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Haematological and genotoxic profile study of workers exposed to medical waste
Estudo do perfil hematologico e genotdxico de trabalhadores expostos a residuos dos servicos de salde

Estudio del perfil genotoxico y hematologico del trabajadores expuestos de los residuos de servicios de salud

Alex Veras Pereira’, Filiphe Daniel Luz Martins Rocha?, Ananda do Nascimento Oliveira®, Fabricio Ibiapina Tapety*, Ana
Amélia de Carvalho Melo Cavalcante®, Tatiana Vieira Souza Chaves®

ABSTRACT

Objective: To evaluate the haematological and genotoxic profile of workers exposed to medical waste. Method:
Descriptive study of an observational nature, performed with two distinct groups: exposed (20 individuals) and
unexposed (20 individuals), which had blood samples collected for analysis. Results: The results revealed an increased
erythrocytes, hematocrit and leukocytes of the exposed group compared to the unexposed group. In the group exposed
were identified: eosinophilia (45%), atypical lymphocytes (35%) and neutrophil toxic granulation (25%). It revealed a
significant genotoxic effect by the content and frequency of major damage in the exposed group. There was no
correlation of these results with the habits and life styles reported. Conclusion: It was found that the study group
might be undergoing reaction processes caused by some agent, as well as genetic instability. These data highlight the
need for greater biomonitoring of these workers in order to prevent neoplastic conditions. Descriptors: Medical Waste,
Waste Collectors, Occupational Risk.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o perfil hematologico e genotoxico dos trabalhadores expostos a residuos dos servicos de salde.
Método: Estudo descritivo, de natureza observacional, realizado com dois grupos distintos: exposto (20 individuos) e
ndo exposto (20 individuos), onde tiveram seu sangue coletado para analise. Resultados: Os resultados encontrados
evidenciaram aumento de hemacias, hematocrito e leucdcitos do grupo exposto em comparacao ao grupo nao exposto.
Identificou-se no grupo exposto eosinofilia (45%), atipia linfocitaria (35%) e granulagdes toxicas neutrofilicas (25%).
Evidenciou-se significante efeito genotoxico pelo indice e frequéncia de danos maiores no grupo exposto. Nao se
obteve correlacbes destes resultados com habitos e estilos de vida relatados. Conclusdo: Avaliou-se que o grupo
estudado pode estar passando por processos reacionais ocasionados por algum agente, bem como instabilidade
genética. Tais dados salientam a necessidade de maior biomonitoramento destes trabalhadores, a fim de prevenir
quadros neoplasicos. Descritores: Residuos dos Servicos de Saude, Coletores de Residuos, Risco Ocupacional.

RESUMEN

Objetivo: Evaluar el perfil genotoxico y hematologicos de los trabajadores expuestos a los residuos de los servicios de
salud. Método: Estudio descriptivo, observacional, realizado con dos grupos: expuestos (20 personas) y no expuestos
(20 personas), que tenia su sangre recogida para el analisis. Resultados: Los resultados mostraron un aumento,
hematocrito y leucocitos grupo expuesto en comparacion con el grupo no expuesto. Identificada en el grupo expuesto
eosinofilia (45%), linfocitos atipicos (35%) y de neutrofilos granulacion toxica (25%). Se demuestra significativo el indice
de efecto genotodxico y la frecuencia de graves dafios en el grupo expuesto. No correlaciones obtenidas de estos
resultados con los habitos y estilos de vida reportados. Conclusién: Se encontro que el grupo de estudio puede ser
sometido a procesos de reaccion causada por algln agente, asi como la inestabilidad genética. Estos datos ponen de
relieve la necesidad de una mayor vigilancia biolégica de estos trabajadores con el fin de evitar los condiciones
neoplasicas. Descriptores: Residuos de Servicios de Salud, los recolectores de residuos, riesgos laborales.
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[ INTRODUCAO ]

Atualmente, o crescente aumento na
producao de residuos solidos representa um
fendbmeno grave e preocupante pela grande
quantidade de lixo gerada diariamente, mediante
ao seu alto potencial na transmissao de agentes
patoldgicos, na contaminacao do solo e na poluicao
do ar e das aguas,’ fazendo necessario um correto
manejo do lixo e acondicionamento em
contendedores apropriados, com caracteristicas
adequadas para o armazenamento temporario e
protegido das acdes do préprio ser humano e dos
animais, para que a coleta de residuos seja
realizada.’

Os coletores de lixo (garis) se encontram
expostos a varios tipos de riscos ocupacionais e,
portanto, é a partir desse panorama de exposicao
ocupacional que se percebe nitidamente, que as
relacdes entre o processo de trabalho e o processo
saude/doenca desta classe profissional merecem
atencao, estudo e intervencdo em salde publica.’

Residuos hospitalares merecem atencao
especial por causa de um amplo espectro de
periculosidade, que compreende desde o potencial
de propagacao de patologias infecciosas, até os
riscos ambientais derivados dos métodos
empregados no seu tratamento e disposicao final.
Com isso, a presente pesquisa objetivou avaliar e
caracterizar o perfil hematologico e genotoxico no
sangue periférico dos coletores de lixo hospitalar,
a fim de correlacionar possiveis alteracées ao seu

tipo de exposicao ocupacional.
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[ METODOLOGIA ]

A pesquisa consiste num estudo descritivo e
coorte transversal de investigacao, tendo sido
realizada em uma empresa privada responsavel
pela coleta, destinacao e tratamento dos Residuos
dos Servicos de Saude (RSS) na cidade de Teresina,
estado do Piaui. A amostra constituiu-se de 40
individuos com faixa etaria de 20 a 45 anos, dentre
estes, 20 caracterizam o grupo teste (expostos) e
20 o grupo controle (nao expostos) que foram
informados do estudo e, sob seu consentimento,
foram coletados 4 ml de sangue através de puncao
vacuo

venosa, distribuidos em tubos a

(Vacutainer®) com  Etilenodiaminotetracético
(EDTA) dipotassico e em eppendorf heparinizado e

protegido da luz ultravioleta.

Hemograma

Apos a coleta foram feitos os esfregacos das
ldminas com coloracdao pelo Panoético Rapido.
Amostras da coleta de sangue foram analisadas
para testes hematoldgicos utilizando o analisador
automatico ABX MICROS 60. Diferentes parametros
hematologicos foram utilizados: hemoglobina (Hb),
hematécrito (Ht), nUmero de eritrécitos no sangue
total, leucograma com contagem de leucocitos e a
contagem de plaquetas. As contagens diferenciais
foram realizadas pelo método manual, na qual
foram analisados 100 leucocitos por lamina, bem

como a sua avaliacao qualitativa.

Teste Cometa em Sangue Periférico

A metodologia utilizada para realizacao do

ensaio cometa foi a descrita *

com algumas
modificacdes. Foram preparadas 2 laminas para
cada individuo. Uma amostra de 5 pl do sangue

colhido em seringa previamente heparinizada, foi
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misturada em 95 pl de agarose de baixo ponto de
fusao (low melting), a mistura foi colocada nas
ldminas pré-cobertas com agarose em ponto de
fusdo normal e cobertas com laminula.
Posteriormente, as laminas foram mantidas em
solucao de lise, em geladeira, por um periodo de
uma semana. Apdés a lise, as laminas foram
transferidas para cuba de eletroforese contendo
tampao refrigerado, em corrente de 25V, 300mA.
As laminas ficaram por 20 minutos na cuba antes
da corrida de eletroforese, que durou 15 minutos.
Apo6s a corrida eletroforética, as laminas foram
neutralizadas com tampao por 15 minutos, lavadas
com agua destilada, secas a temperatura ambiente
por 12 horas e fixadas com solucao de fixacao por
15 minutos. A coloracao foi feita com nitrato de
prata (0,02%).

Foram analisadas 50 células por lamina,
totalizando 100 células por individuo. Os cometas
foram classificados em categorias de migracao,
pelo grau de dano no DNA (0-4), no qual foi
calculada a frequéncia do dano. O dano pode variar
de 0 a 4, de acordo com a migracao do DNA, que
pode ser medida pelo tamanho da cauda do

cometa.

[ RESULTADOS E DISCUSSAO ]

As analises das amostras em contador
automatico ABX Micros 60 evidenciaram diferenca
estatisticamente significativa nos valores de
hemacias, hematocrito e leucocitos do grupo
exposto em relacao ao grupo nao exposto. Nao se
obteve diferenca significativa entre os demais
parametros quantitativos analisados, tais como
hemoglobina, RDW e plaquetas. A Tabela 1, a
seguir, mostra os valores obtidos de média + desvio
padrao dos parametros hematoldgicos analisados,

tanto do grupo exposto quanto do nao exposto.
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Tabela 1. Valoras dos parametras hematalogicos analisados nos grupos expastos e nag expasts,

Grupos
Pardmetros NAD EXPOSTOS EXPOSTOS

Valor de P*
Hematis 18031 505" peq, 0007
Hematgerito 44,851,868 B4 45" P0,0023
Hemaglabina 14,87+ 126 14,68£0,91 e, 8506
Leucqaias 5080 £ 1111 7638 + 2681" e, 0335
Plaquetss M0,1 62,67 24,5 £ 61,83 Pa0, 7860
RDW 1306053 1308083 Pe(, 0083

Fon: Pesquisa Direta, Média + Daovio Padrdn de valares, identficando sfanificante **2<0,001
diferanca entre hemacias & hamatacrity & "2¢0,09 para valors de Lewcacitos do Grupa Expasto
em relacao ao Grupa Nao Exposta,

A partir das avaliacoes microscopicas das
laminas hematologicas foram realizadas as analises
qualitativas e quantitativas das células brancas
proveniente da contagem de 100 leucocitos por
individuo. Tais dados encontram-se dispostos na

Tabela 2 a seguir.

Tabela 2. Frequéncia & percentual de alteragdes leucoctarias qualitativas e quanttativas,

Froguéc Frequéncia bxpostas Napue Liezts:;: [
Variavel Nao Expostos \ d [xpgstus
Afipa infociaria 0 i 0 / 35
Granulacdes fdias 0 i 0/ 158
neutrofilicas
Easinafitz 0 n (5 /45t
Neutrapenia 0 0 0 /158
Linfoctose 0 0 10
infapenia 0 0 0 /10
Sem alteracdes i 05 1007 / 25%

Fonte: Pasquisa [ireta.

No que se refere aos danos genéticos em
células sanguineas, os resultados obtidos através
do Teste Cometa encontram-se ilustrados nas
Figuras 1 e 2 posteriores, referentes a frequéncia e

indice de danos, respectivamente.
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Fonte: Pesquisa Direta.

Figura 1. Frequéncia de danos ao DNA de células sanguineas demansiranda significante
("*P<0,0001) aumento do grupo exposto em comparagdo ao grupo ndo exposto, Significante
("**P<0,0001) nimera na frequéndiz de danos 0 do grupo ndo exposta em comparacdo ao grupo
exposto. Aumenty significativo (**P<0,0001) de dana 01 do grupo exposto quando comparado a0
grupo nao expasto. Significative (**P<0,0001) aumento na frequénda de dano 02 do grupo
expasto em relacdo ao grupo ndo exposto. Frequéncia significativamenta (*P<0,05) maior de dano
03 do orupo exposta em comparacdo ao grupa ndo exposto. Frequénda nula de diferenca da

ocarréncia de dano 04 entre o5 grupos, One-way Tukey's Mulliple Comparisan Tast,
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Fonte: Pesquisa Direta,

Figura 2. Indice de danos com significincia (***P<0,0001) do
grupo exposto em comparacdo a0 grupo ndo exposto pelo
teste T-Student.
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Com a aplicacado do questionario

recomendado pela International Comission for

Protection against Enviromental Mutagens and

Carcinogens, a Tabela 3 representa sua relacao de

significancia com a frequéncia de danos genéticos
obtidos com teste Qui-Quadrado (X2).

Tabela 3. Correlacao entra Fraquéncia de danos e variavels pelo teste Qui-Quadrada.

. Frequéncia  Frequéncia  Percentual  Variavel X Freg.
VARIAVEL Naoexpostos ~ Expostes  Naoexpostos/  Danos (P Valor)

Expostos
Tabagismo 0 03 10% 1 15% P<0,18
Alcaal 06 07 30% 1353 p<0,70
Medicamentas 04 05 0% 1 25% P<0,43
Carne Vermelha 10 20 T00% / 100% P<0,81
Carne Branca 0 10 100% / 100% P<0,06
Doenca Genetica 03 0 18% /103 p<0,10
Vitaminas 00 04 0%/ 20% P07

Fonte: Pesquisa Direta, Fraguéndia, Percentual e Valor de Pearson Chi-Square de correlacdo
entre frequénda de danas e variavels cam valor nulo para todos os ftens,

No Brasil ha mais de 30 mil unidades de
saude produzindo residuos infecciosos e, na
maioria das cidades, a questao do manuseio e da
disposicao final nao estao resolvidas, e acrescenta-
se que algumas unidades de salde desconhecem a
quantidade e a composicdo dos residuos que
produzem.’

Os residuos solidos gerados nos servicos de
saude  representam na  atualidade uma
problematica que vem se tornando foco
preocupante de o6rgaos de salde, prefeituras,
técnicos e pesquisadores da area. Isso se verifica
pela quantidade de legislacbes e referéncias
existentes, que preconizam
condutas de gerenciamento destes residuos
gerados. Tais residuos constituem um desafio
permanente, pois além das questoes ambientais
inerentes a qualquer tipo de residuo, incorporam
uma maior preocupa¢ao no que tange ao controle
de infeccoes em ambientes prestadores de
servicos, no aspecto da salde

individual/ocupacional e pUblica/ambiental.®
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Com base nos resultados obtidos na
avaliacao hematolodgica, observou-se que os
individuos pertencentes ao grupo exposto nao
apresentaram alteracdes significativas nos dados
referentes aos valores de hemoglobina, plaquetas e
RDW, como mostrado na tabela 01, quando
comparados ao grupo nao exposto. No entanto,
alteracoes foram observadas em parametros
quantitativos: hematocrito (Figura 2), hemacias
(Figura 1) e leucécitos (Figura 3); e qualitativos
(Tabela 2) em relacao comparativa ao grupo nao
exposto.

O aumento no numero de leucdcitos nao
prediz desordens ou patologias, mas sim o
resultado da resposta do organismo a eliminar
possiveis agentes patogénicos, ou quando o
individuo esteja submetido a situacoes de esforco
fisico e/ou estressantes, portanto, o resultado
evidenciado com o grupo teste (expostos) da
presente pesquisa pode ter sido influenciada por
algumas destas situacoes mencionadas, ja que
estas estdao relacionadas a seu ambiente de
trabalho.

Neste sentido, pode-se salientar que o
aumento concomitante do hematocrito com os
leucocitos pode ter se dado tanto pelas situacoes
ja citadas quanto pelos cuidados que devem ser
tomados durante a jornada de trabalho, dentre
eles, a hidratacao e o uso de Equipamentos de
(EPI’s).

A mensuracao do hematocrito permite avaliacao

Protecao Individual
pratica e rapida do estado geral dos individuos,
porém pode apresentar variacao severa em casos
de desidratacao, pois ha hemoconcentracao,
mascarando casos em que ha anemia e necessidade
de intervencées medicamentosas.’

Em estudo realizado ® para a identificacao
de microrganismos patogénicos presente em RSS foi
verificada a presenca de coliformes Salmonella
typhi, Shigella sp., Pseudomonas sp.,

Streptococcus, Staphylococcus aureus e Candida
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albicans. A possibilidade de sobrevivéncia de virus

na massa de residuos solidos foi comprovada para
polio tipo I, hepatites A e B, influenza, vaccinia.

Os mesmos autores também verificaram o
tempo de sobrevivéncia em dias de alguns agentes
etiologicos na massa de residuos solidos:
Entamoeba Histolytica de 8 a 12 dias, Leptospira
interrogans de 15 a 43, poliovirus de 20 a 170,
larvas de vermes de 25 a 40, Salmonella typhi de
29 a 70, Mycobacterium tuberculosis de 150 a 180
e Ascaris lumbricoides (ovos) de 2000 a 2500. A
tabela 02 demonstra que 45% dos individuos do
grupo exposto apresentou eosinofilia, 35% atipia
linfocitaria e 25% granulacdes toxicas neutrofilicas
em sua contagem diferencial.

Os linfocitos atipicos encontrados em 35%
dos individuos do grupo exposto sdo, em sua
maioria, linfécitos T ativados pelas células B
infectadas. Nos locais de inflamacao atuam como
os linfocitos normais, desempenhando um papel na
resposta imune.” A presenca e o nimero de
linfécitos atipicos sao informacdes Uteis, pois
podem orientar o diagnostico para patologias e/ou
quadros infecciosos por virus, tais como o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), Virus Epstein Barr
(EBV), Citomegalovirus (CMV), Herpes Simples,
Rubéola, Toxoplasmose, Adenovirose e Hepatite A
eB."

As granulacoes toxicas  neutrofilicas
evidenciadas em 25% dos trabalhadores expostos
sao pequenas formacdes em granulos que
aparecem no citoplasma dos neutrofilos e refletem
uma perturbacao da maturacao dos mesmos, com
persisténcia dos granulos azurofilos nos estadios
celulares maduros, ou podem ainda ser o resultado
da endocitose de agentes toxicos (bactérias,
proteinas séricas desnaturadas) com formacao de
novos granulos anormais. O termo "toxico" é usado
para indicar o estado de funcionamento de muitas
células, que ocorre numa variedade de doencas

como infeccoes sistémicas, cancer, pneumonia,
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coma diabético ou hepatico, envenenamento
quimico e em estados toxicos.'""

Em 45% do grupo exposto, observou-se
quantitativamente um aumento no nUmero de
eosindfilos em 100 leucdcitos contados por
individuo, desta forma, tal aumento na circulacao
geralmente encontra-se relacionado a doencas
parasitarias, alérgicas e inflamatérias ou a
situacoes mais raras, clonais ou idiopaticas, que
cursam com danos severos aos tecidos em
consequéncia da infiltracao eosinofilica. Desta
forma, as células de defesa como linfocitos,
eosindfilos e neutrofilos em carater reativo podem
predizer um possivel contato dos trabalhadores
expostos a patogenos, embora nao se possa afirmar
a via de contato.

Com relacao aos trabalhadores do grupo
teste, 100% mencionaram a utilizacao de EPIs
durante sua jornada de trabalho. E preconizado "
que todo dispositivo ou produto, de uso individual
utilizado pelo trabalhador, destinado a protecao de
riscos suscetiveis de ameacar a seguranca e a
saude no trabalho consiste num Equipamento de
Protecao Individual.

O uso de EPI esta previsto na legislacao
trabalhista. A Consolidacao das Leis do Trabalho
(CLT) prevé a obrigatoriedade da empresa em
fornecer aos empregados, gratuitamente, EPI
adequado aos riscos e em perfeito estado de
conservacao e funcionamento, bem como as
obrigacoes do empregador em fornecer os EPIs e,
cabe aos empregados a responsabilidade pelo seu
uso, guarda e conservacao."”

De acordo com o Art. 4°, da Resolucao n°
005/1993 o método de tratamento para residuos
hospitalares é a incineracao, método pelo qual
ocorre a queima destes residuos a temperatura
acima de 100°C com excesso de oxigénio. Estudos
tém relatado que metais pesados, como chumbo,
cadmio, arsénio, mercurio e cromo, nao Ssao
durante a

destruidos incineracao, e sao
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frequentemente liberados para o ambiente em
formas até mais concentradas e perigosas do que

l." Além de estarem relacionados a

no lixo origina
causa de efeitos adversos sobre a saude humana,
0s metais pesados podem desenvolver quadros
clinicos graves dos sistemas gastrointestinal,
circulatorio periférico e nervoso, bem como de
quadros neoplasicos nestes 6rgaos. "

As Figuras 01 e 02 exibidas nos resultados
sdo relativas a Frequéncia e o indice de danos,
respectivamente, avaliados pelo Ensaio Cometa e
como demonstrado, o grupo de trabalhadores
expostos apresentou um aumento significativo de
danos ao DNA quando comparados ao grupo nao
exposto. Neste aspecto, relatos da literatura com
populacdes préximas a incineradores demonstram
uma potencial exposicao a certos compostos
através da inalacdo do ar e outras vias, como
contato da pele e mucosas oculares. Embora sejam
€sCassos relatos com trabalhadores
ocupacionalmente expostos a incineracao de
residuos hospitalares, foram encontrados em outros
paises (Reino Unido, Espanha e Japao) aumentos
significativos nos niveis de dioxinas nos tecidos de
individuos que moram proximos a incineradores,
provavelmente como resultado da exposicao.

E importante salientar a importancia de
estudos em populacoes expostas a agentes fisicos,
quimicos ou ambientais, ja que estas podem sofrer
mutacdes, cancer e defeitos congénitos.’® Tais
agentes causadores sao produzidos pelo préprio
homem, embora ocorram substancias toxicas
naturais
provenientes de bactérias, fungos, plantas e
animais. Os danos causados podem ser de natureza
quimica, fisica ou bioldgica e, em alguns casos,
genética. As substancias toxicas que agem no
material genético, especialmente no
DNA, causando alteracdoes no seu codigo sao ditas
genotoxicas ou mutagénicas, podendo provocar

mutacdes génicas e/ou cromossdmicas. "’
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O ensaio cometa (SCGE assay - Single Cell
Gel Electrophoresis assay) tem sido uma
ferramenta cada vez mais usada em estudos
biomonitores de populacdes expostas por ser um
teste facil, rapido e bastante sensivel na deteccao
de danos ao material genético.'® Desta forma, este
teste mostra-se bastante confiavel na avaliacdo
genotodxica dos trabalhadores expostos aos residuos
dos servicos de saude desta pesquisa.

Os danos observados no presente estudo
podem ser provavelmente relacionados as quebras
simples e duplas, formacao de adutos ao DNA e
pontes intra e inter cadeias, possiveis de serem
detectados na versao alcalina do teste do cometa.
Apesar de alguns danos ao DNA serem reparados, é
necessario o permanente biomonitoramento de
genotoxicidade aos RSS, com o uso de
biomarcadores para a prevencao de futuras lesoes
no DNA, as quais podem induzir crescimentos
neoplasicos em células somaticas danificadas. Nos
altimos anos, o monitoramento dos efeitos
genotoxicos de quimicos em humanos com o
objetivo de avaliar os riscos tem aumentado e
como resultado tem sido identificado marcadores
da exposicio humana a mutagenos e
carcindgenos. "

As células apos a realizacao da metodologia
do Ensaio Cometa possuem classificacao baseada
em cinco classes, denominadas de classe 0 a classe
4, exibidas na figura 06 dos resultados e que
demonstra todos os tipos de danos que o teste
possibilita visualizar. A classe 0 corresponde as
células que nao sofreram nenhum tipo de dano; a
classe 1 a cometas com danos minimos; a classe 2
com danos médios; a classe 3 a cometas com danos
intensos e, por fim, a classe 4 a cometas com
danos maximos.?

Nao foi possivel dividir a amostra em
subgrupos que proporcionassem aos autores uma
correlacdo da frequéncia de danos com variaveis

como fumo, idade, alcool, uso de medicamentos,
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consumo de carne vermelha, consumo de carne
branca, doencas hereditarias e consumo de
vitaminas (tabela 03). Portanto, os dados obtidos
possivelmente estejam relacionados com a
exposicdo destes individuos aos residuos dos

servicos de salde.

[ CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho com a
realizacao de teste hematologico e genotoxico,
forneceram evidéncia de que os individuos foco da
pesquisa apresentam processos reacionais frente a
exposicao a algum agente. Acrescenta-se que 0s
mesmos apresentam riscos de instabilidade
genética, provavelmente como resultado de sua
jornada ocupacional aos Residuos dos Servicos de
Saude, pois nao houve significancia com os habitos
e estilos de vida relatados. Salienta-se ainda a
necessidade de avaliacao continua e com a
utilizacao de outros biomarcadores da populacao
estudada, a fim de prevenir o aparecimento de
possiveis neoplasias futuras decorrentes de sua

exposicao ocupacional.
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