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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil da molécula relacionada a
inflamacédo (ICAM-1), citocinas e da atividade das NTPDases como potencial
influéncia sobre a genotoxicicdade em trabalhadores expostos ocupacionalmente a
HPA. Este estudo incluiu 45 taxistas e 40 individuos com atividades administrativas
(n&o-expostos ocupacionalmente), ambos nai fumantes. O monitoramento biologico
foi realizado pela quantificagdo do 1-hidroxipireno (1-pireno OH) urinario. A
expressdo de ICAM-1 (CD54) em neutrdfilos foi realizada por citometria de fluxo. O
perfil de hidrélise das NTPDases em plaquetas foi determinada pelo método
colorimétrico. Além disso, os niveis de malondialdeido no plasma (MDA), citoquinas
inflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y) e o dano ao DNA (ensaio cometa e
do micronucleo) foram também avaliados. Os resultados demonstraram que 0s
niveis de 1-OH pireno foram significativamente aumentados nos motoristas de taxi
em comparacdo com 0 grupo nao exposto ocupacionamente (p <0.0001); também
foi positivamente correlacionada com neutréfilos ICAM-1, niveis de MDA e
biomarcadores de danos no DNA. A expressdao de ICAM-1 em neutréfilos foi
significativamente elevado em motoristas de taxi (p <0.05), bem como os niveis de
MDA (p <0.01), sendo a ultima positivamente correlacionada com a % de DNA na
Cauda e frequéncia de MN. Aumento da hidrélise de ATP e ADP forma encontrados
nos taxistas. Concentracdes dos marcadores pro-inflamatorios foram aumentadas e
anti-inflamatérias (IL-10) diminuida no grupo exposto. Para o teste de ensaio de
microndcleos e cometa, houve aumento significativo em motoristas de taxi, inclusive
depois da adicdo de enzimas de reparo. Correlagcdes positivas foram encontradas
entre IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y e preditores de danos no DNA (% de DNA na cauda e
frequéncia de MN), enquanto que a IL-10 esta negativamente correlacionada com os
biomarcadores de leséo ao DNA. Em resumo, a exposi¢cdo ocupacional a poluicao
do ar pode levar a anormalidade homeostatica como potencial contribuicdo para o
processo aterosclerético. Este estudo mostrou também que a exposi¢cao crbnica a
poluicdo do ar pode causar danos no DNA relacionado com a peroxidacao lipidica e

processo inflamatorio.

Palavras-chave: 1-OH pireno; taxistas; ICAM; atividade das NTPDases.






ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the profile of inflammatory molecule (ICAM-1),
cytokines and the NTPDases activity as potential influence on genotoxicity process in
workers exposed occupationally to PAH. This study included 45 taxi drivers and 40
non-occupationally exposed subjects, both non smorkers. Biological monitoring was
performed by quantification of urinary 1-hydroxypyrene (1-OH pyrene). The
expression of ICAM-1 (CD54) in neutrophil was performed and the hydrolysis profile
of the NTPDases in platelets was determined. Plasma malondialdehyde (MDA)
levels, inflammatory cytokines and DNA damage (comet and micronucleus assays)
were also evaluated. The results demonstrated that the 1-OH pyrene levels were
significantly increased in taxi drivers (p<0.0001); were also positively correlated to
neutrophil ICAM-1 expression, MDA levels and biomarkers of DNA damage. ICAM-1
expression in neutrophil was significantly elevated in taxi drivers (p<0.05), as well as
MDA levels (p<0.01), being the last positively correlated with % Tail DNA and MN
frequency. ATP and ADP hydrolysis was increased in taxi drivers. Pro-inflammatory
markers concentrations were increased and anti-inflammatory (IL-10) was decreased
in exposed group. For the comet assay and micronucleus test, increase was
significant in taxi drivers, inclusive after repair enzymes. Positively correlations were
found between IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y and predictors of DNA damage (%Tail DNA
and MN frequency), while IL-10 is negatively correlated with the biomarkers of DNA
lesion. In summary, occupational exposure to air pollution, especially to PAHs, may
be related with homeostatic abnormality as potential contribute to atherosclerosis
process. This study showed also that the chronic exposure to outdoor air pollution
may cause DNA damage related with lipid peroxidation and inflammatory process.

Key-words: 1-OH pyrene; taxi drivers; ICAM-1 expression; NTPDases activity.






APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada na forma de encarte de publicacdes
submetidas e/ou publicadas e dividida em secbes da seguinte maneira: Introducéo,
Objetivos, Revisdo da Literatura, Artigo presente no Capitulo |, Discussao,
Conclusbes, Referéncias Bibliograficas e Anexos.

A Introducéo apresenta de uma forma geral o embasamento tedrico no qual a
proposta deste trabalho foi construida. Os Materiais e Métodos, Resultados e as
Referéncias Bibliograficas pertinentes a publicacdo especifica encontram-se no
Capitulo I.

A secédo Discussado contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos. A
secdo Conclusdes aborda as conclusdes gerais da dissertacao.

A secdo Referéncias Bibliogréaficas lista a bibliografia utilizada nas secdes
Introducao e Discusséao.

A secao “Anexos” contém o comprovante de submissao do artigo e o modelo

do termo de consentimento livre esclarecido.
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As doencgas agravadas ou desencadeadas pela exposicdo ocupacional e/ou
ambiental resultantes do contato crénico com xenobioticos do ambiente interno ou
poluentes do ambiente externo, estdo cada vez mais presentes. Esses xenobiéticos
podem provocar intoxicacfes exdgenas, que podem ser agudas e/ou cronicas, e
desenvolver sintomas e sinais que contribuem em médio e longo prazo para a queda
na qualidade de vida dos individuos expostos (Schenck et al., 2008). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude 3,7 milhdes de mortes em 2012 foram associados a
poluicdo do ar (WHO, 2012).

A contaminacdo atmosférica por poluentes ambientais, tem se tornado um
agravante para a saude humana, acarretando em infeccdes respiratérias, disfuncdes
cardiovasculares, alergias e cancer de pulméo (Batalha et al., 1999; Brauer et al.,
2002; Brunekreef et al., 2002, Hoek et al., 2013; Brook et al., 2010; Krishnan,
Kaufman and Hoek, 2011; yang et al., 2015). O material particulado, formado por
particulas soélidas ou liquidas suspensas no ar (POPE, 2002), juntamente com o
monoxido de carbono, o 0z6nio, o 6xido de nitrogénio, o diéxido de enxofre e os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS) constituem importantes poluentes
ambientais. Dentre os HPAs, especialmente, o benzopireno (BaP) importante
poluente no desenvolvimento da carcinogénese, desempenhando papel
embriotéxico e teratogénico (IARC, 2002) decorrente da acdo de alguns dos seus
metabolitos intermediarios serem intercalantes de DNA (Boffetta et al., 1997; Pereira
et al., 2000).

A poluicdo do ar mostrou-se estar associada com morbidade e mortalidade
cardiovascular e respiratéria em varios estudos epidemioldgicos. Varios estudos
apoiam a hipGtese de que 0s mecanismos responsaveis pela morbidade e
mortalidade associadas com exposi¢cdo a poluicdo envolvem inflamacdo e estresse
oxidativo induzido pelo potencial pro-oxidante dos componentes quimicos (Pope et
al., 2006; Brook et al., 2010).

O aumento do dano oxidativo pode desencadear a modificacdo de
macromoléculas: proteinas e/ou enzimas, como, por exemplo, a perda de funcéo
biologica; a peroxidacdo lipidica, que aumenta a perda da integridade de
membranas celulares; e ainda, o dano ao DNA (Junqueira e Ramos, 2005). A

inalacdo de poluentes ambientais pode ocasionar uma inflamacdo pulmonar,
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levando posteriormente a uma inflamagéo sistémica, isto é, o aumento de citocinas
pro-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) como descrito por Pope e Dockery, 2006.

Alguns estudos mostram que 0s poluentes no meio ambiente, causam
diversos efeitos toxicos em varios 0rgaos e sistemas tais como cardiovascular,
imunolégico/hematopoiético (Kelly and Fussell, 2015). Um dos mecanismos
envolvidos na doenca cardiovascular € a hipercoagulacdo (Davies et al., 2009). As
plaguetas expressam um complexo enzimatico em sua superficie, incluindo as
enzimas nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase) e 5'-nucleotidase. As
NTPDases hidrolisam ATP e ADP em AMP, o qual é subsequentemente hidrolisado
a adenosina pela 5'-nucleotidase. Alteracbes em suas atividades tém sido
demostradas em varias doencas e intoxicacdes, sugerindo que estas enzimas
podem ser importantes parametros fisioldgicos e patolégicos (Bhatt & Topol, 2007;
Kaizer et al., 2007; Spanevello et al., 2007; Mazzanti et al., 2007; Schetinger et al.,
2007; Bagatini et al.,2008; Schmatz et al., 2009). Contudo, ndo h& estudos sobre a
atividade destas enzimas nas plaquetas de individuos ocupacionalmente expostos a
poluicdo atmosférica, destacando-se assim a importancia deste estudo a fim de
verificar se esta exposicdo esta desencadeando mecanismos de inibicdo de
agregacdao plaquetéria.

Em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, foi
evidenciado que o0s motoristas de taxi estdo mais expostos aos poluentes
atmosféricos e, portanto, apresentam efeitos toxicos pela maior e cumulativa
exposicdo aos HPAs no local de trabalho (Brucker et al.,, 2013). Brucker e
colaboradores em 2014 consideraram que a exposi¢cdo ocupacional aos poluentes
atmosféricos esta relacionada ao desenvolvimento de efeitos pro-inflamatério e pro-
oxidativos, sendo esses motoristas profissionais mais suscetiveis para o0
desenvolvimento de doencas -cardiovasculares. Esses resultados obtidos
anteriormente pelo nosso grupo de estudo levaram ao que esta dissertacdo se
propde: uma investigacdo mais aprofundada sobre eventos de disfuncdo vascular e
efeitos sistémicos que a exposicdo aos HPAs pode desencadear, utilizando
parametros de imunotoxicidade e de desequilibrio da cascata de coagulacéo; além
de verificar se 0 mecanismo de estresse oxidativo e o processo inflamatério
desencadeado pela exposi¢cdo aos poluentes atmosféricos podem estar relacionados
ao desenvolvimento de dano ao DNA.
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A avaliagdo dos riscos causados pela exposicdo ocupacional frente a
xenobidticos, através do monitoramento ambiental e monitorizacdo biolégica, aliado
aos conhecimentos relativos dos efeitos na saude, permitem estabelecer as
prioridades e as formas efetivas de intervencdo para proteger precocemente uma
populacdo dos riscos. Varios sdo os parametros bioldégicos que podem estar
alterados em decorréncia da interagdo do organismo com xenobidticos. A
quantificacdo destes parametros, usados como biomarcadores € de extrema
importancia na avaliacdo da intensidade da exposicdo e o efeito provocado pela
substancia (AMORIM, 2003).
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OBJETIVOS







1. Objetivo geral

Avaliar o perfil da maior molécula relacionada a inflamacdo (ICAM-1),
citocinas e da atividade das NTPDases como potencial influéncia sobre a
genotoxicidade em trabalhadores expostos ocupacionalmente ao HPA.

1.1. Objetivos especificos

Quantificar o biomarcador de exposicdo a hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (HPASs): 1-hidroxipireno.
Avaliar genotoxicidade e imunotoxicidade causadas pela exposicédo
ocupacional frente aos xenobidticos, através de diferentes biomarcadores de

efeito;

Estudar possiveis correlacdes entre os niveis de exposicdo e os diferentes
biomarcadores de danos causados pela exposicédo ao HPAs;

Avaliar a taxa de hidrélise de ATP e ADP em plaquetas dos individuos para

observar os efeitos de formacao de pro-trombos com niveis de polui¢éo;

Avaliacdo dos biomarcadores de inflamacdo sistémica nos trabalhadores

expostos aos xenobidticos;

Investigar a correlacdo dos marcadores inflamatorios com o dano de DNA.
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REVISAO DA LITERATURA







1. Poluicdo Atmosférica e Saude

A poluicdo do ar € um grave problema ambiental que afeta as pessoas,
estando relacionada com 3,7 milhdes de mortes prematuras em todo o0 mundo em
2012 (WHO, 2014).

Os efeitos nocivos da poluicdo do ar vém sendo mais claramente relatados
desde a primeira metade do século passado, durante episédios de alta concentracao
de poluentes como os observados no Vale Meuse, na Bélgica, (Firket, 1931) em
1930; em Donora, na Pensilvania, (Ciocco e Thompsom, 1961) em 1948; e em
Londres, Inglaterra, no inverno de 1952-1953. A partir destes e outros episodios
menos famosos, organizacdes governamentais tomaram uma série de medidas
visando controlar os niveis ambientais de poluicdo do ar em diversos centros
urbanos, principalmente em paises da América do Norte e Europa (Cancado et al.,
2006).

Mais recentemente, varios estudos vém demonstrando a existéncia da
associacdo dos poluentes atmosféricos com efeitos nocivos a saude, mesmo
guando os niveis médios de poluentes ndo séo tao altos (Zhang et al., 2010). Esses
efeitos tém sido observados por causas especificas como doencas cardiovasculares
e respiratorias (Nishiwaki et al. 2013; Brucker et al., 2013; Saldiva et al., 1994,
Peters et al., 2004; Zanobetti e Schwartz, 2005; Brook, 2008; Franchini e Mannucci,
2012), bem como podem exacerbar doencas pré- existentes e, consequentemente, o
aumento nos atendimentos hospitalares (Lin et al., 2004; Farhat et al., 2005;
Dubowsky et al., 2006). Estudos recentes tém demonstrado que a diabetes pode
ser adicionada a lista de doencas associadas a exposicdo a poluentes da atmosfera
(CHEN et al., 2013).

Estudos realizados no Brasil (Saldiva et al., 1994; Bakonyi et al., 2004; Daumas
et al., 2004, Lin et al., 2004, Farhat et al., 2005; Andre et al., 2012; Sousa et al.,
2012) assim como em outros paises (Alves, Scotto e Freitas, 2010; Chen et al.,
2010; Tonne et al., 2010; Samoli et al.,, 2011) tém associado ambientes poluidos
com mortes prematuras, doencas respiratorias, irritacdo ocular e aumento de
internacdes hospitalares. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 60 %
das doencas respiratorias agudas e 50 % das doencas respiratdrias crénicas estdo
associadas a exposi¢ao aos poluentes atmosféricos.
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Além dos danos ao sistema respiratorio, o0 material particulado presente no ar
tornou-se um fator de risco para eventos cardiovasculares (Brook et al., 2004; Kunzli
et al., 2005; Brook, 2008; Kunzli et al., 2010; Franchini e Mannucci, 2012). Na
realidade as alteracdes induzidas pela poluicdo atmosférica, especialmente por
particulas finas e ultra-finas, em casos de exposicdo crénica contribuirdo para o
desenvolvimento e progressao da aterosclerose e, no curto prazo poderédo contribuir
para a instabilizacdo das placas de ateroma e acidentes cardiovasculares agudos
(AVC, enfarte agudo do miocérdio, arritmias e morte subita) (Kunzli et al., 2005;
Suwa et al.,, 2005; Araujo et al.,, 2008). Além disso, Tonne e colaboradores
correlacionaram a exposi¢do cronica ao trafego com um maior numero de
ocorréncias de infarto agudo do miocardio (Tonne et al., 2009).

Adicionalmente, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer
(IARC) tem classificado a exposicdo a poluicdo do ar como carcinogénico (IARC,
2013). Esta classificacdo foi baseada em evidéncias consistentes de estudos
epidemiologicos, além de fortes estudos sobre mecanismos (Loomis et al., 2013;
Raaschou-Nielsen et al., 2013; Krewski et al., 2009; Turner et al., 2011) .

No Brasil, o desenvolvimento tecnoldgico e econdmico norteado pelo aumento
do parque industrial, crescimento da frota veicular leve e pesada, e expansao da
fronteira produtiva acarretou novos desafios para a determinacdo dos impactos da
poluicdo a saude humana. Assim, a expansdo dessas fontes proporcionou a
expansao de problemas de poluicdo atmosférica a areas desprovidas de capacidade
de monitoramento e gestdo do risco (Colombini, 2008). Sendo um dos requisitos
basicos da salde humana e bem-estar € o ar limpo, a exposicdo a poluicao
atmosférica é considerada uma ameaca significativa para a saude humana,

principalmente em areas urbanas de paises em desenvolvimento.

2. Fontes e poluentes atmosféricos
A atmosfera dos grandes conglomerados urbanos € um complexo sistema
constituido por gases e particulas que podem se tornar poluentes quando excedem
as concentracdes naturais (Teixeira et al., 2009).
A poluicdo é parte integrante da sociedade industrial, isto €, uma das
consequéncias da geracdo de energia Util pelo processo de combustdo. Seus efeitos
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no meio ambiente estdo ligados a problemas de ordem politica, social e econébmica
(Carvalho e Lacava, 2003). A poluicdo atmosférica, entretanto, ndo € recente e de
inteira responsabilidade do homem, tendo a prépria natureza se encarregado,
durante milhares de anos, de participar ativamente com o lancamento de gases e
material particulado originarios de atividades vulcanicas e tempestades, dentre
algumas fontes naturais de poluentes. A atividade antropogénica, por sua vez, acaba
por intensificar a poluicdo do ar com o lancamento continuo de grandes quantidades
de substéancias poluentes (Teixeira, 2008 et al.; Teixeira et al., 2009).

Os poluentes podem ser classificados de acordo com sua origem como:
poluentes primarios, emitidos diretamente na atmosfera e secundérios, que sao
formados na atmosfera a partir de reacdes quimicas e/ou fotoquimicas entre dois ou
mais poluentes, como o 0zbénio (O3), que tem como precursores os hidrocarbonetos
e 0s Oxidos de nitrogénio (NOXx) (Brasil, 2006).

Substéncias sélidas ou liquidas podem ser agrupadas como particulado ou
material particulado desde que principios fisicos sejam frequentemente utilizados
para sua remocado e suas densidades sejam aproximadamente trés vezes maiores
do que a do ar onde estéo diluidos. Dependendo do seu tamanho aerodinamico, as
particulas séo classificadas em particulas grossas com diametro aerodindmico
menor que 10 yum e particulas finas, apresentando didmetro aerodinamico igual ou
inferior a 2,5 um, designando-se por MP10 e MP2,5, respectivamente. O material
particulado fino (MP2,5) tem sido amplamente estudado, pois essas particulas
apresentam a capacidade de atingir as regides mais distais do sistema respiratério
gerando efeitos adversos (Pope et al., 2002).

O material particulado apresenta em sua composicdo quimica uma
variabilidade complexa de substancias toxicas, como hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAS) e metais que estdo adsorvidos em sua superficie (Quiterio et al.,
2004, Dallarosa et al., 2005; Manalis et al., 2005; Vallius et al., 2005; Valavanidis et
al., 2006; Fang, Cassidy e Christiani, 2010; Gupta, Salunkhe e Kumar, 2010; Paulino
et al., 2010). Portanto, além de serem poluentes, essas particulas atuam como um
veiculo de disseminagdo de outros compostos quimicos (Lodovici et al., 2003;
Gioda, 2006; Valavanidis et al., 2006; Colombini, 2008).

Os gases e vapores formam outro grupo, sendo poluentes moleculares com

existéncia permanente (Boubel et al, 1984). Os HPAs sao poluentes organicos de
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grande persisténcia ambiental e contem mais de 100 tipos diferentes de produtos
quimicos (ATSDR, 2006). Dentre os HPAs, os pirenos, especialmente, o
benzo[a]pireno é um dos principais componentes (Castano-Vinyals et al., 2004).
Assim como os demais HPAs, o benzo[a]pireno € um produto proveniente da
combustdo incompleta de matéria organica, podendo ser emitido por motores a
diesel e a gasolina, estar presente na fumaca do cigarro e da madeira, sendo um
dos componentes da poluicdo atmosférica (Takaishi et al., 2009). Em regides
urbanas, ha uma maior concentracdo de HPAs na atmosfera. As vias de
contaminagao por HPAs nos seres humanos séo por meio da inalagdo de vapores
ou material particulado com vapores adsorvidos, e pela ingestdo de alimentos
grelhados ou contaminados por deposi¢des atmosféricas (Pereira Netto et al., 2000).
Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas, o risco de contaminacdo é
significativo, pois apresentam caracteristica lipofilica, podendo ser absorvido por
inalacdo e ingestao (Pereira Netto et al., 2000). ApGs a absorcao, o benzo[a]pireno é
biotransformado por uma série de enzimas (fase | e Il) que catalisam as reacfes de
hidrolise, oxidacdo, reducdo (oxigenases, citocromo P-450 como as CYP1Al e
CYP1B1 e NADPH-citocromo-credutase) e conjugacdo por meio das enzimas
sulfotransferase, epéxido hidrolase, glutationa-S-transferase e UDP-glicotransferase.
A biotransformacao tende a transformar em um metabdlito mais hidrofilico que o seu
precursor e, com isso, facilitar a sua excrecdo (Klaassen e Watkins, 2012). O
benzo[a]pireno, assim como outros HPAs, pode ser biotransformado por trés
diferentes vias. A primeira via é a formacéo de diol-epoxidos eletrofilicos por meio da
acdo do citocromo P-450 formando 6xidos de areno, e estes, por sua vez, podem
sofrer rearranjo formando fendis ou reagir covalentemente com a glutationa
(espontaneamente ou catalisada pela glutationa-S- transferase) formando
diolepoxido (Xue e Warshawsky, 2005). Alguns fendis sdo oxidados a quinonas e
outros podem sofrer nova epoxidacdo formando os dihidrodiolepoxidos. A segunda
via é a formacao do radical cation por meio do citocromo P-450 e das peroxidases,
sendo esta outra classe de formacdo de metabdlitos reativos e carcinogénicos. A
terceira via € a formacao de o-quinonas, com reacao de oxidacao de fenois. As o-
quinonas apresentam alta reatividade com o0s grupamentos tidlicos (glutationa e
cisteina), formando os conjugados hidrossoluveis (Xue e Warshawsky, 2005). A via
de formacédo de o-quinonas pode liberar espécies reativas de oxigénio quebrando o
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equilibrio entre oxidantes e antioxidantes (IARC, 2010). O processo de oxidagao
enzimatica seguida de hidrolise com a formacédo de diolepdxidos € a via mais aceita
na bioativacdo dos HPAs, na qual metabdlitos reativos sédo intercalantes de DNA
(ATSDR, 2006; Xue e Warshawsky, 2005). O polimorfismo genético das isoenzimas
do sistema CYP-450 é conhecido como um fator de influéncia na biotransformacéo
de xenobidticos (Strickland e Kang, 1999).

3. Exposic¢éo ocupacional aos poluentes da atmosfera

O termo “exposi¢cao” denota o contato com qualquer atributo que possa ser
relevante para a saude do individuo, sejam fatores ambientais, biol6gicos ou
relacionados a situacdo socioeconémica, atuando isoladamente ou em interacéo
com fatores genéticos (Armstrong, White and Saracci, 1992). Sdo situacbes nas
quais os individuos estdo expostos a determinada substancia, mistura de
substéancias, ou a processo de trabalho, que aumentam o risco de incidéncia de
neoplasias malignas (Hunter, 1989).

O risco de o trabalhador desenvolver doencas devido a exposicao a diferentes
substancias presentes no ambiente de trabalho é conhecido desde a antiguidade.
Na exposicdo ocupacional, a intensidade da exposicdo depende, entre outros
fatores, da concentracdo do agente toxico no local de trabalho, do tipo e intensidade
do trabalho, da duracdo diaria da exposicdo ao longo da vida profissional, da
frequéncia da exposicao pelo trabalhador e das condic6es de temperatura, umidade
e ventilacdo (Salgado e Fernicola, 1989).

Porém, também devem ser considerados os fatores inerentes ao individuo,
como idade, género, etnia, suscetibilidade genética, estado nutricional e doencas
cronicas (Klaassen e Watkins, 2012). Estes fatores podem interferir na gravidade
dos efeitos adversos ocasionados pelos agentes téxicos presentes no ambiente de
trabalho, ja que os individuos podem desenvolver patologias relacionadas por
condicbes adversas ao exercicio de sua profissdo (Oga, Carvalho e Batistuzzo,
2008; Manno et al., 2010).

A Agéncia Internacional para a Pesquisa sobre Cancer (International Agency
for Research on Cancer — IARC) da Organizacdo Mundial da Saude reconhece

atualmente 88 agentes como cancerigenos para 0os humanos, dos quais 23 sao
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encontrados principalmente em ambientes ocupacionais e 13 constituem-se em
processos de trabalho (IARC, 2002).

Dentre 0s grupos ocupacionalmente expostos a poluicdo atmosférica,
destacam-se os motoristas profissionais. Esta categoria de trabalhadores possui
uma longa jornada de trabalho diério e esta exposta a uma mistura heterogénea de
compostos toxicos (Zagury, le Moullec e Momas, 2000; Burgaz et al., 2002; Lewne et
al., 2006; Manini et al., 2006; Bagryantseva et al., 2010; Millerschulze et al., 2010).
Os motoristas de taxi ndo possuem um ponto e local definido durante a sua jornada
de trabalho. Diferentemente de outras categorias, que desempenham suas funcoes
em ambientes climatizados e relativamente confortaveis, os motoristas profissionais
passam horas do seu dia no transito e sdo expostos a variagbes climaticas, as
condicbes do trafego, bem como aos fatores psicossociais (Battiston, Cruz e
Hoffmann, 2006; Alguimim et al., 2012). Alguns estudos tém sugerido que
excessivas horas de trabalho diario estdo associadas ao desenvolvimento de
diversas patologias, como disturbios psiquicos, diabetes e infarto agudo do

miocardio (Knibbs e Morawska, 2012).

4. Biomonitoramento

O biomonitoramento tem como objetivo principal a gestdo de avaliacdo de
risco por meio dos niveis individuais de exposi¢cdo, utilizando biomarcadores de
exposicao e biomarcadores de efeito para a deteccdo precoce, e preferencialmente
reversivel de sinais biolégicos, para prevenir em médio e longo prazo danos a saude
do trabalhador (Oga, Carvalho e Batistuzzo, 2008; Manno et al., 2010). A vantagem
do biomonitoramento reside no fato de que o marcador biolégico de exposi¢ao estar
relacionado ao efeito adverso a saude do trabalhador, considerando a exposicao ao
agente quimico pelas vias respiratoria, oral e dérmica (Klaassen e Watkins, 2012).

Os biomarcadores de exposicdo sdo considerados como ferramentas
importantes, pois permitem estimar o nivel das substancias quimicas a que o
individuo esta exposto, pela quantificacdo da substancia toxica e/ou metabdlitos em
fluidos biolégicos (Amorim, 2003). Aléem disso, a quantificacdo de biomarcadores de
exposicdo contribuem para a elucidagdo dos mecanismos toxicos, da

biotransformacéo e dos efeitos dos compostos quimicos (Angerer, Ewers e Wilhelm,
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2007). Em relagéo aos biomarcadores de efeito, estes sao caracterizados como
biomarcadores que refletem a interacdo entre 0s xenobidticos e 0s receptores
biolégicos do organismo, e a quantificacdo destes biomarcadores indicam as
modificacdes precoces, reversiveis ou ndo, que precedem danos estruturais ou
funcionais progressivos em nivel molecular e celular (Amorim, 2003; Prista e Uva,
2006).

A suscetibilidade individual a xenobioticos ambientais € modelada por
diferencas na capacidade de metabolizacdo/detoxificacdo dos xenobidticos e
também pela eficiéncia dos diferentes sistemas de reparo de dano ao DNA
(Nordberg, 2010). Estudos de polimorfismos podem fornecer informacdes
importantes quanto ao papel da suscetibilidade genética individual e sua relacéo
com a exposicdo aos xenobidticos, bem como podem influenciar diretamente sobre
os fatores de risco associados a patologias (Amorim, 2003). Sendo assim, o
biomarcador de suscetibilidade indica a capacidade inata ou adquirida do individuo
exposto em responder a dose da substancia absorvida (Prista e Uva, 2006).

Deve-se considerar a caracterizacdo do potencial risco de toxicidade do
xenobidtico, a duracdo e a frequéncia da exposicao, bem como a suscetibilidade do
individuo exposto. O xenobibtico na sua forma original ou os seus metabdlitos
formados apls a biotransformacao podem ligar-se a moléculas desencadeando os
efeitos adversos. Essa interacdo podera resultar em danos reversiveis ou lesbes
pré-clinicas em uma primeira fase e, posteriormente, em manifestacées clinicas se a
exposicdo ao xenobiodtico persistir (Prista e Uva, 2006). A quantificacdo de
biomarcadores pode n&do prevenir o desenvolvimento de todas as doencas do
trabalhador, mas sua aplicagdo contribui para a melhoria da protecdo da saude dos
trabalhadores (Schulte e Hauser, 2012). Os biomarcadores utilizados como
indicadores de exposicdo individual a poluicdo do ar € um método emergente no
campo da avaliacdo da exposicdo ambiental, estabelecendo as ligacbes entre os
efeitos na saude e agentes ambientais (Zou et al., 2009).

O controle biolégico da exposicdo aos HPAs pode ser realizado pela
quantificacdo de biomarcadores de exposicdo que geram informac¢des quanto ao
nivel de absorcdo do xenobidtico (Angerer, Mannschreck e Gundel, 1997). O 1-
hidroxipireno (1-OH pireno) urinario € o principal metabdlito do pireno e tem sido

utilizado como um biomarcador de exposicdo aos HPAs (Jongeneelen et al., 1988;
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Sellappa, Mani e Keyan, 2011; Demetriou et al., 2012), bem como para estimar a
exposicao aos HAPs presente nas emissdes veiculares (Merlo et al., 1998; Castano-
Vinyals et al., 2004; Hansen et al., 2008; Ciarrocca et al., 2013). Na avaliacdo de
exposicao ocupacional, € importante também considerar os habitos de vida do
trabalhador, como a alimentacdo e o fumo ativo e/ou passivo, uma vez que a
concentracédo de 1-OH pireno presente na urina reflete a exposicao total aos HPAsS
(Marie et al., 2009).

5. Area de estudo

O crescimento da frota de veiculos, o desenvolvimento industrial e a
expansado populacional, quando associados a fatores meteorolégicos, tém
contribuido significativamente para a elevacdo dos niveis de poluentes em
suspensao, diminuindo a qualidade do ar. Os veiculos automotores sdo um dos
grandes agentes contribuidores para a emissdo de diversos poluentes atmosféricos
que podem representar riscos a saude (Cancado et al., 2006; Teixeira et al., 2008;
Texeira et al., 2009). Pesquisas evidenciaram que, durante os meses de inverno,
ocorre um maior acumulo de poluentes ambientais devido ao predominio de
inversdes térmicas (Teixeira et al., 2008; Texeira et al., 2009). A inversdo térmica é
um fendmeno meteorolégico que consiste na presenca de uma camada de ar frio
préximo ao solo, ficando a camada de ar quente acima, a qual impede a dispersao e
a movimentagdo de massas de ar, acarretando um acumulo de poluentes ambientais
(Oga, Carvalho e Batistuzzo, 2008).

A poluicdo emitida pela frota veicular € a principal fonte de poluentes que
agem na degradacéo da qualidade do ar, principalmente em regides metropolitanas
(Teixeira et al., 2008). Segundo os dados do DETRAN (Departamento Nacional de
Transito), a frota total de Porto Alegre é de 797.951 veiculos licenciados e uma
populacdo de 1.472.482 habitantes. O uso do transporte motorizado no Brasil tem
aumentado a cada ano. Este crescimento da frota de veiculos é acompanhado por
problemas ambientais, incluindo a poluicdo do ar e o congestionamento do trafego,
que representam ameacas para a saude e o bem-estar da populacdo (Andre et al.,

2012). Mesmo sendo reconhecida a agdo toxicologica e carcinogénica de alguns
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compostos emitidos na atmosfera, no Rio Grande do Sul, ainda ndo ha

monitoramento ambiental continuo desses poluentes.

6. Mecanismos da toxicidade dos poluentes atmosféricos

Podem ser relacionados diferentes efeitos adversos da polui¢cdo do ar sobre a
saude humana, alguns deles manifestando-se de forma aguda — horas ou dias apos
a exposicado — enquanto outros séo evidenciados somente apds longos periodos de
exposicdo — os chamados efeitos cronicos. Os efeitos da exposicdo a curto prazo
incluem exacerbacdo de doencas respiratdrias pré-existentes (especialmente asma
e Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica) e doenca cardiovascular pré-existente
(incluindo isquemia e arritmias), com o aumento das internacdes hospitalares. A
exposicdo a longo prazo a poluicdo do ar estd associada com um aumento da
mortalidade, maior incidéncia de cancer de pulmao e pneumonia, e desenvolvimento
da aterosclerose (Abelsohn e Stieb, 2011).

Os individuos variam em sua resposta a diferentes poluentes atmosféricos.
Alguns polimorfismos genéticos contribuem para o aumento de suscetibilidade
(London, 2007; Sandstrom and Kelly, 2009; Gilliand, 2009). Acredita-se que até
mesmo 0s niveis relativamente baixos de poluicdo comumente encontrados no
Brasil tém implicacdes para a saude (Gouveia et al., 2006).

Efeitos sobre o sistema respiratério incluem inflamacédo pulmonar, obstrucao
das vias aéreas, e aumento da suscetibilidade a infeccdo e a sensibilidade aos
alérgenos. Efeitos cardiovasculares associados com a exposicdo a curto prazo
incluem mudancas na variabilidade da frequéncia cardiaca, pressdo sanguinea,
tbnus vascular e coagulabilidade, enquanto exposi¢éo a longo prazo pode acelerar a
progressdo da aterosclerose (Brook et al.,, 2010). Muitos destes efeitos s&o
mediados através de vias pro-inflamatérias e a geracdo de espécies reativas de

oxigénio como demonstrado na figura 1.
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Vasculatura

Células epiteliais (ICAM, VCAM]; =  Efeitos Cardiovasculares
linfocitos, monodcitos, neutrdfilos

e plaguetas.

Poluentes do ar (principal via: pulmonar)

Trato Respiratorio (fluido) Trato respiratorio (células)
Antioxidantes (G5H) Macrafagos e células epiteliaiz

Inflamag&o

leucinas pro-
flamatorias

Fig 1. Efeitos sistémicos da poluicdo do ar na saude humana. Alfaro-Moreno
et al, 2007.

Hé& evidéncias suficientes para o papel fundamental do estresse oxidativo em
efeitos adversos associados a poluentes atmosféricos (Hou et al. 2013; Michael et
al. 2013). Investigacdes anteriores sugerem que ROS formados a partir da
exposicdo aos poluentes atmosféricos pode implicar na ativagdo de membros da
familia da proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK quinase) e fatores de
transcricdo (Wang et al. 2010). Estas vias de sinalizacdo estdo envolvidas em
processos de proliferacéo, transformacéao, diferenciacao, inflamacéo e apoptose (Liu
et al., 2015). O estresse oxidativo pode induzir a apoptose das células pulmonares e
desencadear o processo inflamatério pulmonar. A resposta inflamatéria sistémica
ocorre por meio do aumento de citocinas pro-inflamatérias na circulacédo (IL-1, IL-6,
TNF-a), alteragdo nos fatores da coagulagdo sanguinea, aumento da adesividade
plaquetéaria e progressao do processo aterosclerético desencadeando complicacdes
cardiovasculares ateroscleréticas (Cancado et al., 2006; Zeka et al.; Brook, 2008;
Simkhovich, Kleinman e Kloner, 2008; Delfino et al., 2009; Huttunen et al., 2012).
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6.1. Relacdo da exposicdo aos poluentes atmosféricos com inflamacao

sistémica

Estudos epidemioldgicos tém associado o0 consistente aumento da morbidade
e mortalidade do risco cardiovascular, com varia¢cdes nas concentracfes de indices
de poluicdo atmosférica. Pacientes idosos, pessoas com suscetibilidade a doencas
cardiacas e pulmonares, doencas crénicas como diabetes, obesidade séao
geralmente de maior risco (Brook, et al. 2004).

Segundo Brook e colaboradores (2002), o material particulado fino MP2,5
pode alterar a reatividade e o tonus arterial em humanos expostos. Vermylen e
colaboradores 2005 demonstram algumas implicacdes patofisiolégicas do infarto do
miocardio e poluicdo atmosférica. Tal estudo descreve algumas cidades da Europa,
relacionando periodos de picos agudos de poluicdo atmosférica com o aumento da
mortalidade cardiovascular.

Em relacdo a exposicao crénica estudos referentes a cidades dos Estados
Unidos, Holanda e Brasil mostraram relacéo direta entre doencas cardiovasculares e
poluicdo atmosférica (Hoek et al., 2002; Brucker et al., 2014). Sendo assim, nos
altimos anos, muitos trabalhos epidemioldgicos e experimentais tém demonstrado a
participacdo direita e/ou indireta da poluicdo na progressdo da aterosclerose
(Lippmann et al.; 2005; Sun et al., 2005; Goto e et al., 2003; Suwa et al., 2002,
Donaldson et al., 2003).

A aterosclerose é atualmente considerada uma doenca inflamatéria, com
perfil patofisiolégico complexo (Ross, 1999; Libby, Ridker e Maseri 2002; Hansson,
2005). No Brasil, a doenca da artéria coronaria é considerada a principal causa de
mortalidade na populacdo adulta, sendo responséavel atualmente por cerca de 30%
dos Obitos no pais (Ministério da Saude, 2011; WHO, 2010). O processo
aterosclerotico tem inicio quando o endotélio dos vasos sofre algum tipo de leséo,
induzindo um processo inflamatério (Hansson, 2005).

Estudos anteriores demonstraram que a exposi¢coes ao material particulado
ligado a combustdo de combustiveis fosseis, esta associada com inflamagéo
sistémica em sujeitos com doencga arterial coronariana (Delfino et al., 2009; Delfino

et al., 2010). Essa relacao foi vista principalmente para os marcadores de exposicéo
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a poluicao do ar relacionada ao trafego, tais como HPAs, e para a fracdo ultrafina do
material particulado (Delfino et al., 2010).

Como consequéncia do processo inflamatorio, ocorrem alteracdes na
permeabilidade vascular, levando a saida de macromoléculas e a migracdo de
neutrofilos, mondcitos e linfocitos T e B para a regido subendotelial (Roos, 1999;
Hansson, 2005). A consequente alteragdo na estrutura da parede endotelial leva ao
aumento da adesdo plaquetéaria, contribuindo para a formagcdo de trombos. Além
disso, células musculares lisas e fibroblastos, que sao produtoras de matriz
extracelular, também passam a proliferar na area da lesdo, constituindo o maior

volume da placa ateromatosa no estado avancado (Libby, Ridker e Maseri, 2002).

6.1.1 Molécula de adeséo intracelular-1 (ICAM-1)

Os neutrofilos sdo extremamente importantes no processo inflamatério,
assumindo funcbes que incluem o rolar ao longo do endotélio, a aderéncia ao
endotélio e a migracdo transendotelial nos tecidos. Apds a ligacdo as células
endoteliais, os neutrofilos tornam-se ativados e liberam véarios mediadores
inflamatdrios, que estdo envolvidos no aumento da permeabilidade do endotélio. Os
neutréfilos aderidos migram através do endotélio e contribuem para a inflamacéo
dos oOrgados. Esse processo € iniciado e mantido por interacdes dos leucocitos
circulantes e por interacdes dos neutréfilos com o endotélio via moléculas de adeséo
especificas (Boldt et al., 1995).

As lisofosfatidilcolinas e os esterdis oxidados podem ativar macréfagos e
células endoteliais para gerarem radicais de oxigénio e expressarem moléculas de
adesdo. Véarias moléculas de adesdo vém sendo investigadas como fundamentais
nesse processo, dentre as quais pode se citar a ICAM-1 (Frostegard et al., 1991,
Collins et al., 2000).

A ICAM-1 é uma glicoproteina da superfamilia imunoglobulina que participa
na adesdo dos neutréfilos as células endoteliais e na migracdo extravascular dos
neutréfilos. E expressa na superficie de varios tipos celulares, incluindo leucécitos e
células endoteliais (Videm e Albrigtsen, 2008).

A expressdo dessas moléculas € resultado do processo de ativacdo do
endotélio que ocorre em condi¢des de lesdo tecidual, na presenca de subprodutos
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de microorganismo (e.c., lipopolissacarideos —LPS) ou mediante contato com fatores
provenientes da resposta inflamatéria como componentes das cascatas do
complemento, coagulacao, citocina (IL-1, TNF-a) e mediadores como a histamina e
o leucotrieno B4. ICAM-1 demanda estimulacdo de horas para sua sintese (Golias et
al., 2007).

Estes marcadores séo, independentemente e em conjunto, associadas com
um risco aumentado de doenca cardiovascular (Pradhan et al., 2002;. Rana et al.,
2011; Ridker et al., 2003). Estudos recentes tém demonstrado a associagao entre
marcadores inflamatérios e exposicdo a poluicdo do ar (Delfino et al.,, 2008;
madrigano et al. 2010; zeka et al., 2006).

Alguns estudos tém demonstrado um forte nivel de expressao de ICAM-I
ap0s a exposicdo a particulas da exaustdo de combustiveis e nanoparticulas
(Mikkelsen et al., 2011; Forchhammer et al., 2012).

6.1.2. Adesao Plaquetaria

Estudos prévios revelaram que a poluicdo influencia em marcadores de
coagulacéo, inflamacéo, e funcdo endotelial (Chuang et al., 2007; Alexeeff et al.,
2011; Madrigano et al., 2010; O’neill et al., 2010).

As plaquetas se acumulam dentro da lesdo aterosclerética, e pode recrutar
plaguetas adicionais para formar trombos, indicando que a parede arterial pode
assumir tanto um fendtipo inflamatério e pro-trombogénico (Massberg et al., 2005).

As plaquetas sdo um dos componentes mais importantes do sangue que
participam e regulam a formacdo de trombos. Nucleotideos de adenina
extracelulares, tais como ATP, ADP e adenosina regulam a resposta vascular a
lesdo endotelial interagindo com receptores especificos nas plaguetas e células
endoteliais (Leon et al., 1997). ADP é um promotor principal de agregacdo de
plaguetas e o seu metabolismo € importante para a regulacdo da ativacdo e
recrutamento de plaguetas. Em contraste, a adenosina € um potente inibidor desta
agregacdo que € conhecido por possuir propriedades anti-inflamatorias e
analgésicas e influenciam na proliferacdo, sobrevivéncia e apoptose de muitas
células diferentes, funcionando como um potente supressor no sistema imune

(Marcus et al, 2005). Os estudos tém sugerido um papel complexo ao ATP na
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regulacdo da agregacao plaquetaria (Birk et al., 2002). Estudos in vitro mostraram
que altas concentracdes de ATP inibem adesao plaquetéria induzida por ADP (Park
et al., 1997). As plaquetas expressam um complexo multienzimatico na sua
superficie, que é responsavel pela hidrélise de nucleétidos extracelulares. Este
complexo incluem enzimas como a NTPDase (Nnucleosideo trifosfato de
difosfohidrolase), Ecto-NPP (nucleotideo ecto- pirofosfatase/fosfodiesterase), ecto-
5'-nucleotidase e adenosina-desaminase (ADA) (Furstenau et al., 2006).

NTPDases sao um grupo de ectoenzimas capazes de hidrolisar trinucleosideo
e / ou difosfatos para monofosfato de adenosina, e requerem concentracoes
milimolares de Ca* e Mg*? para maxima atividade. E-NPPs hidrolisam ligacées 5'-
fosfodiéster em nucleotideos e seus derivados, liberando 5'monofosfatos de
nucleotideos (Bigonnesse et al., 2004). Em conjunto, estas enzimas constituem uma
cascata enzimatica altamente organizada, que é capaz de regular as concentracdes
extracelulares de nucleotidos e nucleosidos de adenina, tendo um papel importante
para manter a homeostase normal e na prevencdo de excessiva agregacao
plaguetéaria (Yegutkin et al., 2008).

Nucleotideos extracelulares tornaram-se reconhecidos pelo significativo papel
gue desempenham na modulacdo de uma variedade de processos relacionados com
a inflamacéo vascular e trombose (Burnstock et al., 2002; Atkinson et al., 2006; Seye
et al. 2003). Neste contexto, na literatura ndo encontram-se relatos que demostram
a atividade das NTPDases em individuos ocupacionalemente expostos aos

poluentes atmosféricos.
7. Genotoxicidade e Poluicdo Atmosférica

Os HPAs, especialmente, o BaP, tém sido demonstrado como importante
poluente no desenvolvimento da carcinogénese, desempenhando papel
embriotoxico e teratogénico (Takaishi et al., 2009). A potente a¢ao carcinogénica do
BaP é decorrente da acdo de alguns dos seus metabdlitos intermediarios que sdo
intercalantes de DNA e, portanto, agentes mutagénicos/oncogénicos (Who, 2008;
Boffetta et al., 1997; Pereira et al., 2000).
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Muitas substancias as quais o ser humano se expde, como o BaP, geram
intracelularmente espécies reativas de oxigénio, favorecendo a ocorréncia de lesdes
em macromoléculas, como os lipidios, proteinas e o DNA (Kazantsev, 2007).

O ensaio cometa € uma técnica bioquimica, simples que detecta quebras no
DNA e corresponde a um ensaio citogenético. Este ensaio € aplicavel em qualquer
suspensao de células eucaridticas, independentemente de estarem em proliferacao
ou néo (Collins et al.,1997; Collins, 2004; Hartmann et al., 2001). Detecta danos
primarios no DNA, induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes (Lee
e Steinert, 2003; Villela et al., 2007). Logo, detecta em células individuais, quebras
simples e duplas de fita de DNA, eventos de reparo por excisdo incompleta, lesbes
alcalilabeis, danos oxidativos em bases do DNA e crosslinks entre DNA-DNA, DNA-
proteina e DNA-droga, possibilitando quantificar o dano, mas nao identificar com
clareza qual desses eventos foi responsavel pela inducao deste (Singh, 2000).

Os micronucleos séo estruturalmente pequenos nucleos representando o
material genético que foi perdido pelo ndcleo principal, como consequéncia de um
dano genético que pode ser causado por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos,
capazes de interferir no processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso, ou
que possam induzir a perda do material genético (cromossomos inteiros ou
fragmentados). O teste de micronicleos, portanto, detecta mutagénese
cromossdmica em eucariotos do tipo clastogénese, aneugénese e danos no fuso
mitotico (Villela et al., 2006). A presenca de micronucleo pode ser tomada como
indicacao da existéncia prévia de aberragcdo cromossdémica. O micronucleo aparece
pela primeira vez no final da primeira divisdo mitética, ap0s clastogénese ou
aneugénese, porém micronucleos adicionais podem se formar nas divisdes
seguintes (Maluf e Erdtman, 2003).

O DNA é uma complexa molécula organica responsavel pelas informacoes
genéticas das células dos organismos. Para que estas informacbes sejam
transmitidas com sucesso geragdo para geragao, a manutencao da integridade do
material genético deve ser mantida, sendo esta essencial para a sobrevivéncia dos
organismos vivos. Apesar da sua consideravel estabilidade quimica, uma exposi¢cao
constante a varios agentes podem gerar uma variedade de lesbes bastante grande
na estrutura (Friedberg, 2003). Estas lesbes podem atingir mecanismos como
replicacdo do DNA e transcricdo em RNA. Como consequéncia, danos no DNA
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podem produzir na célula efeitos genotoxicos (mutagénese) ou citotdxicos (morte
celular) (Berra, 2008).

Uma das maiores ameacas a integridade do genoma é a oxidacdo de bases
nitrogenadas, gerada principalmente por EROs. Essa lesdo é particularmente
deletéria por fazer com que a guanina oxidada possa parear erroneamente com uma
adenina, levando a uma mutacao por transversao do par de bases (Slupphaug, Kavli
and Krokan, 2003).

8. Inter-relagdo entre dano de DNA e Inflamagéo

Estudos demonstraram que o0s poluentes do ar podem causar efeitos
adversos a saude no pulméo, que é o principal alvo da exposi¢cdo. A inducédo de
estresse oxidativo e inflamacdo sdo mecanismos importantes para desencadear os
efeitos na saude causados por particulas inaladas (Mazzoli-rocha et al, 2010;. Van
Berlo et al, 2010). Sendo assim, nesse estudo, a geracao de lesdes oxidativas do
DNA e sua interrelacdo com a inflamacéo, foi estudada.

Totlandsdal et al. (2010) relatou que a presenca de fragcdes organicas dos
componentes da poluicdo atmosférica pode ser responséavel pela formacdo de ROS
levando a inflamagédo e dano ao DNA, devido ao estresse oxidativo. Em um estudo
in vitro, a exposicdo a particulas de escape automotivo induz estresse oxidativo
significativo, em conjunto com, peroxidacéo lipidica e inflamacé&o, os quais podem
ser a razao para o dano no DNA (Durga, 2014).

Entender a interacdo entre vias de resposta do dano ao DNA e inflamacéo
tem dominado as investigacdes nos ultimos anos. Tudo suporta a hipdtese de uma
cascata inflamacdo mundial impulsionado por ROS e danos ao DNA. A perda da
homeostase imune e inflamacdo gerado pela exposicdo aos poluentes do ar
induzem a produgéo de ROS, que leva ao dano oxidativo ao DNA, reduzindo a
capacidade de reparagdo lancando assim mais DNA oxigenado (nuclear e
mitocondrial), através da morte de células danificadas. Isto, por sua vez, induz
secundariamente e consequentemente inflamacdo em células espectadoras
distantes intactas como sinais de estresse, 0 que acelera em um processo de
inflamacdo aguda sistémica ou céncer. O equilibrio entre estas vias € evitar a

inflamacgéo cronica e a perda da integridade gendmica através da promocao de

46



reparo do DNA, ou induzir apoptose para eliminar as células com muta¢des nao
reparadas pro-tumorigénicos acumuladas (Palmai-Pallag and Bachrati, 2014; Wang
et al., 2015; Chen et al., 2007).
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Among the many compounds that are present in the environment, the polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are considering the most
toxic. The present study aimed to evaluate the profile of major inflammatory molecule (ICAM-1), cytokines and the ectonucleoside
triphosphate diphosphohydrolase (NTPDases) activity as potential influence on genotoxicity in taxi drivers. This study included 45 taxi
drivers and 40 non-occupationally exposed subjects, both groups non-smokers. Biological monitoring was performed by quantification of
urinary 1-hydroxypyrene (1-OH pyrene). The expression of ICAM-1 (CD54) and the NTPDase activity were performed. Additionally,
malondialdehyde (MDA) levels, inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y) and DNA damage (comet and micronucleus
assays) were also evaluated. The results demonstrated that the 1-OH pyrene levels were significantly increased in taxi drivers (p<0.0001)
comparing with the non-occupationally exposed group and were also positively correlated to ICAM-1 expression, MDA levels and
biomarkers of DNA damage. ICAM-1 expression was significantly elevated in taxi as well as MDA levels, being the last positively correlated
with DNA damage biomarkers. The NTPDase activity on platelets was increased in taxi drivers such as comet assay and micronucleus test,
inclusive after repair enzymes. Positively correlations were found between cytokines and predictors of DNA damage, while IL-10 is
negatively correlated with the biomarkers of DNA lesion. In summary, occupational exposure to air pollution, especially to PAHs, may be
related with increase in ICAM-1 expression as well as the increase of NTPDases activity, showing homeostatic abnormality. This disbalance
may cause DNA damage related with lipid peroxidation and inflammatory process.
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Introduction

Traffic is the major source of chemical health stressors and its possible adverse effects on human health have caused
great concern worldwide’. Several studies have related that the exposure to outdoor air pollution has been associated
with a risk factor in the morbidity and mortality of respiratory, cardiovascular, diabetes and cancer diseases 234567
Compounds emissions by vehicles are the main causing agent of air pollution and consist in a complex mixture of particles
and gases derived from a variety of sources. These mixtures of hazardous substances contains carbon monoxide,
particulate matter (PM), volatile organic compounds (VOCs), metals and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) 89,10, 11
PAHs are a product of incomplete combustion of organic materials and 1-hydroxypyrene (1-OH pyrene), a major

12, 13, 14, 15, 16, 17

metabolite of pyrene, has been widely used as an indicator of internal exposure to PAHs in humans. In

recent decades, air pollution studies have attracted the attention because it causes harmful health effects 18,19, 20

Researchers have suggested that the toxicity of PAHs is associated with their biotransformation into reactive metabolites
leading to generation of reactive oxygen species (ROS) and pro-inflammatory status 618,19, 21, 22 Systemic inflammatory
plays an important role in blood clotting and atherogenesisza’ * In this process, the expression of cell adhesion molecules
(CAMs) is one of the initial responses =, Leukocyte adhesion and migration are induced by CAMs. Intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1), belonging to the immunoglobulin family, is a marker of inflammation and endothelial function 26,27
This adhesion molecule, constitutively expressed on leukocytes and endothelial cells, is synthesized after stimulation by

28,29 Toxicological studies have shown that traffic related to air pollution is associated with increased systemic
30, 31

cytokines

inflammatory cytokines and that high ICAM-1 level was an independent predictor of future risk event cardiovascular

32

Additionally, endothelial dysfunction is also a key event in the initiation of atherosclerotic process, injury and activation of
334 In this
context, platelets are important component for the haemostatic process. Extracellular adenine nucleotides such as ATP
and/or ADP regulate the vascular response to endothelial damage by interacting with specific receptors in platelets and
353637 studies have suggested a complex role of ATP and ADP in the regulation of platelet aggregation

the endothelium, increasing the adhesion of leukocytes and leading to changes on coagulation profile

endothelial cells
38, 39, 40

In 2013, the International Agency for Research on Cancer (IARC) classified outdoor air pollution as carcinogenic to humans
(Group 1)41. In addition, many studies have shown that PAHs induce genotoxicity and carcinogenicity through the direct
interaction of their metabolites with DNA** and/or through the ROS, produced during their biotransformation, which can
also destroy DNA structure, causing alterations and mutations in several genes 43,44,45

In this line, it is well-known that the production of ROS in xenobiotic biotransformation is closely related to pro-
inflammatory profile and DNA damage46. Thus, the present study aimed to evaluate the relationship between
inflammatory profile and DNA damage in taxi drivers, which are routinely exposed to urban pollutants. Additionally, we
investigated the potential effects of modification inflammatory profile (cytokines and ICAM-1), coagulation disbalance
(NTPDase activity), and detection of DNA lesions by comet assay and micronuclei test.

Results

Headings should Characteristics of the studied groups

General characteristics of the studied groups are in Table 1. No significant differences were found regarding the age
between the groups (p>0.05). Furthermore, occasional alcohol drinking did not show significant differences between the
groups (p>0.05).

Biomarker of exposure

The urinary 1-OH pyrene was analyzed as exposure biomarker to PAHs. Avoiding the confounding factor of smoking all
the subjects included in this study are non-smokers. The urinary levels of 1-OH pyrene were significantly higher in taxi
drivers (0.15 * 0.01 pmol/molcreatinine) compared with non-occupationally exposed group (0.07 * 0.004
pmol/molcreatinine) (p<0.0001) (Figure 1).

Oxidative stress biomarker

In addition, the MDA, lipoperoxidation biomarker, was quantified in plasma and showed a significant increase in taxi
drivers (8.36 + 0.39 uM) when compared to the non-occupationally exposed group (6.27 + 0.15 uM) (p<0.01).
Inflammatory biomarkers
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In Table 2 was observed a significant increase in serum pro-inflammatory markers concentrations and a decrease in anti-
inflammatory IL-10 comparing the groups enrolled in this study, (p<0.001).

In this context, the results showed a modify profile in the expression of the ICAM-1 in circulating cells. The study showed
an increase in the expression of ICAM-1 in neutrophils (p<0.0001), however this difference was not found in monocytes
when comparing the taxi drivers (23.08 + 1.39 %) with the non-occupationally exposed group (23.04 + 1.85 %), (p>0.05).

ATP and ADP hydrolysis

The NTPDases activity was evaluated by incubating the platelets with ATP and ADP as substrates. As shown in Figure 2,
ATP hydrolysis rates were significantly increased in taxi drivers (1.60 £ 0.06 (Pi)/min/mg of protein) when compared to
non-occupational exposed control group (1.24 + 0.10 (Pi)/min/mg of protein), demonstrating that in exposed subjects the
enzyme acitivity was altered. Concerning ADP hydrolysis, the rates were also significantly enhanced in taxi drivers (1.50
0.12 (Pi)/min/mg of protein) when compared to non-occupational exposed control group (1.04 + 0.16 (Pi)/min/mg of
protein). According to these results, the NTPDase activity was enhanced and promoted a significant increase in the
extracellular rates of ATP and ADP in the occupationally exposed group.

DNA damage biomarkers

Table 3 shows the % Tail DNA and Tail Moment of exposed group and non-occupationally exposed group. In order to
identify the type of DNA damage, two repair-specific enzymes (FPG and ENDO Ill) were employed. First, there was a
significant difference in % tail DNA without enzymes between the groups. Analyzing FPG and ENDO Il treated cells, the %
Tail DNA and Tail Moment had a significantly increase in taxi drivers comparing the comet assay without enzymes.
However, no difference was found between FPG and ENDO Il treatment in taxi drivers.

The MN frequency in mucosa cells showed a significant difference between exposed 1.56 (1.16-1.97) and control groups
0.21 (0.04-0.38) (p<0.0001). The results are expressed by median (lower bound-upper bound).

Correlations between exposure biomarker, lipoperoxidation, DNA damage and inflammatory biomarkers.

The Spearman's correlation showed that urinary 1-OH pyrene levels were positively correlated with MDA levels (r=0.274;
p=0.016), neutrophil ICAM-1 expression (r=0.248; p=0.024), Tail Moment (r=0.509; p=0.0001) and MN (r=0.260; p=0.022).
Positively correlation was fond between 1-OH pyrene urinary and %Tail DNA (r=0.262; p=0.016).

Spearman’s correlation revels that MDA is positively correlated with % Tail DNA (r=0.464; p<0.0001) and MN frequency
(r=0.466; p<0.0001).

Correlations among biomarker of exposure, 1-OH pyrene, and oxidative stress as well as inflammatory biomarkers are
show in Table 2. Although, in Table 4 positively correlations were found between IL-18, IL-6, TNF-a, IFN-y and predictors
of DNA damage (%Tail DNA and MN frequency) but, anti-IL10 is negatively correlated with the biomarkers of DNA lesion.

Multivariate analysis

For the multiple regression analysis (Table 5), factors that may influence the % Tail DNA were selected. This model
accounted 25.4 % of the increased % Tail DNA levels. Among the independent variables analyzed, IL-6 (B estimate= 0.262;
p= 0.033) and MDA (B estimate= 0.245; p= 0.035) influenced the % Tail DNA. The best model in which MN was the
dependent variable is shown in Table 4. Among the variables analyzed, IL-6 could be highlighted as the one that better
explained the MN increase (B estimate=0.651; p=0.0001) are routinely.

Discussion

Epidemiological studies have shown the involvement of air pollution in carcinogenesis process“’ ¥ cardiovascular and pulmonary
disease™ ** *. To our knowledge this is the first study that investigates the influence between traffic-related inflammation process
and pro-coagulation status on genotoxicity.

Previous study of our research group31 show that the registered PM 2.5 concentrations in Porto Alegre were below the
international standard established by the World Health Organizationso; and the concentration of benzo(a)pyrene was near to the
recommended level established by the Directive, 2004/107/EC51. Other studies showed results comparable to PM2.5and

52, 53

benzo[a]pyrene levels in Porto Alegre . However, stationary monitoring of these pollutants may not be representative of the

personal exposure of the subjects.
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In this context, the urinary 1-OH pyrene appears as a reliable tool in the assessment of exposure to PAHs, most widely used
biomarker of internal dose of PAHs> and used to assess exposure to traffic-related air poIIution”’ >® In this study, the 1-OH pyrene
levels of individuals exposed to traffic were higher than the non-occupationally exposed group, demonstrating the occupational
exposure in the taxi-drivers. The increase of 1-OH pyrene concentration in taxi-drivers is probably caused by occupational exposure
to outdoor air pollution. The urinary 1-OH pyrene levels found in our study are similar to those related in the literature>®>"3% 396,

Exposure to outdoor air pollution was indicate to be one cause of a series of adverse health effects and indicate that the

61, 62, 63, 64, 65, 66
. Our research

mechanism of air pollution-induced these effects involves inflammation cascade and oxidative stress
group recent showed a pro-inflammatory and pro-oxidant status in individuals occupationally exposed to air pollution31. It is known
that inflammation starts as a protective mechanism which removes the injurious stimuli and generates ROS*. In the context, our
study showed increase of lipoperoxidation in taxi drivers and the increase of this biomarker lipid damage was directly relate to
serum markers of inflammation and ICAM-1 demonstrating the involvement of oxidative stress in the inflammatory process and
endothelial dysfunction.

Development of atherosclerosis involves both innate and adaptive immune mechanisms and the potential pathways for these
outcomes include systemic inflammation, endothelial dysfunction and oxidative stress, and these are link with traffic-related

67, 68, 69, 70, 71

pollution . Changes on the innate immune response may be displayed employing different parameters, among which

7273 The results obtained in our study corroborate with previous data for the inflammation

stands out cytokine production

biomarkers in the serum and cytokines have a correlation with urinary 1-OH pyrene 3
Furthermore, endothelial dysfunction is an important event in the initiation of atherosclerotic process and the possibility of air
pollution exposure could impair cell adhesion molecules expression”. In this context, was evaluated the expression of ICAM-1 on
polymorphonuclear leucocytes. Our results demonstrated alteration in ICAM-1 expression in the taxi drivers. Our findings are in
agreement with Neophytou et al.””, who observed that the traffic is related to the increase of ICAM-1 expression in subjects
occupationally exposed to air pollutants. Furthermore, in vitro studies have shown that exposure to outdoor air particles increased
the expression of ICAM-1 7677,

Additionally, it is known that platelets are responsible to maintenance of endothelial integrity and homeostasis. In early
atherosclerosis lesions, platelets are one of the most important blood components that participate in and regulate thrombus®.
They are present in inflammatory responses and events that lead to thrombus formation’®. Exacerbate platelet aggregation can
appear in injured vasculature, as a consequence of inflammation’®. ATP and ADP are extracellular nucleotides that regulate the
vascular response to endothelial dysfunction by modulating different effects on platelets. ADP is the major promoter of platelet
aggregation and contributes to thrombus formation. On the other hand, adenosine, the final product of nucleotide hydrolysis,
inhibits this aggregation % The enzymes involved in extracellular nucleotide hydrolysis include a group of ectoenzymes known as
ectonucleotidases, including the NTPDase family that hydrolyses nucleoside tri and diphosphate581. Changes in NTPDases can be
present in many diseases, such as inflammation process, vascular and neurodegenerative disease, turning this important parameter
to evaluate 3% #,

This is the first study on the hydrolysis profile of extracellular adenine nucleotides in platelets isolated from taxi drivers and our
results showed a change on ATP and ADP hydrolysis profile. According to Becker et al. * these findings could be related to a
chronic immune-inflammatory disease. Taking all these evidence together, the present study suggests that occupational exposure
to urban environmental pollutants may alter the rate of platelet nucleotide hydrolysis. Probably, even the number of platelets
being within the reference value, the systemic inflammation induces an increase in platelet ATP and ADP hydrolysis as a
compensatory organic response, in order to inhibit platelet aggregation and decrease thrombus formations in the occupationally
exposed group.

On the other hand, it is known that individuals with neoplastic diseases present a series of physiological alterations, including the

8,86, 87,88 |1y this context, this study investigated the genotoxic potential of

occurrence of thrombotic and inflammatory processes
occupational air pollution exposure in taxi drivers using the comet assay and MN test. Our results showed a genotoxic and
mutagenic effects in taxi drivers.

8 90, forming adducts

PAHs can contribute for DNA lesions by metabolic activation to diol-epoxides, which bind covalently to DNA
%1 |1f DNA repair mechanisms are exacerbated by the adduct formation rate the result is an accumulation of lesions in DNA that may
induce carcinogenesis 2 Excessive generation of ROS that overwhelms the antioxidant defense system can oxidize cellular
biomolecules, such as DNA. Oxidative DNA damage is repaired for base excision enzymes 93,9495, The comet assay is commonly
used to evaluate the recent exposure and measures the single- and double-stranded breaks, labile sites and apurinic/apyrimidinic
sites when repair-specific enzymes are used”’. Comet assay can be detected in individual cells. To characterize the lesion, the
literature reports the addition of the repair enzymes Endo Ill and FPG. The presence of FPG- and Endo Ill-sensitive DNA lesions
revealed oxidized purine and pyrimidine bases % 9 Fyurthermore, MN test is an indicated method to assess mutagenicity in

. . . 97,100
occupational exposure to air pollution .
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Several experimental in vitro studies have demonstrated that air pollution particles induce oxidative DNA base damage 101, 102, 103,

104, 105, 106, 107 Additionally, Goethel et al. 108 suggested that occupationally exposure to atmosphere pollutants was linked to
genotoxicity and oxidative damage in taxi drivers and gas station attendants.

In this study, we compared the ability of environmental pollutants induce DNA damage in taxi drivers using repair enzymes FPG and
Endo Il in the comet assay. In this context, it was observed the increase of the % Tail DNA and Tail moment in the occupationally
exposed to air pollution group. Besides, % Tail DNA and Tail moment showed a positively correlation with 1-OH pyrene, biomarker
of exposure, concluding that high concentrations of urinary 1-OH pyrene were associated with more extensive DNA damage. The
results comparing comet assay with and without repair enzymes in taxi drivers, indicated that PAHs induced oxidative damage to
purine and pyrimidine bases and in the same proportion.

MN is another biomarker used to demonstrate genetic damage. Micronuclei originate from acentric fragments or whole
chromosomes that lag behind at anaphase during nuclear division 9,109 110 The oxidative DNA damage may lead to mutagenic
processes, thus the MN test indicates the persistent lesions or occurrence of incorrect repairs ! In relation to MN frequency,
significant difference between groups was detected. Elevation of MN frequency was observed in taxi drivers when compared with
controls, suggesting that the evaluation of MN in buccal cells has the potential to demonstrate the effects of exposure to genotoxic
agents.

Many studies have shown the involvement of air pollution with inflammatory processes and a propensity to develop cardiovascular
disease'™. However, in this study it was demonstrated the inflammatory and carcinogenic potential of the atmosphere pollutants.
Furthermore, statistical methods were used in order to detect whether the inflammation is closely linked with the DNA damage.
Moreover, the results showed that interleukins are a determining factor for the increase in % Tail DNA, thus more complex
modifications of the DNA structure can also be catalysed by inflammation process 13, 114 15 The connection between DNA
mutations, genome instability and tumors development is well established Y8 The hypothesis supported is that a global
inflammation cascade propels DNA damage. In this context, inflammation process can be a cancer susceptibility factor also in
occupational exposure.

Experimental

Studied Group

This study involved a total of eighty-five male non-smokers participants. The exposed group consisted of 45 workers
occupationally exposed to outdoor air pollution on the traffic streets of Porto Alegre, RS, Brazil. The non-exposed control
group consisted of 40 individuals that have administrative occupation and lived in the same city of the exposed group.
The groups simultaneously underwent equivalent examinations and procedures.

Porto Alegre is the capital of Rio Grande do Sul, a state located in the extreme south of the country, which borders
Argentina and Uruguay. This city has 1.472.482 inhabitants and 797.951 licensed vehicles'".

Recruitment of the subjects was by advertising and leafleting. The selection of the groups was determined by adhesion of
the participants. All individuals in the study were required to answer a questionnaire, which included questions
concerning medical issues, lifestyle and chronic diseases. Subjects were excluded from the study for the following criteria:
smokers, chronic disease, taking vitamin supplementation or who had failed to collect samples. This study was approved
by the Committee on Research Ethics at Federal University of Rio Grande do Sul (983018/2015). All the participants were
informed about the study and signed a consent form according to the guidelines of the local committee.

The recruitment and biological material collections were performed during the winter. Blood, urine samples and buccal
cell were obtained from all participants. Urine samples were collect and store in polyethylene bottles at —80 2C until 1-OH
pyrene analysis. Blood venous samples were collect by venipuncture using vacuum tubes. EDTA-blood tube was collected
and centrifuged at 1500xg for 10 min at 4 °C. Aliquots of EDTA-plasma were stored at —80 2C until analysis of the
oxidative stress biomarker (MDA). Citrate-plasma was obtained to determine the NTPDase activity in platelets. A blood
heparin tube was collect for adhesion molecule expression and comet assay analysis. To avoid any damage associated
with storage, the samples were processed immediately. Serum was obtain by centrifugation at 1500xg for 10 min and
stored at —80 2C until measurement of inflammatory markers. Additionally, buccal cells were collect for the micronucleus
assay and processed immediately.

Quantification of urinary 1-hydroxypyrene
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The urine samples were stored at -802 C and under shelter of light until analysis. Briefly, aliquot amount of 2.5 mL of
thawed urine was hydrolyzed with B-glucuronidase (Sigma) in 37 2C for 2 h. Subsequently, the samples were purified
using solid-phase extraction (SPE) on C18 columns using 500 mg cartridges (Chromsbond® MN) that were pre-conditioned
with 2 mL of methanol and 5 mL of Milli-Q water (Millipore, Bedford, MA). After loading the samples, the cartridges were
rinsed with 6 mL of 40 % methanol. The elution was carried out with 2 mL of isopropanol and evaporated under a stream
of compressed air at 37 °C. The extract was reconstituted with 200 pL of methanol and analyzed by using high
performance liquid chromatography (HPLC) equipped with a fluorescence detector. The mobile phase was a mixture of
Milli-Q water, acetonitrile and methanol (30:35:35,v/v/v). A reverse-phase C18 column (LiChosphers100;150mm;
4.6mm,5 mm) was used for 1-OH pyrene separation. The flow rate was maintained isocratically at 1.0 mL/min and the
total run time was 15 min. The excitation and emission wavelengths were 242 and 388 nm, respectively. The 1-OH pyrene
levels were adjusted by urinary creatinine excretion and the concentrations of 1-OH pyrene were presented in units of
pmol/mol creatinine.

Urinary creatinine levels were measured using commercial laboratory kits (Doles reagents®, Goiania, GO, Brazil).

Biomarker of oxidative stress
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Plasma MDA levels were quantified according to the method previously developed in our laboratory ™. This method

consists in measure of oxidative lipid damage utilizing HPLC with visible detection.

Serum inflammatory markers

Pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines quantification was assessed by ELISA using commercial kits for human
interferon-y (IFN- y), tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-1p (IL-1B), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-10 (IL-10)
(R&D Systems Inc®. Minneapolis, Minnesota, USA), was according to manufacturer’s instructions. The results were
expressed as pg mL-1. Sensitivity of the assay was 2.0 pg mL-1 for IL-1pB, IL-6 and IL-10 and 4.0 pg mL-1 for TNF-a and
IFN-y.

Expression of Intracellular Adhesion Molecule

ICAM-1 expression in neutrophil was analyzed by flow cytometry. The samples were processed within 24 hours.
Erythrocytes lysis was performed using an ammonium chloride solution (0.13 M) and the leukocytes were resuspended
with PBS buffer. 106 leukocytes were incubated in the dark with PE-conjugated anti-CD54. Following this, the cells were
analyzed in a FACSCalibur Flow Cytometer (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA). Data from 10.000 events were
obtained and only the morphologically viable polymorphonuclear cells were considered for analysis. Flow cytometry
standard (FCS) files were analysed using FlowJo software 8.7.1 (Treestar, Ashland, OR, USA). Neutrophil cells were
identified by manual gating according to side scatter and size.

NTPDases activity determination in platelets
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Platelet-rich plasma (PRP) was prepared as previously described by Pilla et al. ©~ modified by Lunkes et al.”". The platelet-
rich plasma was centrifuged at low rotate for 30 minutes and washed tree times with 3.5 mM HEPES buffer containing
142 mM NacCl, 2.5 mM KCl and 5.5 mM glucose. The washed platelets were resuspended in HEPES buffer and protein was
adjusted to 30 pg/tube and used to determine enzymatic activities. Total protein concentration in platelets was measured
by Bradford method*?. The NTPDase activity assay was carried out in a reaction medium containing 5.0 mM CaCl2 and 50
mM Tris-HCI buffer (pH 7.2), at a final volume of 200 pl.. The platelet preparation (30 pug of protein) was added to the
reaction mixture and the pre-incubation proceeded for 10 min at 37 °C. The reaction was initiated by the addition of ATP
or ADP at a final concentration of 1.0 mM and the samples were incubated for 60 minutes. Reactions were stopped by
the addition of 200 pl of 10% trichloroacetic acid (TCA) and the tubes were chilled on ice for 10 min. Released inorganic
phosphate (Pi) was assayed spectrophotometrically using malachite green as the colorimetric reagent and KH2PO4 as
standard '?%. Controls were carried out by including protein added to the reaction mixtures containing TCA in order to
correct nonenzymatic hydrolysis of substrates, and the averages of control values were subtracted from the test samples.
The time of incubation and protein concentration were chosen based in curves previously determined for linearity of the
reactions. Enzyme-specific activities are reported as nmol phosphate inorganic (Pi)/min/mg of protein.

Comet Assay

The standard procedure for the alkaline version of the comet assay is based on a slightly modified protocol of da Silva et
110 98, 123 .

. . By adding the

al.”". Oxidative DNA damage was evaluated using a slightly modified protocol of Collins et al.
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bacterial enzymes endonuclease (Endo Ill) and formamidopyrimidine-DNA glycosylase (FPG) after the lysis, modified the
alkaline version of the comet assay so that it could be used to monitor oxidative damage by converting oxidized
pyrimidines or purines to strand breaks.

The slides preparation was performed according to Moro et al. 12 For the comet with repair enzymes, after lysis, the
slides were washed 3 times, for 5 min each, in enzyme buffer (40 mM HEPES, 0.1 M KCI, 0.5 mM EDTA, 0.2 mg/ml bovine
serum albumin, pH 8.0) and then drained before being covered with 60 ul with enzyme (1 Ig/ml of Endo Ill or FPG) in
buffer. The slides were incubated with the enzymes for 30—45 min at 37 2C in humidified atmosphere. Subsequently, the
slides were incubated in freshly made alkaline buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH 12.6) for 20 min. The DNA was
electrophoreses for 20 min at 25 V (0.90 V/cm) and 300 mA, and the buffer was neutralized with 0.4 M Tris (pH 7.5).
Ethidium bromide-stained nucleoids were examined at 500 magnification in a fluorescence microscope (Olympus BX60F-
3, Olympus Optical, Japan). One hundred comets per slide, with or without Endo Ill or FPG were captured randomly
avoiding the edges and damaged parts of the gel. Negative and positive controls were used for each electrophoresis assay
in order to ensure procedure reliability. Each electrophoresis run was considered valid only if the negative and positive
controls yielded the expected results. Damage score is based on the tail moment and on the amount of DNA in the tail
and is considered a sensitive measure of DNA damagelzs. Comet data has been analyzed using average Tail moments and

% Tail DNA.

Micronucleous test

For the MN, buccal cells were collected at the end of the work shift. Subjects were asked to wash their oral cavities with
water before sampling. Small brushes were used to collect samples from buccal mucosa. Cells were fixed with acetic acid:
methanol (75:25, v/v), transferred into clean microscope slides in duplicates and stained with Fast green. One thousand
cells were counted for each sample. Results were expressed as the micronucleus frequency per 1000 cells (MN
frequency/1000cells).

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics software (version 19). All study variables were tested for
normality by the Shapiro—Wilk test. Comparisons between groups were achieved by Student’s t-test or Mann—Whitney U-
test. The results were expressed as mean * standard error of the mean (SEM) or median (interquartile range), according
to variables distribution. Correlation tests were performed according to Pearson’s correlation coefficient or Spearman’s
rank according to each variable. Multiple linear regression models were applied to investigate the influence of age, 1-OH
pyrene, MDA and IL-6 levels on DNA damage. Values of p<0.05 were considered significant.

Conclusions

In summary, occupational exposure to air pollution, especially to PAHs, may be, in fact, associated with increase in ICAM-1
expression on neutrophil as well as the increase of cytokines and NTPDases activity, showing homeostatic abnormality and
directing lead to the form DNA lesions.
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TABLES

Tablel. Characteristics of study subjects.

Non-occupationally Taxi Drivers (n=45)

exposed group (n=40)

Age (years) 449 +£1.49 47.5+1 .34
Time of exposure (years) - 17.6+1.51
Occasional alcohol drinking (n) (%) 13 (32.5) 16 (35.5)

The values are expressed as mean + standard error of the mean (SEM).

(n) (%): Total number found per group and in parenthesis the perceptual.

Table 2. Concentrations of inflammation cytokines and ICAM-1 expression, additionally, associations between these biomarkers

with the biomarker of exposure to PAH (urinary 1-OH pyrene) and MDA and are presented.

TDG (n=45) NEG (n=40) Correlations

1-OH pyrene MDA

(umol/mol creatinine) (uM)
IFN-6 (pg/ml) 160.36+ 7.83* 98.10+2.45 r=0.380; p<0.0001 r=0.322; p<0.005
IL-1B (pg/ml) 114.86+ 7.49* 53.44+ 1.59 r=0.369; p<0.001 r=0.367; p<0.005
IL-6 (pg/ml) 128.45+ 7.32* 65.90+1.68 r=0.378; p<0.0001 r=0.324; p<0.005
TNF-a (pg/ml) 147.59 +7.41* 83.26+1.95 r=0.392; p<0.0001 r=0.366; p=0.001
IL-10 (pg/ml) 70.75 +4.42* 109.97+3.26 =-0.377; p<0.001 =-0.286; p=0.013
ICAM-1 30.82+4.13* 8.701.06 r=0.248; p=0.024 r=0.346; p=0.002

neutrophils (%)

The values are expressed as mean + standard error of the mean (SEM).
TDG: Taxi driver group. NEG: Non-occupationally exposed group.
Abbreviations: IL-1B: interleukin-1pB, IL-6: interleukin-6, IL-10: interleukin-10, TNF-a: tumour necrosis factor-a, IFN-y: interferon-y.

*p<0.0001 comparing non-occupationally exposed group

61



Table 3. DNA migration in the study groups cells by alkaline comet assay.

Without enzyme FPG EDOIII
In % Tail DNA InT Mom In % Tail DNA InT Mom In % Tail DNA InT Mom
TDG 11.58 +0.35* 2.64+0.17* 27.42+1.39** 8.05+0.61** 28.1241.49%** 9.0340.78***
NEG 8.28 +0,21 1.83+0.20 Not detected Not detected Not detected Not detected

Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM).

TDG: Taxi driver group. NEG: Non-occupationally exposed group.

*Significative difference between TDG (n=45) and NEG (n=37) (p<0.0001).

**Significative difference between comet assay without enzyme and with FPG in taxi drivers (n=30). (p<0.001)

M*Significative difference between comet assay without enzyme and with ENDOIII in taxi drivers (n=30). (p<0.001)

Table 4. Correlations between inflammation biomarkers and DNA damage predictors.

% Tail DNA MN/1000 cells
IFN-& (pg/ml) r=0.377; p<0.001 r=0.585, p<0,001
IL-1B (pg/ml) r =0.415; p<0.001 r=0.617; p<0.001
IL-6 (pg/ml) r=0.418; p<0.0001 r=0.604; p<0.0001
TNF-a (pg/ml) r=0.403; p<0.001 r=0.617; p<0.001
IL-10 (pg/ml) r=-0.312; p<0.01 r=0.617; p<0.001

Significant Pearson's correlations for TDG (n=44) and NEG (n=36) between %Tail DNA vs.: INF-y; IL-1B;
IL-6; TNF-a and IL-10. Significant Pearson's correlations for TDG (n=44) and NEG (n=32) between MN Frequency/1000cells vs.: INF-
y; IL-1B; IL-6; TNF-a and IL-10. Abbreviations: IL-1B: interleukin-1pB, IL-6: interleukin-6, IL-10: interleukin-10, TNF-a: tumour necrosis

factor-a, IFN-y: interferon-y. TDG: Taxi driver group. NEG: Non-occupationally exposed group.
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Table 5. Multiple regression linear analysis of factors affecting levels of DNA damage biomarkers for other potential confounders.

% Tail DNA MN/1000 cells
R square=0.254 R square=0.521
B p-values B p-values
Age (years) 0.250 0.060 0.380 0.667
1-OHP (umol/mol creatinine) 0.072 0.548 0.093 0.346
MDA (pg/!) 0.245 0.035 0.074 0.437
0.262 0.033 0.651 0.000

IL-6 (pg/ml)
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FIGURE CAPTIONS

0.20+

1-OH pyrene (pmol/mol of creatinine)

Non-occupationally Taxi drivers
exposed group

Figure 1. Urinary 1-hydroxypyrene levels (1-OHP) in non-occupationally
exposed group (n = 40) and taxi drivers (n=45).

Data are expressed as mean = SEM. *p<0.0001

64



E23 Non-occupationally

2.04 exposed group
‘ = @ Taxi drivers

2z 1.5
>
=
<
o 1.04
1]
<
£
= 0.5

0.0-

ATP substrate ADP substrate

Figure 2. NTPDase activity in platelets in taxi drivers using ATP (n=45) and ADP (n=45) as substrate

comparing with the non-occupationally exposed group for ATP (n=39) and ADP (n=27) hydrolysis.

Bars represent mean + SEM (*p <0.01). Enzyme activity is expressed in mM inorganic phosphate (Pi)

released/min/mg protein.
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DISCUSSAO




Estudos epidemiolégicos tém demonstrado o envolvimento da poluicdo
do ar no processo de carcinogénese (IARC, 2013), doenca cardiovascular e
pulmonar (Mena, Ortega e Estrela 2009; Chung e Marwick 2010). Em nosso
conhecimento este é o primeiro estudo que se propds em investigar a relacéo
entre o processo de inflamacéo relacionada com o estado pro-coagulante e
dano ao DNA.

O 1-OH pireno urindrio aparece como uma ferramenta confiavel na
avaliacdo da exposicdo aos HPAs, mais amplamente utilizado como
biomarcador de dose interna dos HPAs (Jongeneelen, 2001) e utilizado para
avaliar a exposicdo a poluicdo do ar relacionada com o trafego (Freire et al,
2009; Hansen et al, 2008; Merlo et al, 1998). Neste estudo, os niveis de 1-OH
pireno dos individuos expostos ao trafego foram mais elevados em
comparacdo ao grupo de profissionais ndo expostos. O aumento da
concentragdo de 1-OH pireno em motoristas de taxi é provavelmente causado
pela exposicdo ocupacional a poluicdo do ar exterior. Os niveis de 1-OH pireno
urinario encontrados em nosso estudo sdo semelhantes aos relatados na
literatura (Chuang e Chang 2007; Chetiyanukornkul et al, 2006;. Petchpoung et
al., 2011; Hansen et al., 2004; merlo et al., 1998; kamal et al., 2015).

A exposicdo a poluicdo do ar € apontada como causadora de uma série
de efeitos adversos para a saude e o0 mecanismo envolvido e esta relacionada
com a inflamacao e o estresse oxidativo (Yang et al, 2014;. Hirano et al., 2003;
Bai, 2001; Donaldoson e stone 2003; Ghio, Kim and Devlin, 2001). Nosso
grupo de pesquisa recentemente mostrou um estado pré-inflamatério e pro-
oxidante em individuos expostos a poluicdo do ar (Brucker et al., 2013). A
cascata de inflamac&o pode ser ativada por um mecanismo de protecao que
remove o0s estimulos lesivos e gera EROs (Lodovici e Bigagli, 2011). Nesse
contexto, 0 nosso estudo mostra um aumento da lipoperoxidacdo em
motoristas de taxi, representado pelos elevados niveis de MDA. Além disso,
observou-se que os aumentos deste biomarcador lipidico foi relacionado
diretamente as citocinas e ICAM-1, fatos que demonstram o envolvimento do
estresse oxidativo no processo inflamatoério e disfungéo endotelial.

O desenvolvimento de aterosclerose envolve o0os mecanismos de
imunidade inata e adaptativa (Hannson, 2005) e as possiveis vias incluem
inflamacéo sistémica, disfungéo endotelial e estresse oxidativo. (lversen e Dabhl,
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2000; Radom et al., 2002; Sundblad et al., 2002; Do, 2008). As alteracdes na
resposta imune inata podem ser Vvisualizadas empregando diferentes
parametros, entre 0os quais se destaca a producdo de citocinas (Van eeden et
al., 2001). Os resultados obtidos no nosso estudo corroboram com dados
anteriores para os biomarcadores de inflamacao no soro, bem como o fato das
citocinas apresentarem correlacdo com o 1-OH pireno urinario (BRUCKER et
al., 2013).

Além disso, a disfuncédo endotelial € um acontecimento importante na
iniciacdo do processo aterosclerdtico e a exposicado a poluicdo do ar poderia
exacerbar a expressao de moléculas de adesao celular (Steffel e llscher,
2009). Neste contexto, foi avaliada a expressdo da ICAM-1 em leucécitos
polimorfonucleares. Este estudo demonstrou alteracdo na expressao de ICAM-
1 nos taxistas. Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com
Neophyou e colaboradores (2013), que observou o aumento de ICAM-1 em
individuos ocupacionalmente expostos aos poluentes atmosféricos. Além disso,
estudos in vitro tém demonstrado que a exposicao a particulas de ar aumenta a
expressdo de ICAM-1 (Montiel-Davalos, Alfaro-Moreno e Lopez-Marure, 2007;
Bind et al, 2012).

Além disso, sabe-se que as plaquetas sao responsaveis pela
manutencdo da integridade endotelial e a homeostase. Em lesGes de
aterosclerose precoce, as plaguetas sdo um dos componentes mais
importantes do sangue que participam e regulam o trombo (Vitta e Keaney,
2002). As plaquetas estdo presentes nas respostas inflamatérias e eventos que
levam a formacao de trombos (Marcus et al., 2005). A agregacao de plaguetas
pode aparecer em vasculatura lesada, como consequéncia de inflamagéo
(Massberg et al., 2002). ATP e ADP sao nucleotideos extracelulares que
regulam a resposta vascular a disfuncdo endotelial por executar um grande
namero de efeitos sobre as plaguetas. ADP é o principal promotor da
agregacdo de plaquetas e contribui para a formacéo de trombos. Por outro
lado, a adenosina é um inibidor da agregacdo (Rex e Freedman, 2007). A
enzima que hidrolisa e regula os nucleosidos extracelulares sdo as NTPDases
(Bigonnesse et al., 2004). Mudancgas na atividade das NTPDases podem estar

presentes em muitas doencas, como o0 processo inflamatério, vascular e
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doenca neurodegenerativa, tornando este um parametro importante para ser
avaliado (Maldonado et al., 2008; Bagatini et al., 2008; Schmatz et al., 2009).

A hidrolise dos nucleotideos da adenina extracelulares nunca foi
pesquisada no grupo investigado neste trabalho. Nesta linha, 0s nossos
resultados mostraram um aumento na hidrélise de ATP e ADP. De acordo com
Becker e colaboradores (2010), estes resultados podem estar relacionados a
uma doencga imune-inflamatdria crénica. Analisando estes achados, o presente
estudo sugere que a exposicdo ocupacional a poluentes ambientais urbanos
pode alterar a taxa de hidrélise dos nucleotideos em plaquetas. Provavelmente,
a inflamacdo sistémica induz um aumento na hidrélise de ATP e ADP nas
plaguetas como uma resposta organica compensatoria para inibir a agregacao
de plaquetas e diminuir a formacdo de trombo no grupo ocupacionalmente
expostos a poluicdo atmosférica.

Por outro lado, sabe-se que os individuos com doencas neoplasicas
apresentam uma série de alteracdes fisiolégicas, incluindo a ocorréncia de
processos inflamatérios e trombdéticos (Schetinger et al, 2007;. Burnstock et al,
2002; Thodiyil e Kakkar, 2001). Neste contexto, o presente estudo investigou o
potencial genotoxico da exposicdo ocupacional a poluicdo do ar em motoristas
de téxi usando o ensaio do cometa e o teste MN. Nossos resultados mostraram
efeitos genotdxicos e mutagénicos em motoristas de taxi.

Os HPAs podem contribuir para as lesbes no DNA pela ativacao
metabdlica de diol-epbxidos, os quais se ligam covalentemente ao DNA
(Pereira-Netto et al, 2000;. Singh et al, 2007), formando adutos (Baird, Hooven
e Mahadevan, 2005). Se os mecanismos de reparo do DNA séo exacerbados
pela taxa de formacdo de adutos o resultado € um o acumulo de lesées no
DNA que podem induzir a carcinogénese (Muhoz e Albores, 2011). Geracao
excessiva de EROS sobrecarrega o sistema de defesa antioxidante podendo
oxidar biomoléculas celulares, tais como o DNA. O dano oxidativo ao DNA é
reparado por enzimas de excisdo de bases (Cadet et al., 2002; Bjelland e
Seeberg, 2003; Fenech et al., 2011). O ensaio do cometa é comumente usado
para avaliar a exposicao recente e mede as quebras simples e de dupla fita,
locais instaveis e sitios apurinicos / apirimidinicos quando as enzimas
especificas de reparacdo sdo utilizadas. Para caracterizar a lesdo, a literatura
sugere a adicdo de enzimas de reparo como a endonuclease-Ill (Endo 1ll) e
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formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPG). A presenca de lesdes no DNA
detectados no teste cometa com FPG e Endo Il revela bases purinas e
pirimidinas oxidadas (Tice et al., 2000; Collins et al., 1997). Além disso, o teste
de microndcleo é um método indicado para avaliar a mutagenicidade para
exposicdo ocupacional a poluicdo do ar (Hayashi et al., 2000).

Varios estudos experimentais in vitro demonstraram que particulas de
poluicdo do ar induzem dano oxidativo a bases do DNA (Danielsen et al., 2011;
Bonetta et al., 2009;. Gualtieri et al, 2011; Andre et al., 2012). Além disso,
Goethel e colaboradores (2014) sugerem que a exposicdo ocupacional a
poluentes da atmosfera estad ligada a genotoxicidade e dano oxidativo em
taxistas e frentistas.

Neste estudo, foi analisada a capacidade dos poluentes ambientais
induzirem danos oxidativos no DNA em taxistas, utilizando as enzimas de
reparo FPG e Endo Ill no ensaio cometa. Neste contexto, observa-se o
aumento da % de DNA na cauda e Momento de cauda no grupo exposto a
poluicdo do ar. Além disso, % de DNA na cauda e Momento de cauda
mostraram uma correlacdo positiva com o biomarcador de exposicdo 1-OH
pirene, concluindo que altas concentragdes urinarias de 1-OH pirene foram
associadas com danos mais extensos ao DNA.

Os resultados comparando o teste do cometa com e sem enzimas de
reparo em motoristas de taxi, indicaram que os HAPs induzem dano oxidativo a
bases de purina e pirimidina, € na mesma proporgao.

Adicionalmente, o teste MN é um biomarcador utilizado para demonstrar
dano genético. Micronucleos se originam a partir de fragmentos acéntricos ou
Cromossomos inteiros que se encontram atrasados em anéfase durante a
divisdo nuclear. (Tucker e Preston, 1996; Fenech et al., 2011). O dano
oxidativo ao DNA pode levar a processos mutagénicos, assim, o teste MN
indica as lesbes persistentes ou ocorréncia de falha no reparo (da Silva et al.,
2000). A elevacao da frequéncia de MN foi observada em motoristas de taxi,
quando comparado com o0s controles, sugerindo que a avaliagdo de MN em
células epiteliais, tem o potencial para demonstrar os efeitos da exposicao a
agentes genotoxicos.

Muitos estudos tém demonstrado o envolvimento da poluigdo do ar com

processos inflamatorios e uma propensao a desenvolver doenca cardiovascular
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(Brucker et al., 2014). No entanto, o foco deste estudo foi avaliar o potencial
inflamatério e carcinogénico induzido pelos poluentes da atmosfera em
motoristas de taxi. Para isto, os métodos estatisticos foram utilizados a fim de
detectar se a inflamacédo estava intimamente ligada com o dano ao DNA. Os
resultados mostraram que as interleucinas sdo um fator determinante para o
aumento da % de DNA na cauda. Portanto, as modificacdes mais complexas
da estrutura do DNA também podem ser catalisada pelo processo de
inflamagéo (Ishikawa, Ma e Barber 2009; Abe et al., 2013).

A conexdo entre mutacbes no DNA, instabilidade do genoma e
desenvolvimento de tumores estd bem estabelecido (Palmai-Pallag e Bachrati,
2014). Suportada-se a hip6tese de uma cascata global de inflamacéo
impulsiona danos ao DNA. Neste contexto, o processo inflamatorio pode ser

um fator de suscetibilidade ao cancer.
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CONCLUSOES




v Foi evidenciando a disfuncdo edotelial através do aumento da expressao
da ICAM-1 em neutrdfilos nos individuos ocupacionalmente expostos a
poluicdo atmosférica.

v' Evidenciou-se alteragcbes na atividade da enzima NTPDase nas
plaguetas dos individuos expostos ocupacionalmente aos poluentes
ambientais.

v' O teste de cometa e micronicleo mostraram um perfil genotoxico nos
taxistas expostos aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Essas
lesGes no DNA podem gerar muta¢cdes no genoma.

v' A exposi¢cdo ocupacional aos poluentes atmosféricos pode ativar a

cascata de inflamacédo, alterando as fun¢bes biolégicas que levam as
lesbes que atingem o DNA.
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ANEXOS




ANEXO |

QUESTIONARIO DE AVALIACAO

IDENTIFICACAO

Data: [

Nome:

Telefone:

Idade: Data de nascimento:

Etnia:

Entrevistador:

DADOS GERAIS

Profissao:

Funcéao:

Local de trabalho (posto/ponto):

Tempo que exerce a funcao:

Numero de horas diarias de permanéncia no trabalho?

Turno: (1) Manhd  (2) Tarde  (3) Noite
Jornada de Trabalho Semanal:

Funcao Anterior:

Tempo da funcao anterior:

AVALIACAO DO AMBIENTE DE TRABALHO

1. Estacdo do ano

() Inverno ()Veréao () Primavera () Outono
2. Temperatura

() Confortavel () Desconfortavel () Estavel

3. Movimento do ar
() Muito parado () Médio () Bastante movimento

4. Qualidade do ar
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Seco 1 213 (4|5 6|7 Umido
Fresco 1 2 314 1|5 6 | 7 Abafado
Inodoro 1 2134|586 |7 Mal cheiroso

Satisfatério em

geral

Insatisfatorio em

geral

DADOS DE DIAGNOSTICO
Como vocé acha que esta o seu estado geral de saude?
() Muito bom ( ) Bom ( )Mau ( ) Muito mau

Portador de doencas crbénicas?
( )Sim ( )Nao

Se sim, qual(ais) delas:
) Hipertenséao
) Diabetes
) Cancer
) Doencas respiratorias

) Tuberculose
) Sifilis
) HIV

(

(

(

(

( ) Doengas Auto-imunes
(

(

(

( ) Hepatite
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Faz uso de medicamentos? Quais? Por quanto tempo?

Faz uso de Polivitaminicos?

Apresenta alguns destes sintomas?

) insOnia ) alteragcdo humor

() dor de cabeca () tontura

() vertigem () dor de estdbmago
() dor pernas () irritacdo olhos
() irritacdo nariz () irritacdo pele
() les&o nas méos ( )coceira

( )alergia () palpitacdes

() bronquite ( )faltade ar

() rinite alérgica () dor coluna

( ) cansaco () problemas auditivos
( ) dor muscular () sonoléncia

( ) alteracdo salivacdo ( ) tremores

( (

(

) distarbios respiratérios

() outros sintomas :

HISTORICO FAMILIAR
Hipertenséo arterial: (1) Sim (2) Nao
Infarto do miocérdio: (1) Sim (2) N&ao
Derrame cerebral: (1) Sim (2) Nao

Diabetes mellitus: (1) Sim (2) Nao
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HABITOS DE VIDA

FUMO: ( ) Nunca fumou () Fumante () Ex-fumante
Se sim, quantos cigarros por dia?

Com que idade comecou a fumar? anos

Ex-fumante

Se sim, quantos cigarros por dia?

Ha quanto tempo parou de fumar? anos ___meses

Mora com alguém que é fumante? ( ) SIM ( ) NAO

ETILISMO

Faz uso de bebidas alcodlicas? ( )SIM ( )NAO

Qual a frequéncia, a quantidade e o tipo de bebida (por semana)?

Fez uso de bebidas alcodlicas nos ultimos 2 dias? Qual?

REINCIDENCIA DE INFECCOES? ( )SIM ( )NAO

Quais:

ATIVIDADES FISICAS

Pratica regularmente atividades fisicas () SIM () NAO
Qual atividade e com que freqiéncia?
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ANEXO I

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

U TP PTRTR T PUPPPPPPN fui  convidado(a)
pela professora Dr2 Solange Cristina Garcia (UFRGS) e pela aluna de
mestrado do Programa de Pds Graduacdo da UFRGS Anelise Barth, a fazer

parte de um trabalho cientifico com o titulo “Biomonitoramento de

trabalhadores expostos ocupacionalmente a xenobioticos”.
Neste trabalho serdo realizados exames clinico-laboratoriais com o objetivo de
avaliar possiveis alteragcdes inflamatérias e cardiovasculares através de
exames laboratoriais e por imagem. Além de analisar outros parametros que
possam ser relacionados a exposicao ambiental. Além destes exames serao
realizadas entrevistas com questionario sobre o uso de medicamentos e o
estado de saude.

Fui esclarecido que minha participacdo € de livre e espontanea vontade
e que caso aceite, podendo ocorrer algum desconforto para o deslocamento
até o local de realizacdo da pesquisa.

Para a coleta de sangue venoso o material utilizado é Unico para cada
individuo. No momento da coleta de sangue poderd haver alguma dor
decorrente da puncédo da pele. Complicacbes da coleta de sangue sao raras,
podendo ocorrer mal-estar e até mesmo desmaios. Se houver pequena perda
de sangue da veia no local da puncdo podera aparecer hematomas que
desaparecem em alguns dias.

Quanto a coleta de urina, apresenta como riscos inerente o desconforto ao
procedimento de coleta, uma vez que o individuo ird urinar em um pequeno
frasco coletor de urina. Sera informado que o voluntario devera ird urinar
quantidade que for capaz no momento da coleta, desprezando o primeiro jato
para ndo ocorrer contaminacao microbiolégica e o volume néo deve exceder 10
mL.

Quanto a coleta de células da mucosa bucal para anélise de dano ao DNA,
os individuos participantes poderdo sofrer de algum desconforto do
procedimento e o risco eventual, embora pequeno, de lesdo da mucosa, uma
vez que se constitui de uma coleta simples, realizada com uma pequena
escova de coleta de células endocervicais através de movimentos circulares
contra o interior de cada bochecha. Anteriormente a coleta de células da
mucosa, o individuo sera orientado a realizar bochecho com agua mineral
disponibilizada pela equipe de pesquisa, minimizando o0s riscos de
contaminacgao.

Estou ciente de que receberei os resultados dos exames sem custo, mas
nao receberei nenhuma outra forma de pagamento e que poderei desistir de
fazer parte da pesquisa a qualqguer momento, sem qualquer tipo de
constrangimento, restricbes ou consequéncias.

Eu terei garantia da n&o identificagéo e do carater confidencial dos resultados.
Terei garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais
responsaveis pela mesma, para esclarecimento de eventuais duavidas sobre os
procedimentos, riscos e beneficios, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina
Garcia (51) 33085297, responsavel pelo projeto. Também pode contatar a
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secretaria do Comité de Etica em pesquisa da UFRGS (51) 33083629 para
apresentar recursos ou reclamacdes em relacdo ao estudo. Também possuo a
possibilidade de, se assim o desejar, obter informagfes junto ao Comité de
Etica em Pesquisa da UFRGS — telefone (51) 3308-3738.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes
que li ou que foram lidas por mim, descrevendo o estudo.
Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer hora, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido.
Porto Alegre, de de 20 .

Data:
Assinatura do paciente ou responsavel

Data:

Assinatura do responsavel pela pesquisa
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ANEXO Il

PARECER CONSUBSTANCIADO UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL / PRO- REITORIA DE
PESQUISA -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Pesquisador: Solange Cristina Garcia
Titulo da Pesquisa: Biomonitoramento de trabalhadores expostos
ocupacionalmente a xenobidticos
Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Versao: 4
CAAE: 35357414.9.0000.5347
Area Tematica:
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Numero do Parecer: 983.018
Data da Relatoria: 26/02/2015
DADOS DO PARECER
Trata-se de projeto de pesquisa vinculado a Dissertacdo de Mestrado do PPG
Ciéncias Farmacéuticas da UFRGS, tendo como copatrticipante o Instituto de
Cardiologia do Rio Grande do Sul.
O projeto de pesquisa tem como tema o0 risco a salde da exposicao
ocupacional a solventes organicos, destacando-se o0s hidrocarbonetos
aromaticos — benzeno, tolueno, etilbenzeno e isémeros de xileno (BTEX),
agentes quimicos potencialmente téxicos no ambiente ocupacional.
Paralelamente, aborda a contaminagdo atmosférica por poluentes ambientais,
0 que também pode acarretar doencas. O material particulado, formado por
particulas sélidas ou liquidas, suspensas no ar, juntamente com outras
substancias, tais como hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA),
constituem importantes poluentes ambientais. Estudos tém mostrado que HPA
podem contribuir para o desenvolvimento de cancer, além de apresentarem
efeitos embriotdxico e teratogénico. O estudo insere-se em ‘uma proposta em

toxicologia clinico-laboratorial ocupacional’. Pretende estudar individuos
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expostos ocupacionalmente a essas substancias, compreendendo frentistas de
postos de gasolina e taxistas.

Apresentacao do Projeto:

Objetivo da Pesquisa: Este estudo tem, como objetivo, ‘avaliar as alteragdes
imunologicas e o0 dano genético em trabalhadores ocupacionalmente expostos
a diferentes niveis de BTX e aos HPAs e sua inter-relacdo com os danos

cardiovasculares

Patrocinador Principal:

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

E-mail: etica@propesq.ufrgs.br

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prédio Anexo 1 da Reitoria -
Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060

Telefone: (51)3308-3738

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Fax: (51)3308-4085

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Foram descritos riscos e beneficios da pesquisa para os participantes, nos

diferentes documentos.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo observacional. Serédo analisados dados obtidos de 3
grupos. O primeiro sera constituido por atendentes de postos de combustiveis
elou frentistas de Porto Alegre (n=50), representando individuos expostos
ocupacionalmente, de forma crdénica, a solventes presentes na gasolina e
poluentes atmosféricos. O segundo grupo sera constituido por motoristas de
taxis da cidade de Porto Alegre (n=50), correspondendo a individuos expostos
ocupacionalmente, de forma crénica, a poluentes ambientais. O terceiro grupo,
considerado controle (n=50), sera composto por individuos com atividades
laborais administrativas, sem exposi¢cdo ocupacional frente a xenobidticos. Os

voluntéarios serdo pareados por sexo, idade e habitos de vida. O recrutamento
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desses individuos se dara por meio de fixacdo de cartazes em locais nos quais
transitam. Foi anexado modelo de cartaz. Sera aplicado questionario,
abordando habitos de vida, zona da cidade em que se localiza o ambiente de
trabalho e aspectos voltados a predisposicdo hereditaria. Serd realizada
quantificacdo de compostos organicos volateis BTX (Benzeno, Tolueno e
Xileno) e de biomarcadores urindrios dos compostos BTX. Para avaliacdo de
biomarcadores de genotoxicidade, serdo realizados Ensaios Cometa por
fluorescéncia e com enzimas de reparo de DNA, Ensaio de Microndcleo e
avaliacdo do marcador biolégico 8-oxoguanina (ELISA). Serdo, ainda,
realizados hemograma completo, quantificacdo de marcadores inflamatorios,
expressdo de moléculas de adesdo, dosagem de NTPDases e ecto-
5'nucleotidase, avaliacdo de polimorfismo enzimatico, estresse oxidativo,
parametros de nefro e hepatotoxicidades. Os individuos serdo submetidos a
avaliacdo clinica e cardiovascular, incluindo a realizacdo de ecocardiograma
bidimensional, com Doppler a cores, e ecografia das carotidas.

Segundo os pesquisadores, o pagamento dos custos dos referidos exames e
do deslocamento dos participantes (ressarcimento de despesas de transporte)
sera realizado por meio de proventos vindos de projetos e apoio da Faculdade
de Farmécia da UFRGS. Foi realizado calculo amostral, tendo sido estimada
amostra de 110 participantes, compreendendo 42 frentistas, 42 taxistas e 26
individuos controle. Medidas de biosseguranca a serem adotadas para
realizacdo das analises laboratoriais previstas e para descarte de materiais e

residuos foram mencionadas.

Consideracfes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Foram anexados: (a) Parecer Consubstanciado de Aprovacao pela Comissao
de Poés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFRGS, datado de 16 de
setembro de 2013, (b) Protocolo para Avaliacdo de Projetos Cientificos do
Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul / Fundacdo Universitaria de
Cardiologia, datado de dezembro de 2013, (c) Termo de Concordancia do
meédico do Instituto de Cardiologia que realizara a avaliacdo clinica e
cardiovascular dos participantes, datado de outubro de 2012, (d) Folha de
rosto, datada de 25 de agosto de 2014, (e) TCLE.

Recomenda-se aprovacéo pelo CEP-UFRGS.
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Recomendacdes:

O presente projeto atende ao que esta previsto na Resolucdo do Conselho
Nacional de Saude numero 466, de 12 de dezembro de 2012, sendo, portanto,
recomendada sua aprovacao pelo CEP/UFRGS.

Salienta-se que o projeto devera ser encaminhado a instituicdo coparticipante,
a saber, o Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado

Situacao do Parecer:

N&o

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Aprovado.

Considerac0fes Finais a critério do CEP:

PORTO ALEGRE, 12 de Marc¢o de 2015

Assinado por:

MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)
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ANEXO IV

Carta de Confirmacédo da Submisséo do Artigo
From: <toxres@rsc.org>
Date: 2015-05-26 8:03 GMT-03:00
Subject: Acknowledgement of your Submission to Toxicology Research - TX-ART-05-
2015-000157
To: solange.garcia@ufrgs.br
Cc: anebarth.88@gmail.com, natalia.brucker@gmail.com,
angelammoro@yahoo.com.br, sabrinascimento@hotmail.com,
goethel_63@hotmail.com, caro_souto@hotmail.com, rafael.fra@hotmail.com, elisa-
sauer@hotmail.com, lualtk@gmail.com, basdacosta@hotmail.com,
duartmm@hotmail.com, camilabrazm@gmail.com, tiana.tasca@ufrgs.br,
solange.garcia@ufrgs.br

26-May-2015
Dear Professor Garcia:

TITLE: ICAM-1, cytokines and NTPDases activity contributing to homeostatic

abnormalities and genotoxicity in taxi drives

Thank you for your submission to Toxicology Research, published by the Royal Society
of Chemistry. This is an automatic acknowledgement that you have uploaded your files

to our online submission system. Your manuscript ID is: TX-ART-05-2015-000157

Your manuscript will be passed to an editor for initial assessment as soon as possible.

If there are any problems with your submission we will contact you.

Please indicate the above manuscript ID when you contact us about this submission.
You can check the status of your manuscript by logging into your Author Centre

(https://mc.manuscriptcentral.com/tx).

The Royal Society of Chemistry is a member of CrossCheck. Your submission may be
compared against the CrossCheck database using the iThenticate plagiarism detection

software. For further information, please see
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here: http://www.rsc.org/Publishing/Journals/qguidelines/EthicalGuidelines/CrossCheck/

CrossCheck.asp

Please contact us if we can be of any assistance.

Yours sincerely,
Toxicology Research Editorial Office

toxres@rsc.org
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