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“If you want to live a happy life, tie it to a goal, not to people or objects”

Albert Einstein
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RESUMO

Sendo o controlo e prevengdo da exposi¢cao humana a produtos quimicos neurotéxicos
uma area importante de pesquisa que certamente contribui para a promog¢ao da saude
publica, pretende-se com esta dissertagdo estudar a neurotoxicidade induzida pelo n-

hexano.

Deste modo, nesta revisdo cientifica bibliografica pretende-se apresentar as
consequéncias da exposicao cronica a este solvente, a qual induz neuropatias periféricas
classificadas como atrofia axonal no sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso

periféricos (SNP) tanto em seres humanos como em animais.

O principal composto responsavel por esta neurotoxicidade ¢ o seu metabolito, a 2,5-
hexanodiona (2,5-HD) que a nivel do organismo forma compostos pirrélicos através da
ligacdo seletiva desta y-dicetona a grupos amina do aminodcido lisina existentes nas
proteinas de determinados neurofilamentos axonais. Apo6s a formagao destes compostos
podem ocorrer alteragdes a nivel da estrutura dos axoénios e consequentemente da sua

funcao.

Estas alteragdes bioquimicas podem ser detetadas recorrendo a biomarcadores de

exposicao e de efeito, 2,5-HD e 2,5-dimetilpirrol (2,5-DMP) respetivamente.

A presenca destes aductos pirrodlicos pode ser associada a certas patologias
neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer e a doenca de Parkinson, através, por
exemplo, da promogdo da peroxidagdo lipidica. Além destas patologias, podem ainda

surgir efeitos toxicos tanto a nivel reprodutivo como ocular.

Assim, os efeitos neurotoxicos observados apds a exposi¢ao ambiental/ocupacional ao n-
hexano refletem alteragdes neurocomportamentais que podem ser avaliadas de modo a
rastrear o desenvolvimento progressivo da neurotoxicidade deste solvente durante a
exposicdo a longo prazo. Para tal ¢ utilizada uma bateria de testes de observacao
funcional, os quais sdo bastante sensiveis e permitem detetar alteragdes progressivas a

nivel das disfun¢des motoras em funcio do tempo de exposicao.

Palavras-Chave: n-Hexano; Toxicologia Ocupacional; Neurotoxicidade; 2,5-

Hexanodiona.






ABSTRACT

The control and prevention of the human exposure to neurotoxic chemical products is an
important field of research that certainly contributes to the promotion of public health,
therefore it is intended to study with this dissertation the neurotoxicity induced by n-

hexane.

In this scientific bibliographical review, the aim is to present the consequences to chronic
exposure to this solvent, which induces peripheral neuropathies classified as axonal
atrophy in the central nervous system (CNS) and peripheral nervous system (PNS), both

in humans and animals.

The main compound responsible for this neurotoxicity is its metabolite, at 2,5-
hexanedione, that in the body shapes pyrrolic compounds through the selective
connection of this y-diketone with amine groups of the amino acid lysine existent in the
proteins of certain axonal neurofilaments. After the formation of these compounds,

alterations arise in the axons structure, and consequently, on its function.

This biochemical changes may be detected using exposure and effect biomarkers, 2,5-

hexanedione and 2,5-dimethylpyrrole, respectively.

The presence of these pyrrolic adducts may be associated with certain neurodegenerative
pathologies, such as Alzheimer’s and Parkinson’s disease, for instance, through lipid
peroxidation promotion. Beyond these pathologies, toxic effects may occur on the

reproductive and ocular systems.

Thus, the neurotoxic effects observed after the environmental/occupational exposure to
n-hexane reflect the neurobehavioral alterations that may be assessed in order to trace the
progressive development of the neurotoxicity of this solvent during long term exposure.
To this end, a battery of functional observation tests is used, that due to its sensitivity can
detect progressive alterations at the level of motor disabilities according to the time of

exposure.

Keywords: n-Hexane; Occupational Toxicology; Neurotoxicity; 2,5-Hexanedione.






INDICE

RESUMO......cccvrvverruenrursennacs 1
ABSTRACT ..uviiiiiinninensenssissenssesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssss 3
INDICE DE FIGURAS .7
INDICE DE TABELAS .9
LISTA DE ABREVIATURAS 11
OBUJETIVOS ..ciiiiiiiiinnninsnnsesssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssass 13
§ R (T 1 . €21 1 L1 PPN 15
L1, TOXICOCINELICA. c..eutetieniieiiestieie ettt ettt ettt et eneeeneenes 16
L1 L. ADSOIGAO ..uiiiiiiiiiiie ettt ettt et e b e e tbeeeeaseeeaneeenns 16
1.1.2.  MetabOliZAGA0.........eeiieeriee ettt e et 17
1.1.3. EIMINACAO ..vviiiieiiiiieeeiieee ettt e et e e e e e aaaee s 18

2. Toxicidade da 2,5-HexXanodiona .......c.cceeiceivvericssssnnsccssssnsscssssassscsssssssscssssnsssssnes 19
2.1, NeurotoXiCIdade..........eeriiriiiriiiiiieieeee et 19
2.1.1.  Efeitos NeUrolOZICOS .......ccccoiiviiriiriiiiiniierieeienteseee ettt 19
2.1.2.  Efeitos neuropatolOZICOS .......cevueriiieriieiiieiieeiieiie ettt 20
2.1.3.  Efeitos fisiol0gicos € bIoquimICOS........cccveeriieerieeriiieeeiieeriee e 22
2.1.4.  Efe1t0S CILOTOXICOS ...eerurieiieniiieiieiieenite ettt sttt et ettt et e e saneens 23
2.1.5.  Mecanismo de acao da 2,5-Hexanodiona .............cccceeeeeveeevreeecneeeenneenne 23

2.2.  Efeitos reprodutivos tOXICOS .....cc.erverueeruirierieenierienieeieeeesieenteseeneeeneeeeesaeennes 25
2.3.  Efeitos tOXICOS NA TETINA € VISAO....ccrueerueeriieaiieniienieentteeeeesieesteesieesreeseeeseens 26
3. Controlo e prevencao da exposicio ocupacional a solventes 29
3.1.  Limites para a exposicao ocupacional ...........ccceevueeviienieeiiieniieeniienie e, 29

3.1.1.  Biomarcadores como ferramenta de biomonitorizacdo a exposi¢do quimica



3.1.2. Biomarcadores de eXPOSICA0 ....ccuvrervrreririeeriieerieeerieeeereeesreeeeneeeaeeeenes 31

3.1.3.  Biomarcadores de suscetibilidade ..........cccoeveriineniiniieniiieneee, 32
3.1.4. Biomarcadores de efeitos.........ceveiruirieriieiiinienieieeeseee e 33
3.1.5.  M¢étodos analiticos para determinar biomarcadores de exposicao ........... 34

4. Mecanismo da toxicidade dos compostos PirroliCos......cceeveeerrerecsserccssanecssnnecsanns 35
4.1, AdUCLOS PITTOLICOS ...eeevtieiiieiiecie ettt ettt ettt et esaaeenbeeenes 35
4.2.  Compostos pirrdlicos € radicais liVIeS ..........cccveeviierieriiienieeiierie e 36
4.3.  Produgdo enddgena de compostos PirrOliCoS.........ccvereveereieeiienieeieenieeieenen 37
5. Compostos pirrélicos e doencas neurodegenerativas...........cceceeeceresercseecsercnees 39
5.1, Doenga de AlZNCIMET............oooiiuiiiiiiiiiie e 40
5.2, Doenga de ParkinSON ...........cccviieiuiiiiiieeiiie ettt e et 41
6. Métodos para avaliacio da neurotoxicidade 43
6.1. Testes neurocomportamentais em aniMaLS ........ccveeeruveeerveeeeiveeerireeenreeenneeeennns 44
6.1.1.  Monitorizacdo neurocomportamental em roedores .............cceeevveeeenveennee. 45

6.2.  Avaliagao CHNICA........ccceeiiiiiieciiee et 47
A O71) 1 T 11 1 OO 49
R 3 11) 1117 ) i OO 51



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Biotransformacao e reagdes de ligagdo macromolecular de n-hexano e 2,5-HD

Figura 2: Neurofilamentos distais apresentam maior densidade de aductos pirrolicos
como consequéncia da lenta migragdao de neurofilamentos pelo axoénio. Local onde ¢

iniciada a degeneragao do axonio evoluindo para locais mais proximais...................... 21
Figura 3: Processo de neurodegeneragdo apds exposicao cronica ao n-hexano............. 22

Figura 4: Mecanismo molecular da formagdo de compostos pirrolicos a partir da 2,5-HD

e consequentes reacoes de oxidagao com diversos nucleofilos.........ccceecveeevieeecveennneen. 25

Figura 5: Fluxograma com as classes de biomarcadores. Progressdo desde a exposigdo até

A AOCIICA ..ttt e et e et e et e e e e e e e e e e teeeeaaeeeetreeeeareeeraeas 30
Figura 6: Mecanismo de formacao de 2,5-Dimetilpirrol...........ccceeveeviieniiinienieeneenen. 35

Figura 7: Mecanismo de inibi¢do/promog¢ao da oxidag¢do de pirrdis com consequente

formagdo de aductos de tiol conjugados ou de dimeros pirrdlicos.........cccevvveerueeeeennee. 36






INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e neuropatologia das doencas neurodegenerativas:

Doenca de Alzheimer (DA) e Doenca de Parkinson (DP) ..........ccccveeeiviiiiiiiiiiiencieee, 40

Tabela 2: Testes da bateria de monitorizagdo neurocomportamental................c.ccvene... 46






LISTA DE ABREVIATURAS

2,5-DMP 2,5-Dimetilpirrol

2,5-HD 2,5-Hexanodiona

AVC Acidente Vascular Cerebral
CG Cromatografia Gasosa

CL Cromatografia Liquida

DA Doenca de Alzheimer

DCL Deméncia com Corpos de Lewy
DNA Acido Desoxirribonucleico

DP Doenca de Parkinson

ECETOC  European Chemical Industry Ecology and Toxicology Centre

FOB Bateria de Observagao Funcional (Functional Observational Battery)

GLPH Glicogénio-Fosforilase

GSH Glutationa Reduzida

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography)

HSAB Acidos e Bases Duros ou Macios (Hard and Soft Acid and Bases)

HTA Hipertensao Arterial

LEO Limites de Exposi¢do Ocupacional

NAC N-acetilcisteina

NFS Neurofilamentos

NRC National Research Council

OMS Organizacdo Mundial de Saude

PLS Substancias Pirrol-Tipo (Pyrrole-Like Substances)

RM Ressonancia Magnética

11



ROS

SNC

SNP

TC

VAP

VCL

VLB

VSL

Espécies de Oxigénio Reativo (Reactive Oxygen Species)
Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Periférico

Tomografia Computorizada

Average Path Velocity

Curvilinear Velocity

Valores-Limite Biologicos

Straight Line Velocity

12



Objetivos

OBJETIVOS

A presente monografia tem como principal objetivo o estudo da associacdo entre o n-

hexano e doengas neurodegenerativas: doenca de Parkinson e doenga de Alzheimer.

Neste contexto, pretende-se, através de uma revisdo da literatura cientifica:

i)  abordar os efeitos toxicos do n-hexano e dos seus metabolitos no organismo,
nomeadamente da 2,5-hexanodiona;
i) descrever as classes de biomarcadores desde o inicio da exposicao até a doenga e
respetivas amostras biologicas;
iii)  verificar a existéncia de métodos para a avaliagdo da neurotoxicidade;
iv) relacionar o aparecimento das doengas neurodegenerativas e a exposi¢do a este

solvente.

13






n-hexano

1. n-hexano

O n-hexano ¢ um solvente alifatico de baixo peso molecular, incolor, volatil, pouco

soluvel em dgua e com um odor muito caracteristico.

A importancia do estudo deste solvente prende-se com o facto do mesmo causar danos
neurologicos e, consequentemente ter impacto consideravel a nivel saude publica

(DeCaprio, 2000).

Este composto ¢ largamente utilizado, pela industria quimica, no seu estado puro e
comercial (US EPA 635/R-03/012), como pode ser encontrado em vérios produtos,
nomeadamente colas, tintas, adesivos, lacas, produtos de revestimento, cimentos e
agentes de limpeza (Fedtke & Bolt, 1987). Pode também ser utilizado e/ou encontrado
noutro tipo de industria, como a industria do cal¢ado e petrolifera. A utilizagdo do n-
hexano na industria do calgado deve-se ao facto de este ser um constituinte de alguns

materiais como a cola, a tinta e produtos de limpeza.

Em termos de industria petrolifera o n-hexano faz parte da composi¢do do petrdleo bruto
e do gas natural em proporg¢des diferentes. Apds o processamento destas matérias primas
e obtencdo do produto final, estima-se que o n-hexano esteja presente em gasoleo/gasolina
sem chumbo (11,6%) e no combustivel destinado a aviagdo (2%). Uma vez que este tipo
de produtos sdo utilizados diariamente e em larga escala, a populagdo em geral encontra-
se sujeita & exposi¢do a este composto por via inalatdria devido a poluicdo ambiental

(Brugnone et al., 1991).

Apos terem sido efetuados e estudados testes toxicologicos em animais e estudos
epidemioldgicos em humanos, chegou-se a conclusdo de que a inalagao de n-hexano afeta
diversos orgdos como o baco, figado, rins, nervos periféricos e cérebro. Apresenta
também um grande distribui¢do em tecidos ricos em lipidos (Huang, 2008).

A exposicdo ocupacional ao n-hexano tem sido associada a falta de condicdes de
seguranca em varios locais de trabalho onde este solvente ¢ utilizado com bastante
frequéncia. Neste caso, estamos perante uma exposi¢ao cronica conhecida como causa de
problemas ao nivel do sistema nervoso, também conhecida por polineuropatia (Otelea,
Handra, & Rascu, 2015). Estudos revelam que os primeiros casos de polineuropatias

\

associadas a exposi¢do cronica ao n-hexano foram identificados numa fabrica de
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Doengas neurodegenerativas associadas a exposi¢do ao n-hexano

laminacao de polietileno no Japao (Chang et al., 1993; Iwata, Takeuchi, Hisanaga, & Ono,

1983; Takeuchi, 2006).

O n-hexano provoca estados de euforia ao ser inalado, e por estar presente em produtos
de facil acesso, como as colas, ¢ utilizado pelos jovens levando-os a sua dependéncia

(Damstra, 1978; Smith & Albers, 1997).

A dependéncia por inalagdo dos vapores de n-hexano presente em colas provoca
neuropatias, também conhecida por neuropatia de Huffer (Fedtke & Bolt, 1986; Spencer
& Schaumburg, 1975).

1.1. Toxicocinética

1.1.1. Absorcao

A absor¢ao do n-hexano pode ocorrer através das vias inalatdria, oral e dérmica, sendo
que para uma exposi¢ao ocupacional, a principal via de absor¢do ¢ a inalatoria. Por ser a
principal via de absor¢do do n-hexano, verificou-se que cerca de 25% do composto
inalado ¢ retido a nivel alveolar, sendo que este valor corresponde a 17% da absorcao
pulmonar. A pele por sua vez ¢ a menor porta de entrada do composto neste tipo de

exposicao (Mutti et al., 1984).

Esta molécula, para além de apresentar uma elevada taxa de retencao alveolar, também
se caracteriza pela facilidade de ultrapassar a membrana alvéolo-capilar, entrando na
corrente sanguinea (Brugnone, Perbellini, Grigolini, & Apostoli, 1978; Veulemans,

Vlem, Janssens, Masschelein, & Leplat, 1982).

Apesar da via inalatéria ser a mais rapida, esta depende de varios fatores que influenciam
a captacdo de n-hexano. Esta via de absor¢do encontra-se aumentada em individuos
obesos e durante a pratica de exercicio fisico uma vez que a taxa de ventilacdo pulmonar

¢ superior (OMS, 1991).

Devido a grande facilidade de absor¢dao do n-hexano por via inalatoria foi realizado um
estudo, em que se demonstrou a existéncia de uma relacdo entre a concentragdo do
composto inalado e a sua concentragdo a nivel sanguineo (Brugnone et al., 1978; Mutti et

al., 1984; Perbellini, Mozzo, Brugnone, & Zedde, 1986).
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n-hexano

1.1.2. Metabolizacao

O n-hexano segue um caminho complexo a nivel metabdlico, no qual sofre inimeras

reacdes de hidroxilagdo e desidrogenacao. A Figura 1 apresenta esquematicamente todo

o processo de biotransformacgao do n-hexano em aductos pirrolicos.

CHyCHCHyCHaCHCHy

COy ]
Cadeia de Cadeia de
desintoxicacdo n-hexano desintoxicacds
L -~
OH a Cadeia de . OM
CHCHCHCH CHCHy bioativacio, CHyCHRCHC MG Ha My
1-hexanol v 3-hexanol
oM
CHyCHOHCHyCHeCHy
o o 2-hexanol - OH oM
CHYCCHICHRCH CHe CHyCHOHaCHaCHC Hy
metil n-butil cetona 1 5-hexanodiol
OIEK) 5
. o OH >
CHCCHyCHCHC Hy
&-hidroxi-2-hersnona .
'-._t 0 OH
e i CHyCCHACHCHCHy
= e 5 OH
y-valerolactona o y o . 4 5-dihidroxi-2-hexanona
CHyCCHCHyCOHy
= . 1 5-hexanodiona
HyC —— (15-HD) %
CO;
1 5-dimetilfurano R=hH;
Y
R R
. 03 N : N
Aductos monomericos e Hys CHy Le  HyC CHy
oxidados
4 My

Aducto 2 5-dimetilpirrol S’

A

Dimero de aductos pirralicos

Figura 1: Biotransformagio e reagdes de ligagdo macromolecular de n-hexano e 2,5-HD

(Adaptado de Torres, 2014)

Apobs o n-hexano entrar em circulagdo, sofre uma hidroxilacdo mediada pelo citocromo
P450, originando diversos metabolitos. Dos varios metabolitos podem ser destacados o
2-hexanol, metil n-butilcetona, 4,5-dihidroxi-2-hexanona ¢ o 2,5-hexanodiona (2,5-
HD) (Andreoli, Manini, Mutti, Bergamaschi, & Niessen, 1998; Graham, 1999; Manini,

Andreoli, Mutti, Bergamaschi, & Franchini, 1999).
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Por outro lado, se o n-hexano seguir por uma via de desintoxica¢ao, origina 1-hexanol e
3-hexanol que sdo metabolitos muito menos toxicos. Estes sdo oxidados formando o

acido hexanoico que serd metabolizado pela via lipidica.

O 2-hexanol por ser um dos principais metabolitos do n-hexano e por se encontrar num
ponto intermédio de todo o processo metabdlico origina todos os outros metabolitos que
se apresentam em maior quantidade. O 2-hexanol ¢ convertido por uma segunda
hidroxilagdo em 2,5-hexanodiol e 2-hexanona que sdo metabolizados em 5-hidroxi-2-
hexanona e 4,5-dihidroxi-2-hexanona, que ao sofrerem oxidacao originam a 2,5-HD.
De todos os metabolitos do n-hexano, a 2,5-HD ¢ o que produz maiores efeitos toxicos
em humanos (Andreoli et al., 1998; Manini et al., 1999; Perbellini, Brugnone, &
Faggionato, 1981).

1.1.3. Eliminacao

A eliminagdo do n-hexano ocorre ao nivel da expiragdo do composto que nao foi
absorvido e metabolizado por bioactivacdo, ¢ ao nivel urindrio sdo eliminados os
metabolitos que decorrem da absor¢do do n-hexano (Perbellini, Amantini, Brugnone, &

Frontali, 1982).

Cinco voluntarios foram expostos ao n-hexano com o objetivo de obter uma relagdo entre
a quantidade de composto inalado e a quantidade eliminada por expiragdo. Obtiveram-se
valores de eliminagdo e absor¢ao de 73% e 27%, respetivamente (Hamelin, Truchon, &

Tardif, 2004).

Brugnone e a sua equipa realizaram estudos onde se demonstra que a taxa de absor¢do de
n-hexano por via inalatoria se encontra entre 15% a 25% do composto inalado, sendo que
os valores obtidos por Tardif e seus colaboradores apresentam um ligeiro aumento de 2%
em relacdo ao limite maximo do intervalo mencionado anteriormente (Brugnone et al.,

1978; Hamelin et al., 2004; Veulemans et al., 1982).

Os niveis de 2,5-HD na urina sdo utilizados como biomarcadores de rotina da exposi¢ao

ocupacional ao n-hexano (Andreoli et al., 1998; OMS, 1991; Perbellini et al., 1981).
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Toxicidade da 2,5—-Hexanodiona

2. Toxicidade da 2,5-Hexanodiona

O metabolito 2,5-HD apresenta efeitos toxicos a nivel neurolégico, ocular e reprodutivo

sendo, como tal, abordado para uma melhor compreensdo dos seus efeitos.

2.1. Neurotoxicidade

Os efeitos toxicos provocados pelo n-hexano sdo, em grande medida, provenientes de
uma exposicao ocupacional por utilizagdo deste solvente nas varias industrias. Hoje sabe-
se que ndo ¢ este composto que provoca efeitos toxicos diretamente, mas sim o seu

principal metabolito (2,5-HD) (Torres, 2014).

2.1.1. Efeitos neurolégicos

A 2,5-HD ¢é responsavel pela indugao de uma axonopatia distal a nivel central e periférico,
caracterizada pela atrofia causada em grandes nervos motores e sensoriais (DeCaprio,
Kinney, & LoPachin, 2009; Lehning et al., 2000; Lehning, Dyer, Jortner, & LoPachin,
1995).

Quanto mais longos forem os axdnios no sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso
periférico (SNP), mais vulneraveis sdo relativamente aos efeitos toxicos do n-hexano e
seus metabolitos. Devido aos efeitos toxicos da 2,5-HD, os individuos expostos
apresentam ataxia e fraqueza muscular caracterizada por uma neuropatia distal sensitivo-

motora (axonopatia distal) (Costa, 1996; Spencer, Schaumburg, Sabri, & Veronesi, 1980).

Os efeitos toxicos que afetam o SNP manifestam-se clinicamente como uma axonopatia
distal ou neuropatia “dying-back”, cujos sintomas sdo variados. Os primeiros sintomas
apés uma exposi¢do aguda, sdo a dorméncia e a sensagao de queimadura nos dedos

seguida de fraqueza muscular (Schaumburg & Spencer, 1976).

Quando ocorre uma exposicdo continua e j& numa neuropatia mais avangada
(polineuropatia) os sintomas apresentam-se de forma simétrica (Sanagi, Seki, Sugimoto,
& Hirata, 1980). A diminuicdo da sensacdo de temperatura, toque e vibracao, perda de
massa muscular e consequente fraqueza sdo também sintomas caracteristicos deste tipo

de exposi¢do ao nivel do SNP (Chang, 1990; Schaumburg & Spencer, 1976).
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A dependéncia associada a inalagdo de aerossois de colas estd diretamente relacionada
com sintomas como a dor abdominal, nduseas, vomitos, impoténcia, sudorese, visao
turva, alteragdo da visdo a cores, alteragdes na retina, dorméncia facial e diminuigdo dos

reflexos da cornea (Dick, Semple, Chen, & Seaton, 2000).

Relativamente aos efeitos neurotoxicos da 2,5-HD no SNC, distinguem-se as dores de
cabeca, distarbios no sono, irritabilidade, deficiéncias mentais ¢ diminuigdo de

movimentos (DeCaprio, 2000).

Quando estamos perante uma exposi¢ao aguda a concentragdes elevadas de n-hexano e
consequentemente da 2,5-HD verificam-se sintomas como a necrose, euforia, tonturas,
vertigens e alucinagdes. O sintoma que motiva a dependéncia por inalacdo de aerossois

de colas sdo as alucinagdes (Chang, 1987; DeCaprio, 2000).

As pessoas expostas ao solvente podem ainda desenvolver, em casos mais graves,

depressdo respiratoria, convulsdes, coma e morte (Chang, 1987; DeCaprio, 2000).

2.1.2. Efeitos neuropatologicos

As principais lesdes neuropatoldgicas causadas pela exposi¢do ao n-hexano sdo a atrofia
axonal, o inchago internodal, a degeneracdo axonal distal do tipo Wallerian e a retragao
da mielina nos nos de Ranvier (DeCaprio, Kinney, & Fowke, 1997; Graham, Amarnath,

Valentine, Pyle, & Anthony, 1995; Jortner, 2000; Lehning et al., 2000; Lopachin, 2000)

O indicador patologico da degeneracdo axonal do nervo periférico € o inchago axonal
distal ndo terminal. Estes inchagos tém inicio nos nédulos de Ranvier que por divisdo e
encolhimento da mielina ascendem até a porcao terminal do nervo com o avangar da

exposicao (Figura 2) (Schaumburg & Spencer, 1976).
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Figura 2: Neurofilamentos distais apresentam maior densidade de aductos pirrélicos como consequéncia
da lenta migragdo de neurofilamentos pelo axénio. Local onde ¢ iniciada a degeneragdo do axonio
evoluindo para locais mais proximais

(Adaptado de Torres, 2014)

Os inchagos axonais caracterizam-se por serem preenchidos por massas de
neurofilamentos (NFS) desorganizados, que inicialmente ocorrem junto dos nodulos de
Ranvier da por¢ao distal do axdnio. Durante a exposi¢ao cronica ao n-hexano e apos a
sua metabolizacdo em 2,5-HD, formam-se, por derivatizacdo quimica com grupos lisil-

amino dos neurofilamentos, os aductos pirrélicos (Graham et al., 1995).

A constricdo do didmetro axonal nos nddulos de Ranvier ¢ um fator importante para a
formagdo de edemas, dificultando o transporte de massas de NFS. Desta forma as massas

de NFS nao concluem o seu processo de atingir a sinapse (Griffin et al., 1984).
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A Figura 3 representa esquematicamente o processo de neurodegeneracdo apds a

exposi¢ao cronica ao n-hexano.

=
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Figura 3: Processo de neurodegeneragdo apds exposi¢do cronica ao n-hexano

(Adaptado de Lopachin & Decaprio, 2005)

Com efeito, o principal local onde a y-dicetona (2,5-HD) promove a génese de patologias
¢ o ax6nio. No entanto, 0 mecanismo de alteracdo na estrutura proteica, que contribui
para a formag¢ao de axonopatias e degeneragao de fibras nervosas, permanece em fase de

estudo (Tshala-katumbay et al., 2008, 2009).

2.1.3. Efeitos fisiologicos e bioquimicos

A ligacdo quimica da 2,5-HD as proteinas ¢ hoje objeto de estudo, uma vez que estas
ligagdes estdo na origem dos efeitos toxicos ao nivel da formagdo de novas proteinas,

assim como danificagdo das ja existentes (DeCaprio, Olajos, & Weber, 1982).

A y-dicetona ¢é responsavel por alteragdes na sintese de novas proteinas e pela degradagao
das ja existentes (DeCaprio, 1985; Lopachin & Decaprio, 2005; Spencer, Kim, & Sabri,
2002)

Com excegdo da glicogénio-fosforilase (GLPH), o aumento do niimero de enzimas

envolvidas no metabolismo energético ¢ considerado como uma resposta ao stress
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provocado pelas alteragdes na sintese/estrutura de proteinas pela 2,5-HD (Genova et al.,

2004; Tshala-katumbay et al., 2009).

Assim, niveis baixos na expressdo da GLPH indicam que a degradacdo do metabolismo

da glucose esta associado a neurotoxicidade devido a y-dicetona (Yuan et al., 2009).

Os efeitos toxicos a nivel bioquimico e fisiologico estdo principalmente associados a
alteracdes a nivel axonal com consequéncias eletrofisiologicas que levam a uma perda na
velocidade de condugdo do sinal (Yuan et al., 2009). A 2,5-HD ¢ responsavel pela reducao
dos niveis de expressao proteica que garante a manutengao axonal € como consequéncia,

uma boa passagem do sinal elétrico.

2.1.4. Efeitos citotoxicos

Segundo ensaios in vitro, ha perda de neurdnios por exposicao tanto ao n-hexano como a
2,5-HD (Cui et al., 2007; Kim et al., 2009; Selkoe, Luckenbill-Edds, & Shelanski, 1978).
Verifica-se que a apoptose celular pode estar associada a toxicidade de elevadas doses de
2,5-HD (400mg/kg) por alteragdes ao nivel das proteinas anti-apoptose e pro-apoptose
(Cui et al., 2007). Para doses baixas (50mg/kg), a 2,5-HD provoca a diminuicdo da
neurogénese, levando ao aumento da formagao de espécies de oxigénio reativas em 60%

(Kim et al., 2009).

A 2,5-HD induz diretamente alteracdes no corpo celular dos neurdnios (Moretto,
Passarin, Benedetti, Rizzuto, & Monaco, 1991), onde sdo sintetizadas a maioria das
proteinas necessarias para a manuten¢do e reparacao do axoénio (Cui et al., 2007). Este
metabolito provoca efeitos cognitivos e prejudica a memoria espacial uma vez que afeta

o SNC, onde estdo localizados 99% dos neurdnios (Carney et al., 2002).

2.1.5. Mecanismo de acido da 2,5-Hexanodiona

Teoria Hard and Soft Acid and Base (HSAB)

Na area da toxicologia, a interagdo covalente irreversivel entre um eletrofilo toxico e o
seu nucledfilo conjugado € reconhecida como uma rea¢do mediadora de lesdes celulares
induzidas por quimicos. A reagdo eletrofilo/nucledfilo apresenta um elevado grau de

seletividade, na medida em que, um determinado eletréfilo reage com um nucleodfilo
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especifico. Desta forma, a seletividade eletrofilica baseia-se em caracteristicas eletronicas
e estruturais que contribuem para a classificagdo: acidos e bases duros ou macias (HSAB)

(Pearson, 1968, 1987).

O grau de seletividade das interacdes eletrofilo/nucledfilo é previsto pela teoria HSAB,
na medida em que, classifica as espécies reativas como duras (rard) e macias (soft) com
base na sua polarizabilidade: polarizadas (soff) e nao polarizadas (hard) (Lopachin,
Gavin, Decaprio, & Barber, 2012). Assim sendo, em termos toxicologicos, os eletrofilos
toxicos reagem preferencialmente com alvos bioldgicos que apresentam polarizabilidade

semelhante (Lopachin & Decaprio, 2005).

A polarizabilidade ¢ definida como a facilidade que a nuvem eletronica apresenta em
formar novas ligagdes consoante o tipo de reacao (hard ou soft). As interagdes que podem
originar compostos toxicos entre o eletrofilo e o nucledfilo conjugado podem ser
irreversiveis, caso a ligacdo seja covalente, ou reversiveis se a ligagdo for idnica

(Lopachin & Barber, 2006).

Formacdo de compostos pirrolicos

Diversos estudos demonstraram que a 2,5-HD pode reagir diretamente com a proteina
axonal, formando-se assim aductos 2,5-Dimetilpirrol (2,5-DMP). Esta ligacdo da-se
devido a presenca de residuos de lisina nos neurofilamentos (DeCaprio et al., 1997;
Graham et al., 1995; Lopachin & Decaprio, 2005; Pyle, Amarnath, Graham, & Anthony,
1992).

No entanto, apenas as cetonas classificadas como y-dicetonas tém a capacidade de
provocar danos através do seu efeito neurotoxico. A razao pela qual apenas a 2,5-HD
provoca efeitos toxicos, prende-se com o facto de haver limitacdo espacial a nivel
molecular para a formacdo de outro tipo de composto que provoque efeitos toxicos

(DeCaprio, 2000; Llorens, 2013; Zhang, Gavin, Decaprio, & Lopachin, 2010).

Uma vez formado o aducto pirrdlico, este pode sofrer uma oxidacdo secundaria por
eletr6filos macios (Graham, Anthony, & Boekelheide, 1982; Zhu, Spink, Yan, Bank, &
Decaprio, 1995).
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Na Figura 4 estdo demonstradas trés possiveis oxidagdes secundarias mediadas pelo

grupo -SH (A, tiol), por outro aducto pirrélico (B) e pelo grupo -NH» (C, amina).

Chy~CH Eletrifilo duro
2, 5-Hexanodiona

Proteina

Eletrofilo macio

Proteina

N Pirrol nio
oxidado

Figura 4: Mecanismo molecular da formagdo de compostos pirrdlicos a partir da 2,5-HD e consequentes
reacgdes de oxidagdo com diversos nucleofilos

(Adaptado de Moser, Aschner, Richardson, & Philbert, 2013)

2.2. Efeitos reprodutivos toxicos

A exposi¢do ao n-hexano, para além de causar polineuropatias periféricas, pode também
originar uma perda de células germinativas ao nivel do testiculo devido ao efeito toxico
do seu metabolito que provoca atrofia testicular irreversivel (Allard, Hall, & Boekelheide,

1995; Hall & Boekelheide, 1991; Krasavage, O’Donoghue, DiVincenzo, & Terhaar,
1980).
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Uma vez formada a 2,5-HD apos exposi¢ao ao n-hexano, sao formados pirrdis que se vao
acumular, induzindo lesdes tanto ao nivel do sistema nervoso como dos testiculos (Clair
et al., 1988; DeCaprio et al., 1982; Sayre, Shearson, Wongmongkolrit, Medori, &
Gambetti, 1986). As lesoes testiculares derivadas da presenca dos compostos pirrolicos,
sdo detetadas numa primeira fase devido ao aumento da polimerizagao da tubolina
testicular que afeta em primeiro lugar as células de Sertoli. Estas células sdo responsaveis
pelo suporte do epitélio dos tibulos seminiferos (Hall & Boekelheide, 1991; Horimoto,
Isobe, Isogai, & Tachibana, 2000). Uma vez afetadas estas estruturas, apds a exposi¢ao,
existe diminuigdo da secrecdo de fluidos seminiferos e, por consequéncia, a perda de

c¢lulas germinativas (Boekelheide et al., 2003).

Outros efeitos toxicos foram observados em animais onde se verificou a alteragao de dois
parametros usados para detetar efeitos toxicos a nivel reprodutivo. Estes parametros sao
a percentagem de espermatozoides moveis e a contagem destes no sémen. A 2,5-HD afeta
indiretamente os espermatozoides, uma vez que as células de Sertoli sdo as primeiras a
serem afetadas as quais repercutem diversos efeitos noutras estruturas como a diminuicao
de espermatozoides contados em sémen, a perda de peso dos testiculos e epididimo, bem
como, os diferentes parametros avaliados através da velocidade dos espermatozoides. Os
parametros de velocidade sdo: average path velocity (VAP), straight line velocity (VSL),
and curvilinear velocity (VCL). Estes parametros sao utilizados na avaliacdao do efeito

toxico da 2,5-HD na velocidade dos espermatozoides (Horimoto et al., 2000).

Os testiculos, a prostata e o epididimo sdo os 6rgdos alvo dos efeitos toxicos da 2,5-HD
no sistema reprodutivo e como tal, quando realizados testes de avaliagdo de efeitos
toxicos, devem ser testados os varios orgaos. Este tipo de toxicidade quando afeta o
sistema reprodutor ndo danifica apenas um dos orgdos (Moffit, Bryant, Hall, &
Boekelheide, 2007). No entanto, existe a possibilidade de reverter a atrofia induzida pela
2,5-HD com a administragdo da hormona libertadora de gonadotrofina (GnRH), como

por exemplo, a leuprorrelina (RCM - Leuprorrelina, 2015).

2.3. [Efeitos toxicos na retina e visao

Estudos em animais expostos ao n-hexano indicam que a 2,5-HD provoca uma
deterioragdo acelerada e prematura da visdo (Béckstrom, 1999; Carelli et al., 2007,
Spencer & Schaumburg, 1978). Trabalhadores expostos ao n-hexano apenas apresentam
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efeitos adversos quando sdo expostos a concentragcdes acima do limite de exposi¢ao
ocupacional, podendo apresentar perda da visdo para cores e para o contraste (Mergler &

Blain, 1987; Mergler, Bowler, & Cone, 1991; Moser, 2011).

Como foi referido anteriormente, existem industrias onde o n-hexano é usado com
frequéncia, e como tal, os seus trabalhadores estdo mais suscetiveis a apresentar sintomas
de intoxicacdo por exposi¢do ao solvente. Trabalhadores das industrias de 6leos vegetais,
tintas e adesivos apresentaram sintomas de perda de visdo a cores uma vez que foram
expostos a niveis de n-hexano acima do limite ocupacional (Bull, 2007; Eguchi et al.,
1995). Numa fase inicial da exposi¢ao com concentracdes acima dos limites legislados
os trabalhadores apresentam perda da visdo de cores como o azul ¢ o amarelo, com a
progressdo da exposi¢do ficam incapacitados no que toca a cor verde e vermelha por
consequéncia da desmielinizagdo do nervo oOtico (Backstrom, 1999; Issever, Malat,

Sabuncu, & Yuksel, 2002; Mergler & Blain, 1987; Moser, 2011).
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3. Controlo e prevencio da exposicio ocupacional a solventes

O crescente aumento de horas de trabalho, sobretudo nos paises sub-desenvolvidos ou em
desenvolvimento e a explosao industrial, observada nas ultimas décadas tem-se feito notar
na saude dos trabalhadores. Cada vez mais sdo utilizados diferentes tipos de quimicos que
por exposi¢do prolongada acabam por afetar a satide dos profissionais, tornando o local

de trabalho um fator muito importante para a saide (Grandjean & Landrigan, 2006).

Apesar do continuo melhoramento verificado relativamente as condigdes de trabalho a
nivel industrial, onde sdo utilizados mais solventes organicos, ainda muitos trabalhadores
estdo expostos a este tipo de quimicos que por ma ventilagdo e espagos muito reduzidos,

acabam por sofrer de intoxicagdes severas (Anand, Bruckner, & Warren, 2013).

A toxicologia ¢ uma 4rea de estudo muito ampla, pelo que houve necessidade de se
subdividir esta drea noutras subareas como ¢ o caso da toxicologia ocupacional. Esta area
por ser mais especifica, tem como principais objetivos o controlo e a prevengdo de
doengas induzidas pela exposi¢do a agentes quimicos em trabalhadores que contactem no
seu local de trabalho com solventes nocivos para a saude. A defini¢ao de valores limite
para cada substancia quimica utilizada ¢ uma das grandes prioridades desta area da
toxicologia, uma vez que o que se pretende ¢ apresentar um valor que abaixo dele nao
seja induzida qualquer doenga devido a exposi¢ao ocupacional (Grandjean & Landrigan,

2006).

Atualmente, ja existem normas que estabelecem valores de exposicdo de forma a

promover a saude e seguranca do profissional no local de trabalho.

3.1. Limites para a exposi¢ao ocupacional

A comissdo europeia estabeleceu ndo s valores-limite biologicos (VLB), mas também
valores-limite de exposi¢cdo ocupacional que, para uma maior seguranca no trabalho
permitem a padronizagdo dos limites de exposi¢do ocupacional (LEO). Aos quimicos
utilizados nas diversas areas, é-lhes atribuido um LEO, que tem de ser cumprido por todos

os estados membro (Directive 98/24/EC, 1998; Huang, 2008).
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Estes limites de exposicao ocupacional sao determinados pelas agéncias reguladoras e
utilizados como padrdes nas empresas (Akubowski & Trzcinka-Ochocka, 2005; Bolt &
Thier, 2006; Topping, 2001).

3.1.1. Biomarcadores como ferramenta de biomonitorizacio a exposicao quimica

A biomonitorizacdo ¢ definida como uma medi¢do de produtos toéxicos, dos seus
metabolitos ou de uma molécula em amostras bioldgicas recolhidas de seres humanos
e/ou animais. Podem ser analisadas amostras de urina, fezes, sangue, cabelo, unhas dos
pés e maos, leite materno, ar expirado, tecido adiposo e de lavagem bronquica (Prasad,

Tyagi, & Aggarwal, 2016; Thorne, 2013).

Os biomarcadores sdo indicadores bioldgicos que sdo definidos como qualquer substancia

estrutura ou processo passiveis de serem medidos no organismo, em biofluidos ou em

tecidos dele derivados (OMS, 2001).

Biomarcadores de suscetibilidade

Metabolismo Reparacio
_ ~ . P Alteracio
Exposicio - Concentraciio - Efeito biolégico ‘ e a Doenca

Metabolite no sangue.
urina, ar expirado

| | I | |

Biomarcadores de exposicdo (2,5- HD) Biomarcadores de efeito (aductos pirrdlicos)

Figura 5: Fluxograma com as classes de biomarcadores. Progressdo desde a exposicdo até a doencga

(Adaptado de Manini, Andreoli, & Mutti, 2006; NRC, 1987)

Os biomarcadores de exposicao, de suscetibilidade e de efeito representam os diferentes
tipos de biomarcadores que sdo utilizados para a obtencdo de resultados diferentes
consoante o uso de um biomarcador relativamente a exposi¢ao ou de outros, relativamente
a suscetibilidade e ao efeito, tal como ¢ demonstrado na Figura 5. Os resultados retirados
sdao utilizados para a realizacdo de estudos estatisticos de forma a relacionar uma

exposicao curta com uma exposicao de longa duragao ou cronica (NRC, 1987).
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Para que se verifique a fiabilidade de um biomarcador de exposicao € necessario que este
tenha a capacidade de ser detetavel a niveis diminutos, ser mensuravel através de técnicas
ndo invasivas, ser especifico para a substincia pretendida, ser barato e que permita
estabelecer um valor preditivo de um estado de satde especifico. Para a toxicologia
ocupacional o principal foco prende-se com a necessidade dos biomarcadores permitirem
medigdes fiaveis de doses internas, para que assim se consiga estabelecer uma relagdo

dose-efeito relativamente a substancia toxica (Manini, Andreoli, & Niessen, 2004).

Uma vez conhecida a relagdo dose-efeito, o biomarcador mais adequado € suficiente para
que apos a obtencao dos resultados se consiga avaliar o risco de efeitos adversos para
aquela exposi¢ao. De todas as amostras bioldgicas acima referidas, o sangue ¢ a urina sao
as mais utilizadas por serem pouco ou nada invasivas. A urina pelo facto de ndo ser

invasiva ¢ a mais utilizada (Manini et al., 2006).

3.1.2. Biomarcadores de exposicio

A determinacdo do metabolito do n-hexano (2,5-HD) em trabalhadores expostos ao
solvente faz-se através de amostras de urina. Esta determinagdo tem apenas a limitagao
de apenas detetar os casos de exposicdo recente, uma vez que a eliminagao do metabolito

da-se em horas ou em alguns dias (Kawai et al., 1991; Saito et al., 1991).

O biomarcador de exposi¢do utilizado em analises de rotina ¢ o nivel de 2,5-HD total na
urina, isto €, 2,5-HD livre, 4,5-dihidroxi-2-hexanona e 5-hidroxi-2-hexanona (Bavazzano
et al., 1998). Este tipo de andlise realizada faz-se apds um pré-tratamento da amostra por
hidrélise acida que, segundo a American Conference of Governmental Industrial
Hygienists, ndo serd o procedimento mais correto uma vez que ao sofrer hidrolise acida
os metabolitos do n-hexano vao ser convertidos em 2,5-HD. Por este motivo, foi proposto
um procedimento onde ndo existe o pré-tratamento da amostra de urina por hidrélise
acida.

Os metabolitos acima referidos ndo apresentam risco de neurotoxicidade e vao ser
eliminados pela urina por ligacdo com o 4cido glucordnico, ndo sendo desta forma

necessarios para a medi¢do da 2,5-HD (Fedtke & Bolt, 1987; Manini et al., 1999).
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Devido ao facto de os metabolitos do n-hexano serem excretados pela urina na forma
conjugada com o acido glucorénico, a medi¢do analitica da 2,5-HD livre é o biomarcador

de elei¢do para uma avaliacdo preditiva do risco téxico (Manini et al., 2006).

Ainda assim, este método apresenta limitagcdes que se prendem com o facto de o n-hexano
estar presente nos mais variados produtos aos quais qualquer pessoa estd exposta e que
pode originar falsos negativos. Uma pessoa cujo local de trabalho nao apresente focos de
exposi¢do ao n-hexano, ao realizar a analise de medi¢do da exposicao ao n-hexano pode
ter como resultado um falso positivo, muitas vezes devido a polui¢cao ambiental (Cardona
et al., 1993; Kessler et al., 1990; Manini, Andreoli, Mutti, Bergamaschi, & Niessen,
1998).

Outros biomarcadores podem ser utilizados em biomonitorizagdo do n-hexano, podendo
assim ser utilizada uma amostra de sangue ou a determinagdo do n-hexano através do ar
expirado. A utilizagdo da medicdo do n-hexano numa amostra sanguinea tem duas
limitagdes: para além de ser uma técnica invasiva, o n-hexano ¢ um composto volatil que
torna os resultados imprecisos. A medicao do n-hexano por ar expirado ¢ utilizada como
teste de confirmagdo de exposi¢do, uma vez que, se trata de uma medi¢ao rapida e muito
especifica (Brugnone et al., 1991; Cardona et al., 1996; Filser, Peter, Bolt, & Fedtke,
1987; Hamelin et al., 2004; Periago et al., 1993).

3.1.3. Biomarcadores de suscetibilidade

Um dos marcadores de suscetibilidade € a variacao genética (CYP2EI) que estd envolvida
na metabolizacdo do n-hexano com consequente suscetibilidade de lesdo em nervos

periféricos (Chang et al., 1993; Jenner, 1998).

A enzima CYP2E1 ¢ a grande responsavel pela metabolizagdo de hidrocarbonetos
aromaticos e alifaticos, solventes e monoémeros utilizados industrialmente, como € o caso
do n-hexano e da acetona. Esta metabolizagdo tem como produto final o metabolito

neurotoxico do n-hexano, a 2,5-HD (Jenner, 1998).

Devem ser tidas em conta variagdes nao sé inter-individuais tais como a absorgao,
biodisponibilidade, excregao e reparagdes de DNA, mas também intra-individuais, isto &,

alteracdes fisiopatologicas que ocorrem num determinado periodo de tempo.
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Adicionalmente, deve-se ter em consideracao fatores bioldgicos como a idade, o género,

a massa gorda e as doencas (Gil & Pla, 2001; OMS, 2001).

3.1.4. Biomarcadores de efeitos

Nao existe nenhum biomarcador de efeito validado da neurotoxicidade da 2,5-HD, ainda
assim, varios estudos selecionaram pontos de toxicidade da 2,5-HD para escolher
biomarcadores de efeito capazes de medir o seu grau de toxicidade. Em alguns estudos
cientificos, os ratos expostos a y-dicetonas demonstraram que existe formagao de aductos

2,5-HD-hemoglobina proporcional ao tempo e a dose (Costa, 1996; Zhang et al., 2010).

Uma vez que a formacdo de aductos estd relacionada com o desenvolvimento de
neuropatias, a hemoglobina utilizada ¢ vista como a substituta dos NFS. Assim, as
medigdes realizadas para quantificacdo de aductos hemoglobina-pirrol no caso do n-
hexano sdo também consideradas biomarcadores de efeito para além de biomarcadores
de exposi¢dao. Os NFS formam aductos com os compostos pirrolicos, estando na origem
das axonopatias devido ao inchago axonal por aglomeracao de NFS, e como tal, sdo
considerados biomarcadores de efeito nos casos de exposi¢cdo ao n-hexano (Graham et

al., 1995).

Baseados no mecanismo de ag¢do da 2,5-HD, alguns autores propuseram que a
determinagdo dos aductos formados entre a 2,5-HD e proteinas endogenas, fossem
considerados como biomarcadores de exposigao cronica ao n-hexano, os quais refletem a
quantidade de 2,5-HD livre com capacidade para se ligar as proteinas alvo. Assim, os
compostos pirrdlicos presentes em amostras biologicas podem prever possiveis efeitos
neurotoxicos, podendo ser utilizados como biomarcadores de efeito (Mateus, Santos, &

Batoréu, 2002; Yin et al., 2014).

No entanto, estes compostos pirrdlicos podem estar presentes no organismo devido a
exposicdo a xenobidticos ou como resultado de fatores genéticos que promovem
alteragoes fisiologicas, induzindo certas doencas (Landrigan et al., 2005; Sonnen et al.,

2007).

A formacdo de aductos pirrolicos foi observada em varias doengas, nomeadamente, a

diabetes, a Doenga de Parkinson (DP), a Doenga de Alzheimer (DA), a Aterosclerose e a
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doenca renal (Davies, Amarnath, & Roberts, 2004; Gu et al., 2003; Hidalgo, Alaiz, &
Zamora, 1998, 2001; Manini et al., 1998).

3.1.5. Métodos analiticos para determinar biomarcadores de exposicao

Os métodos analiticos mais utilizados para a analise de biomarcadores de exposi¢ao sao
a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida (CL). Para a determinagdo de
solventes organicos inalterados no ar expirado, sangue e urina, 0 método recomendado ¢

a CG.

Sendo a excrecdo urinaria da 2,5-HD considerada um biomarcador de exposi¢ao e um
indicador de efeitos neurotoxicos, a exposi¢ao ocupacional de trabalhadores expostos ao
n-hexano ¢ avaliada através da andlise a urina para determinagdo dos niveis toxicos do

metabolito 2,5-HD (Kawai et al., 1991; Mutti et al., 1984; OMS, 1991; Saito et al., 1991).

Antes da excrecdo dos metabolitos do n-hexano, estes necessitam de se conjugar com o
acido glucordnico para posteriormente serem excretados. Deste modo, a analise a urina
por CG ou High Performance Liquid Chromatography (HPLC) requer um tratamento da
amostra através de hidrolise seguido de extracdo liquido-liquido para que desta forma
apenas se quantifiquem os niveis da 2,5-HD (Fedtke & Bolt, 1987; Kawai et al., 1991;
Kawai, Mizunuma, Yasugi, Uchida, & Ikeda, 1990; Perbellini et al., 1981).
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4. Mecanismo da toxicidade dos compostos pirrolicos

4.1. Aductos pirrodlicos

Diversos estudos demonstraram que a 2,5-HD pode reagir diretamente com a proteina
axonal, formando-se assim aductos 2,5-dimetilpirrol (2,5-DMP) (Figura 6). Esta ligacdo
da-se devido a presenga de residuos de lisina nos neurofilamentos (DeCaprio, 1997;

Graham et al., 1995; Lopachin & Decaprio, 2005; Pyle et al., 1992).
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Figura 6: Mecanismo de formagédo de 2,5-Dimetilpirrol

(Adaptado de Boelsterli, 2003)

Segundo Lopachin & Decaprio, (2004), a formagdo de aductos pirrdlicos com proteinas
neurofilamentosas pode provocar alteragdes fisico-quimicas nestas proteinas, levando-as
a perda de mobilidade. Uma vez alterada a capacidade de movimentagao destas proteinas,
aumenta a probabilidade de ocorrer aglomeragdo nos NFS e consequente degeneragao

nervosa.

A auto-oxidacao de aductos alquilpirrélicos in vivo e in vitro conduz ao cross-linking de
proteinas, nomeadamente, as proteinas residuais dos NFS (DeCaprio, 1985, 1986). Este
passo na cadeia de formacao de aductos pirrolicos €, por diversos autores, descrito como
obrigatorio em todo o processo de toxicidade da y-dicetona (Carden, Lee, & Schlaepfer,
1986; DeCaprio et al., 1982; Lapadula, Irwin, Suwita, & Abou-Donia, 1986; Zhu et al.,
1995).

Estudos realizados por Zhu et al., (1995) demonstraram que os 2,5-dimetil-N-alquilpirréis
apresentam reatividade em solugdes aquosas e a temperatura fisiologica, onde sofrem
auto-oxidacdo espontanea, resultando na formacao rapida de dimeros e trimeros (Figura
4-B). Este tipo de compostos apresenta niveis de toxicidade mais elevados que os
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mondmeros, merecendo, por este facto, uma melhor compreensao de toda a sua cadeia de

formagao.

Assim, as ligagdes entre pirrois que sao mediadas por reticulagdo de proteinas derivadas
da 2,5-HD e a dimerizacao auto oxidativa entre pirrois, podem envolver a reagdo em
cadeia de radicais livres (Yin et al., 2014; Yin, Guo, Zeng, Zhao, & Xie, 2013; Zhu et al.,
1995). Para além da dimerizagdo auto oxidativa entre pirrois, as reagdes de reticulagdo
podem incluir anéis de pirrdis oxidados e nucledfilos de proteinas, nomeadamente o tiol
e a amina (Spencer, Tshala-Katumbay, Palmer, Kayton, & Sabri, 2005; Tshala-katumbay
et al., 2008, 2009).

4.2. Compostos pirrolicos e radicais livres

Tal como referido anteriormente, a dimerizacdo de pirrdis pode envolver reacdes em
cadeia entre os radicais livres e nucledfilos biologicos. Os nucleofilos bioldgicos que por
norma afetam direta ou indiretamente a propria formagdo de dimeros, inibindo-a, sdo a
N-acetilcisteina (NAC) e a glutationa reduzida (GSH). Por outro lado, os radicais livres
atuam na cadeia de formagdo de dimeros pirrolicos, promovendo a oxidagdo (Figura 7)

(Amarnath, Amarnath, Valentine, Eng, & Graham, 1995; Zhu et al., 1995).
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Figura 7: Mecanismo de inibi¢do/promocdo da oxidagao de pirrdis com consequente formagao de aductos
de tiol conjugados ou de dimeros pirrolicos

(Adaptado de Torres, 2014)
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A populagdo estd constantemente exposta a radicais livres criados pela radiagao
eletromagnética do ambiente tanto de origem natural (raddnio e radiagdo cdsmica), como
artificial ou ainda devido ao metabolismo celular. Os radicais livres mais comuns sdo os
radicais de hidroxilo (OH®), os radicais de superéxido (O**) e os radicais de 6xido nitrico
(NOe). Outras moléculas, ndo sendo radicais livres, podem ainda assim levar a sua
formacao através de diversas reagdes quimicas, nomeadamente, o perdxido de hidrogénio
(H202) e o peroxinitrato (ONOO). Os radicais livres e moléculas relacionadas sdo
classificadas com reactive oxygen species (ROS) que possuem a capacidade de promover
mudangas oxidativas e alteragdes a nivel do stress oxidativo intracelular (Gilgun-sherki,

Melamed, & Offen, 2001).

Tal como esté representado na Figura 7, a presenca de radicais livres promove a formagao
de aductos (Amarnath et al., 1995; Zhu et al., 1995). Uma vez que a ligagdo covalente das
proteinas dos NFS ¢ um passo critico no mecanismo de formagao de pirrois, € aceite que
os tidis bioldgicos exercem efeitos protetores contra as neuropatias promovidas pela y-
dicetona, interrompendo o processo de reticulagdo. Por outro lado, uma menor protegao
da glutationa reduzida (GSH) sustenta a hipotese de que a propria formacao de pirrdis €

suficiente para causar neuropatias (Gilgun-sherki et al., 2001).

4.3. Producio enddgena de compostos pirrolicos

Casos de existéncia de 2,5-HD em pessoas que ndo estdo expostas ao n-hexano t€m sido
referidos por varios autores que consideram ser importante perceber a origem da
formag¢do do composto no corpo humano (Bavazzano et al., 1998; Brugnone et al., 1991;

Mutti, Bergamaschi, Ghittori, Imbriani, & Franchini, 1993).

Numa pessoa ndo exposta ao n-hexano foi descoberta a presenga de 372 + pg/mL de 2,5-
HD a qual por sua vez origina substancias pirrolicas definidas como pyrrole-like

substances (PLS) (Canesi et al., 2003; Kessler et al., 1990).

Neste grupo de pessoas ndo expostas, a 2,5-HD ¢ principalmente um produto derivado do
metabolismo intermédio do organismo, sendo que uma percentagem minima se deve a
poluicdo a que a populacdo esta sujeita (Andreoli et al., 1998; Perbellini, Pezzoli,

Brugnone, & Canesi, 1993).
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A possibilidade da existéncia de 2,5-HD na populagdo nao exposta a nivel ocupacional
deve-se cada vez mais ao aumento da poluicdo atmosférica, devido aos compostos

quimicos inalados presentes sobretudo nos combustiveis (Brugnone et al., 1991).
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5. Compostos pirrolicos e doencas neurodegenerativas

Pesquisas a nivel molecular assim como estudos epidemioldgicos permitiram chegar a
conclusao de que a exposicdo ocupacional e ambiental a substancias quimicas contribui
para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas (Eisen, 1995; Landrigan et al.,

2005; Lopachin, Gavin, & Barber, 2008).

As doengas neurodegenerativas sdo resultado de uma perda progressiva e gradual de
c€lulas neurais que levam ao anormal funcionamento do sistema nervoso. A este tipo de
doengas estdo associados fatores de risco, nomeadamente: género, aumento da idade,
stress oxidativo, acidente vascular cerebral (AVC), hipertensdo arterial (HTA), diabetes,
tabagismo, traumatismo craniano, depressao, infecdes, neoplasias, deficiéncia vitaminica

e exposicao a substancias quimicas (Brown, Lockwood, & Sonawane, 2005).

Pelo facto de ser desconhecida a patogénese de duas doencas neurodegenerativas cada
vez mais comuns na sociedade (doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer), foram
feitos estudos que permitiram examinar a relagdo existente entre a exposi¢ao ambiental,
onde estdo presentes diversas substancias quimicas neurotoxicas, ¢ os danos causados a
nivel das células nervosas do SNC e SNP (Brown et al., 2005; Lopachin & Decaprio,
2005).

Segundo Davies, Amarnath, Brame, Boutaud, & Roberts, (2007) e Davies et al., (2004)
como resultado do stress oxidativo, formam-se compostos pirrolicos semelhantes aos que

se formam devido a exposi¢do ao n-hexano.
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Na Tabela 1 estdo representadas as caracteristicas clinicas e neuropatologicas destas

doengas neurodegenerativas.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e neuropatologia das doengas neurodegenerativas: Doenga de Alzheimer
(DA) e Doenga de Parkinson (DP)

(Adaptado de Singh, Sharad, & Kapur, 2004)

Doencgas . P :
g . Caracteristicas clinicas Neuropatologia
neurodegenerativas
Deméncia, perda progressiva Atrofia cortical com
do raciocinio e capacidade de = encolhimento do hipocampo e
. julgamento, perda da fala, amigdala. Disfun¢do e morte
Alzheimer (DA) N . . .
percegdo visual e espacial seletiva do neocortex,
diminuidas e perda de hipocampo, amigdala e tronco
humor. cerebral.
Lentiddo de movimentos Degeneracdo neuronal devido
voluntarios  (bradicinesia), a perda de neurénios na
Parkinson (DP)

rigidez muscular, tremor e

substancia nigra.

défice cognitivo.

O mecanismo fisiopatoldégico e molecular de muitos neurotdxicos permanece pouco
definido apesar da constante pesquisa e trabalho que tem sido realizado pelos
toxicologistas. Ainda assim, pensa-se que a toxicidade celular da-se quando a formacao
de aductos danifica a estrutura e/ou a fun¢do das macromoléculas (Hinson & Roberts,

1992; Nelson & Pearson, 1990).

5.1. Doenca de Alzheimer

A doencga de Alzheimer ¢ a forma mais comum de deméncia em idosos caracterizando-se
pela perda progressiva da memoria e diminuigdo acentuada das suas capacidades
cognitivas, afetando gravemente as atividades de vida didrias e a sua qualidade de vida.
A DA apresenta depdsitos amiloides extracelulares e novelos neurofibrilares

intraneuronais de proteina tau hiperfosforilada (Migliore & Copped¢, 2009).

A neurodegeneragdo associada a DA parece envolver stress oxidativo, nomeadamente

oxidagdo proteica, aumento da expressdo de enzimas antioxidantes e aumento da
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peroxidacao lipidica (Aksenov et al., 1995; Bozner et al., 1998; Lopachin & Decaprio,
2005; Sayre et al., 1997).

O fator genético associado ao avancar da idade e a exposicao ambiental contribui para o
stress oxidativo neuronal que dard inicio a cascata fisiopatologica da DA. A peroxidagao
lipidica ¢ a principal consequéncia do stress oxidativo, que promove a modificagdo dos

acidos gordos pelos radicais livres (Lopachin et al., 2008).

A peroxidagdo lipidica produz varios o,B-aldeidos insaturados, tais como acroleina,
malondialdeido e 4-hidroxinonenal (Lopachin & Decaprio, 2005; Picklo, Montine,
Amarnath, & Neely, 2002). Aductos contendo acroleina foram detetados no cérebro de
doentes com a DA, sendo por isso considerados um biomarcador do stress oxidativo
(Calingasan, Uchida, & Gibson, 1999). Adicionalmente, sugere-se que a formacao do
aducto contendo acroleina com residuos de lisina em proteinas tau pode desempenhar um
papel preponderante no desenvolvimento de novelos neurofibrilares, que sdo uma

caracteristica patoldgica da DA (Calingasan et al., 1999; Picklo et al., 2002).

De referir que, a acroleina é um poluente ambiental ubiquo, deste modo a fisiopatologia
desta doenga neurodegenerativas pode envolver a formagdo de aductos de proteinas
mediada por ambos os componentes neurotdxicos: exdgenos e endogenos (Lopachin &

Decaprio, 2005).

5.2. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson tem origem numa condi¢do neurologica degenerativa e
progressiva que ocorre devido a morte de células nervosas da substancia nigra com
consequente perda progressiva de movimentos (Moore, West, Dawson, & Dawson,
2005). A interagdo entre fatores ambientais e genéticos podem estar na origem da DP,
ainda assim a sua etiologia pode diferir entre populagdes dependendo das suas

caracteristicas (Martin et al., 2001; Scott et al., 2001).

Tem sido referenciado que individuos com gendtipos particulares podem ter dificuldade
em metabolizar neurotdéxicos ambientais tornando-os assim, suscetiveis a desenvolver DP
apods a exposicao as neurotoxinas (Canesi et al., 2003; Pezzoli et al., 1995). A acumulagao
de neurotoxinas pode promover a neurodegeneracdo da substancia nigra através de

mecanismos que envolvem o stress oxidativo (Moore et al., 2005).
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Os hidrocarbonetos presentes em solventes poluentes sdo toxinas ambientais que estdo
associadas com a patogénese desta doenca, sendo que tém sido demonstradas evidéncias
de que a exposigdo cronica a solventes contendo hidrocarbonetos, nomeadamente o n-
hexano, contribui para o aparecimento precoce da DP, podendo agravar a sua severidade

com o decorrer do tempo (Canesi et al., 2003; Pezzoli et al., 1995).

O avancar da idade ¢ a DP estdo associadas a uma redugdo dos niveis urinarios ¢
sanguineos da 2,5-HD devido a diminui¢ao da metabolizacao do n-hexano em 2,5-HD,
levando assim a acumulagao desta dicetona no organismo (Brown et al., 2005; Canesi et

al., 2003).

Os corpos de Lewy sdo considerados a principal caracteristica patoldgica da DP, sendo a
sua formagao resultado da incapacidade dos doentes nao realizarem a reparagao proteica.
A proteina ubiquitina desempenha fungdes ao nivel da reparacao de proteinas. De referir,
que em apenas 10% dos idosos com DP esta presente a proteina ubiquitina, os restantes
doentes apresentam uma capacidade de reparacdo proteica diminuida e consequente
Demeéncia com Corpos de Lewy (DCL) (Brown et al., 2005; Savica, Rocca, & Ahlskog,
2010).
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6. Métodos para avaliacido da neurotoxicidade

Para se poder avaliar a neurotoxicidade, sao necessarias medigdes e/ou testes a diferentes
niveis. Esta analise inclui alteragdes a nivel bioquimico, fisioldgico, morfolédgico e estudo
comportamental (Kulig et al., 1996; Markel, Galaktionov, & Efimov, 1989; Moser,
Becking, Macphail, & Kulig, 1997).

As avaliagOes realizadas a nivel neurocomportamental e patolégico do sistema nervoso
sdo parametros adicionais a avaliagdo base e aos testes de toxicidade dos diferentes
produtos neurotdxicos. Estes testes permitem obter resultados relacionados com os efeitos
neurolégicos e comportamentais de diferentes formas e também com diferentes

especificidades devido a complexidade do sistema nervoso (Moser, 2011).

A escolha dos métodos mais adequados deve ter em consideragdo a finalidade do estudo
que se pretende realizar, podendo deste modo utilizar-se métodos de analise quimica e

métodos de analise comportamental.

As medigdes realizadas a nivel quimico tém a desvantagem de nunca fornecerem uma
informagdo completa relativamente a acdo de um agente neurotéxico numa exposi¢ao
cronica. Os testes neurocomportamentais, por sua vez, apresentam algumas vantagens em
relagdo aos métodos de andlise quimica. Por serem testes neurocomportamentais nao
necessitam de técnicas invasivas, podendo ser utilizados a longo prazo, permitindo assim
um estudo alargado no tempo que pode detetar alteracdes comportamentais com maior

facilidade (Tilson, Macphail, & Crofton, 1996).

Para além da longevidade do estudo comportamental, estes permitem acompanhar
mudancas de comportamento ao longo de uma exposi¢do cronica a compostos

neurotoxicos (Tilson, 2000; Tilson et al., 1996).

De referir que, atualmente, ndo existem orientagdes especificas e padronizadas para uma
avaliacdo da neurotoxicidade, mas sim um conjunto de estudos que indicam diferentes
protocolos de avaliacdo neurotoxica. Desta forma, devem ser utilizados os
protocolos/orientacdes que mais se adequem ao estudo que se pretende realizar (Kulig et

al., 1996; Moscardo, Maurin, Dorigatti, Champeroux, & Richard, 2007; Moser, 2011).
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6.1. Testes neurocomportamentais em animais

Os estudos neurocomportamentais em animais consistem na observacao direta das
alteragdes a nivel neurologico e comportamental em animais apos exposicdo a uma
substancia quimica. Este tipo de estudos caracteriza-se por obter informacao diretamente
da observagdo, permitindo assim a dedugdo da existéncia, ou ndo, de alteracdes clinicas
de maneira a investigar potenciais efeitos neurotoxicos de um composto quimico.
Relativamente aos testes neurocomportamentais em roedores (o animal mais estudado em
laboratério) podem ser realizados tanto em gaiolas como em campo aberto, onde sdo
avaliados varios pardmetros, nomeadamente, alteracdo de movimento, aparéncia fisica e
aresposta do animal a diversos estimulos. A grande vantagem presente neste tipo de testes
¢ a possibilidade de repeticdo dos testes no mesmo animal, analisando-se ndo s6 o inicio
do efeito toxico, mas também a sua progressao, a duracdo ¢ a possivel reversao das lesdes

neurotoxicas por procedimentos ndo invasivos (Moser, 2011).

Todos os testes supramencionados estdao incluidos numa bateria de observagao funcional
ou functional observational battery (FOB) que, para além destes, apresentam também
numerosos testes fisioldgicos, neuromusculares (fraqueza, perda de coordenagdo,
dificuldade na marcha e tremor), sensoriais (audi¢do, visdo e somatosensorial), resposta
pupilar, salivacdo, funcdes de termorregulagdo e alteragdes na funcdo do SNC (Cory-

Slechta et al., 2001; Tilson et al., 1996).

Os testes de primeira linha sdo os mais utilizados, apresentando trés vantagens, tais como:
métodos rapidos, simples e baratos na detecao da neurotoxicidade. A estes da-se o nome
de testes de rastreio e consistem em ensaios simples de avaliagdo de alteragdes
comportamentais que permitem identificar a acdo do quimico sobre o sistema nervoso
assim como avaliar e determinar para que doses € que esta acdo tem efeito. A maioria dos
testes de rastreio simples permitem avaliar reflexos sensoriomotores, sinais neurologicos

e a resposta a estimulos sensoriais (Moser, 2011; Tilson et al., 1996).

Os testes de segunda linha apresentam uma complexidade superior a dos testes de rastreio.
No entanto, para determinados tipos de estudos podem ainda assim ser os mais adequados,
uma vez que, fornecem uma descricdo mais completa dos efeitos resultantes da relagao
dose-resposta. Estes exigem mais tempo despendido na sua realizagdo, mais recursos,
mais formagdo e rigor cientifico de quem os aplica e consequentemente maiores gastos

financeiros (Tilson et al., 1996). No entanto, ¢ um tipo de teste que apesar de ser mais
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dispendioso, garante outro tipo de informagdo que os testes de rastreio ndo garantem,
nomeadamente a possibilidade de se conseguir alterar as variaveis experimentais para a
obtencdo de uma maior especificidade, facilitando assim a interpretacdo dos dados

retirados (Cory-Slechta et al., 2001; Moser, 2011).

Com o evoluir das estratégias de ensaio, foi criado o programa das trés camadas que
incluem: identificagdo do perigo, caracterizagdo e suscetibilidade humana aos produtos
quimicos utilizando testes andlogos aos usados em testes com animais. Este esquema de
trés camadas foi adotado pelo National Research Council (NRC) que, ao acrescentar
estudos sobre mecanismos de a¢ao de substancias toxicas, viu este esquema ser aprovado
pela European Chemical Industry Ecology and Toxicology Centre (ECETOC) (ECETOC,
1992; Tilson, 2000).

6.1.1. Monitorizacio neurocomportamental em roedores

A avaliagdo neurocomportamental ¢ um importante teste para a avaliagdo do potencial
efeito neurotoxico de uma substancia quimica. A observacdo de alteracdes
comportamentais em estudos de neurotoxicidade pode fornecer informagdes de grande

relevancia para a identificagao e/ou caracteristicas de efeitos neurotdxicos.

Para tal, a FOB compreende uma variedade de pontos a avaliar para que sejam analisadas
as diferentes alteragdes comportamentais promovidas pelo neurotoxico. Assim, 0s
protocolos ja estabelecidos podem ser divididos em avaliagdes observacionais e testes de

manipulacdo, conforme apresentado na Tabela 2 (Moser, 1999).
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Tabela 2: Testes da bateria de monitorizagdo neurocomportamental

(Adaptado de Moser, 1999)

Avaliacoes observacionais

Niveis de atividade: Movimentos motores involuntarios/anormais:
= QObservagdo em jaula = Tremores
= (Observagdo em campo aberto = Fasciculacdes
=  Ténus
=  Estereotipia
Reatividade/Excitabilidade: =  Comportamentos anormais

= Reatividade
=  Excitabilidade

Sinais Clinicos:

Caracteristicas da marcha e postura ) .
= Lacrimacgao

= Descri¢ao da marcha = Salivagio

* Descri¢do da postura = Crescimento anormal de pelo
= Fecho palpebral
=  Alteragdes oculares
= Alteragdes do tonus muscular

Testes de manipulacao

Reflexos/Reag¢des neurologicas: Respostas Sensoriais:

= Resposta pupilar = Testes visuais: Resposta de abordagem e
= Reflexo palpebral colocagdo visual

= Reflexo de pinna = Teste somatossensorial: Resposta ao toque

= Reflexo de impulso do extensor = Teste auditivo: Resposta ao clique

= Testes nociceptivos: Resposta ao belisque da

cauda/pata e reflexo do flexor
Testes neuromusculares e reacoes -

turai Teste de posicionamento propriocetivo
posturais:

= Teste olfatério
= Resisténcia ao aperto

= Apoio da pata
= Reagdo de corregdo
= Teste de Hopping

Dos varios testes apresentados na Tabela 2, os investigadores podem e devem utilizar o
maior nimero de testes possivel, uma vez que ao realizarem uma bateria de testes para a
avaliagdo de alteragcdes neurocomportamentais, obtém maior informagdo sobre as

mesmas, otimizando o estudo dos efeitos provocados pela substancia toxica em estudo.
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Relativamente a componente pratica da execugao da bateria de testes e prévia planificagao
dos mesmos, os investigadores necessitam de ter um conjunto de capacidades,
nomeadamente: o conhecimento dos protocolos e consequente execugao pratica tendo em
conta as boas praticas em laboratorio, ter a capacidade de reconhecer um comportamento
normal de um comportamento alterado, ter pratica na manipulagcdo de animais e saber

realizar sempre testes controlo (Moser, 2011; Slikker et al., 2005).

6.2. Avaliacio clinica

Nas sociedades desenvolvidas industrialmente os solventes organicos estdo presentes em
todo o lado, aumentando a necessidade da atividade dos clinicos que avaliam a condi¢ao
dos pacientes tanto a nivel da exposi¢ao ambiental como ocupacional. Assim, a avaliagao
neurotoxicoldgica € iniciada com a avaliagdo clinica dos pacientes através da recolha de
dados necessarios para a construgdo de uma histdria clinica e com um exame neurologico

(Bull, 2007; White & Proctor, 1997).

Os sintomas regularmente associados a exposi¢do a este tipo de solventes envolvem
lesdes a nivel do SNC e do SNP. Na grande maioria dos casos, sintomas relacionados
com o SNC e o SNP sdo revertidos pela propria cessacdo de exposicdo. No entanto,
exposicoes agudas a elevadas doses e exposigdes cronicas de grande duracdo podem
induzir efeitos mais duradouros que se caracterizam por alteragdes cognitivas e
comportamentais. Para este tipo de exposi¢do existem casos onde a reversao dos efeitos
sobre 0 SNC e o SNP estd comprometida, dando origem a danos permanentes (Chang et

al., 1993).

Aquando de uma suspeita de distirbio do sistema nervoso devido a exposi¢cdo a um
solvente organico, o médico pode pedir a realizagdo de diversos exames clinicos que
auxiliam na defini¢ao da condi¢do clinica do paciente. Estes exames devem ser realizados
por profissionais de saude experientes de forma a elevar o contributo dos exames para a
definicdo do disturbio relacionado com a exposicdo ocupacional e ambiental (Torres,

2014).

A depressao do SNC e défices psicomotores/atengao sdo, por norma, resultantes da

exposicao a solventes organicos. Como tal, os pacientes recorrem ao médico, indicando
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sintomas como a fadiga, irritabilidade, confusdo, depressao e dificuldades de memoria

(Baker, White, & Murawski, 1985; White & Proctor, 1997).

Em casos onde ¢ afetada a normal funcdo do SNP, o paciente apresenta queixas a nivel
motor, nomeadamente, sensacao de formigueiro e dorméncia intermitente. Estes sintomas
podem evoluir até a perda da sensagdo e fraqueza muscular (Smith & Albers, 1997;

Yokoyama, Feldman, Sax, Salzsider, & Kucera, 1990).

Com efeito, os exames neurologicos podem ser realizados com o objetivo de definir
anomalias neurologicas provocadas pelo solvente ou para excluir outras causas que
resultaram em sintomas/danos. Os testes laboratoriais utilizados para avaliar a funcao
nervosa podem ser uteis na confirmacao de alteragcdes do normal funcionamento do SNC
e do SNP. O exame a condugdo nervosa, a electromielografia, a tomografia
computorizada (TC) e a ressondncia magnética (RM) podem detetar alteragdes atroficas
nos lobos frontais e no cerebelo, bem como lesdes a nivel da substincia branca (Ridgway,

Nixon, & Leach, 2003; Yamanouchi et al., 1995).

Para além dos testes laboratoriais acima referidos, podem ser realizados testes
neuropsicologicos com a perspetiva de detetar défices intelectuais e afetivos com possivel

origem na exposi¢ao a solventes organicos (Chang, 1987).

O historial clinico e a monitorizagdo biologica sao, por norma, as abordagens mais viaveis
para o profissional de satde. Relativamente a monitorizagdo bioldgica, sabe-se que os
solventes e os seus metabolitos sdo detetdveis em diversas amostras bioldgicas,
nomeadamente, no sangue, na urina, no cabelo, no tecido adiposo e no ar expirado

(Thorne, 2013).
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7. Conclusao

A presente monografia pretendeu apresentar os efeitos neurotdéxicos decorrentes da
exposi¢do ao n-hexano. Dado que este composto toxico pode estar presente tanto no meio
ambiente como a nivel ocupacional, ¢ importante a prevengao da exposi¢do cronica a este

poluente.

Entre os varios efeitos neurotoxicos foram referidas as patologias neurodegenerativas de
Alzheimer e de Parkinson, assim como outros danos que o n-hexano provoca a nivel da
saude, nomeadamente a toxicidade a nivel reprodutivo e na retina e visdo. Estd provado
que o responsavel por esta toxicidade ¢ o metabolito do n-hexano, a y-dicetona 2,5-

hexanodiona.

Esta dicetona por ter o distanciamento espacial necessario, pode dar origem a aductos
pirrdlicos apds a reacdo com os grupos amina do aminoacido lisina de alguns
neurofilamentos axonais. A formagao destes compostos pirrdlicos da origem a uma série
de outras reagdes que levam ao aparecimento dos efeitos toxicos tanto no ser humano

COmMo nos animais.

De modo a controlar esta exposicao devem ser utilizados biomarcadores de exposicao,
mas principalmente de efeito que permitam a biomonitorizacdo de modo a evitar o
aparecimento das referidas patologias. O biomarcador de exposi¢do mais utilizado € a
2,5-HD (analisado tanto na urina como no sangue) nao havendo, no entanto, nenhum

biomarcador de efeito recomendado pelas agéncias reguladoras.

Apesar da aplicagdo de analises de modo a avaliar a existéncia do biomarcador de
exposicdo e da aplicag@o dos testes neurocomportamentais, ndo se consegue prever com
a devida antecedéncia o aparecimento das doencas neurodegenerativas devido a
exposicao a este solvente, pois ainda ndo se aplica a andlise de biomarcadores preditivos

do aparecimento do efeito neurotdxico.
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