxidativo, através dos parametros utilizados, (ROMBALDI et al., 2009). Outro estudo
demonstrou lesédo no DNA detectada por ensaio cometa, mutagdes, geralmente
avaliadas por linfécitos do sangue periférico (SUSPIRO; PRISTA, 2011; ROMBALDI

et al., 2009).

Em um estudo caso-controle, multicéntrico em hospitais no México, o0 stress
oxidativo foi medido através de marcadores bioquimicos, em enfermeiras que
trabalhavam sem protecdo individual, apresentando niveis relativamente maiores
(GOMEZ-OLIVAN et al., 2014). Porém, em outro estudo na india, nem todos os

marcadores de stress Oxidativo, estavam aumentados em 60 enfermeiras que
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manipulavam e administravam medicamentos antineoplasicos sem protecao
individual (MAHBOOB et al., 2012).

Estudo de caso-controle realizado com enfermeiras no sul da india, avaliou
por ensaio de cometa, teste de micronlcleos (plasma e epitélio bucal), e
Ciclofosfamida na urina em Cromatografia Gasosa com espectrometria de massas
(CG-MS), demonstrou contaminacdo significativa no grupo exposto em relacdo ao
controle (REKHADEVI et al., 2007).

Pesquisa realizada em um hospital na Italia, detectou aumento significativo de
aberracdes cromossémicas e ndo demonstrou diferencas significativas no ensaio de
cometa em linfécitos de enfermeiros e técnicos de farmacia em relacdo ao grupo
controle. Enquanto o mesmo teste de microndcleos com células bucais esfoliadas
encontrou valores mais altos em enfermeiros que administram drogas
antineoplasicas do que técnicos de farméacia. Na andlise de urina foi observado a
presenca do metabolito 5-fluorouracil a-F-Balanina em concentragdes significativas
apenas em 3 de 25 enfermeiros. No monitoramento de contaminacdo de superficie
mostrou presenca de niveis detectaveis de Ciclofosfamida, I-fosfamida e Fluorouracil
(CAVALLO et al., 2005), e em 10 farmacias hospitalares na Espanha, detectou em
Cabine de Seguranca Bioldgica e pisos na frente da cabine, residuos dos mesmos
medicamentos (VALERO-GARCIA et al., 2018). Revis&o na literatura selecionando
treze estudos realizados em farmacias em cinco continentes, a area de maior
qguantidade de residuos encontrados sdo em cabines e pisos, com diversos
medicamentos, sendo a ciclofosfamida a mais frequente, e a utilizacdo de
Dispositivos de Sistema Fechado uma forma de reduzir a exposi¢cdo (LANCHARRO
et al., 2016).

A avaliacdo da contaminacdo desses trabalhadores esta sendo realizada por
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diferentes métodos que encontrou a presenca de residuos de diferentes
quimioterapicos na urina (TURCI et al., 2006; SOTTANI et al., 2010; SUGIURA et al.,
2011).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo por ultravioleta
(CLAE-UV) é um dos métodos muito utilizados para determinacdo de farmacos
citotoxicos no ambiente e em fluidos corporais (LARSON; KHAZAELI; DILLON,
2003). Estudo analisou além da contaminacdo nas superficies da cabine de
seguranca biologica, a excrecdo na urina de Ciclofosfamida e I-fosfamida em
farmacéuticos e enfermeiros em hospital no Japédo, ndo detectando em todas as
amostras (MAEDA et al.,, 2010). Outro estudo, utilizando Cromatografia Liquida
acoplada com espectrometria de massa (MS/MS), analisou a presenca de
Gencitabina, Ciclofosfamida e I-fosfamida, e ndo detectou concentracfes desses
farmacos na urina de farmacéuticos e enfermeiros, entretanto apresentou 54% de
residuos desses farmacos e 19% de contaminacdo de Ciclofosfamida nas
superficies encontradas na farméacia e enfermagem (SOTTANI et al., 2012). Outro
estudo multicéntrico (66 centros) no Canada, encontrou 43,4% positivas para
ciclofosfamida, 13,2% para ifosfamida e 6,9% para o metotrexato de residuos em
superficies na farmacia e nas unidades de enfermagem, pela técnica com
Cromatografia com espectrometria de massa (ROLAND; CARON; BUSSIERES,
2017).

A deteccdo através de Cromatografia liquida de alta eficiéncia com
espectrometria de massas (CALE-MS), de residuos de Ciclofosfamida na urina de
trabalhadores com diferentes atividades (farmacéuticos, enfermeiros, meédicos,
nutricionistas, auxiliares de farméacia e enfermagem, voluntarios) e exposicdo aos

antineoplasicos, encontrou niveis maiores que o limite de deteccdo em 55% do
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grupo exposto (HON et al., 2015). Em outro estudo também foi detectado residuos
de Ciclofosfamida e seus metabdlitos em urina de trabalhadores (KASEL et al.,
2004).

Estudo de validacdo do método bioanalitico por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia/lonizacdo por electrospray com Espectrometria de massas
(CLAE/ESI-MS/MS), na determinacdo simultanea de Ciclofosfamida, I-fosfamida,
Doxorrubicina, Epirrubicina e Daunorrubicina, em analise de amostras de urina de
trabalhadores farmacéuticos e enfermeiros expostos aos medicamentos,
demonstrou ser um método adequado pela sua seletividade e linearidade para o
monitoramento da exposicao ocupacional (SOTTANI et al., 2008).

O método de CLAE foi utilizado para determinar a concentracdo de
Gencitabina e seu metabdlito no plasma humano, sendo efetivamente aplicado para
estudos de farmacocinética em pacientes chineses submetidos a tratamento
quimioterapico (ALCANTARA et al., 2009).

Estudo piloto de monitoramento biol6gico realizado em um hospital no
Canad4, avaliou na urina coletada no final de turno de trabalho durante a semana,
de farmacéuticos, técnicos em farmacia e enfermeiros, a presenca de
Ciclofosfamida, I-fosfamida, Metotrexato e Alfa-fluoro-alanina (principal metabdlito
urinario do 5-Fluorouracil), em UHPLC-MS/MS. Nao foi detectavel concentragdes de
nenhum dos farmacos avaliados na urina, 0 que sugere a boa aderéncia aos
equipamentos de protecdo recomendadas para as atividades (POUPEAU et al.,
2017). Outro estudo realizado em hospital na Italia, também n&o encontrou residuos
Ciclofosfamida, I-fosfamida, Cisplatina e a-Fluoro-B-alanina na urina de
trabalhadores expostos, porém encontrou residuos em superficies nas areas de

trabalho (DUGHERI et al., 2018). Em outra instituicdo da Italia, encontrou residuos
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de I-rinotecano, dos oito medicamentos analisados em UHPLC-MS/MS em amostras
de sangue e urina (1ZZO et al., 2018), e de 10% de residuos de Fluorouracil em
urina de trabalhadores (DHERSIN et al., 2018). Outra validagdo do método pela
determinacdo do a-fluoro-B-alanina (AFBA), metabdlito do Fluorouracil e
Capecitabina (SOTTANI et al.,, 2018). Esse método viabiliza a oportunidade de
analisar farmacos de uma ampla faixa de pesos moleculares, como demonstrado na
analise de treze antineoplasicos (FABRIZI; FIORETTI; MAINERO ROCCA, 2016).
Uma revisdo nas metodologias em HPLC-MS/MS conclui ser um método
sensivel e especifico para determinacdo de Ciclofosfamida e Doxorrubicina, entre
outros farmacos antineoplasicos estudados, em fluidos corporais (MATHIAS;
CONNOR; B HYMER, 2017). Doxorrubicina foi o parametro para quantificacdo em
superficie e urina de trabalhadores, no Japao, e ndo foi encontrado residuos na
urina, poréem em dose baixa em superficies (MATSUMOTO et al., 2010). No entanto,
em outro estudo, 29% de a-fluoro-R-alanina foi detectado em urina de trabalhadores

expostos (NDAW et al., 2010).

2.8 EQUIPAMENTOS DE PROTECAO COLETIVA E INDIVIDUAL

Os medicamentos considerados citotbxicos e que apresentarem riscos
ocupacionais, devem ser manipulados por profissionais qualificados, levando em
consideracdo a combinacdo de técnicas rigidas no manuseio e a utilizacdo de
equipamentos de protecao coletivo (EPC) e individual (EPI), garantindo dessa forma
a protecdo pessoal, da equipe e do ambiente (NIOSH, 2004; BRASIL, 2004,
BRASIL, 2005; ISOPP, 2007; POWER; COYNE; HAWKINS, 2018; ASPH, 2006;

YODAIKEN; BENNETT, 2019).

A Sociedade Internacional de Profissionais de Farmacia Oncologica
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(International Society of Oncology Pharmacy Practitioners — ISOPP), em 2007
estabeleceu niveis hierarquicos das medidas de protecdo utilizadas no preparo dos
qguimioterapicos antineoplasicos. Redimensionou a importancia do treinamento,

educacao continuada e o uso de EPIs (ISOPP, 2007).,

2.8.1 Equipamento de protecdo Coletiva (EPC)

2.8.1.1 Cabine de Seguranca Biologica (CSB)

De acordo com 0s manuais e portarias vigentes, o preparo de antineoplasicos
deve ser realizado em area especial, estruturada e construida para essa finalidade
(BRASIL, 2002). Toda a manipulacdo deve ocorrer em Cabine de Seguranca
Biologica (CSB), classe I, tipo B2, indicada para a manipulacdo de produtos de alta
toxicidade. Possui filtro de ar particulado de alta eficiéncia (HEPA, Hight Efficiency
Particulate Air), que retira do ar particulas, assim como microrganismos. Tem 100%
de exaustdo externa, garantindo a protecdo pessoal e ambiental (Figura 5). Deve ser
certificada periodicamente e qualquer interrup¢cdo no seu funcionamento, implica na
paralizacdo imediata das atividades de preparo (BRASIL, 2004; NIOSH, 2004,

BRASIL, 2005; YODAIKEN; BENNETT, 2019).

Figura 5. Cabine de Seguranca Bioldgica (CSB), classe II, tipo B2 (NESS, 2018).
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2.8.1.2 Chuveiro e lava-olhos

Na central de manipulacdo de medicamentos antineoplasico, é obrigatorio ter
chuveiro e lava-olhos para uso em caso de ocorréncia de acidentes (Figura 6).
Devem estar na sala que antecede a sala de manipulacao e ser verificados quanto a

sua funcionalidade semanalmente (BRASIL, 2004; BRASIL, 2005).

Figura 6. Chuveiro e lava-olhos (NESS, 2018)

2.8.2 Equipamentos de Protecéo Individual (EPIS)

O Equipamento de Protecdo Individual € definido pela Norma
Regulamentadora (NR) n° 06 (NR-06) do Ministério do Trabalho e Emprego (MTE)
como sendo: “todo dispositivo ou produto, de uso individual utilizado pelo
trabalhador, destinado a protecéo de riscos suscetiveis de ameagar a seguranca e a
saude no trabalho”. Esses sdo responsaveis pela protecdo e integridade do
individuo com o intuito também de minimizar os riscos ambientais do ambiente de
trabalho e promover a saude, bem estar e evitar os acidentes e doencas

ocupacionais (BRASIL, 2015).

A correta selecdo e utilizacdo de EPI é necesséario tanto para garantir a
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esterilidade do produto final como para proteger o operador. Os EPIs devem ser
usados para proteger o profissional durante a reconstituicdo de citotoxicos e durante
todas as outras atividades onde possam entrar em contato com esses
medicamentos. As atividades podem incluir a abertura embalagens, manipulacéo

frascos ou produto acabado, rotulagem ou a eliminacdo de residuos (ISOPP, 2007).

Dessa forma, equipamentos de protecdo individual devem ser utilizados por
todos os profissionais envolvidos no manuseio de medicamentos citotoxicos, tanto
no preparo quanto na administracdo. Os EPIs sdo: Macacdo ou avental
impermeavel, luva cirlrgica, gorro, protecao respiratoria, protecdo ocular e propés
(Figura 7) (BRASIL, 2004; BRASIL, 2005). Segundo a NR do Ministério do Trabalho
n° 32 (NR 32), os EPIs devem ser padronizados, sendo vedado o inicio do preparo

sem o uso dos mesmos (BRASIL, 2005).

Figura 7. Paramentacdo na manipulacdo de medicamentos antineoplasico (NESS,
2018)

2.8.2.1 Macacéo ou avental impermeavel
O macacdo ou avental longo é descartavel e de uso restrito a area de

manipulacdo, com baixa liberacdo de particulas, baixa permeabilidade, frente
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fechada, com mangas longas e punho justo. Deve ser utilizado por todos os
profissionais que estdo envolvidos diretamente no manuseio dos medicamentos
citotoxicos. ApoOs a utilizacdo deve ser descartada em recipientes de residuos
toxicos, em sacos de cor laranja. Se for reutilizado no dia ou durante a semana, esse
deve ser guardado em recipiente fechado, exclusiva para esse material (BRASIL,

2004; BRASIL, 2005).

2.8.2.2 Luva cirurgica

As luvas devem ser utilizadas sempre ao manusear embalagens, caixas e
frascos de medicamentos citotdéxicos. Na manipulagdo, o farmacéutico deve usar
dois pares de luva cirargica estéril e sem talco, trocadas a cada 1h ou sempre que
sua integridade esteja comprometida (ASPH, 2006; BRASIL, 2004). O Instituto
Nacional de Seguranca e Saude Ocupacional (NIOSH, National Institute for
Occupational Safety and Health) recomenda a utilizacdo de dois pares de luvas de
procedimento ao manusear embalagens e frascos e na administracdo dos

medicamentos pela enfermagem (NIOSH, 2004).

2.8.2.3 Protecdo respiratéria

A protecdo respiratoria € de uso obrigatério na manipulacdo dos
medicamentos citotoxicos e deve ser tipo PFF2/N95, possuir filtro de particulas de
até 0,2um, tipo HEPA, e ser ajustado perfeitamente ao rosto do operador, cobrindo
adequadamente o nariz e boca. Pode ser utilizado o modelo de uso descartavel ou o
semifacial com filtro duplo trocados periodicamente. O uso de respirador descartavel

também é recomendado na administracdo dos medicamentos. As mascaras tipo
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cirdrgica ndo sdo recomendadas por ndo oferecer protecdo adequada, pois nao

possuem poder de retencéo de aerossois(BRASIL, 2004, ISOPP, 2007).

2.8.2.4 Protecao Ocular
O protetor ocular deve recomendado em locais que apresentam risco de
respingo de medicamentos citotoxicos e deve ter protecdo com barreira lateral

(BRASIL, 2004; BRASIL, 2005; ISOPP, 2007).

2.8.2.5 Gorro
O Gorro deve ser descartavel e tem como finalidade evitar queda de cabelo

nas areas da central de preparo (ISOPP, 2007).

2.8.2.6 Propés
Os propés devem ser restritos para areas fechadas, podendo ser
descartavel, utilizado sobre o calgado fechado ou bota antiderrapante (BRASIL,

2005; ISOPP, 2007).

2.9 DISPOSITIVO DE SEGURANCA EM SISTEMA FECHADO (DSSF)

Os Dispositivos de Seguranca em Sistema Fechado (DSSF) tem a finalidade
de prevenir a liberagcdo dos farmacos para o ambiente durante a preparacdo e a
administracéo, pois € dotado de uma camara de expansao, que equaliza a pressao e

evita a formacdo de aerossois (Figura 8) (MARTINS; ROSA, 2004). Além disso,
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diminui a ocorréncia de acidentes punctorios e o derramamento de quimioterapicos
durante o processo de manipulacdo. Os DSSF sao conectados nas seringas, frascos
e equipos (conexdo Luer-lok) eliminando dessa forma o uso de agulhas (SESSINK

et al., 2011; CLARK; SESSINK, 2013).

A manipulacdo dos medicamentos usando a técnica classica de seringa e
agulha geralmente resulta em contaminacdo. Tem sido observado gotas, vazamento
da tampa de borracha butilica ap6s multiplas puncdes, resultante do aumento da
pressdo dentro dos frascos dos medicamentos, e a geracao de aerossois na retirada
da agulha dos frascos ou na afericdo da dose com a retirada do ar da seringa

(ISOPP, 2007).

Segundo a NR-32 do Ministério do Trabalho de 16/11/2005, as instituicdes de
sauda devem: “fornecer aos trabalhadores dispositivos de seguranca que minimizem
a geracdo de aerossbis e a ocorréncia de acidentes durante a manipulacéo,
administracdo, transporte, e descarte de medicamentos antineoplasico” (BRASIL,
2005).

Estudos tém sido realizados no sentido de demonstrar o impacto e a
eficiéncia desses dispositivos quando comparados com a utilizacdo de agulhas para
diluicdo e reconstituicdo dos medicamentos. Os resultados encontrados, através de
diferentes técnicas utilizadas, tem demonstrado uma reducdo na contaminacdo de
superficies com diminuicdo da exposi¢cado ocupacional e da contaminacao ambiental
(MARTINS; ROSA, 2004; NESS et al., 2016; CELANO et al., 2019).

Estudo realizado em hospital no sul do Brasil, encontrou através da técnica de
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com ultravioleta (HPLC-UV), quantidade de
residuos de Gencitabina em superficies de frascos, luvas, seringas e campo de

trabalho apés manipulagéo, utilizando método padrédo de preparo com agulhas e o
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uso de DSSFs. Demonstrou a reducdo na quantidade de residuos quando
manipulado com DSSFs, porém ndo sua eliminacao total em algumas das amostras,
afirmando a importancia também da utilizacdo concomitante de EPCs e EPIs. O
estudo também encontrou 16% de contaminacdo com residuos em frascos intactos,
o que reforca a importancia da utilizacdo de luvas ao abrir as caixas de

medicamentos (NESS et al., 2016).

Figura 8. Dispositivo de Seguranca em Sistema Fechado (NESS, 2018).

2.10 MANIPULAC}AO DE MEDICAMENTOS ANTINEOPLASICOS

A preparacdo dos medicamentos citotéxicos, assim como outras preparacdes
estéreis, necessita de cuidados especiais, de modo a minimizar os riscos de
contamina¢do microbioldgica, de particulas e de contaminacdo por pirogénios. Além
da protecdo do produto final, devido as suas caracteristicas, as instalacfes para a
manipulacdo estéril de medicamentos citotéxicos devem garantir ainda a protecao
do manipulador e do ambiente, sendo por isso necessario recorrer a medidas de
protecdo adicionais. A Administragcdo de Saude Ocupacional (OSHA, Occupational
Safety and Health Administration), foi o primeiro 6rgéo a fazer recomendacgdes sobre
a manipulacdo segura com agentes antineopléasicos em 1986 (OSHA, 1985; ISOPP,
2007; NIOSH, 2004; ASPH, 2006).

Os medicamentos antineoplasico devem ser preparados em area exclusiva e
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com acesso restrito aos profissionais diretamente envolvidos. A area deve dispor no
minimo de: vestiario de barreira com dupla camara, sala de preparo dos
quimioterapicos, local destinado para as atividades administrativas e local de
armazenamento exclusivo para estocagem, segundo padrées (BRASIL, 2004,
BRASIL, 2002).

O Conselho Federal de Farmacia (CFF), em sua Resolucdo n° 288/1996,
determina ser atribuicdo privativa do farmacéutico a competéncia para o exercicio da
atividade de manipulacdo de drogas antineoplasicas e similares nos
estabelecimentos de saude. Em 2012, através da Resolugcdo n° 565/2012,
complementa a Resolucdo n° 288/1996, definindo atribuicdo exclusiva nos
estabelecimentos de saude publicos e privados (CFF - CONSELHO FEDERAL DE
FARMACIA., 2012).

Os quimioterapicos devem ser manipulados pelo farmacéutico em areas com
controle de engenharia, qualidade e controles ambientais, para assegurar a
esterilidade do produto final e a seguranca dos manipuladores, com 0 uso
obrigatério de EPIs e EPCs (ASPH, 2006; ISOPP, 2007; EASTY et al., 2015).

O preparo dos medicamentos antineoplasico deve seguir as boas praticas de
manipulagéo, programas de comunicagao de risco, treinamento de pessoal, controle
de derramamento e vigilancia médica. Todas as etapas do processo do manuseio
dos medicamentos, que inclui desde o recebimento até administracdo no paciente,
devem seguir as normas e resolugcbes nacionais vigentes e as diretrizes
internacionais definas por especialistas e estudos em diferentes sociedades e
organizacdes internacionais (BRASIL, 2004; BRASIL, 2007; BRASIL, 2002; BRASIL,
2005; ISOPP, 2007; OSHA, 1985; NIOSH, 2004; ASPH, 2006; BERGSBAKEN et al.,

2018; MEKOBA et al., 2018)
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3 JUSTIFICATIVA

Os medicamentos antineoplasicos por apresentarem caracteristicas de
toxicidade, como  carcinogenicidade, teratogenicidade, mutagenicidade,
genotoxicidade em diferentes graus e intensidades sdo considerados perigosos e de
risco aos profissionais responsaveis pelo seu manuseio. O manuseio desses
medicamentos acontece desde sua producao, distribuicdo, estocagem, preparo e
fracionamento de doses, administracdo, destino dos residuos, de secrecdes e
excretas dos pacientes. Desta forma, diversos profissionais estdo expostos a
possibilidade de contaminacéo e suas consequéncias. A contaminacdo pode ocorrer
pelo contato através da pele, membranas e mucosas, inalacdo de aerossois
acarretando danos imediatos ou tardios aos trabalhadores.

Diferentes estudos tém salientado as causas que podem levar a
contaminagdo e aumento da exposi¢cao dos profissionais que estdo em contato diario
a esses medicamentos, como as praticas exercidas em relacdo as normas
preconizadas por diretrizes, treinamento, o conhecimento ou desconhecimento dos
riscos e as medidas de seguranca no trabalho por parte dos trabalhadores, bem
como, o fornecimento insuficiente ou inadequado dos equipamentos de protecéo.

A constante exposicdo e o aumento do nimero de profissionais envolvidos no
manuseio de medicamentos citotoxicos, sdo assuntos em voga e de grande
importancia, assim, estudos nesta area auxiliam na monitorizacdo e selecdo de
melhores técnicas e de dispositivos que visam a seguranca dos envolvidos neste

processo.
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4 HIPOTESES

Hipotese nula: Os profissionais expostos aos medicamentos antineoplasicos néo
tenham contaminacdo por esses agentes, visto estarem com equipamentos de

protecao individual e coletivo.

Hipotese alternativa: Os profissionais expostos mesmo estando com equipamentos
de protecdo individual e coletivo tenham contaminacdo pelos agentes

antineoplasicos.
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5 OBJETIVOS

PRINCIPAL

Demonstrar os efeitos da exposicdo ocupacional aos medicamentos
antineoplasico sobre enzimas oxidantes, desbalan¢o oxidativo e danos ao DNA, em
farmacéuticos, técnicos de farmacia e enfermeiros envolvidos no manuseio desses

agentes em um hospital universitario no sul do Brasil.

SECUNDARIOS
- Identificar o estilo de vida e habitos (fumo, bebida, nutricdo), condicbes de
biosseguranca (EPI, EPC), idade e tempo de exposicdo aos farmacos dos

profissionais expostos, através de questionario;

- Avaliar o estresse oxidativo em sangue total nos profissionais expostos e controles;

- Determinar dano ao DNA através de ensaio cometa alcalino em sangue total nos

profissionais expostos e controles.

- Avaliar a presenca de mutagfes génicas através da andlise de micronucleos em

células da mucosa oral nos profissionais expostos e controles;
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Abstract

Introduction: Our goal was to demonstrate the effects of occupational exposure to
antineoplastic drugs on oxidative stress parameters and DNA damage in health
professiolnals who manipulate and administer antineoplastic drugs in a University
Hospital in Southern Brazil.

Methods: The case-control study with a longitudinal design, involved 64 individuals,
29 of them pharmacists, pharmacy technicians and nurses who were occupationally
exposed to antineoplastic drugs and 35 professionals who were not exposed. Gene
mutations were determined by micronucleus from salivary fluid; DNA damage by
comet assay and oxidative stress parameters in whole blood were also evaluated.
Results: All workers exposed to antineoplastic drugs used personal protective
equipment (PPE). It was demonstrated that the total non-protein thiol and
thiobarbituric acid reactive substances levels showed interaction between group and
time, with higher levels one week after handling/administration of antineoplastic
drugs in the exposed group (GEE, p<0.0001 and p=0,013, respectively). Additionally,
there was a group effect on the activities of the catalase and glutathione peroxidase
antioxidant enzymes (GEE, p=0.027 and p< 0.0001, respectively), and workers
occupationally exposed to antineoplastic drugs had higher enzyme activities
compared to those not exposed. No genotoxic damage was demonstrated through
the evaluated parameters.

Conclusions: Despite the correct use of PPE, professionals occupationally exposed
to antineoplastic drugs were more susceptible to oxidative stress than those not
exposed. The evaluation of the studied parameters is especially important for the
definition of conducts and practices in the area, always in search of guaranteeing the

establishment of a rational policy to protect workers' health.
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Introduction

Antineoplastic drugs are widely used in the cancer’s systemic treatment, being
classified as carcinogenic, teratogenic, mutagenic and/or genotoxic to humans. As do
not have a selective action for cancer cells, these drugs may also cause effects on
healthy cells, thus occurring occupational exposure to the professionals involved in
handling, -6 through contact with the skin or inhalation of aerosols.* "8

Hazardous drugs considered cytotoxic and presenting occupational risks
must be handled by qualified professionals, taking into account the combination of
rigid handling techniques and the collective protection equipment (CPE) and
individual (PPE) use, thus ensuring personal, team and environmental protection.>-
7.9-14 Different methods of workers occupational exposure assessment involved in the
handling of antineoplastic drugs, taking into account different populations and
exposures, are being developed worldwide.*>1°

Studies have shown an increase in chromosomal aberrations, causing
genome damage in lymphocytes of professionals occupationally exposed to
antineoplastic drugs,?®2® sister chromatid exchanges,? and an increase in
micronucleus (MN) from exfoliated buccal cells from these workers.®2526 |t has also
been demonstrated through meta-analysis studies and systematic reviews!>1°
genotoxicity and oxidative stress in pharmacists and nurses involved in the handling
and infusion, respectively, of antineoplastic drugs.?” Evidence supports DNA damage

and mutations detected by the comet assay (CA) technique, usually evaluated in
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peripheral blood lymphocytes.?’~2° Moreover, the CA technique has been used in
occupational studies, demonstrating primary DNA damage of peripheral blood
leukocytes significantly increased in occupationally exposed professionals.?330-32

In this context, the aim of this study was to demonstrate the effects of
occupational exposure to antineoplastic drugs on oxidative stress parameters and
DNA damage in pharmacists, pharmacy technicians and nurses involved in handling

of these agents in a University Hospital in Southern Brazil.

Methods

A case-control study was conducted with a longitudinal design.

Study population

Sixty-seven professionals from the University Hospital in Southern Brazil were
selected for eligibility. Of these, 3 were excluded because they did not meet the
inclusion criteria of the study. Thus, the exposed group consisted of 29 individuals,
composed of pharmacists, pharmacy technicians and nurses. The unexposed group
(control) was composed of 35 professionals with no history of occupational exposure
to antineoplastic agents or any specific environmental agent.

All individuals signed the free and informed consent form before the study,
and were asked to complete a questionnaire, which included demographic data, such
as age and gender, medical information such as x-ray exposure, medication use,
family history of cancer and current health status, lifestyle, with information on
alcohol use and diet , in addition to questions about occupational health, such as
working hours per day, exposure time and use of protective measures.

All volunteers involved in the study received detailed information about the
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research objectives. Blood and oral mucosal cells were collected from all
occupationally exposed individuals before the start of their work shift at the beginning
of the week, and at the end of the week after work shift. For the controls were

collected only once a week.

Blood collection

Venous blood samples (+ 10 mL) were vacuum collected in tubes containing
heparin and EDTA as anticoagulants. After collection, they were sent to the
laboratory and processed immediately. The plasma was obtained by centrifuging the
tube collected with EDTA at 1500 g for 10 minutes at room temperature.

Comet Assay (CA)

The CA was performed as described by Singh et al., (1988),%3 with some
modifications.®* Blood samples (5 uyL of peripheral whole blood collected with
heparin) were embedded in 0.75% low melting point agarose, in 95 pL, and after the
agarose solidified, slides were placed in lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA and
10 mM Tris; pH 10.0-10.5) containing freshly added 1% (v/v) Triton X-100 and 10%
(v/v) dimethyl sulphoxide for a minimum of 1 h and a maximum of one week. After
treatment with lysis buffer, the slides were incubated in freshly prepared alkaline
buffer solution (300 mM NaOH and 1 mM EDTA; pH > 13) for 20 min, and the DNA
electrophoresed for 20 min at 25 V (0.90 V/cm) and 300 mA. The buffer solution was
subsequently neutralized with 0.4 M Tris (pH 7.5), and the DNA was stained with
GelRed® (dilution 1:500) and analyzed under a fluorescence microscope. To
visualize DNA damage, 100 cells per participant were analyzed. The results were
analyzed in the Image J software® and expressed by percentage of DNA in the talil

(% DNA in tail).
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Oxidative stress parameters

Lipoperoxidation

Lipid damage (lipoperoxidation) was evaluated by quantifying thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) in plasma after alkaline hydrolysis and extraction

with n-butanol, being analyzed by spectrophotometer at 532 nm por CLAE/VIS.3536

Total non-protein thiols (NPSH)

For NPSH, whole blood was lysed with X-100 triton, and deproteinized with
20% trichloroacetic acid (w/v), the suspension was centrifuged and 10 mM of 5.5'-
dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) was added to the supernatant. NPSH levels

were measured by spectrophotometry at 412 nm, 37 and was expressed in pMol/mL.

Catalase enzymatic activity (CAT)

CAT activity was measured in whole blood according to the Aebi, (1984)
method. The method is based on the decomposition of hydrogen peroxide (H202) in
the presence of CAT at 240 nm for 5 min at 37°C. The result was expressed in U/mg

protein.38

Glutathione peroxidase enzymatic activity (GPx)
GPx activity was determined in whole blood according to the method
described by Paglia e Valentine, (1967) at 360 nm for 6 min at 37°C. The result was

expressed as pmol of NADPH/min/mg protein.3°

Glutathione-S-transferase enzymatic activity (GST)
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GST activity was determined in whole blood according to the method
described by Habig, et al., (1974), 340 nm for 5 min at 37°C. The result was

expressed in U/mg protein.*°

Micronucleus assay (MN)

The oral mucosa cells were collected with a cytological brush and deposited in
a tube containing 0.9% saline solution. The cells were obtained by centrifuging this
tube containing the cytological brush inside.*!

In the MN assay described by Fenech, (2000)*? the slides were previously
cleaned with 70% alcohol and the cells of the oral mucosa were transferred to the
slides by smearing technique. The slides were air dried for approximately 24 hours
and then stained with GelRed® (dilution 1:500) and analyzed under a fluorescence
microscope. To visualize DNA damage, 100 cells per participant were analyzed. The
results were analyzed in the Image J software®.. For microscopic analysis, two slides

per specimen were made and a thousand cells were analyzed per individual.

Ethical and biosafety aspects
The research was approved by Ethical Committee of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil.

All biosafety protocols were followed.

Statistical analyses

Data were analyzed in the SPSS program, version 18.0. [SPSS Inc. PASW
Statistics for Windows, version 18.0]. Normal distribution of data according to the
Shapiro-Wilk test were expressed as mean * standard deviation of the mean (xSD)

or by median and interquartile range [percentiles 25 to 75, P25-P75]. Categorical
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variables were described as absolute (n) and relative (%) frequencies. Student's t-
test for independent samples was used to compare the means between the groups.
For non-normal distributions data, the Mann-Whitney test was used to perform
comparisons. The proportions between categories were compared with the Chi-
square Test with adjusted residual analysis. A generalized estimating equation (GEE)
model with correction of least significant difference (LSD) was used to simultaneously
evaluate the parameters over time and between groups. GEE data were expressed
as means and standard errors of the means (xtEPM). For the variables with
symmetric distribution, the linear model was applied and, for those with asymmetric
distribution, the gamma model. The significance level was established at 5% for all

analyses.

Results

Of the 67 workers selected for eligibility, 3 (4.5%) were excluded because they
did not meet the inclusion criteria of this study: 2 had current smoking habits and 1
did not properly complete the questionnaires (Figure 1). So, the study population
consisted of 64 workers, 35 (54.7%) not exposed and 29 (45.3%) occupationally
exposed to antineoplastic drugs.

Among the professionals who are part of the exposed group, pharmacists and
pharmacy technicians work 8 hours a day in an Intravenous Mixing Center, where
pharmacists handle antineoplastic drugs on average of 3 shifts per week, with the
pharmacy technician’s assistance. Nurses work on the administration of
antineoplastic drugs and patient care, at the Outpatient Chemotherapy Infusion
Center, Pediatric Oncology and Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT)

units, 6 hours a day, weekly.
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The demographic characteristics of workers occupationally exposed to
antineoplastic drugs and not exposed were presented in Table 1. The study
population was composed of 81.3% of women, with a median [P25-P75] age of
41.50 [34.00-52.50] years. The group not exposed to antineoplastic drugs was
composed mainly of pharmacists (28.6%), nurses (14.3%) and medical doctors
(17.1%), followed by other professionals.

The group occupationally exposed to antineoplastic drugs was composed of
20 (69.0%) nurses, 5 (17.2%) pharmacists and 4 (13.8%) pharmacy technicians. All
these professionals worked directly with the manipulation/administration of
antineoplastic drugs at the institution where the study was conducted, with the
median [P25-P75] working time with these drugs 96.00 [66.00—180.00] months, and
the majority (58.6%) had a daily occupational exposure load of at least 6 hours.

Also in relation to the occupationally exposed workers group, 89.7% reported
not working in another location, in addition to the institution of the study in question,
while 48.3% reported the alternation in work shifts with other colleagues, at a
frequency of 1 (3.4%), 2 (13.8%) or 3 (20.7%) times a week. Considering the
frequency of glove changes, 16 (55.2%) occupationally exposed workers reported
performing this exchange within 30 minutes after the beginning of
manipulation/administration, 2 (6.9%) between 30 minutes and 1 hour and 7 (24.1%)
between 1 and 2 hours. Additionally, 72.4% reported not using two pairs of gloves for
handling/administration antineoplastic drugs, and 23 (79.3%) reported using closed-
system safety devices for handling/administration these medications, of which 29
(100%) workers occupationally exposed to antineoplastic drugs use an activated
charcoal mask, 11 (37.9%) wear waterproof overalls and 22 (75.9%) waterproof

apron.
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Table 2 shows the life habits and health aspects of workers occupationally
exposed and not exposed to antineoplastic drugs. Most participants did not present
any type of neoplasm (90.6%) or chronic diseases (70.3%) and, among those who
had some chronic disease, 6 (9.4%) were hypertensive, 2 (3.1%) had lupus. Most of
the study population (67.2%) had a history of family neoplasia, among these, 8
(13.0%) had a family history of breast cancer, 7 (11.0%) lung cancer and 17 (27.0%)
gastrointestinal tract cancer. The group not exposed to antineoplastic drugs had
higher consumption of drugs/vitamins (62.9%) than the exposed group (37.9%) (Chi-
Square test, p=0.045) and, of the total study population, 3 (4.7%) used oral
contraceptive method, 3 (4.7%) biotin and 4 (6.3%) vitamin D.

In addition, a large number of individuals who had never smoked throughout
their lives (78.1%) and, among former smokers, the mean + SD of smoking time was
8.25 £+ 7.07 years. Of the total study population, 45 (70.3%) reported alcohol
consumption, 52 (81.3%) reported having a balanced weekly diet, and in relation to

physical activity, 6 (9.4%) considered sedentary and 32 (50.1%) irregularly active.

The oxidative stress evaluation parameters and DNA damage of workers
occupationally exposed to antineoplastic drugs and not exposed are described in
Table 3. Generalized estimation equations (GEE) showed that both the levels of
NPSH and the amount of TBARS presented interaction between group and time
(GEE, p<0.0001 and p=0,013, respectively), where these levels were higher one
week after handling/administration of antineoplastic drugs in the occupationally
exposed workers group in relation to the unexposed group. Additionally, there was a
group effect on the CAT and GPx antioxidant enzymes activities (GEE, p=0.027 and
p< 0.0001, respectively), where workers occupationally exposed to antineoplastic

drugs presented higher enzymatic activities in relation to the group of non-exposed
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workers. The other variables analyzed in the present study did not present

statistically significant differences between groups and times.

Discussion

Antineoplastic drugs have been used to treat cancer for decades.! Ideally, its
effect would be exclusively on the cancer cells destruction, however because it does
not have selective action, they also act on normal cells, causing genotoxic damage.
Because these agents act directly or indirectly on DNA, not only cancer patients, but
also all individuals who are exposed to this type of medication may have a high risk
of DNA damage.'?43

In this context, the effects of these agents were determined in relation to
occupational exposure on oxidative stress parameters and DNA damage in damage
in Health professionals, such as involved in their handling. The antineoplastic drugs
preparation is exclusive to the pharmaceutical professional,** and pharmacy
technician has the function of assisting in the handling of these drugs. The nurse is
responsible for its administration in the patient.*®> These professionals are exposed to
contamination at several times. The pharmacist, for example, directly in the ampoules
opening, drugs reconstitution and in withdrawal from vials. Moreover, both the
pharmacist and the nurse, in the air removal from the syringe containing the drug, in
the needle connections and caps removals, also in the oral antineoplastic drugs
handling.>'4 In this sense, pharmacy technicians separate and sanitize the materials
necessary for the production of antineoplastic drugs, label the ready-made solution in
the chemotherapy preparation room, in addition to separating antineoplastic drugs
orally and, therefore, they are also exposed.

In this context, great care is required by these professionals involved in the
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antineoplastic drugs manipulation/administration whole process, as there may be
contamination through skin contact or aerosols inhalation at different process stages,
from receiving the drug to administration in the patient.%:”8 Professionals must be
qualified, taking into account the combination of rigid techniques in handling this type
of drug, with the use of CPE and PPE, thus ensuring personal, team and
environmental protection.>7°14 In the institution where the present study was
conducted, CPE's, such as the Biological Safety Cabinet, where antineoplastic drugs
are produced, are evaluated and certified every six months, as well as the
cleanrooms are validated and classified. PPE's are used by all professionals
involved,®#® and pharmacists and pharmacy technicians wear waterproof overalls,
while nurses wear waterproof apron. As for gloves, the pharmacist uses 2 pairs of
sterile gloves changed every 1 hour® in the direct manipulation of antineoplastic
drugs, and the pharmacy technician, 1 sterile glove, both in the cleanroom production
of antineoplastic chemotherapy. Outside the preparation room, the pharmacy
technician uses 1 procedure glove in the separation and hygiene of medications.
Nurses use 1 procedure glove in the administration/infusion of these medications.
Concerning the use of an activated charcoal mask, all professionals of the institution
involved in the process of manipulation/administration of antineoplastic drugs used,
as recommended by international guidelines®>12 and national regulations.*647
Regarding the occupational risk to professionals, in addition to CPE and PPE,
the hospital adopted the use of closed system safety devices in handling and
administration of antineoplastic drugs, being one of the first institutions to implement
this safety system in Brazil. They are used by the pharmacist in the manipulation of
larger drug vials, while for nursing a lateral connection device that link the infusion

set with the bag containing the drug is used, in all preparations of this type, providing
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increased safety, reduction of aerosols and possible personal or environmental
contamination in the antineoplastic drug administration in the ward. The use of such
devices is recommended by recognized international institutes>7.12 and its efficiency
can be proven by several studies in reducing contamination, through aerosols,
surface waste and in the air.48-3

In the present study, the professionals were monitored through oxidative
stress parameters and DNA damage evaluation. Oxidative stress is increasingly
recognized as a possible mechanism of toxicity and carcinogenesis,> being
considered an initial damage that, when uncontrolled, may lead to greater and
permanent damage. The genotoxicity, one of its main consequences, has been
evidenced in antineoplastic drug handlers.1516:17

In this study, both TBARS and NPSH levels showed increased values one
week after the management/administration of antineoplastic drugs in the
occupationally exposed group, although no statistically significant difference was
detected when compared to the control group. Evidence from the international
literature shows that Malondialdehyde (MDA) levels were significantly increased,
while reduced glutathione (GSH) and GST enzyme activities were inhibited in
occupationally exposed nurses.®® In another study, increased levels of TBARS and
oxidized glutathione (GSSG), in addition to a significant decrease in GSH were
demonstrated in nurses occupationally exposed to antineoplastic agents during the
working week.56

Moreover, occupationally exposed to antineoplastic drugs group showed
increased levels in CAT and GPX enzymatic activities in relation to the unexposed
workers group. These findings suggest that antineoplastic agents induce an enzyme

activity modulation and, consequently, the occurrence of possible oxidative
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damage.>’®® The findings presented here corroborate with another study that
demonstrated a statistically significant increase in the CAT enzymatic antioxidant
activity in workers who handled antineoplastic drugs during a working week, when
compared to the control group.?’

Through the comet assay, no statistically significant difference was observed
between the occupationally exposed to antineoplastic agents and non-exposed
group, as well as in the occupationally exposed group at the beginning and end of
the work week. Thus, the results presented here prove the technique care with
antineoplastic drugs preparation and administration, as well as the correct use of
protective equipment and safety devices. In addition, the findings of the study
conducted by Ursine (2006) corroborated to the results presented in our study.>® On
the other hand, several other studies have demonstrated statistically significant
results with DNA damage in occupationally exposed groups to handling of these
antineoplastic agents in relation to their respective controls.31518:27.28,30,31

MN assay in peripheral blood and exfoliative cells has also been used to
assess genetic damage in several populations. In our study, no significant difference
was demonstrated in this test between the occupationally exposed to antineoplastic
agents and non-exposed group. Similarly, other studies also found no significant
difference. 3%.6° However, previous investigations using the MN assay have reported
genotoxic effects on exfoliative cells and lymphocytes of professionals occupationally
exposed to antineoplastic drugs.?1?22461 Another research conducted in oral
epithelial cells of professionals who did not use respiratory protection (PPE) identified
that antineoplastic agents are significantly associated with cytogenetic alterations,
and this was not correlated with age, seniority at work or personal lifestyle habits.?¢

In this context, it was possible to observe that there is a wide variety of
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publications on the topic of the occupational exposure assessment to antineoplastic
drugs, with different characteristics and methodologies.1>1617.18 These studies
support the relevance of the theme, evidencing the importance in defining best
practices and techniques in the handling of this drug type, improving workplace
conditions, through engineering control and health surveillance promotion, as well as
the implementation of intermittent rest in the daily working.1”18 However, this theme
still seems to be little studied in Brazil, which suggests that this subject needs to be
further explored by health professionals, according to the conducts and practices

carried out internationally.

Conclusion

Our results show that antineoplastic drugs suggest inducing a modulation in
the enzymatic activity of antioxidant defenses, since there is a significant increase in
CAT and GPx activity in the group occupationally exposed to antineoplastic drugs in
relation to those not exposed, with GPx presenting a value of 100% higher when
compared to those not exposed. It was also evidenced that NPSH and TBARS levels
presented interaction between group and exposure time during the work week
between the occupationally exposed group. These findings suggest that
antineoplastic agents lead to oxidative stress, increasing occupational exposure and
reducing the protection mechanisms of these professionals.

The fact that the comet and micronucleus assay, did not present statistically
significant difference between groups and exposure times and did not present
genotoxic damage, suggests the ideal use of PPE and CPE, recommended in
international guidelines and national resolutions, in addition to compliance with the

cleanrooms periodic validation and certifications in the institution where the study
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was conducted. Additionally, it is noteworthy the training of good practices of
manipulation/administration of antineoplastic drugs mandatory by the institution at the
beginning of activities in the oncologic area, as well as the incentive in continuing
education.

The results presented reiterate the importance of using safety devices in a
closed system, which certainly minimized the occupational exposure risk, as well as
the puncture accidents in the institution where the study was conducted. We also
suggest that more studies of this nature be carried out to define conducts and
practices in the area, always seeking to ensure the establishment of a rational policy

to protect workers' health.
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Figure 1. Flowchart indicating selection of study participants. Legend: n—a
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Tables

Table 1. Demographic characteristics of workers occupationally exposed to antineoplastic drugs and not exposed.

Variable Total (N=64) Not exposed (n=35) Exposed (n=29) *p-value
Profession — n(n%)
Lawyer 1(1.6) 1(2.9) 0(0.0)
Administrative Assistant 3(4.7) 3(8.6) 0(0.0)
Pharmacy assistant 3(4.7) 3(8.6) 0(0.0)
Biologist 1(1.6) 1(2.9) 0(0.0)
Physical Educator 1(1.6) 1(2.9) 0(0.0)
Nurse 25(39.1) 5(14.3) 20(69.0) 0.002
Pharmacist/Pharmacy Technician 19(29.7) 10(28.6) 9(31.0)
Medical Doctor 6(9.4) 6(17.1) 0(0.0)
Nutritionist 2(3.1) 2(5.7) 0(0.0)
Psychologist 1(1.6) 1(2.9) 0(0.0)
Administrative supervisor 1(1.6) 1(2.9) 0(0.0)
INO 0(0.0) 1(2.9) 0(0.0)
Sex — n(n%)
Male 12(18.8) 5(14.3) 7(24.1) 0.494
Female 52(81.3) 30(85.7) 22(75.9)
Age— md[P25-P75] 41.50[34.00-52.50] 42.00[31.00-54.00] 41.00[37.00-48.00] 0.741
(minimum — maximum) (23.00-65.00) (23.00-65.00) (29.00-64.00)
Works with antineoplastic drug? — n(n%)
No 35(54.7) 35(100.0) 0(0.0) <0.0001
Yes 29(45.3) 0(0,0) 29(100.0)
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Variable Total (N=64) Not exposed (n=35) Exposed (n=29) *p-value
Use of PPE— n(n%)
Surgical glove 14(21.9) 3(8.6) 11(37.9) 0.462
Procedure glove 28(43.8) 7(20.0) 21(72.4) 0.184
Hat 8(12.5) 1(2.9) 7(24.1) 0.356
Activated charcoal mask 29(45.3) 0(0.0) 29(100.0) <0.0001
Waterproof overalls 11(17.2) 0(0.0) 11(37.9) 0.022
Waterproof apron 24(37.5) 2(5.7) 22(75.9) <0.0001
Foot protector 12(18.8) 1(2.9) 11(37.9) 0.081
Goggles protector 9(14.1) 2(5.7) 7(24.1) 0.731

Legend: n — absolute frequency. n% - relative frequency. INO — information not obtained. NSA — not apply. md — Medium. P25—-P75 — interquatrtile range [percentiles 25
and 75]. DP — standard deviation of the mean. p — statistical significance index. PPE — personal protective equipment. *Chi-Square test with adjusted residual analyses,
Student t-test for independent samples or Mann-Whitney Test. Numbers highlighted in bold indicate a significant association between the categories by the Chi-Square

Test with adjusted residual analyses. Statistical significance set at 5% for all analyses.



Table 2. Life habits and health aspects of workers occupationally exposed to antineoplastic drugs and not exposed.

Variable Total (N=64) Not exposed (n=35) Exposed (n=29) *p-value
Have you ever had any kind of neoplasm? n(n%)
No 58(90.6) 31(88.6) 27(93.1)
Yes 5(7.8) 3(8.6) 2(6.9) 1.000
INO 1(1.6) 1(2.9) 0(0.0)
Have you ever had a chronic illness? n(n%)
No 45(70.3) 22(62.9) 23(79.3) 0.246
Yes 19(29.7) 13(37.1) 6(20.7)
Family Neoplasm History — n(n%)
No 20(31.3) 10(28.6) 10(34.5) 0.788
Yes 43(67.2) 24(68.6) 19(65.5)
INO 1(1.6) 1(2.9) 0(0.0)
Medication/vitamin use— n(n%)
No 30(46.9) 12(34.3) 18(62.1)
Yes 33(51.6) 22(62.9) 11(37.9) 0.045
INO 1(1.6) 1(2.9) 0(0.0)
You've smoked at some point in your life? — n(n%)
No 50(78.1) 27(77.1) 23(79.3) 0.862
Yes 13(20.3) 8(22.9) 5(17.2)
INO 1(1.6) 0(0.0) 1(3.4)
How long have you smoked (in years)? — mean +SD 8.25+7.07 8.71+7.70 7.60 +6.91 0.802
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Variable Total (N=64) Not exposed (n=35) Exposed (n=29) *p-value
(minimum - maximum) (1.00 — 20.00) (1.00 — 20.00) (2.00 — 15.00)
Alcohol consumption— n(n%)
No 18(28.1) 9(25.7) 9(31.0)
Yes 45(70.3) 26(74.3) 19(65.5) 0-589
INO 1(1.6) 0(0.0) 1(3.4)
Balanced diet— n(n%)
No 12(18.8) 5(14.3) 7(24.1) 0.494
Yes 52(81.3) 30(85.7) 22(75.9)
Physical activity— n(n%)
Sedentary 6(9.4) 2(5.7) 4(13.8)
Irregularly active A 12(18.8) 7(20.0) 5(17.2) 0.804
Irregularly active B 20(31.3) 12(34.3) 8(27.6)
Active 23(35.9) 12(34.3) 11(37.9)
Continually active 3(4.7) 2(5.7) 1(3.4)
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Legend: n — absolute frequency. n% - relative frequency. INO — information not obtained. NSA — not apply. md — Medium. P25—-P75 — interquartile range [percentiles 25

and 75]. SD - standard deviation of the mean. p — statistical significance index. *Chi-Square test with adjusted residual analyses, Student t-test for independent

samples or Mann-Whitney Test. Numbers highlighted in bold indicate a significant association between the categories by the Chi-Square Test with adjusted residual

analyses. Statistical significance set at 5% for all analyses.
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Table 3. Oxidative stress parameters and DNA damage of workers occupationally exposed to antineoplastic drugs and not exposed.
Variab| Total (N=36—64) Not exposed (n=22-35) Exposed (n=14-29) GEE

ariaple

Total Pre Post Total Pre Post Total Pre Post Group Time Interaction

NPSH (uM) 4.61+0.20  4.33:t0.20  4.91+0.22 4.39+0.32  4.39+0.322  4.39+0.322  4.84#0.25 4.27+0.24*° 549+0.30° 0.262  <0.0001  <0.0001
TBARS (uM) 0.65+0.05  0.60+0.05  0.70+0.06 0.61+0.09  0.61+0.09%° 0.61+0.09%®  0.68+0.04  0.59+0.06* 0.80+0.06°>  0.448 0.013 0.013
GST (U/mg
Protein) 1.28+0.05  1.27+0.06  1.29+0.06 1.24+0.09  1.24+0.09 1.24+0.09  1.32+0.06  1.30+0.08  1.34+0.09 0.450 0.743 0.743
rotein
Comet (%DNA
Tail 10.38+0.16  10.33+0.18 10.44+0.17  10.35+0.25 10.35:+0.25 10.35:+0.25 10.42+0.18 10.30+0.25 10.54+0.21  0.825 0.413 0.413
al
MN/1000 cells 19.12+42.72  17.94+3.12 20.39+4.01  19.56+4.07  19.56+4.07 19.56+4.07 18.70+3.63 16.46+4.58 21.26+7.10  0.876 0.591 0.591
Binucleated/
1000 cell 32.62+2.95 34.58+3.50 30.78+3.22  34.33+5.07 34.33+5.07 34.33#5.07 30.99+3.23 34.82+4.81 27.59+4.09  0.571 0.236 0.236

cells
CAT (U/mg
Protein) 0.40+0.03  0.38+0.03  0.42+0.05  0.34+0.03%  0.34+0.03  0.34+0.03  0.47+0.05°  0.43+0.06  0.52+0.11 0.027 0.481 0.481
rotein
GPx (U/mg
Protein) 15.09+0.86 15.36+0.91 14.82+0.88 10.77+0.75* 10.77¢0.75 10.77+0.75 21.13+1.91° 21.91+2.10 20.37+1.96 <0.0001  0.261 0.261
rotein

Legend: Data expressed as means * standard errors of the means. NPSH — total non-protein thiols. TBARS — thiobarbituric acid reactive substances. GST — glutathione

S-transferase. DNA — deoxyribonucleic acid. GPx — glutathione peroxidase. U — unit. mg — milligram. GEE — generalized estimation equations. Time— comparisons

between pre- and post-exposures in the group of exposed workers (pre: moment before the handling/administration of antineoplastic drugs; post: one week after

handling/administration of antineoplastic drugs). Group — comparisons between exposed and unexposed. Interaction — interaction between times and groups analyzed.

*Generalized estimation equations. 2P Different letters indicate statistical differences between groups. Statistical significance set at 5% for all analyses
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A preocupacdo com o0s riscos de exposicdo ocupacional dos profissionais
envolvidos no manuseio de medicamentos citotoxicos em hospitais e clinicas
oncologicas € crescente. Diversos métodos de doseamento estdo sendo
empregados e estudados para o0 monitoramento dessa exposicdo. Em vista disso,
esse trabalho buscou obter o conhecimento das medidas de protecéo utilizada pelos
profissionais, avaliacdo de marcadores séricos de estresse oxidativo, ensaio de
cometa e microndcleos. Com o propésito de cada vez mais, esclarecer e orientar aos
trabalhadores sobre as formas e importancia de todas as medidas definidas de
protecdo, treinamento e a importancia de rodizio na manipulacdo e administracédo
desses farmacos.

Nossos resultados demonstram que o0s medicamentos antineoplasicos
sugerem induzir uma modulacdo na atividade enzimatica, visto ter aumento
significativa das enzimas catalase e GPx no grupo exposto em relagdo ao nao
exposto, sendo o GPx apresentando valor de 100% maior quando comparado aos
ndo expostos. Demonstrou também que as enzimas glutationa redutase (GSH) e
acido tiobarbitarico (TBARS), apresentaram interacdo entre grupo e tempo de
exposicdo durante a semana de trabalho entre o grupo exposto. Esses achados
sugerem que 0s antineoplasicos aumentam o stress oxidativo, diminuindo assim o0s
mecanismos de protecdo desses profissionais. O fato dos testes de ensaio de
cometa e micronucleos, nao ter apresentado diferenca entres os grupos e tempos de
exposicdo, dessa forma ndo apresentando um dano genotOxico, nos sugere 0

cumprimento ideal na utlizagdo de EPI/EPC, preconizados por diretrizes
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internacionais e resolucdes nacionais, além da validacdo periddica das salas de
manipulacdo. Adicional, ao uso correto de equipamentos, esta o treinamento de
boas praticas de manipulacdo/ administracdo de medicamentos antineoplasico ao
iniciar suas atividades na area e educacao continuada. Nossos resultados também
enfatizam a importancia e os resultados da utilizacdo de dispositivos de seguranca
de sistema fechado, o que certamente minimizou riscos de exposicdo e acidente
punctorio.

Portanto, apesar de os individuos ndo apresentarem danos genotoxico, porém
terem apresentados stress oxidativo, sugere que esses medicamentos apresentam
risco de exposicdo ocupacional, mesmo com a utilizacdo de todos os equipamentos
de protecdo e cuidados no seu manuseio, o que ja foi demonstrado por diversos
estudos. Sugerimos que mais estudos devem ser realizados utilizando os
parametros de stress oxidativo somados com o0s testes de genotoxicidade e
quantificacdo de residuos na urina, para definicAo de melhores condutas e préticas
nessa area de grande importancia, porém de grande exigéncia nos cuidados da
saude dos trabalhadores. Conhecer a toxicidade e a determinagdo de algum dano no
organismo humano ou no ambiente, € fundamental para a definicdo de processos
produtivos, exposicao permitida e o estabelecimento de uma politica racional de

protecdo a saude do trabalhador.
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7. PERSPECTIVAS

Os dados do guestionario quanto a atividade fisica, estilo de vida e condi¢cdes
de exposicdo dos individuos expostos e ndo expostos, serdo analisados de forma
qualitativa, confrontando com os resultados ja encontrados, assim como, com 0s que
irdo ser pesquisados, pois todos esses testes podem fornecer informacdes
importantes que se complementam.

Amostras de urina foram coletadas dos profissionais expostos desse estudo
em 2 momentos diferentes apds exposicao a ciclofosfamida e doxorrubicina e estédo
congelados a —80° C, onde sera doseado residuos desses farmacos em um novo
equipamento com grande sensibilidade, em colaboracdo com a Central Analitica da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre. Os dados seréo
confrontados com o0s achados dessa pesquisa, para monitoramento de
contaminacao pessoal.

Serdo doseados residuos de ciclofosfamida e doxorrubicina em frascos
intactos e nas embalagens, em equipamento de cromatografia, a fim de
monitoramento de contaminag¢do ambiental.

Sugere-se que no Brasil sejam realizadas mais pesquisas de monitoramento

pessoal e ambiental com profissionais expostos aos medicamentos antineoplasico.
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ANEXOS

ANEXO 1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
CASOS

N° do CAAE: 84935918.1.0000.5327
Titulo do Projeto: Avaliagdo da exposicdo ocupacional aos profissionais que
manipulam e administram medicamentos antineoplasicos em um hospital

Universitario no sul do Brasil

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo
objetivo é avaliar o risco de exposicdo ocupacional, nos profissionais
farmacéuticos e enfermeiros que manipulam e administram, respectivamente,
medicamentos antineoplasicos. Estamos realizando este convite, pois vocé
atua em areas onde sao realizadas a manipulacdo ou administracédo desse tipo
de medicamento como a Central de Misturas Intravenosas, e as unidades de
internacdo da onco-pediatria (3° leste), Unidade de Ambiente Protegido (5° sul)
e ambulatério de quimioterapia (zona 11) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Este projeto de Doutorado estd sendo realizado com a
colaboracédo do Servico de Medicina Ocupacional (SMO).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em
sua participagéo sao os seguintes:

Primeiramente, vocé deverd preencher um questionario com
informagbes sobre estiio de vida, tempo de exposicdo semanal a
medicamentos antineoplasicos e utilizagdo de equipamentos de protecao
individual e coletiva. A resposta ao questionario deve durar em torno de 10 min

e vocé poderd escolher o melhor momento para respondé-lo. A equipe de
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pesquisa entrar4 em contato para buscar o questionario.

ApGs preencher o questionario, iremos marcar a data para sua coleta de
sangue, urina e saliva, que devera ser no inicio da semana (segunda-feira),
antes da exposicdo, e, no final da semana de trabalho (sexta-feira), apos
manipulacdo/administracdo dos farmacos selecionados para avaliacdo na
pesquisa.

Coleta de sangue: A coleta de sangue sera realizada no Centro de
Pesquisa Clinica (CPC) do HCPA por profissional capacitado. Serdo coletados
10 mL de sangue (o equivalente a 2 colheres de cha) em cada coleta. As
amostras de sangue coletadas seréo utilizadas para a realizagdo do ensaio de
cometa e estresse oxidativo que serdo realizados no Laboratério de Toxicologia
da Faculdade de Farmécia da UFRGS.

Coleta de urina: Vocé deveré coletar 2 frascos de 10 mL de urina (1 na
segunda-feira e outro na sexta-feira), a ser entregue no dia da coleta de sangue
no CPC. A orientacdo de como realizar a coleta e os frascos serdo entregues
juntamente com o questionario pelos pesquisadores. A amostra de urina
coletada seréd utilizada para a quantificacdo de ciclofosfamida e doxorrubina
que serd realizada no laboratério Laboratério 704 (LAPPS) da Faculdade de
Farmacia da UFRGS.

Coleta de saliva: A amostra de saliva sera coletada através do kit
Salivette®. O participante retira o swab (algodao) do tubo de ensaio, coloca na
boca e mastiga por 60 segundos, estimulando ao maximo a salivacdo. Apos
retorna o algodéao para o tubo de ensaio. A amostra de saliva coletada sera
utilizada para a realizacdo de teste de micronucleos que sera realizado no

Laboratério de Mutagénese e Toxicologia do Centro Universitario Metodista —
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IPA. A amostra de saliva coletada serd utilizada para a realizacdo de teste de
microndcleos que sera realizado no Laboratorio de Mutagénese e Toxicologia
do Centro Universitario Metodista — IPA.

Toda a amostra encaminhada aos laboratérios serd codificada,
identificada por numeracao, preservando dessa forma o nome dos voluntérios
da pesquisa. O material biolégico coletado sera utilizado exclusivamente para
esta pesquisa. Apdés a realizacdo das andlises previstas neste projeto, o
material restante seré descartado.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na
pesquisa sdo os seguintes: Podera sentir desconforto ao coletar a amostra de
sangue venoso. Eventualmente, podera ocorrer dor ou hematomas na regiao
da picada da agulha. Quanto ao procedimento para coleta de urina, o individuo
participante tera que urinar em um pequeno frasco coletor de urina e este € 0
anico desconforto que pode vir a ocorrer. Para a coleta de saliva, apenas
devera fazer higiene bucal, sem outros cuidados. Podera também, se sentir
constrangido quanto as perguntas referente ao seu trabalho.

A participacdo no estudo podera nédo trazer um beneficio direto a vocé. A
sua participacdo nesse estudo ira contribuir para o aumento do conhecimento
sobre este assunto e os resultados irdo auxiliar na tomada de medidas
preventivas para a melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores expostos.
Vocé ir4 receber os resultados dos testes realizados, se desejar. Todos os
resultados seréo discutidos com o SMO.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, nao é
obrigatdria. Caso vocé decida nao participar, ou ainda, desistir de participar e

retirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao vinculo institucional.
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N&o estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na
pesquisa e vocé nado tera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua
participacdo na pesquisa, Vocé recebera todo o atendimento necesséario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados seré&o apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na
publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Prof. Dr. Edison Capp, pelo telefone (51) 33085688, com o
pesquisador farm. Sandro Ness, pelo telefone (51) 999841869 ou com o
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda
a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e

outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO 2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) -
CONTROLES

N° do CAAE: 84935918.1.0000.5327
Titulo do Projeto: Avaliacdo da exposicdo ocupacional aos profissionais que
manipulam e administram medicamentos antineoplasicos em um hospital

Universitario no sul do Brasil

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo
objetivo é avaliar o risco de exposicdo ocupacional, nos profissionais
farmacéuticos e enfermeiros que manipulam e administram, respectivamente,
medicamentos antineoplasicos. Estamos realizando este convite para vocé
fazer parte do grupo ndo exposto aos medicamentos antineoplasicos (grupo
controle). Este projeto de Doutorado estd sendo realizado com a colaboracéo
do Servico de Medicina Ocupacional (SMO).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em
sua participacdo sao 0s seguintes:

Primeiramente, vocé deverAd preencher um questionario com
informacBes sobre estiio de vida, tempo de exposicdo semanal a
medicamentos antineoplasicos e utilizacdo de equipamentos de protecéo
individual e coletiva. A resposta ao questionario deve durar em torno de 10 min
e vocé poderd escolher o melhor momento para respondé-lo. A equipe de
pesquisa entrara em contato para buscar o questionario.

ApOs preencher o questionario, iremos marcar a data para sua coleta de
sangue, urina e saliva, que devera ser no inicio da semana (segunda-feira), e

no final da semana de trabalho (sexta-feira).
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Coleta de sangue: A coleta de sangue sera realizada no Centro de
Pesquisa Clinica (CPC) do HCPA por profissional capacitado. Serdo coletados
10 mL de sangue (o equivalente a 2 colheres de chd) em cada coleta. As
amostras de sangue coletadas seréo utilizadas para a realizacéo do ensaio de
cometa e estresse oxidativo que serdo realizados no Laboratorio de Toxicologia
da Faculdade de Farmécia da UFRGS.

Coleta de urina: vocé devera coletar 2 frascos de 10 mL de urina (1 na
segunda-feira e outro na sexta-feira), a ser entregue no dia da coleta de sangue
no CPC. A orientagdo de como realizar a coleta e os frascos serdo entregues
juntamente com o questionario pelos pesquisadores. A amostra de urina
coletada sera utilizada para a quantificacdo dos farmacos ciclofosfamida e
doxorrubina que sera realizada no laboratério Laboratério 704 (LAPPS) da
Faculdade de Farmécia da UFRGS.

Coleta de saliva: A amostra de saliva sera coletada através do kit
Salivette®. O participante retira o swab (algodéo) do tubo de ensaio, coloca na
boca e mastiga por 60 segundos, estimulando ao maximo a salivacdo. Apés
retorna o algodao para o tubo de ensaio. A amostra de saliva coletada sera
utilizada para a realizacdo de teste de microndcleos que sera realizado no
Laboratério de Mutagénese e Toxicologia do Centro Universitario Metodista —
IPA.

Toda a amostra encaminhada aos laboratérios sera codificada,
identificada por numeracéo, preservando dessa forma o nome dos voluntarios
da pesquisa. O material biolégico coletado sera utilizado exclusivamente para
esta pesquisa. ApOs a realizacdo das analises previstas neste projeto, 0

material restante sera descartado.
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Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na
pesquisa sdo os seguintes: Podera sentir desconforto ao coletar a amostra de
sangue venoso. Eventualmente, podera ocorrer dor ou hematomas na regiao
da picada da agulha. Quanto ao procedimento para coleta de urina, o individuo
participante tera que urinar em um pequeno frasco coletor de urina e este é o
anico desconforto que pode vir a ocorrer. Para a coleta de saliva, apenas
devera fazer higiene bucal, sem outros cuidados. Poderd também, se sentir
constrangido quanto as perguntas referente ao seu trabalho.

A participacdo no estudo podera ndo trazer um beneficio direto a vocé. A
sua participacdo nesse estudo ira contribuir para 0 aumento do conhecimento
sobre este assunto e os resultados irdo auxiliar na tomada de medidas
preventivas para a melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores expostos.
Vocé ira receber os resultados dos testes realizados, se desejar. Todos 0s
resultados seréo discutidos com o SMO.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, nao é
obrigatéria. Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e
retirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao vinculo institucional.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na
pesquisa e vocé ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua
participacdo na pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados

confidencialmente. Os resultados seréo apresentados de forma conjunta, sem a
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identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na
publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Prof. Dr. Edison Capp, pelo telefone (51) 33085688, com o
pesquisador farm. Sandro Ness, pelo telefone (51) 999841869 ou com o
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda

a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e

outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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NOME: QUESTIONARIONe

1 |( )Farmacéutico ( )Enfermeiro ( ) Controle, qual a
profissao?

2 |Sexo( )M ()F

3 | Data de nascimento: ldade: anos e
meses
Se ndo trabalha com quimioterapia pule para a questdo n° 13

4 | Quanto tempo trabalha diretamente em contato com medicamento
antineoplasico? Desde que
data?

5 | Qual sua carga horéria diaria de trabalho na central Quimioterapia ou na
enfermaria?

6 | Quantas horas por dia esta exposto aos quimioterapicos (manipulando ou
administrando)? e por semana?

7 | Em média, quantos frascos de Ciclofosfamida e Doxorrubicina manipula ou
guantos pacientes administra semanalmente?

8 | Trabalha continuamente na central/enfermaria de quimioterapia? ( ) ndo ( )
sim

9 | Além do HCPA trabalha em outro lugar de exposi¢cdo? ( )nédo ( ) sim,
quantas horas por semana?

10 | Reveza com outros colegas ( ) ndo ( ) sim Qual a periodicidade?

vezes/sem

11 | Utiliza luvas no manuseio da quimioterapia? ( )nao ( )sim
Qual a frequéncia real em que troca as luvas, em horas? ( ) 30min ( ) 1h (
)2h () >2h
Utiliza dois pares de luvas? ( )nado ( )sim
Se sim, as 2 s&o cirdrgicas? ( )nao ( )sim

12 | Utiliza dispositivo de seguranca de sistema fechado? ( ) ndo ( ) sim

13 | Quais os equipamentos de protecao individual que utiliza?

( ) Luva cirdrgica
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) Luva de procedimento

) Gorro

) Mascara de carvao ativado
) Macacé&o impermeavel

) Avental Impermeavel

) Propés

AN AN AN AN N N/

) Oculos

Habitos:

12

Ja teve algum tipo de neoplasia? ( )ndo ( )sim Qual?

13

Vocé tem alguma outra doencga crénica?

( )ndo ( )sim Qual?

14

Vocé tem histéria de neoplasia na familia? ( ) néo (

Qual?

) sim

15

Faz utilizagcdo de algum medicamento ou vitaminas? ( ) n&o ( ) sim
Se sim,

Quais?

16

Vocé fumou em algum momento de suavida? ( )ndo ( )sim
Se sim:
Quanto tempo vocé fumou (em anos)
Vocé fuma atualmente? ( )ndo ( )sim
Se sim, que fumo

consome?

Qual a quantidade que utiliza por dia?

Mora com alguém que fuma? ( )ndo ( )sim Quem?

17

Vocé bebe? ( ) nao () sim, Qual?

( ) vinho Qual o consumo médio semanal?

( )cerveja Qual o consumo médio semanal?

( ) vodka Qual o consumo médio semanal?

( ) outras bebidas, quais?

Qual o consumo médio semanal?

18

Sua dieta é balanceada? ( ) ndo ( )sim
Se sim, quantas vezes por semana? Frutas

Verduras cereais
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19

Faz exercicios fisicos regulares? ( ) ndo ( ) sim

Se sim, qual(s)? e em que peridiocidade?

IPAQ- QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FISICA (versdo

curta)

Para responder as questdes lembre que:

-atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande
esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

-atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esfor¢o

fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé

realiza por pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

la

Em quantos dias da udltima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de
um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias ___ por SEMANA () Nenhum

1b

Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a

Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerébica leve, jogar vOlei recreativo, carregar
pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como
varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar
moderadamente sua respiracdo ou batimentos do coragdo (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA)

dias __ por SEMANA () Nenhum

2b

Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades
por dia?

horas: Minutos:
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3a

Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aeroObica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer
servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim,
carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua
respiracao ou batimentos do coracéo.

dias __ por SEMANA () Nenhum

3b

Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades
por dia?

horas: Minutos:

Estas ultimas questfes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado
todo dia, no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu
tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto
descansa, fazendo licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou
deitado assistindo TV. N&o inclua o tempo gasto sentando durante o

transporte em 6nibus, trem, metrd ou carro.

4a

Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?

horas minutos

4b

Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana?

horas minutos




118

ANEXO 4: FOLHA DE APROVACAO

ATA AUTENTICADA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Medicina

Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias da Satde: Ginecologia ¢ Obstetricia
Ciéneias da Sadde: Ginecologia ¢ Obstetricia - Doutorado
Ata de defesa de Tese

Aluno: Sandro Luis Ribeiro Ness, com ingresso em 23/09/2015
Titulo: Avaliacio da exposigiio ocupacional aos profissionais que manipulam ¢ administram

medicamentos antincoplasicos em um hospital universitario no sul do Brasil.

Data: 25/06/2020
Horano: 17:00
Local: Sala Virtual MConf - UFRGS - https://mconf ufrgs br/webconf/sead-academico

Banca Examinadora Conceito Ongem
Danicl Mendes da Silva A HCPA
Gabriel de Souza Macedo HCPA
Gabnela Dos Santos Santanna A IFRS
Helena Von Eye Corleta UFRGS
[Ima Simoni Brum da Silva A UFRGS

Conceito Geral da Banca: A
Data da homologacao:

Porto Alegre, 13 de julho de 2020

Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias da Saide: Ginecologia ¢ Obstetricia
Rua Ramiro Barcelos, 2400 2 andar - Bairro Santa Cecilia - Telefone 33085607
Porto Alegre - RS

Documento gerado sob autenticagio n® TI10.249.291.57E
Pode ser autenticado, na Internet, pela URL http://'www.ufrgs. br/autenticacao,

tendo validade sem canimbo ¢ assinatura.



119

ANEXO 4: CONTINUACAO - FOLHA DE APROVACAO

186

— C— L
e ———

ATA PARA ASSINATURA N°

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Medikina

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saide: Ginecologia e Obstetricia
Ciéncias da Salde: Ginecologia e Obstetriia - Doutorado
Ara de defesa de Tese

Aluno: Sandro Luls Ribeiro Ness, com ingresso em 23/09/2015

Titulo: Avaliacio da exposicdo ocupacional aos profissionais que manipulam e administram
medicamentos antineoplésicos em um hospital universitario no sul do Brasil.

Orientador: Prof. Dr. Edison Capp

Data: 25/06/2020
Horério: 17:00
Local: Sala Virtual MConf - UFRGS - https://mconf.ufrgs. br/webconf/sead-academico

Banca Examinadora Origem
Iima Simoni Brum da Silva UFRGS

Helena Von Eye Corleta UFRGS
Gabnel de Souza Macedo HCPA
Gabriela Dos Santos Santanna IFRS
Daniel Mendes da Silva HCPA
Porto Alegre, 25 de junho de 2020
Memb Assinatura Avakacko
lima Simoni Brum da Silva Aprovado

Helena Vion Eye Corleta

Gabriel de Souza Macedo

Gabriela Dos Santos Santanna Aprovado
Daniel Mendes da Silva Aprovado
Conceto Geral da Banca: () Correcdes solicitadas: () Sim ( X ) Ndo
Aprovado

Observagio: Esta Ata nio pode ser considerada como Instrumento final do processo de concessdo de
titulo 20 aluno.

Z 7'31//'(;‘«'61 L) { L}%

== Aluno = }Oﬂenudor {1

N

Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saide: Ginecologia e Obstetricia
Rua Ramiro Barcelos, 2400 2 andar - Bairro Santa Cecilia - Telefone 33085607
Porto Alegre - RS

lofl 12/06/2020 i5:17



