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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada na forma de encarte de publicacdes a serem
submetidas e dividida em sec¢les, da seguinte maneira: Introducdo, Objetivos,
Revisdo da Literatura, Artigo presente no Capitulo |, Discussdo, Conclusdes,
Referéncias Bibliograficas e Anexos.

A Introducéo apresenta de uma forma geral o0 embasamento tedrico no qual a
proposta deste trabalho foi construida. Os Materiais e Métodos, Resultados e as
Referéncias Bibliogréficas pertinentes a publicacdo especifica encontram-se dentro
do Capitulo I.

A secao Discussdo contém uma interpretacao geral dos resultados obtidos.

A secao Conclusdes aborda as conclusfes gerais da dissertagao.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas sec¢des
Introducéo e Discussao.

A secdo “Anexos” contém o parecer do Comité de Etica da UFRGS, o modelo
do termo de consentimento livre esclarecido e o questionario aplicado aos voluntarios

da pesquisa.






RESUMO

Trabalhadores envolvidos em atividade de mineracao estdo cronicamente expostos a
silica cristalina (SC). Devido a exposicdo ocupacional, esses trabalhadores estédo
suscetiveis a varios efeitos adversos a saude, como silicose e cancer de pulméo. Este
estudo teve como objetivo avaliar possiveis biomarcadores periféricos de inflamacéo
e estresse oxidativo, através de expressbes proteicas e génicas, em mineiros
ocupacionalmente expostos a SC. O grupo exposto a SC, foi composto por
mineradores, dividido em dois subgrupos: trabalhadores sem silicose (WECS |, n=39)
e individuos aposentados diagnosticados com silicose (WECS Il, n=42). Como grupo
controle, foram avaliados trabalhadores ndo expostos ocupacionalmente (OUW,
n=29) a SC. Os seguintes biomarcadores foram avaliados: expressao proteica (em
linfocitos) e génica da L-selectina; expressdo génica de CXCL2, CXCL8/IL-8, HO-1 e
p53; niveis plasmaticos de malondialdeido (MDA) e niveis de ti6is ndo proteicos nos
eritrocitos. Nossos dados mostraram uma reducdo significativa na expressao da
proteina L-selectina na superficie de linfocitos nos grupos expostos (WECS | e WECS
II) em relacdo ao grupo controle (OUW) (p<0,05). A expresséao génica da L-selectina
foi diminuida no grupo sem silicose (WECS |) quando comparada ao grupo controle
(OUW) (p<0,05). Quanto a expressao génica de CXCL2, CXCL8/IL-8, HO-1 e p53,
observaram-se diminuicdes significativas nos trabalhadores expostos a SC (WECS |
e WECS Il) quando comparados ao grupo controle (OUW) (p<0,05). O biomarcador
de peroxidacéo lipidica, MDA, foi significativamente aumentado nos grupos expostos
(WECS | e WECS 1), e foi negativamente associado a expressao génica de CXCL2,
CXCLB8/IL-8 e p53 (p<0,05). Os trabalhadores com silicose (WECS Il) apresentaram
niveis significativamente mais elevados de ti6is ndo proteicos em relacdo aos demais
grupos (p<0,05). Em resumo, acreditamos que nossas descobertas ajudam a
aumentar o conhecimento sobre 0s mecanismos complexos envolvidos na
patogénese da silicose em trabalhadores cronicamente expostos a SC.
Adicionalmente, as alteragbes encontradas podem ser sugeridas como potenciais
novos biomarcadores uteis no diagnodstico precoce da silicose. Além disso, os
resultados aqui apresentados podem auxiliar na concepgcdo de novos e mais

detalhados estudos envolvendo trabalhadores ocupacionalmente expostos a SC.

Palavras-chave: silica cristalina, silicose, fibrose pulmonar, expressao génica.






ABSTRACT

Workers involved in mining activities are chronically exposed to respirable crystalline
silica (CS). Due to this exposure, they are susceptible to adverse health effects like
silicosis and lung cancer. This study aimed to investigate potential early peripheral
biomarkers of inflammation and oxidative stress, through protein and gene
expressions, in miners occupationally exposed to CS. WECS group, composed by
miners, was divided into two subgroups: workers without silicosis (WECS I, n=39) and
workers diagnosed with silicosis, retired from work (WECS Il, n=42). As a control
group, occupationally unexposed workers to CS (OUW, n=29) participated of this
study. The following biomarkers were evaluated: L-selectin protein and gene
expression (in lymphocytes); gene expression of CXCL2, CXCL8/IL-8, HO-1, and p53;
malondialdehyde (MDA) plasma levels and non-protein thiol levels in erythrocytes. Our
data showed a significant downregulation of L-selectin protein expression in
lymphocytes surface in the exposed groups (WECS | and WECS II) in relation to
control group (OUW) (p<0.05). Gene expression of L-selectin was decreased in the
non-silicosis group (WECS |) when compared to the control group (OUW) (p<0.05).
Regarding gene expression of CXCL2, CXCL8/IL-8, HO-1, and p53, significant fold
change decreases were observed in workers exposed to CS in relation to control group
(OUW) (p<0.05). The lipid peroxidation biomarker, MDA, was significantly increased in
the exposed groups (WECS | and WECS Il), and was negatively associated with the
gene expression of CXCL-2, IL-8 and p53 (p<0.05). The participants with silicosis
(WECS II) presented significant higher non-protein thiol levels in relation to other
groups (p<0.05). In summary, we believe that our findings help to increase the
knowledge about the complex mechanisms involved in the silicosis pathogenesis in
workers chronically exposed to SC. In addition, the alterations found may be suggested
as potential new biomarkers useful in the early diagnosis of silicosis. In addition, the
results showed herein may help the designing of new and more detailed studies

involving workers occupationally exposed to CS.

Keywords: crystalline silica, silicosis, pulmonary fibrosis, gene expression.
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INTRODUCAO







A saude de trabalhadores expostos a agentes toxicos depende da relacao entre
o tempo de trabalho e o processo saude/doenca. A exposi¢do ocupacional a particulas
de silica ocorrida em garimpos, construcao civil, industrias de lapidacdo de rochas,
estd, frequentemente, relacionada a danos epiteliais pulmonares, devido as pequenas
lesbes fisicas constantes e repetidas (LOPES-PACHECO, 2016).

Um grupo importante de doencas, no ambito ocupacional, decorrente da
inalacdo de poeira contendo particulas de minerais, sdo chamadas de
pneumoconioses (WHO, 2007; BRASIL, 2010; LANEY & WEISSMAN, 2012). Essas
doencas ocorrem devido a deposicao de particulas de minerais no parénquima
pulmonar, provocando o inicio de um reparo pela ativacdo da resposta inflamatoria
(NIOSH, 2002; OSHA, 2010; BRASIL, 2010; SELLAMUTHU et al., 2011; LANEY &
WEISSMAN, 2012). Entre as principais pneumoconioses que ocorrem a nivel
ocupacional esta a silicose, decorrente da inalacdo de silica na sua forma cristalina
(PERKINS et al., 2015). A silicose pode ser prevenida, e varios trabalhos sé&o
realizados por 6rgdos nacionais e internacionais para erradicacao desse problema,
porém a doenca continua tendo um grande impacto ocupacional importante no mundo,
especialmente nos paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil (NIOSH,
2002; GREENBERG et al., 2007; WHO, 2007; OSHA, 2010; BRASIL, 2010).

De acordo com dados do Programa Nacional para Eliminacdo da Silicose
(PNES), um programa desenvolvido em parceria com a International Labour
Organization, aproximadamente 2 milhdes de trabalhadores formais estavam
expostos a silica cristalina no Brasil no periodo de 1999 a 2000. Porém, infelizmente,
as estatisticas do problema ndo sdo exatas, e o numero real de trabalhadores
acometidos ndo € conhecido (BRASIL, 2006). Além disso, a silica cristalina é
considerada um agente carcinogénico do grupo 1 pela International Agency on
Research on Cancer (IARC) (IARC, 2009).

De modo geral, os trabalhadores expostos a silica cristalina desenvolvem uma
resposta inflamatoria e fibrética, o que leva ao aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs), citocinas inflamatérias e de leucdcitos infiltrados no pulméo
(HAMAGUCHI et al.,, 2002). Quando ha um intenso processo inflamatoério, os
leucocitos, principalmente neutrofilos, acumulam-se no tecido lesionado, ocorrendo
concomitantemente a liberacdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias, moléculas de

adesdo e quimiotaxia. Além dos neutréfilos, os macréfagos também estimulam a
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liberacdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias (FRANCHIN et al., 2018).

A silicose é uma doenca irreversivel e incuravel, e as medidas preventivas,
como o uso de equipamentos de protecao individual (EPIs), ndo séo suficientes para
a prevencao dessa doenca. Geralmente, a silicose é diagnosticada em estados
avancados, onde ha severa perda de funcao pulmonar, o que demonstra a importancia
do desenvolvimento de técnicas mais precisas e biomarcadores capazes de detectar
alteracbes precoces provocadas pela exposicdo a silica (BRASIL, 2006;
GREENBERG et al.,, 2007; LEUNG et al., 2012). Desse modo, os biomarcadores
periféricos se fazem importantes, uma vez que podem diagnosticar precocemente a
doenca, antes da sua propagacao, possibilitando uma vida saudavel e prolongada aos
trabalhadores expostos a SC (PANDEY & AGARWAL, 2012).

A vista dessa situacdo, esse trabalho apresenta uma proposta para avaliar
biomarcadores precoces que sejam capazes de indicar que a exposicao a silica esteja
promovendo alteragdes que podem resultar em silicose em trabalhadores de garimpos

expostos a silica cristalina, na cidade de Ametista do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil.
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OBJETIVOS







1. Objetivo geral

Avaliar biomarcadores periféricos  em trabalhadores expostos

ocupacionalmente a silica cristalina no municipio de Ametista do Sul-RS.

2. Objetivos especificos

e Avaliar do uso de Equipamentos de Protecéo Individual;

¢ Analisar o perfil de expressao proteica da molécula de adeséo L-selectina;

e Avaliar do perfil de expressdo génica, através de genes relacionados a
inflamacao, estresse oxidativo e gene supressor tumoral a partir do sangue
periférico;

¢ Quantificar os niveis de biomarcadores de estresse oxidativo;

e Analisar biomarcadores do sistema imune inato;

e Verificar possiveis associacdes entre os parametros analisados e sua
importancia no diagndéstico precoce da toxicidade provocada pela exposi¢ao

ocupacional a poeira contendo silica cristalina.
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1. Toxicologia Ocupacional

A Toxicologia Ocupacional estuda os efeitos nocivos causados por substancias
quimicas presentes no ambiente de trabalho, tendo como objetivo prevenir os efeitos
adversos a saude de trabalhadores (KLAASSEN & WATKINS, 2012). Em vista da
promocdo da saude e seguranca do trabalhador, existem limites de exposi¢cdo para
agentes quimicos, biolégicos e fisicos no ambiente de trabalho (KLAASSEN &
WATKINS, 2012).

No Brasil, a Secretaria de Seguranca e Saude no Trabalho estabelece
parametros biolégicos para controle da exposicédo a agentes quimicos e bioldgicos,
através da Norma Regulamentadora n® 7 (NR-7). Conforme essa Portaria, todos os
empregadores e instituicbes que admitam trabalhadores devem elaborar e
implementar o Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional (PCMSO), com
objetivo de promover e preservar a saude dos trabalhadores (BRASIL, 1978). Nos
Estados Unidos, a Occupational Safety and Health Administration (OSHA), 6rgéo do
Department of Labor, promulga padrées legalmente estabelecidos, conhecidos como
permissible exposure limits (PELs). J&a a National Institute for Occupational Safety and
Health (NIOSH), publica limites de exposicdo recomendados, frequentemente
atualizados, e que sdo, em geral, mais restritivos do que os PELs (KLAASSEN &
WATKINS, 2012).

Durante a exposi¢do ocupacional, os trabalhadores entram em contato com
xenobidticos, ficando suscetiveis a efeitos adversos sobre o organismo. As principais
vias de exposi¢ao dos trabalhadores a agentes no ambiente de trabalho s&o: inalagéo,
ingestao ou cutanea (DELLA ROSA et al., 2014). Visando a seguranca do trabalhador,
o trabalho ocupacional requer a utilizacdo de equipamentos de protecdo individual
(EPIs) que tém como finalidade diminuir a exposi¢cdo, minimizando assim o contato
dos agentes toxicos. A legislacédo brasileira dispde da Norma Regulamentadora n° 6
(NR-6), que trata sobre o emprego de EPIs. A NR-6 considera que EPI é um dispositivo
de uso individual destinado a proteger a integridade fisica do trabalhador (BRASIL,
2001).

2. Silica Cristalina
A silica ou diéxido de silicio (SiO2) € um composto quimico natural formado por
um atomo de silicio e dois atomos de oxigénio (BROWN & HARRISON, 2014; OSHA,
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2010). A silica é encontrada em abundancia na crosta terrestre, principalmente em
areias e rochas e em variados minerais, sozinha ou combinada com outros elementos
qguimicos, correspondendo a 60% da constituicdo do planeta (BROWN & HARRISON,
2014; BRASIL, 2010).

A silica é encontrada basicamente em duas formas, cristalina ou amorfa (ndo
cristalina) (NIOSH, 2002). A silica cristalina pode ser em forma de quartzo, tridimita,
cristobalita e tripoli, entre outras. Ja a silica na conformac&o amorfa pode ser em forma
de gel ou coloidal. A forma cristalina € mais téxica que a forma amorfa, entretanto, sob
calor e pressdo a forma amorfa pode sofrer mudanca em sua estrutura para a forma
cristobalita (uma forma cristalina) (BROWN & HARRISON, 2014; RIMAL et al., 2005).
Dentre essas, as formas mais importantes do ponto de vista ocupacional sdo o
quartzo, tridimita e cristobalita (Greenberg et al., 2007; NIOSH 2002).

O quartzo é um mineral rochoso, comumente encontrado no solo e nas rochas.
Existem diversas variedades de quartzo, encontradas no granito, no arenito e em
pedras preciosas e semipreciosas (LEUNG et al., 2012; GREENBERG et al., 2007).
Uma das variedades mais popular do quartzo € a ametista, um cristal de coloracéo
violeta ou purpura devido & presenca de residuos férricos (DUMANSKA-SEOWIK et
al., 2017).

Em 1997, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC)
classificou a silica cristalina como carcinégeno humano do Grupo | (IARC, 2009).
Sabe-se que a toxicidade da silica esta diretamente relacionada com o tamanho da
particula inalada (TUOMI et al., 2018). O limite de tolerancia estabelecido pela
legislacdo brasileira, para a exposicdo a silica cristalina é de 0,10 mg/m?3 para uma
jornada de trabalho de até 48 horas semanais (BRASIL, 2010). Em contrapartida, o
valor preconizado pelo NIOSH e pela American Conference of Governmental Industrial
Hygenists (ACGIH) € menor, levando em conta uma jornada de trabalho de 40 horas
semanais, e é de 0,05 mg/m?3 (BRASIL, 2010).

Devido ao seu grande numero de aplicacdes, milhdes de trabalhadores estdo
expostos a silica em todo o mundo. As principais areas de atuacédo relacionadas a
esta exposicdo estdo associadas a trabalhadores de mineracdo, construgcao civil,
alvenarias, operagdes de fundigcéo, fabricagdo de vidros, industrias de ceramicas,
cimentos e concretos, laboratérios dentarios, entre outros. Todas essas atividades

envolvem trabalhos como lixar, esmerilhar, furar, cortar, polir, moldar, o que facilita a
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penetracdo dessas particulas pela via respiratoria (MAZUREK et al., 2017,
GUNDUZOZ et al., 2017).

A concentracao de poeira, o teor de silica que contém na poeira, a duracao da
exposicao ocupacional e a suscetibilidade individual sdo fatores determinantes para o
desenvolvimento de pneumoconioses, sendo a silicose uma das principais (BRASIL,
2010).

3. Silicose e suarelacdo na exposicao ocupacional

A exposicéo prolongada a forma cristalina da silica pode desencadear doencas
respiratorias chamadas pneumoconioses (WHO, 2007; CARNEIRO et al., 2017). A
silicose é a principal pneumoconiose, uma doenca caracterizada pela ocorréncia de
fibrose pulmonar nodular, potencialmente fatal e irreversivel, sendo na maior parte das
vezes, assintomatica (TUOMI et al., 2018; LEUNG et al., 2012). A principal forma de
silica causadora da silicose é a silica livre cristalizada, mais conhecida como quartzo
(NIOSH, 2002). Conhecidamente como a doenc¢a ocupacional mais antiga do mundo,
a silicose € uma doenca grave e sem cura. A exposicao a silica ocorre através da
inalacdo de poeira contendo silica cristalina respiravel (isto é, particulas com diametro
inferior a 10 um) (LI et al.,, 2017; NIOSH, 2002, POLLARD, 2016 WHO, 2007;
CARNEIRO et al., 2017).

A silicose pode ser desenvolvida de trés formas diferentes: silicose crénica,
silicose acelerada e silicose aguda (NIOSH, 2002; POLLARD, 2016). A silicose crénica
€ a mais comum, e ocorre normalmente apos longos periodos de exposicdo em baixas
concentracdes de silica cristalina, geralmente ap6s 10 anos de exposicdo (NIOSH,
2002). Os trabalhadores expostos podem ser assintomaticos ou sintoméaticos. Quando
ha sintomas, esses estdo relacionados a falta de ar, fadiga, dores no peito ou
insuficiéncia respiratéria (OSHA, 2002). A silicose acelerada se desenvolve num
tempo de exposicao entre 5 a 10 anos, apos exposicao a concentragdes altas de silica
cristalina respiravel (NIOSH, 2002; POLLARD, 2016). Os sintomas sdo semelhantes
a forma crénica, porém, sua evolucado é mais rapida, com fibrose mais irregular e
difusa (FUBINI & HUBBARD, 2003). A forma aguda ocorre ap0s um curto periodo de
exposicao, podendo ser em semanas, meses ou até 5 anos, somado a concentracoes
extremamente altas de silica cristalina (NIOSH, 2002; POLLARD, 2016). Os sintomas

relacionados a este tipo de silicose sédo tosse, perda de peso, fadiga e fraqueza
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(OSHA, 2002).

Um trabalhador pode desenvolver qualquer um dos trés tipos de silicose. O
fator determinante serd a quantidade de po6 inalado contendo silica respiravel
associada ao tempo de exposicao. Outros fatores que podem contribuir sdo o tamanho
da particula e sua conformacéao (cristalina ou amorfa) (NIOSH, 2002).

Segundo dados do NIOSH, estima-se que pelo menos 1,7 milhdes de
trabalhadores americanos estejam expostos a silica ha sua forma cristalina. No Brasil,
foi visto que mais de 6 milhdes de trabalhadores estdo expostos a silica. Em 2007, foi
estimado um total de 318 mil casos de silicose. No Rio Grande do Sul estima-se, nesse
mesmo periodo, que cerca de 180 mil trabalhadores estavam expostos a silica
cristalina, e desses 18 mil tinham silicose (BRASIL, 2010).

Com o avanco da silicose, infec¢des por fungos ou bactérias podem se instalar
no pulmao doente, agravando ainda mais o quadro do individuo acometido. A doenga
mais comum € a tuberculose, pois o pulmao esta coberto de particulas de silica e os
macréfagos sdo incapazes de fagocitar o agente Mycobacterium tuberculosis (NIOSH,
2002). Individuos com silicose possuem uma susceptibilidade de desenvolver essa

doenca cerca de 40 vezes maior do que a populacdo em geral (BRASIL, 2010).

4. Formas de diagnoéstico da silicose

O diagndstico da silicose geralmente se baseia na historia clinica do paciente
relacionada ao tempo de exposicao, e nas caracteristicas encontradas no exame de
radiografia do térax. Para um melhor diagnéstico, a historia clinica do paciente deve
ser minuciosamente detalhada, contendo todos os sintomas presentes e ausentes.
Geralmente os sintomas associados a silicose sdo dispneia com astenia, devido a
reducdo da capacidade pulmonar de realizar as trocas gasosas (BRASIL, 2010;
(LEUNG et al., 2012).

O exame de radiografia deve ser interpretado com base nos critérios
estabelecidos pela Organizagdao Internacional do Trabalho. A sensibilidade da
radiografia de térax melhora com o aumento do grau de silicose, porém em pacientes
com grau moderado de silicose, pode nao ser diagnosticada radiologicamente
(LEUNG et al., 2012). Quando houver duavidas no exame de radiografia, a tomografia
computadorizada podera ser utilizada como exame de imagem complementar
(BRASIL, 2010).
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Até o momento, ndo existe um exame que detecte precocemente 0 inicio desta
doenca e também ndo héa tratamentos especificos e eficazes para a silicose. A conduta
meédica utilizada nesses casos € o afastamento do trabalho que expde esse individuo
a silica cristalina (BRASIL, 2010). Entretanto, € importante lembrar que remover um
trabalhador da exposicéo, apds o diagndstico, ndo garante que a doencga ird parar de
progredir (NIOSH, 2002).

5. Resposta inflamatdria na exposicao a silica cristalina

Em individuos ocupacionalmente expostos a silica, o acumulo dessas
particulas de SC respiravel no pulmdo desenvolvem um processo inflamatério
(BRASIL, 2010; LEUNG et al., 2012; SELLAMUTHU et al., 2012; LIU et al., 2017;
MUZEMBO et al., 2015; CHAN et al.,, 2018). Esse processo inflamatério, pode
aumentar ou suprimir niveis de biomarcadores inflamatérios (FRANCHIN et al., 2018).
A inflamac&o é um processo biol6gico complexo que ocorre em resposta a estimulos
nocivos e cuja funcéo € eliminar a causa da lesdo celular e iniciar o processo de
reparo. Muitos tipos de células estdo envolvidos nesse processo inflamatorio,
incluindo células epiteliais que revestem as vias aéreas e alvéolos e as células do
sistema imunoldgico no sangue. As células epiteliais das vias aéreas sao importantes
no sistema de defesa do hospedeiro, pois secretam citocinas e quimiocinas que
servem como mediadores inflamatoérios e fatores de crescimento que promovem a
reparacao tecidual e a fibrose (WONG et al., 2016; HUAUX, 2007; LUNA-GOMES et
al., 2015).

Em um processo inflamatério, os macréfagos séo ativados para fagocitarem as
particulas invasoras e secretarem mediadores inflamatérios e variadas enzimas. O
namero de linfocitos T também aumenta e pode contribuir para a fisiopatologia da
inflamacéo pulmonar. As citocinas e quimiocinas também desempenham um papel
importante no processo inflamatorio. Em particular, o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e a interleucina-1 beta (IL-1B) atuam como citocinas iniciadoras induzindo a
producdo aumentada de si mesmas e a sintese de outras citocinas, quimiocinas
(CXCLS8/IL-8, CXCL2) e moléculas de adesao (L-selectina), aléem de atrairem e
ativarem outras células imunes para o local da inflamacdo (WONG et al., 2016;
LEUNG et al., 2012). ApGs o encontro com 0 antigeno, as moléculas de adeséao

controlam o trafico de leucécitos constitutivos e inflamatérios. As selectinas,
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especialmente a L- selectina, desempenham um papel crucial na fixac&o inicial dos

leucdcitos ao endotélio e a outros leucoécitos (RAFFLER et al., 2015).

6. Biomarcadores na exposicao a silica cristalina

Os marcadores biologicos, também chamados de biomarcadores, sdo qualquer
alteracao a nivel celular, bioquimico ou molecular (PANDEY & AGARWAL, 2012). Um
biomarcador pode indicar a ocorréncia e os efeitos da exposicdo, um diagnodstico
precoce e a suscetibilidade a doenca ou aos efeitos da exposicdo ocupacional
(NIOSH, 2002). Sua determinagdo pode ser realizada através de tecidos, células ou
fluidos humanos, sendo utilizado como indicador precoce de processos biolégicos
patogénicos, a fim de evitar futuros danos adversos a saude. Os biomarcadores
podem ser utilizados sozinhos ou associados, e predizem de forma eficiente o estado
de saude e progresso de uma doenca (PANDEY & AGARWAL, 2012).

Devido ao complexo mecanismo da silicose e das respostas celulares a
exposicao a silica, a utilidade de biomarcadores como uma ferramenta de triagem
para o risco de silicose tem sido muito estudado (NIOSH, 2002). Portanto, descobrir
se a silicose ou o cancer de pulméao provindo da exposi¢éo a silica estdo associados
a um gene especifico seria extremamente valioso para a determinacao precoce desta

doenca.

6.1. L-selectina

As selectinas sdo uma familia de glicoproteinas transmembranares do tipo |
que desempenham um papel importante nas interacdes dos leucdécitos circulantes e o
endotélio (FENG et al.,, 2017). Existem trés membros conhecidos nessa familia,
denominados de L-, E- e P-selectina (IVETIC, 2018; XU & SONG, 2017). Cada
selectina foi denominada de acordo com seu tipo celular, por exemplo, a L-selectina é
expressa pela maioria dos leucécitos, logo seu nome foi caracterizado pela letra L
(IVETIC, 2018). A L-selectina é expressa em linfécitos T e B, guiando essas células
para os linfonodos (FENG et al., 2017).

A L-selectina interage com seus ligantes na superficie dos leucdcitos
circulantes, permitindo que os leucécitos deixem a corrente sanguinea e se liguem as
células endoteliais nas paredes dos vasos, onde comecam a rolar e se aderir
(HAMAGUCHI et al., 2002; RAFFLER et al., 2005). Apés a ativacédo da L-selectina,
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ela pode passar por trés fases distintas: (a) fase inicial, onde predomina o
derramamento, diminuindo os niveis de L-selectina, (b) fase intermediéria, onde ha
um aumento da estabilidade do RNAm e, portanto, hA um aumento dos niveis de L-
selectina, (c) fase tardia, onde a taxa de transcricdo € reduzida e as células

permanecem em niveis normais de L-selectina (RAFFLER et al., 2005).

6.2. Quimiocina CXC ligante 2 (CXCL2)

A quimiocina CXC ligante 2 (CXCL2), também conhecida como proteina
inflamatdria de macrofago (MIP)-2, faz parte da familia das quimiocinas. Todas as
quimiocinas possuem a capacidade de mediar a quimiotaxia, ativar leucécitos e outras
células para o local de inflamacdo. Sdo produzidas por variadas células como
macrofagos, mondcitos, células epiteliais, entre outras, e esta envolvida em processos
imunorregulatérios e inflamatérios (QIN et al., 2017; DRISCOLL, 1997). A familia das
quimiocinas CXC é dividida em 4 subfamilias baseada na localizacdo da cisteina na
cadeia polipeptidica (QIN et al., 2017). A CXCL2 esta diretamente relacionada ao
recrutamento de neutréfilos para os locais de lesdo tecidual e inflamacéo, estando

presente em respostas imunoldgicas (GRIFFITH et al., 2014).

6.3. Quimiocina CXCL8 /interleucina-8 (IL-8)

A interleucina-8 (IL-8), atualmente chamada de CXCL8, € uma quimiocina pro-
inflamatoria, que exerce o recrutamento e a migracdo de neutrofilos (TSILIMIGRAS et
al., 2018). Faz parte da subfamilia a de quimiocinas, caracterizada por um tripeptideo
contendo cisteinas (CXC) (FUJITA et al.,, 2018). Esta presente em inflamacdes
cronicas, que estimulam a liberac&o de granulos em neutréfilos por meio do processo
de desgranulacéo, sendo que esses granulos ajudam a combater a inflamacéo. A IL-
8 é produzida por variadas células, dentre elas, células inflamatérias, queratinocitos,
fibroblastos e células endoteliais (SPROSTON & ASHWORTH, 2018).

6.4. Supressor tumoral p53

O gene supressor tumoral p53 é essencial no controle do crescimento de células
neoplasicas, ciclo celular, resposta ao estresse oxidativo, senescéncia, diferenciacao,
inducdo a apoptose e morte celular (SAGIV et al., 2018; COOKS et al., 2014). A

proteina p53 interrompe o ciclo celular na fase G1 em células que apresentam danos
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ao DNA. Células que tém p53 funcional param o ciclo celular em G1 quando expostas
a agentes que causam danos no DNA, enquanto células que ndo tem p53 funcional
sao incapazes de bloguear o ciclo celular (KLAASSEN & WATKINS, 2012; COOKS et
al., 2014).

O p53 é ativado por uma série de fatores estressores. Na maioria das células,
a acumulacdo de p53 também provoca a inducdo de proteinas que promovem
apoptose e, assim, previnem a proliferacdo de células que poderiam acumular
multiplas mutaces. Quando o controle p53 ndo funciona adequadamente, o dano no
DNA pode se propagar, produzindo mutagdes e rearranjos no DNA que contribuem
para o desenvolvimento das células transformadas (KLAASSEN & WATKINS, 2012).

6.5. Biomarcadores de estresse oxidativo

O estresse oxidativo pode ser descrito como um desequilibrio entre a producéo
de espécies oxidantes e as defesas antioxidantes, que podem afetar a homeostase
redox celular, levando a alteracbes moleculares, resultando em dano celular e
tecidual, e consequentemente, em peroxidagéo lipidica (GALLELLI et al., 2018). A
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs), entre
outras espécies reativas, fazem parte metabolismo humano e é observada em
diversas condicdes fisiolégicas. Quando had uma producdo exacerbada dessas
espécies reativas, 0 sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o
equilibrio (GALLELLI et al., 2018).

6.5.1. Heme-oxygenase-1 (HO-1)

O sistema de defesa celular contra o estresse oxidativo € composto por um
subgrupo de proteinas antioxidantes. A heme oxigenase-1 (HO-1) € uma enzima
microssdmica que é induzida em resposta ao estresse celular e a diversos estimulos
oxidativos (ZHU et al., 2017). A HO-1 decompde heme em biliverdina, ferro livre e
mondxido de carbono (CO). Seu produto de decomposicao, biliverdina, pode ainda
ser metabolicamente degradado em bilirrubina. Ambos exibem uma potente
capacidade antioxidante contra o estresse oxidativo. Aléem disso, a bilirrubina também
possui capacidade citoprotetora e anti-inflamatéria (LIAO et al., 2018). Dentre as

fungBes biologicas do CO estdo efeitos de protecdo contra a morte celular, anti-
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inflamatorios, antiapoptoéticos, protecdo contra estresse oxidativo, inibicdo da
proliferacéo celular, entre outros (LI et al., 2017; LIAO et al., 2018).

6.5.2. Malondialdeido (MDA)

Os produtos da peroxidacéo lipidica, como o malondialdeido (MDA), podem ser
utilizado como indicadores da acao dos radicais livres no organismo. A quantificacao
de MDA nos sistemas biolégicos € um parametro importante para avaliacdo do
estresse oxidativo celular (BARRERA et al., 2018).

6.5.3. Tidis ndo-proteicos (GSH)

A glutationa é um antioxidadente hidrossolluvel que exerce funcdes essenciais
contra o estresse oxidativo. A glutationa pode ser encontrada na forma oxidada
(GSSG) ou reduzida (GSH) e a GSH é a forma mais encontrada dentro do grupo de
tibis ndo proteicos. A glutationa redutase é a enzima responsavel por catalisar a
reducdo da ligacdo dissulfeto na glutationa oxidada (GSSG) com NADPH para dar
glutationa em seu estado tiol reduzido (GSH). Este processo é importante para manter
uma proporcao de glutationa nos seus estados reduzido e oxidado (KEDROWSKI et
al., 2014).

Em sua forma reduzida (GSH), a glutationa age como um substrato em varios
processos celulares importantes, como a desintoxicacdo de ROS, reacfes de
conjugacdo que auxiliam na remocdo de agentes citotoxicos e na producdo de
desoxirribonucleotideos para sintese de DNA (KEDROWSKI et al., 2014).

Uma das causas mais importantes na producdo de estresse oxidativo é a
deplecdo de GSH. Durante o processo de estresse oxidativo, ocorre a diminui¢cdo nos
niveis de GSH e aumento da producao de GSSG. Se o sistema redox estiver em bom
funcionamento, os niveis de GSH serdo reestabelecidos. Entretanto, se houver
excesso de agentes oxidantes no organismo, acontecera esse desequilibrio. Assim, a
ocorréncia de estresse oxidativo juntamente com a deplecao dos niveis de GSH pode
levar a morte celular (SENTELLAS et al., 2014).
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Abstract

Workers chronically exposed to respirable crystalline silica (CS), they are susceptible to adverse health effects like
silicosis and lung cancer. This study aimed to investigate potential early peripheral biomarkers of inflammation
and oxidative stress. Occupationally unexposed workers (OUW, n=29) and WECS group, composed by miners,
was divided into two subgroups: workers without silicosis (WECS I, n=39) and workers diagnosed with silicosis,
retired from work (WECS 11, n=42) participated of this study. The following biomarkers were evaluated: L-selectin
protein and gene expression; gene expression of CXCL2, CXCLS8/IL-8, HO-1, and p53; malondialdehyde (MDA)
plasma levels and non-protein thiol levels in erythrocytes. Our data showed a significant downregulation of L-
selectin protein expression in lymphocytes surface in the WECS groups in relation to OUW group (p<0.05). Gene
expression of L-selectin was decreased in the WECS | group when compared to the OUW group (p<0.05).
Regarding gene expression of CXCL2, CXCL8/IL-8, HO-1, and p53, significant fold change decreases were
observed in workers exposed to CS in relation to unexposed workers (p<0.05). The MDA was negatively
associated with the gene expression of CXCL-2, IL-8 and p53 (p<0.05). The participants with silicosis (WECS II)
presented significant higher non-protein thiol levels in relation to other groups (p<0.05). Taken together, we
believe our findings help to increase the knowledge about the complex mechanisms involved in the silicosis
pathogenesis and in the risk of lung cancer development in workers chronically exposed to CS.

Keywords: Miners; silicosis; lung cancer; inflammatory process; oxidative stress; early biomarkers.
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Introduction

Exposure to respirable crystalline silica (CS) is a common occupational hazard in Brazil, which is one of the
largest exporters of precious stones in the world (Souza et al. 2017). In the town of Ametista do Sul, located in the
state of Rio Grande do Sul, Southern Brazil, amethyst mining corresponds to approximately 75% of the economic
activity (Ametista do Sul 2018).

Quartz is the most common form of CS. The inhalation of suspended CS in the air is the main cause of
negative health effects (Brasil 2010; WHO 2007), especially freshly fractured particles, that exhibit a higher toxic
potential than aged dusts. Occupational exposure to respirable CS may lead to the development of several diseases
including silicosis, lung cancer and pulmonary obstructive disease. It also leads to higher risk of mycobacterial
infection, as tuberculosis (Tavakol et al. 2017). In addition, chronic exposure to CS powders may cause pulmonary
emphysema, chronic bronchitis, and pulmonary fibrosis (Brasil 2010; WHO 2007; Lopes-Pacheco 2016). Silicosis,
one of the most well-known types of pneumoconiosis, is a restrictive lung disease characterized by extensive
fibrosis, which is considered the oldest occupational disease in the world and is still responsible for the death of
thousands of workers exposed to CS (WHO 2007; Carneiro et al. 2017). In Brazil, it is believed that more than 6
million workers are exposed to CS. In 2007, a total of 318 thousand cases of silicosis were estimated. In Rio
Grande do Sul, it is estimated that about 180 thousand workers were exposed to CS, and 18 thousand of these
subjects developed silicosis (Brasil 2010). Silicosis is an irreversible and incurable disease caused by impairment
of particle clearance, culminating in a persistent pulmonary inflammatory process. In chronic lung inflammation,
cells are unable to remove CS particles from the alveoli, so the lung loses its ability to repair tissues, and the
problem is further aggravated by massive pulmonary fibrosis, resulting in the generation of fibrotic nodules, which
characterizes silicosis (Huaux 2007; Luna-Gomes 2015). Additionally, it can lead to lung cancer (Satpathy et al.
2015).

Mining workers are especially exposed to high concentrations of CS dust. When these particles reach the
alveoli, they unleash an inflammatory response and the induction of oxidative stress. Silica dust reacts with lung
cells by stimulation of alveolar macrophages, inducing to overproduction of reactive oxygen (ROS) and nitrogen
(RNS) species, leading to reduced antioxidant defenses, and thereby resulting in lipid peroxidation and damage to
the lungs (Mohammadi et al. 2018; Hamaguchi 2002). In fact, in our previous study we found higher
malondyaldehyde (MDA) plasma levels, a biomarker of lipid peroxidation, and reduced vitamin C levels, an
exogenous antioxidant, in retired miners with silicosis when compared to workers without silicosis (Nardi et al.
2018).

In the inflammatory process caused by the inhalation of CS particles, several elements of the immune
system are released and/or activated, as macrophages, neutrophils, lymphocytes, cytokines, chemokines, and cell
adhesion molecules (CAMs), such as L-selectin (CD62L) (Satpathy et al. 2015). L-selectin is responsible for the
traffic of lymphocytes and neutrophils to inflammatory sites (Franchin et al. 2018). Our previous results showed
the relevance of this inflammatory parameter as a potential early peripheral biomarker for monitoring CS-induced
toxicity in workers occupationally exposed (Nardi et al. 2018). However, in this prior study we only assessed the
protein expression of L-selectin. Therefore, in the current work we evaluated the gene expression of this important
protein together with the protein expression in lymphocytes. In parallel, interleukin-8 (CXCLB8/IL-8), a
proinflammatory cytokine, also acts on neutrophils recruitment and migration (Tsilimigras et al. 2018) and is

expressed in chronic inflammatory processes (Sproston and Ashworth 2018). Another important chemokine in the
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inflammatory process is CXC ligand 2 (CXCL2), also known as macrophage inflammatory protein (MIP) -2, and
has the ability to mediate chemokines (Qin etal. 2017; Driscoll et al. 1997) related to the recruitment of neutrophils,
leukocytes, and other cells to sites of tissue injury and inflammation (Griffith et al. 2014).

The HO-1 (heme oxygenase-1), encoded by the HMOX-1 gene, is an enzyme that degrades the heme
group in free iron, carbon monoxide and biliverdin, which is converted into bilirubin by the action of biliverdin
reductase. In addition to being part of the heme metabolism (Jeong et al. 2018; Lu et al. 2018), HO-1 is also is a
useful biomarker to evaluate oxidative stress (Kaplan et al. 2017; Liao et al. 2018). The HO-1 is involved in the
inflammatory process, and the byproducts derived from the heme degradation induced by HO-1 possess potent
anti-inflammatory and antioxidant activities. Therefore, they can reduce oxidative stress by reducing ROS
generation (Chau 2015; Liao et al. 2018; Zhu et al. 2017); consequently, HO-1 is one of the antioxidants that
protect against ROS-induced airway inflammation (Sato et al. 2006). The current study explores whether HO-1
can play arole in attenuating silica-mediated lung injury.

The TP53 gene is known as an important tumor marker, since mutation or loss of the gene is found in
most cancers. The p53 protein exerts many different effects, such as in the control of neoplastic growth, cell cycle,
oxidative stress response, senescence, differentiation, induction to apoptosis, and cell death (Sagiv et al. 2018;
Cooks et al. 2014). In addition, p53 can act both in the control of the mutation through the activation of repair
proteins and in the induction of apoptosis, preventing the proliferation of mutated cells. It is known that the process
of chronic inflammation is directly related to the promotion of cancer. Thus, p53 plays a significant role in immune
responses and proinflammatory reactions, as well as in cancer (Cooks et al. 2014). The International Agency for
Research on Cancer (IARC) has classified CS as a Group | carcinogen in 1997 and confirmed this classification
in 2009 (IARC 2009). Therefore, the evaluation of the expression of TP53 gene may be a useful biomarker for
monitoring workers chronically exposed to CS.

Nowadays, there is no effective treatment for silicosis or effective diagnosis available, and preventive
measures such as the use of personal protective equipment (PPE) are not sufficient to prevent silicosis (Greenberg
et al. 2007). The disease is usually diagnosed in advanced stages, where there is a severe loss of lung function,
which demonstrates the importance of developing more precise techniques and biomarkers capable of detecting
early changes caused by exposure to CS (Brasil, 2006; Jiang et al. 2015). In this way, the investigation of new
peripheral biomarkers becomes important, since they can be useful on early diagnosis of silicosis, before the
fibrotic nodules are formed, enabling a healthy and prolonged life (Pandey and Agarwal 2012). Furthermore, in
addition to early detection, a comprehensive understanding of the mechanism(s) underlying development of
silicosis has important implications in prevention and management of this disease. Thus, the aim of this study was
to investigate the relation between peripheral biomarkers of inflammation and oxidative stress with silicosis,

through protein and molecular expressions in workers occupationally exposed to CS.

Material and Methods

Study population
In this case—control study, we evaluated 110 male participants. This study was composed of three groups.
The workers exposed to crystalline silica (WECS) consisted of men who work in mining activities in the town of

Ametista do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil. These workers were subdivided into two groups: workers without
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silicosis (WECS I, n=39) and workers diagnosed with silicosis (WECS Il, n=42).The workers of WECS Il group,
who had been diagnosed with silicosis, were retired from mining activities. In addition, the occupationally
unexposed workers (OUW, n= 29) consisted of men who work in administrative functions from Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil, all healthy volunteers and who have never had history of crystalline silica occupational
exposure.

Recruitment of WECS groups was achieved by contact with a public institution especially focused on
miner’s occupational health in the town. Nurses and the doctor of the institute contacted the mining companies,
and invited them to participate of the study. Individuals with chronic diseases (diabetes, hepatitis, tuberculosis,
and previous cancer history) and with less than one year of occupational exposure to crystalline silica were
excluded of the study.

All the participants answered a questionnaire regarding health status, lifestyle, drinking, smoking and
exercising habits, diet, medicines use, and occupational activities. This study was approved by the Research Ethics
Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Registry CAAE n°175 60976516.7.0000.5347).
All volunteers provided their written informed consent.

Collection and processing of biological samples

Blood samples were collected in the morning, after an 8-hour fasting period, by venipuncture using
vacutainer tubes. An EDTA tube (2 mL) was collected for blood count and L-selectin surface protein expression
and another EDTA tube (2 mL) was collected for L-selectin, Interleukin-8, CXC Chemokine Ligand 2 (CXCL2)
and p53 gene expression. A third EDTA tube (2 mL) was collected and was centrifuged at 1500g for 10 min at
room temperature to obtain plasma for malondialdehyde (MDA) levels quantification. The erythrocytes were used

to the determination of non-protein thiol levels.

Anthropometric measurements

In the same day of blood collection, subjects were evaluated for weight and height to obtain the body
mass index (BMI). Weight was measured with an upright scale (Plenna Sport MEA 07420), with a capacity to
weigh 150 kg in 100-g increments. Height was measured using a standing stadiometer. BMI was obtained by

division of the person’s weight in kilograms (kg) by the person’s square height in meters (m) (kg m?).

Protein expression analysis: L-selectin in lymphocytes

L-selectin surface protein expression in lymphocytes was performed through flow cytometry. The
samples were incubated with fluorescein-5-isothiocyanate (FITC)-conjugated L-selectin antibody (BD
Biosciences™, San Jose, CA, USA). BD® Facs lysing solution was used following the manufacturer’s
instructions. The cells were immediately analyzed at Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) using Attune® Cytometric Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Lymphocytes were identified by manual gating, according the parameters of side scatter and size. Results are

expressed as the percentage of L-selectin surface expression.

Gene expression analysis
The determination of gene expression was performed by real-time reverse-transcriptase polymerase chain
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reaction (RT-PCR) analysis. The extraction of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from whole blood was
performed through density gradient separation with Ficoll-Histopaque (Sigma Chemical Co, St Louis, MO). Total
RNA of PBCM cells was obtained by organic extraction using Trizol reagent (Life Technologies, Carlshad, CA,
USA) in according to the manufacturer’s protocols. The concentration (ng pL™) and reason (260/280) were
measured using the equipment NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA). Only samples with purity between 1.8 and 2.0 were used for the analysis of gene expression. Additionally,
RNA integrity was measured by standard denaturing agarose gel electrophoresis, visualizing RNA bands 18S and
28S. Only samples with a suitable purity and integrity were used for gene expression analysis. Total RNA was
converted into complementary DNA (cDNA) and, in order to ensure no more genomic DNA residue, total RNA
was treated with DNAse (Promega, Madison, Wisconsin, USA) for 30 min at 37°C. For cDNA synthesis, total
RNA was transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcriptase kit (Thermo Fisher Scientific)
according to the kit’s protocol. The gene-specific TagMan primers and probes were acquired from Thermo Fisher
Scientific. Data were collected and quantitatively analyzed using StepOne™ Software v2.1. The -actin was used
as an internal control gene to normalize all mMRNA expression levels. Calculations were made with the use of the
comparative Ct (224°T) method and the AACt (Fold Change) value was calculated using the ACt values of each

sample and the median ACt values of the OUW group.

Inflammatory biomarkers: L-selectin, CXCL2 and CXCL8/IL-8

The gene expression of the following inflammatory proteins were evaluated: L-selectin
(Hs00174151_m1), CXCL2 (Hs00601975_m1), and CXCLS8/IL-8 (Hs00174103_m1), analyzed in a duplex
reaction with the housekeeping human B-actin (ACTB) gene (Hs_01060665_g1) as endogenous control.

Suppressor tumor gene: p53
The suppressor tumor gene, p53 (TP53) (Hs_01034249 m1) was also assessed in a duplex reaction using
the ACTB gene (Hs_01060665_g1) as endogenous control.

Oxidative stress response biomarker: heme-oxygenase-1 (HO-1)
The gene expression of the oxidative stress enzyme HO-1 was evaluated (Hs01110250_m1) in a duplex

reaction using the ACTB gene (Hs_01060665_g1) as endogenous control.

MDA plasma levels
Lipid peroxidation was determined through the MDA quantification in plasma by HPLC with VIS
detection (Shimadzu® Kyoto, Japan), according to Grotto et al. (2007). The levels of MDA were expressed as

mmol L.

Erythrocytes non-protein thiol levels

Erythrocytes were hemolyzed with Triton X-100, and then precipitated with 20% trichloroacetic acid
(w/v). After centrifugation, supernatant aliquots reacted with 10 mM of 5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB) and the non-protein thiol levels were determined in erythrocytes by spectrophotometrically at 412 nm, as
described by Ellman (1959). The results were expressed in [mM]*(Ht/Hb).
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Statistical analysis

Analysis of data was performed using IBM SPSS software version 22. All the study variables were tested
for normality by the Shapiro-Wilk test. Variables with a non-normal distribution were log transformed to be
included in UNIANOVA and partial correlations. Comparisons between groups were achieved by chi-square test
and by univariate analysis (UNIANOVA) controlling for the influence of confounding factor (smoking habits).
Other possible influences of confounding factors, such as anti-inflammatory use, multivitamin use, age, and body
mass index were evaluated by non-parametric and ANCOVA tests and did not influence the analyses. Significance
was accepted at p<0.05.

Results

Characteristics of the study population

A summary of the data obtained from the questionnaires applied to the participants is presented in Table
1. A significant difference was observed between the groups for age, use of alcoholic beverage, anti-
inflammatories, multivitamins, physical activity practices, clothes washing at home, and regarding to use of some
personal protective equipment (p<0.05). The miners of WECS | and WECS Il groups presented a significant lower
education level when compared to the OUW group (p<0.001). The majority of individuals in the WECS I (n= 23,
62.2%) and WECS Il (n= 32, 84.2%) groups reported incomplete elementary school. Whereas in the OUW group,
23 (82.1%) of the individuals answered that they have complete higher education. Regarding the weekly workload,
no significant differences were found between the groups.

Among the individuals who wash miners’ clothes at home, 13 (19.70%) have respiratory problems,
including silicosis, shortness of breath, cough, bronchitis, asthma, and rhinitis. When we asked the miners about
the mask model used, the majority of individuals in the WECS | (h= 26, 70.3%) and WECS Il (n= 22, 64.7%)
groups answered that they use the semifacial mask with a filter. In relation to mask filter replacement, the majority
of workers in the WECS | group (n= 13, 36.1%) responded that they changed every two to three months and the
WECS Il group (n= 11, 34.4%) changed once a month.

Table 1. Characteristics of the study population.

ouw WECS | WECS |1

(n=28) (n=37) (n=38)
Age (years) 4481 +2.10 39.27 £1.89° 51.53 + 1.25P
BMI (kg m?) 27.38+ 0.75 26.94 £ 0.87 24.93+0.77
Smokers 5 (18,5%) 15 (40.5%) 25 (68.8%)°
Use of alcoholic beverage 27 (96.4%) 17 (44.7%)° 26 (70.3%)°°
Use of anti-inflammatories 2 (7.1%) 4 (10.8%) 21 (56.8%)c9
Use of multivitamins 5(17.9%) 0 (0%)® 1 (2.6%)"
Physical activity 21 (77.8%) 19 (51.4%)" 17 (44.7%)®
Clothes washed at home NA 33 (89.2%) 38 (100%)¢
PPE
Masks NA 36 (97.3%) 32 (94.1%)
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Gloves NA 28 (75.7%)

Glasses NA 11 (29.7%)
Apron NA 32 (86.5%)
Hearing protection NA 34 (91.9%)
Education level

Middle school 0 (0%) 7 (18.9%)
High school 5 (17.9%) 5 (13.5%)
Undergraduate school 23 (82.1%) 2 (5.4%)
Weekly workload (hours) 38.93+0.59 37.17+£1.22

15 (44.1%)’
10 (29.4%)
13 (38.2%)?
20 (58.8%)°

4 (10.5%)

1 (2.6%)

0 (0%)°9
39.49 + 2.04

Results are expressed as mean = standard error of the mean (SEM) or n (%) within groups.

3p<0.01 compared to OUW group (Kruskal-Wallis test);
®p<0.01 compared to WECS | group (Kruskal-Wallis test);
p<0.001 compared to OUW group (Chi-squared test);
9p<0.05 compared to WECS | group (Chi-squared test);
¢p<0.01 compared to OUW group (Chi-squared test);
9p<0.001 compared to WECS | group (Chi-squared test);
Pp<0.05 compared to OUW group (Chi-squared test);
ip<0.01 compared to WECS | group (Chi-squared test);

Abbreviations: OUW: occupationally unexposed workers; WECS I: workers exposed to crystalline silica; WECS

11: workers exposed to crystalline silica with silicosis, BMI: body mass index, PPE: personal protective equipment,

NA: not applicable.

Inflammatory biomarkers

L-selectin surface expression in lymphocytes

The percentage of L-selectin surface expression in lymphocytes in the three evaluated groups is showed

in Figure 1. Corroborating our previous results (Nardi et al. 2018), we observed a significant downregulation of

L-selectin protein expression in lymphocytes surface for the WECS |1 group (28.17 + 1.48%) in comparison with
the WECS | (41.48 £ 1.98%) and OUW groups (47.82 + 1.87%) (p<0.05). Moreover, the percentage of L-selectin
protein expression in lymphocytes was positively associated with gene expression of CXCL2, CXCLS8/IL-8, p53

and HO-1 (Table 2; p<0.05).

£ OUW (n=26)
B WECS | (n=35)
I WECS |l (n=38)

404
ab

204

% L-selectin surface expression
in lymphocytes
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Figure 1. Percentage of L-selectin protein expression in lymphocytes surface. Results are expressed as mean +
standard error of the mean (SEM). %p<0.001 compared to OUW group; °p<0.001 compared to WECS | group by
UNIANOVA adjusted by smoking habits. Abbreviations: OUW: occupationally unexposed workers; WECS 1I:
workers exposed to crystalline silica; WECS 11: workers exposed to crystalline silica with silicosis.

Table 2. Spearman’s rank correlations between gene expression of L-selectin, CXCL2, CXCL8/IL-8, p53 and HO-1
with % L-selectin expression in lymphocytes and MDA in plasma (n= 103).

L-selectin CXCL2 CXCLS8/IL-8 p53 HO-1
r r r r r
% L-selectin p>0.05 0.364° 0.2762 0.387° 0.2332
expression in
lymphocytes
MDA p>0.05 -0.348° -0.217° -0.3548 p> 0.05

39<0.05; Pp<0.001. Abbreviations: p53: tumor suppressor protein; HO-1 (heme oxygenase-1).

Gene expression of L-selectin, CXCL2 and CXCLS8/IL-8
Fold change (FC) values from the gene expression analysis of inflammatory biomarkers are shown in

Figure 2. With regard to L-selectin (Fig. 2A), we observed significant differences for the WECS | (0.82 + 0.06
FC) in comparison with the OUW (1.00 £ 0.03 FC). CXCL2 showed a significant fold change decrease in both
WECS | (0.25 £ 0.05 FC) and WECS 11 (0.19 = 0.39 FC) groups in relation to OUW group (1.52 + 0.32 FC) (Fig.
2B; p<0.001). In addition, CXCLS8/IL-8 presented a significant fold change decrease in the WECS I (0.50 £ 0.05
FC) and WECS Il (0.55 £ 0.07 FC) groups when compared to OUW group (1.02 £ 0.03 FC) (Fig. 2C; p<0.001).
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Figure 2. Results of gene expression analysis of L-selectin (A), CXCL2 (B), CXCL8/IL-8 (C), tumor suppressor
protein (p53) (D), and heme oxygenase-1 (HO-1) (E). Results are expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). 2p<0.05 compared to OUW group; ? p<0.001 compared to OUW group; ¢ p<0.001 compared to WECS |
group by UNIANOVA adjusted by smoking habits. Abbreviations: OUW: occupationally unexposed workers;
WECS |: workers exposed to crystalline silica; WECS I1: workers exposed to crystalline silica with silicosis.

Tumor suppressor gene: p53
The tumor suppressor gene p53 showed a significant fold change decrease in the WECS 1 (0.04 + 0.01
FC) and WECS 11 (0.05 £ 0.01 FC) groups in relation to OUW group (1.83 + 0.47 FC) (Fig. 2D; p<0.001).

Oxidative status biomarkers
The WECS 11 group presented higher plasma levels of malondialdehyde (MDA), a biomarker of lipid

peroxidation, when compared to WECS | and OUW groups (p<0.01) (data not shown), corroborating our recent
publication (Nardi et al. 2018). In addition, we observed that the increased MDA plasma levels were negatively
correlated with the gene expression of CXCL2, CXCL8/IL-8, and p53 (Table 2; p<0.05).

The non-protein thiol levels, that have glutathione (GSH) as the most abundant component, were
significantly increased in the WECS 11 (1.03 £ 0.03 [mM]*(Ht/Hb)) group when compared to WECS | (0.75 *
0.02 [mM]*(Ht/Hb)) and OUW (0.82 + 0.03 [mM]*(Ht/Hb)) groups (p<0.05).

The expression levels of gene encoding HO-1 were significantly lower in PBMCs in the WECS | (0.27 £
0.04 FC) and WECS 1l (0.38 £ 0.07 FC) groups when compared to OUW group (1.23 £ 0.20 FC) (Fig. 2E;
p<0.001).

Discussion

Occupational exposure to CS has been associated with progressive pulmonary inflammation, fibrosis
(Alaya et al. 2018), and lung cancer (Tuomi et al. 2018). The silicosis disease, caused by this exposure, is usually
diagnosed in advanced stages, where there is a severe loss of lung function. As the use of personal protective
equipment (PPE) is not enough to prevent the development of silicosis in workers occupationally exposed to CS,
the investigation of new peripheral biomarkers which are able to detect early changes caused by CS has an extreme
importance (Greenberg et al. 2007; Jiang et al. 2015). When CS is inhaled, it is deposited in the pulmonary alveoli,
leading to the activation of alveolar macrophages and to an increase in ROS production, which in turn increases

inflammatory responses, causing lung tissue damage (Wu 2012; Sato et al. 2006). Thus, the present study explored
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the inflammatory process, response to oxidative stress and the risk of cancer development through peripheral
biomarkers in miners with and without silicosis.

According to the Brazilian Legislation (Regulatory Norm 6 — NR-06), PPE is every individual device or
product used by the worker, designed to protect risks that could threaten health at work (Brasil 2001). With regard
to our results, we observed that all individuals with silicosis (WECS Il group) used less PPE than the individuals
without silicosis (WECS | group I). Every company should promote training for their employees so that everyone
gets the knowledge and awareness of the importance of using PPE correctly. However, our study group exposed
to CS are autonomous individuals, and the only information they receive comes from the person in charge of the
mine that they are exploring. Our findings are in agreement with a study of Kalliny and Bassyouni (2011)
conducted with workers exposed to CS, who showed that workers without silicosis (70%) reported using PPE
more frequently than workers with silicosis (8%). Therefore, we suggest that the use of PPE by workers
occupationally exposed to CS helps to reduce the risks of developing silicosis, although this behavior is not enough
to avoid the disease. In addition, studies have showed that there is a lack of information about the importance of
using PPE and that there should be occupational health education programs (Kalliny and Bassyouni 2011; Bondori
et al. 2018; Gelati et al. 2018). While the use of PPE may initially seem unpleasant, workers need to be trained in
how to use it, because many workers do not make proper use due to many reasons, such as thermal stress, restricted
vision, among other uncomfortable factors (Bondori et al. 2018). The irregular use of PPE is among the main
factors for the increase of pathologies in occupational exposures (Zeljezic et al. 2016; Wilson et al. 2018).

In relation to the inflammatory markers evaluated in this study, L-selectin, an important protein in
adaptive immunity, is responsible for mediating the capture and roll of leukocytes and monocytes in the
endothelium (Feng et al., 2017). In accordance to our previous results (Nardi et al. 2018), we observed a significant
negative regulation of L-selectin surface protein expression in lymphocytes in participants with silicosis (WECS
Il group) in comparison to individuals from other groups (p<0.05). In addition, in the present study, we also
evaluated the gene expression of L-selectin. Our data showed a significant decrease in gene expression in the
WECS I group in relation to the OUW group (p<0.05). Singh and coworkers (2018) also demonstrated a decrease
in L-selectin expression in leukocytes, and suggested it is possibly related to the release process during the
activation of innate cells. L-selectin is expressed on the surface of leukocytes after activation of T cells. Its release
from the surface of the leukocytes occurs by a cleavage process, and consequently its expression is decreased at
protein and gene levels (Rainer 2002; Raffler et al. 2005; Hobbs and Nolz 2017). The decrease in L-selectin
expression reduces the frequency of neutrophil rolling events, which are a limiting step in the recruitment of these
cells (Rainer 2002). Another explanation involves the process of internalization occurs, when an adhesion
molecule is incorporated back into the cell membrane or into the cytoplasm (Rainer 2002). However, further
studies should be performed to elucidate this possible mechanism.

Due to the critical role of CXCL2 and CXCLS8/IL-8 in the inflammatory response, we analyzed the gene
expression of these chemokines in order to understand the inflammatory mechanism in workers exposed to CS.
Our study demonstrated, for the first time, significant decrease of CXCL2 and CXCLS8/IL-8 gene expression in
workers occupationally exposed to CS. Although many studies show an increase in the levels of these markers
(Leeetal. 2010; Lee et al. 2015; Dragon et al. 2015), our results suggest a possible mechanism of negative feedback
regulation in the production of CXCL2 and CXCL8/IL-8. The decrease in these chemokines may be associated

with a worse prognosis in CS exposure. In the study of Souto et al. (2014), they also found significant lower levels
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of CXCLS8/IL-8, suggesting that this mechanism may be associated with a deficiency in neutrophil inflammatory
response. Further studies explain that the reduction of CXCL2 levels could be involved in the inhibition of
neutrophil recruitment in inflammatory processes, making it difficult to perform the immune response (Qin et al.
2017; Rouault et al. 2013). Some studies have shown that the production of CXCLB8/IL-8 is regulated by the
Nuclear Kappa B Factor (NFxB) (Hidalgo et al. 2015; Khan et al. 2014). We may suggest that this negative
regulation could be by inhibition of NFkB activity. Unfortunately, in this study, we did not evaluate the gene
expression of NFkB, but we intend to confirm the possibility of this regulation in our future studies. A study of
Damby et al. (2016) explains that NFxB is responsive to the proinflammatory effects of many pathogenic particles,
and that upon exposure to CS, NFkB becomes inactive to control the transcription of CXCLS8/IL-8.

Our results demonstrated a positive correlation between L-selectin protein expression in lymphocytes
with gene expression of CXCL2 and CXCL8/IL-8 chemokines. It is known that in the inflammatory process,
adhesion molecules, such as L-selectin, play an important role in capture and rolling of leukocytes (Singh et al.
2018; Mosevoll et al. 2018). The inflammatory process also depends on the support of chemokines, such as CXCL2
and CXCLS8/IL-8, as they are important in the recruitment of neutrophils to the site of inflammation. Another
important point is that neutrophils are considered effector cells, that is, they cause bacterial death, tissue destruction
and angiogenesis (Singh et al. 2018; Kobayashi 2008).

Lung cancer is another negative health consequence from the chronic exposure to CS (Sellamuthu et al.
2013). Nowadays, it is well established that p53 protein is associated with lung cancer, and the frequencies of p53
mutations are up to 80% in small cell lung cancer and 50% in non-small cell lung cancer (Liu et al. 2014; Zhu
2018). Therefore, the gene expression of p53 was assessed in the current study. Our results showed a significant
negative regulation of p53 gene expression in the WECS groups compared to the OUW group (p<0.05). p53 gene
plays an important role in the regulation of damaged cells and the cell cycle, repairing DNA damage, preventing
uncontrolled cell growth or inducing apoptosis of tumor cells (Uehara and Tanaka 2018; Reed and Quelle 2015).
It is known that mutations caused in the TP53 gene may lead to loss of function of this protein, and that p53
deficiency increases the likelihood of tumor development (Reed and Quelle 2015; Bieging et al. 2014). Another
important point is that these types of tumors have more malignant characteristics due to lack of cell differentiation,
genetic instability and increased invasiveness (Bieging et al. 2014). In this scenario, our results suggest that
exposure to CS may increase the risk of development of lung cancer in occupationally exposed workers.
Furthermore, we found a positive significant correlation between gene expression of p53 and protein expression
of L-selectin. Indeed, it is known that inflammatory processes have a major impact on the cancer development
(Ansari et al. 2015).

CS exposure induces oxidative stress by lipid peroxidation in the lung (Anlar et al. 2017).
Malondialdehyde (MDA) is a lipid peroxidation product widely used as a measure of oxidative stress in cells
(Sapkota et al. 2017; Wyatt et al. 2012; Pandey and Agarwal 2012). Recent data published by our group showed
an increase in MDA levels in workers exposed to CS (Nardi et al. 2018). In the current work, MDA levels were
inversely associated with the gene expression of CXCL2 and CXCL8/IL-8 chemokines and with the p53 gene
expression. It is known that MDA is associated with increased oxidative stress caused by the inhalation of CS, and
consequently is associated with inflammation (Nardi et al. 2018; Anlar et al. 2017). Therefore, we suggest that
these inflammatory chemokines are associated with the high levels of oxidative stress that may promote tissue
damage and fibrosis (Xu et al. 2014).
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We also evaluated the most important endogenous antioxidant, non-protein thiols groups. The results
showed that workers with silicosis (WECS Il group) presented increased levels of non-protein thiols when
compared to both OUW and WECS | groups. Our results are in accordance with previous studies that showed
increased non-protein thiol levels in advanced stages of silicosis (Miao et al. 2012, Zhang et al. 2000), suggesting
a compensatory mechanism in order to protect the organism against the accumulation of reactive species (Brucker
et al. 2013).

The enzyme HO-1 is an important antioxidant against airway inflammation induced by ROS (Sato et al.
2006). Its byproducts generated by its enzymatic activity have a cytoprotective action, and several studies have
demonstrated that overexpression of HO-1 has antioxidant, anti-inflammatory, and antiapoptotic properties (Sherif
2018; Dong et al. 2015; Andrés et al. 2014; Dennery 2014), providing protection against pulmonary lesions (Wu
2012). In this line, we evaluated the gene expression of HO-1 in the present study. Our results showed that there
was a significant decrease in the gene expression of HO-1 in the WECS group compared to the OUW group
(p<0.05). In fact, suppression of HO-1 is related to increased inflammatory responses and oxidative stress (Sherif
2018), resulting in increased mucosal permeability, mucus hypersecretion, emphysema and pulmonary fibrosis
(Wu 2012). Thus, it is assumed that elevated levels of HO-1 may act as a protection mechanism against the
development and progression of pulmonary fibrosis, and that its decrease would be directly related to a worse

prognosis in lung diseases caused by exposure to CS (Wu 2012).

Conclusions

In conclusion, our findings showed evidence of a possible negative feedback mechanism for inflammatory
chemokines in workers exposed to CS, as a protective response against the oxidative and inflammatory processes
observed in these workers. We have also shown that these inflammatory and oxidative effects may contribute to
enhance the predisposition to develop cancer after chronic occupational exposures to CS. Despite limiting factors
such as number of individuals, our results provide an additional panel of candidate genes to decipher mechanisms

for early response to CS exposure.
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A silicose € conhecida como a doenga ocupacional mais antiga do mundo,
porém ainda acomete milhdes de trabalhadores que desenvolvem atividades onde héa
exposicao a silica cristalina (SC), causando morte de muitos trabalhadores todos os
anos, pois se trata de uma doenca grave e sem cura (LI et al., 2017; NIOSH, 2002).
De fato, muitas organiza¢des trabalham a fim de preservar e promover a salude desses
trabalhadores (KLAASSEN & WATKINS, 2012).

Normalmente a silicose se desenvolve apds um longo periodo de exposicdo a
SC, e é caracterizada pela formacgéo de nodulos fibréticos (CARNEIRO et al., 2017).
Quando o individuo apresenta lesdes fibréticas pulmonares, significa que a doenca ja
esta instalada e, além de ndo possuir cura, essa doenca tem um carater progressivo
(BRASIL, 1978). A legislacdo brasileira determina que os trabalhadores devem
realizar anualmente um exame de radiografia de torax para diagnostico da doenca
(BRASIL, 1978).

O uso de equipamentos de protecdo individual (EPI) é extremamente
importante para a prevencdo da silicose. Com relacdo aos nossos resultados,
observamos que todos os trabalhadores com silicose (WECS II) utilizaram menos EPI
que os trabalhadores sem silicose (WECS ). Nossos achados estdo de acordo com
um estudo de Kalliny e Bassyouni (2011) realizado com trabalhadores expostos a SC,
gue mostraram que trabalhadores sem silicose (70%) relataram que utilizavam EPI
com maior frequéncia do que trabalhadores com silicose (8%). Também
demonstramos nesse estudo que os trabalhadores nao utilizam corretamente, e que,
somente o uso do EPI como medida de prevencgdo, ndo € eficaz para a prevencao da
silicose.

Como o uso de EPI ndo é suficiente para prevenir o desenvolvimento de
silicose, a investigacdo de novos biomarcadores periféricos capazes de detectar
alteracOes precoces causadas pela SC tem extrema importancia. Em relacdo aos
biomarcadores inflamatorios, observamos uma diminuicdo na expressao da L-
selectina, tanto na expressao proteica em linfécitos como na expressao génica em
células mononucleares. Nossos achados corroboram com nossos resultados
anteriores (NARDI et al., 2018), pois observamos uma regulag&o negativa significativa
da expressao da proteina de superficie L-selectina em linfocitos em participantes com
silicose (WECS Il) em comparacéo com os trabalhadores dos outros grupos (p<0,001).

Além disso, no presente estudo, também avaliamos a expressao génica da L-
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selectina, e mostramos uma diminuicdo significativa na expressao génica no grupo
sem silicose (WECS I) em relac&o ao grupo controle (OUW) (p<0,05). Com isso, estes
resultados mostram que a L-selectina pode ser um potencial biomarcador periférico
para o acompanhamento de monitoriza¢éo ao longo do tempo de vida ocupacional em
trabalhadores expostos & SC. De fato, mais estudos devem ser realizados sobre o
envolvimento da L-selectina na toxicidade da silica, com isso a avaliagdo periddica
deste parametro poderia se tornar uma importante ferramenta para obter um
diagndstico precoce para a silicose.

A L-selectina desempenha um importante papel na inflamacgéo aguda e cronica,
pois € responsavel pelo direcionamento de linfécitos para os linfonodos e por
direcionar linfécitos e neutrdfilos para o tecido inflamado (RAINER, 2002; RAFFLER
et al., 2005; HOBBS & NOLZ, 2017). Células T ndo ativadas expressam altos niveis
de L-selectina na superficie, porém, quando sdo ativadas, liberam a L-selectina para
o0 plasma, consequentemente, diminuindo sua expressao na superficie celular
(RAFFLER et al., 2005). Ainda, sua liberacdo da superficie dos leucdcitos ocorre por
um processo de clivagem e, consequentemente, sua expressao é diminuida em niveis
de proteina e gene (RAFFLER et al., 2005; HOBBS & NOLZ, 2017). Singh et al. (2018)
também demonstraram uma diminui¢cdo na expressao de L-selectina em leucdcitos, e
sugeriram que possivelmente esta relacionado ao processo de liberacdo durante a
ativacdo de células inatas. A diminuicdo da expressdo de L-selectina reduz a
frequéncia de eventos de rolagem de neutréfilos, que sdo um passo limitante no
recrutamento dessas células (RAINER, 2002). Outra explicacdo envolve 0 processo
de internalizagdo, quando uma molécula de adesdo é incorporada de volta a
membrana celular ou ao citoplasma (RAINER, 2002). No entanto, mais estudos devem
ser realizados para elucidar este possivel mecanismo.

A expressao génica das quimiocinas CXCL2 e CXCLS8/IL-8, componentes do
sistema imunoldgico, envolvidos no recrutamento de neutréfilos para os locais
inflamatorios, foram igualmente avaliados, e seus niveis foram significativamente
diminuidos nos trabalhadores com silicose (WECS 1) em comparacdo aos
trabalhadores sem silicose (WECS 1) (p<0,001), bem como nos trabalhadores sem
silicose (WECS I) em comparacéo ao grupo controle (OUW) (p<0,001). Embora muitos
estudos mostrem um aumento nos niveis desses marcadores (LEE et al., 2010; LEE

et al.,, 2015; DRAGON et al.,, 2015), nossos resultados sugerem um possivel
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mecanismo de regulacdo de feedback negativo na producédo de CXCL2 e CXCLS8/IL-
8, e que a diminui¢do dessas quimiocinas pode estar associada a um pior prognostico
na exposicdo a SC. No estudo de Souto et al. (2014), também encontraram niveis
significativamente menores de CXCL8/IL-8, sugerindo que esse mecanismo pode
estar associado a uma deficiéncia na resposta inflamatéria dos neutréfilos. Outros
estudos explicam que a reducdo dos niveis de CXCL2 poderia estar envolvida na
inibicdo do recrutamento de neutréfilos em processos inflamatorios, dificultando a
realizacdo da resposta imune (QIN et al., 2017; ROUAULT et al., 2013). Alguns
estudos mostraram que a producdo de CXCLS8/IL-8 é regulada pelo Fator B Kappa
Nuclear (NFkB) (HIDALGO et al., 2015; KHAN et al., 2014). Sugerimos que essa
regulacéo negativa poderia ser pela inibicdo da atividade do NFkB. Infelizmente, neste
estudo, ndo avaliamos a expressao génica do NFkB, mas pretendemos confirmar a
possibilidade desta regulacdo em nossos futuros estudos.

Com relagéo aos marcadores de estresse oxidativo, mostramos recentemente,
em um estudo publicado pelo nosso grupo, um aumento nos niveis de MDA em
trabalhadores expostos a SC (NARDI et al., 2018). No presente trabalho, os niveis de
MDA foram inversamente associados a expressao génica de quimiocinas CXCL2 e
CXCLS8/IL-8. Com isso, sabe-se que o MDA esta relacionado a um aumento do
estresse oxidativo causado pela inalacdo de SC e que, consequentemente, esta
associado a inflamagé&o (NARDI et al., 2018; ANLAR et al., 2017). Portanto, sugerimos
gue a diminuicdo dessas quimiocinas inflamatdrias estdo associadas a altos niveis de
estresse oxidativo e que podem promover dano tecidual e fibrose (XU et al., 2014).

Também avaliamos os grupos antioxidantes enddégenos mais importantes, 0s
tidis ndo proteicos. Nossos resultados mostraram que os trabalhadores com silicose
(WECS 1l) apresentaram niveis aumentados de tidis ndo proteicos quando
comparados aos grupos controle (OUW) e sem silicose (WECS I). Nossos resultados
estdo de acordo com estudos anteriores que mostraram niveis elevados de tiol ndo-
proteicos em estagios avancados de silicose (MIAO et al., 2012, ZHANG et al., 2000),
sugerindo um mecanismo compensatério para proteger o organismo contra o acumulo
de espécies reativas (BRUCKER et al., 2013).

Outro resultado relevante deste estudo foi a diminuicdo da expressao génica
da HO-1, uma importante enzima antioxidante contra a inflamacdo das vias aéreas

induzida por ROS (SATO et al., 2006). Encontramos uma diminui¢éo significativa na
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expressao génica de HO-1 nos grupos expostos (WECS | e WECS IlI) comparado ao
grupo controle (OUW) (p<0,05). De fato, a supressédo da HO-1 esta relacionada ao
aumento das respostas inflamatérias e do estresse oxidativo (SHERIF, 2018),
resultando em aumento da permeabilidade da mucosa, hipersecrecdo de muco,
enfisema e fibrose pulmonar (WU, 2012). Assim, sugere-se que hiveis diminuidos
dessa enzima estaria diretamente relacionada a um pior progndstico nas doencas
pulmonares causadas pela exposicao a CS.

Em relacdo ao marcador de supressdao tumoral p53, demonstramos uma
regulacdo negativa significativa da expressdo do gene p53 nos de trabalhadores
expostos (WECS | e WECS IlI) comparado ao grupo controle (OUW) (p<0,05). Sabe-
se que o cancer de pulméao é uma consequéncia negativa da exposicao crénica a SC,
e nossos resultados se mostram impactantes, pois a perda dessa proteina aumenta a
probabilidade do desenvolvimento de tumores. Nesse cenario, nossos resultados
sugerem gue a exposi¢cao ao SC pode aumentar o risco de desenvolvimento de cancer
de pulméo em trabalhadores expostos ocupacionalmente a SC.

Este estudo apresenta algumas limitacbes, como 0 pequeno numero de
voluntarios, especialmente nos grupos de individuos expostos. Além disso, a falta de
avaliacdo da expresséo proteica da CXCL2 e CXCLS8/IL-8 e da expressao génica do
NFkB, que poderiam ter esclarecido melhor os mecanismos envolvidos na silicose,
representa outra importante limitacdo. Outro ponto limitante é a auséncia da avaliacdo
dos exames de radiografia de torax dos participantes como forma de confirmacéo do
estado de saude. Apesar disso, nossos dados geram informacdes relevantes que
podem auxiliar no melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na toxicidade da
SC em individuos ocupacionalmente expostos, além de demonstrar possiveis
biomarcadores Uuteis no diagnéstico precoce da silicose e cancer de pulméao
associados a essa exposi¢do. Porém, estudos mais aprofundados sado necessarios
para um melhor entendimento do envolvimento da CXCL2 e CXCL8/IL-8 com o0 NFkB,

bem como, do envolvimento da L-selectina na fisiopatologia da silicose.
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CONCLUSOES







Este estudo demonstrou que uso de equipamentos de protecao individual (EPI)
nao é suficiente para prevenir o desenvolvimento de silicose em trabalhadores
ocupacionalmente expostos a SC;

Também demonstramos que a avaliacdo da expressao proteica e génica da L-
selectina, assim como do perfil de expressdo génica das moléculas
inflamatdrias CXCL2 e CXCLB8/IL-8 poderia ser util na avaliagdo precoce em
trabalhadores ocupacionalmente expostos a SC;

Com relacdo a expresséo génica da p53, nossos resultados demonstram que
a exposicdo a SC pode aumentar o risco de desenvolvimento de cancer;
Corroborando com outros estudos encontrados na literatura, demonstramos
que a exposicdo a SC induz o processo de estresse oxidativo, aumentando 0s
niveis de MDA e de tiis ndo proteicos;

Com relacdo a expressdo génica do HO-1, uma importante enzima
antioxidante, demonstramos que a exposi¢cdo a SC diminui os niveis dessa
enzima, favorecendo um pior prognéstico nesses trabalhadores;

Os resultados observados neste estudo corroboram o envolvimento do

estresse oxidativo e da resposta inflamatoria no desenvolvimento da silicose.
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PERSPECTIVAS FUTURAS







Avaliar o perfil de expressdo génica do NFkB, afim de obter uma melhor
compreensao do mecanismo envolvendo os genes CXCL2 e CXCL8/IL-8 na
patologia da silicose;

Avaliar outros possiveis marcadores associados ao processo inflamatorio
decorrente da exposicdo a silica cristalina;

Avaliar a quantidade de material particulado de tamanho inferior a 2,5 pum
(PMz2;5) a que os trabalhadores estao expostos na regiao de estudo;
Caracterizar o material particulado referente a quantidade de silica cristalina
presente;

Avaliar a genotoxicidade, através dos ensaios cometa e micronucleo;

Obter resultados de radiografia de térax dos dois grupos expostos a silica

cristalina.
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO DE
INDIVIDUOS NAO EXPOSTOS OCUPACIONALMENTE

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “AVALIAGAO DE
BIOMARCADORES PRECOCES NA EXPOSICAO OCUPACIONAL A SILICA E A
ASBESTO”. Este trabalho tem como pesquisadora responsavel a professora Dr2,
Solange Cristina Garcia da Faculdade de Farméacia da UFRGS.

Trabalhadores de pedreiras e empresas que realizam o beneficiamento de

rochas encontram-se diariamente expostos a silica cristalina, um material que compde
as rochas e o solo, e é liberado sempre que se praticam atividades onde acontece a
quebra de minerais. J& trabalhadores de empresas que fabricam tijolos refratarios e
telhas de fibrocimento encontram-se diariamente expostos ao amianto (também
conhecido com asbesto), um material fiboroso também proveniente de rochas. Esses
compostos sao reconhecidos por seu alto potencial causador de prejuizos a saude do
trabalhador exposto, inclusive céncer. Por este motivo, este trabalho pretende avaliar
alguns efeitos desta exposicdo a silica e ao amianto sobre a saude desses
trabalhadores. Sabendo que no seu ambiente trabalho néo h& presengca de nenhum
desses compostos, vocé esta sendo convidado a participar do grupo controle (sem
exposicao) para que possamos comparar os resultados obtidos dos individuos
expostos com individuos ndo expostos.
Se vocé aceitar participar desse estudo, sera realizada uma entrevista com
guestionario sobre o uso de medicamentos, seus habitos de vida, seu historico familiar
de doencas e seu estado de saude atual. Este questionario sera realizado no dia da
coleta e deve necessitar de aproximadamente 20 minutos para ser preenchido.

Também sera realizada a coleta de amostras biologicas (sangue, urina, células
da mucosa da boca e fluido nasal). Esta coleta sera realizada no seu local de trabalho,
em um unico dia que sera agendado com vocé conforme sua disponibilidade.
Realizaremos alguns exames que s&o de rotina em laboratério de analises clinicas,
como hemograma, exames de avaliacdo dos rins e figado, e alguns outros, como
avaliacdo do DNA e inflamacéo, que somente realizamos no laboratério de Toxicologia
na Faculdade de Farméacia da UFRGS. Para a realizacdo dos exames, sera

necessario que vocé fiqgue em jejum por pelo menos 8h, e, apds 0s exames, vamos
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fornecer um pequeno lanche para vocé.

Para a coleta de sangue, o material utilizado é Unico para cada individuo. Sera
coletada uma amostra de 24 mL de sangue, cerca de 4 colheres de cha. No momento
da coleta de sangue podera haver alguma dor leve decorrente da perfuracéo da pele.
Complicacdes da coleta de sangue séo raras, mas é possivel que ocorra algum tipo
de mal-estar e até mesmo desmaios. Podera aparecer hematoma (mancha roxa) no
local da puncéo de sangue, o qual desaparece em alguns dias. Com as amostras de
sangue, faremos hemograma, avaliaremos se ha alteracbes no figado e rins,
avaliaremos se hé alterac6es no DNA (que é a substancia onde todas as informacgdes
genéticas do seu organismo ficam guardadas) das suas células e também avaliaremos
0 sistema que protege seu corpo contra infecgdes, seu sistema imune. Avaliaremos
também se genes relacionados ao aparecimento de cancer e inflamacédo estédo
presentes no sangue.

Quanto ao procedimento para coleta de urina, o individuo participante terd que
urinar em um pequeno frasco coletor de urina e este € o Unico desconforto que pode
vir a ocorrer. Vocé deverd urinar apenas a quantidade que for capaz no momento da
coleta, desprezando o primeiro jato de urina para n&o ocorrer contaminacao
microbiolégica (contaminacdo por fungos ou bactérias). A quantidade de urina
necessaria € até a metade do frasco. Com as amostras de urina, avaliaremos se ha
alteracdes nos rins e também avaliaremos possiveis danos no DNA.

Quanto a coleta de células da mucosa da boca, os individuos participantes
poderado sofrer de algum desconforto do procedimento e h& 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 bucais (semelhante a uma
escova de dentes) 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, para
diminuir os riscos de contaminagdo por microrganismos. Esta coleta sera utilizada
para a analise de alteracdes no DNA das suas células.

Para a avaliacdo da sua funcdo pulmonar vocé realizara um exame chamado
espirometria, que € um teste em que se mede a quantidade de ar que entra e que sai
dos pulmdes. Para isso, vocé devera assoprar em um equipamento chamado de
espirbmetro. Além deste, vocé realizara um Raio-X dos pulmdes, que acontecera em

dia e local a ser combinado. Existem riscos de ocorrer mudancgas no corpo que levem
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ao desenvolvimento de cancer, pois o exame envolve radiacdo. Porém, a quantidade
de radiacdo que vocé serd exposto € muito baixa, e pesquisas cientificas mostram
que o risco maior acontece quando sdo realizados exames repetidamente, ou seja,
por muitas vezes durante a vida. Todos os custos referentes ao seu deslocamento e
de um acompanhante, caso seja necessario, e a realizacdo destes exames sdo de
responsabilidade dos responsaveis pela pesquisa.

Para a coleta do fluido nasal, vocé vai estar sentado e com a cabeca inclinada
para tras. Vao ser colocados 5 mL de solucéo fisiolégica em cada narina e apos 10
segundos vocé deverd assar o nariz dentro de um pote que iremos fornecer no
momento da coleta.

Vocé ird receber os resultados dos exames realizados. A entrega dos
resultados sera realizada no seu local de trabalho em data e horario que Ihe for mais
conveniente. Entraremos em contato para agendarmos a entrega dos mesmos. Caso
vocé ndo queira receber os resultados, deve solicitar aos responsaveis da pesquisa e
eles ndo serdo entregues a vocé. Vocé podera entrar em contato com os participantes
da pesquisa a qualquer momento para receber informacfes sobre seus exames, se
assim desejar. Caso seja observada alguma alteracao significativa nos resultados de
seus exames, lhe encaminharemos para o atendimento adequado.

A participacéo no estudo podera nado trazer um beneficio direto a vocé. A sua
participacdo nesse estudo ira contribuir para o aumento do conhecimento sobre este
assunto e os resultados irdo auxiliar na tomada de medidas preventivas para a
melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores expostos a silica cristalina e ao
amianto.

O material biolégico coletado sera armazenado de forma codificada, ou seja,
sera utilizado um nimero para identificar o material de cada participante, e ninguém
terd acesso aos seus dados individuais e nem aos resultados de seus exames além
dos pesquisadores responsaveis. Garantimos carater confidencial dos resultados. Os
resultados serdo divulgados de forma agrupada, sem a identificacdo dos individuos
que participaram do estudo. Apés a realizacdo das analises previstas neste projeto,
as amostras serao armazenadas. Este material, além de ser utilizado neste estudo,
podera ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo
projeto de pesquisa sera submetido para apreciacéo do Comité de Etica em Pesquisa
e vocé sera chamado para reconsentir com o uso do material.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
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obrigatéria. Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar
seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou
possa vir a receber nas instituicbes envolvidas.

Vocé podera solicitar a retirada das informacfes e do material biolégico a
qualguer momento, bastando solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto.

Nao estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na
pesquisa e vocé nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano resultantes de sua participacdo na
pesquisa, vocé tem direito a indenizacéo e recebera todo o atendimento necessério,
sem nenhum custo pessoal.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais
responsaveis pela mesma, para esclarecimentos de eventuais duvidas e em caso de
qualquer urgéncia relacionada ao estudo, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina
Garcia pelos telefones (51) 3308-5297 ou (54) 996267487 (24 horas por dia, 7 dias
por semana). A mestranda Jessica Nardi também poderd ser contatada pelos
telefones (51) 3308-5297 ou pelo e-mail nardije@gmail.com. Também podera
contatar o Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, que aprovou este projeto de
pesquisa, através do telefone (51) 3308- 3738 ou do e-mail etica@propesq.ufrgs.br.
O Comité de Etica em Pesquisa € um comité que existe na universidade que avalia
todos os projetos de pesquisa que envolvem seres humanos. E formado por
professores da instituicdo, que avaliam todos os projetos com muito cuidado, para
garantir que o bem estar dos voluntarios da pesquisa seja mantido. O endereco € na
Avenida.Paulo Gama, 110 - Sala 317, Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro,
Porto Alegre/RS - CEP: 90040-060. O horario de funcionamento é das 8 as 12h, e das
14 as 18h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores. Além das assinaturas, todas as paginas deste termo devem
ser rubricadas pelo pesquisador que o aplicou, que é autorizado pelo pesquisador

responsavel, e por vocé.

() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.
() Nao aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas
futuras.

Nome do Participante:
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Assinatura:

Nome do Pesquisador:

Assinatura:

(pesquisador que aplicou o Termo)

Local e data:
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ANEXO IV

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — GRUPO EXPOSTOS A
SILICA E SILICOTICOS

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “AVALIAGAO DE
BIOMARCADORES PRECOCES NA EXPOSICAO OCUPACIONAL A SILICA
E A ASBESTO”. Este trabalho tem como pesquisadora responsavel a professora Dr2.
Solange Cristina Garcia da Faculdade de Farméacia da UFRGS. Em seu ambiente de
trabalho, vocé esta diariamente exposto a silica, um material que compde as rochas
e 0 solo, e é liberado sempre que se praticam atividades onde acontece a quebra das
rochas (como nas pedreiras, por exemplo). A silica é conhecida por causar diversos
problemas no corpo humano, principalmente nos pulmdes, inclusive cancer. Por este
motivo, este trabalho pretende avaliar alguns efeitos desta exposicéo a silica sobre a
sua saude. Se vocé aceitar participar desse estudo, vocé respondera um questionario
sobre sua saude, o uso de medicamentos, seus habitos de vida e atividades exercidas
no seu trabalho. Este questionario sera realizado no dia da coleta e deve necessitar
de aproximadamente 20 minutos para ser preenchido. Além do questionario,
coletaremos amostras biolégicas (sangue, urina, células da mucosa da boca e fluido
nasal) e faremos exames para avaliar sua funcéo pulmonar.

A coleta de amostras bioldgicas sera realizada no seu local de trabalho, em um
Unico dia que serd agendado conforme sua disponibilidade. Essas amostras serdo
usadas para realizar alguns exames que sao de rotina em um laboratério de andlises
clinicas, como hemograma, exames de avaliacdo dos rins e figado, e alguns outros,
como avaliacdo do DNA e inflamacdo, que somente realizamos no laboratério de
Toxicologia na Faculdade de Farmacia da UFRGS.

Para a realizagdo dos exames, sera necessario que vocé fique em jejum por
pelo menos 8h, e, apds os exames, vamos fornecer um pequeno lanche para vocé.
Para a coleta de sangue, o material utilizado € Unico para cada individuo. Sera
coletada uma amostra de aproximadamente 24 mL de sangue, cerca de 4 colheres de
cha. No momento da coleta podera haver alguma dor leve decorrente da perfuracao
da pele. E possivel que aconteca algum tipo de mal-estar, tontura e até mesmo
desmaios durante a coleta, mas essas situacdes séo raras. Podera aparecer algum

hematoma (mancha roxa) no local da coleta do sangue, mas 0 mesmo desaparece
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em alguns dias. Com as amostras de sangue, faremos hemograma, avaliaremos se
h& alteracbes no figado e rins, avaliaremos se ha alteracdes no DNA (que é a
substancia onde todas as informacfes genéticas do seu organismo ficam guardadas)
das suas células e também avaliaremos 0 sistema que protege seu corpo contra
infecgbes, seu sistema imune. Avaliaremos também se genes relacionados ao
aparecimento de cancer e inflamacao estao presentes no sangue.

Em relacdo a coleta de urina, vocé tera que urinar em um pequeno frasco
coletor de urina e este é o Unico desconforto que pode vir a ocorrer. Vocé devera
urinar apenas a quantidade que for capaz no momento da coleta, e o primeiro jato de
urina deve ser desprezado (ou seja, ndo deve ser urinado no frasco de coleta) para
nao ocorrer contaminacdo microbiolégica (contaminacéo por fungos ou bactérias). A
guantidade de urina necesséaria é até a metade do frasco. Com essas amostras
avaliaremos se ha alteracdes nos seus rins.

Quanto a coleta de células da mucosa da boca, € uma coleta simples, realizada
com uma pequena escova de coleta de células bucais (semelhante a uma escova de
dentes) através de movimentos circulares contra o interior de cada bochecha. Vocé
podera sentir algum desconforto durante o procedimento e h4 um risco baixo de lesédo
da mucosa. Antes de fazer a coleta de células da mucosa, vocé sera orientado a
realizar bochecho com agua mineral disponibilizada pela equipe de pesquisa, para
diminuir os riscos de contaminacdo por microrganismos. Esta coleta sera utilizada
para analise de alteracdes no DNA das suas células.

Para a avaliacdo da sua funcéo pulmonar vocé realizara um exame chamado
espirometria, que é um teste em que se mede a quantidade de ar que entra e que sai
dos pulmdes. Para isso, vocé devera assoprar em um equipamento chamado de
espirbmetro. Além deste, vocé realizara um Raio-X dos pulmdes, que acontecera em
dia e local a ser combinado. Existem riscos de ocorrer mudangas no corpo que levem
ao desenvolvimento de cancer, pois o exame envolve radiacdo. Porém, a quantidade
de radiacdo que vocé serd exposto € muito baixa, e pesquisas cientificas mostram
gue o risco maior acontece quando sao realizados exames repetidamente, ou seja,
por muitas vezes durante a vida. Todos os custos referentes ao seu deslocamento e
de um acompanhante, caso seja necessario, e a realizacdo destes exames séao de
responsabilidade dos responsaveis pela pesquisa.

Para a coleta do fluido nasal, vocé vai estar sentado e com a cabeca inclinada

para tras. Vao ser colocados 5 mL de solucao fisiolégica em cada narina e apés 10
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segundos vocé deverd assar o nariz dentro de um pote que iremos fornecer no
momento da coleta.

Os exames que realizaremos com suas amostras acontecerdo no Laboratorio
de Toxicologia da Faculdade de Farmacia da UFRGS (avaliacdo dos rins, figado,
inflamacéo, alteracbes no DNA e sistema imune). Uma pequena quantidade de
sangue sera enviada para o National Institute for Occupational Safety and Health, nos
Estados Unidos, que € um importante 6rgado que estuda a saude dos trabalhadores.
Nesse local, sera feita a avaliacdo dos genes relacionados a cancer e inflamacéao.

Vocé ira receber os resultados dos exames realizados, que serdo entregues no
seu local de trabalho em data e horario que |lhe for mais conveniente. Entraremos em
contato para agendar a entrega dos mesmos. Caso vocé ndo queira receber os
resultados, deve solicitar aos responsaveis da pesquisa e eles ndo serdo entregues a
vocé. Vocé podera entrar em contato com os participantes da pesquisa a qualquer
momento para receber informacdes sobre seus exames, se assim desejar. Caso seja
observada alguma alteracdo significativa nos resultados de seus exames, |he
encaminharemos para o atendimento adequado.

A participacdo no estudo podera nado trazer um beneficio direto a vocé. A sua
participacdo nesse estudo ira contribuir para o aumento do conhecimento sobre este
assunto e os resultados irdo auxiliar na tomada de medidas preventivas para a
melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores a silica e ao amianto.

O material bioldgico coletado serd armazenado de forma codificada, ou seja,
serd utilizado um numero para identificar o material de cada participante, e ninguém
terd4 acesso aos seus dados individuais e nem aos resultados de seus exames além
dos pesquisadores responsaveis. Garantimos carater confidencial dos resultados. Os
resultados serdo divulgados de forma agrupada, sem a identificacdo dos individuos
que participaram do estudo.

Apols a realizacdo das analises previstas neste projeto, as amostras serao
armazenadas. Este material, além de ser utilizado neste estudo, podera ser utilizado
em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa
serd submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé sera
chamado para consentir novamente com o uso do material. Vocé podera solicitar a
retirada das informagfes e do material biolégico a qualquer momento, bastando
solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
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obrigatéria. Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar
seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou
possa vir a receber nas instituicbes envolvidas. Nao esta previsto nenhum tipo de
pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé nao tera nenhum custo
relacionado aos procedimentos envolvidos. Caso ocorra alguma intercorréncia ou
dano resultantes de sua participacdo na pesquisa, vocé tem direito a indenizacao e
recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Vocé teréa garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais
responsaveis pela mesma, para esclarecimentos de eventuais duvidas e em caso de
qualquer urgéncia relacionada ao estudo, contatando a Prof?2 Dr2 Solange Cristina
Garcia pelos telefones (51) 3308-5297 ou (54) 996267487 (24 horas por dia, 7 dias
por semana). A mestranda Jessica Nardi também podera ser contatada pelos
telefones (51) 3308-5297 ou pelo e-mail nardi.je@gmail.com. Também podera
contatar o Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, que aprovou este projeto de
pesquisa, atraves do telefone (51) 3308- 3738 ou do e-mail etica@propesq.ufrgs.br.
O Comité de Etica em Pesquisa é um comité que existe na universidade que avalia
todos os projetos de pesquisa que envolvem seres humanos. E formado por
professores da instituicdo, que avaliam todos os projetos com muito cuidado, para
garantir que o bem estar dos voluntarios da pesquisa seja mantido. O endereco é na
Avenida.Paulo Gama, 110 - Sala 317, Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro,
Porto Alegre/RS - CEP: 90040-060. O horario de funcionamento é das 8 as 12h, e das
14 as 18h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores. Além das assinaturas, todas as paginas deste termo devem
ser rubricadas pelo pesquisador que o aplicou, que € autorizado pelo pesquisador
responsavel, e por vocé.

() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

() Nao aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Participante:

Assinatura;

Nome do Pesquisador:

Assinatura:

Local e data:
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ANEXO V

QUESTIONARIO DE AVALIACAO
Entrevistador: Data:

INFORMACOES PESSOAIS
Nome:
Cadigo:
Idade: Etnia: Altura: Peso:
Empresa:

Até que ano vocé estudou?

( ) Nunca frequentou a escola

( ) Ensino Fundamental ou Primario/Ginasio incompleto

( ) Ensino Fundamental ou Primério/Ginasio completo

( ) Ensino Médio ou Segundo Grau ou Colegial incompleto
( ) Ensino Médio ou Segundo Grau ou Colegial completo

( ) Ensino Superior incompleto

( ) Ensino Superior completo

Qual é a renda da sua familia (contando o salario de todos os familiares que convivem
na mesma residéncia)?

( ) Até 1 salario minimo ( ) De 1 a 2 salarios minimos
( ) De 2 a 3 salérios minimos ( ) De 3 a 4 salarios minimos
( ) De 4 a 5 salarios minimos ( ) De 5 a 10 salarios minimos

( ) Mais que 10 salarios minimos

Ainda sobre a sua residéncia, a agua utilizada é proveniente de:
( ) Rede geral de distribuicdo  ( ) Pogo ou nascente ( ) Outro meio

A rua da sua residéncia é:
( ) Asfaltada/pavimentada ( ) Terra/cascalho

INFORMACOES SOBRE O TRABALHO

Ha quanto tempo vocé trabalha na empresa?
Qual é o cargo que exerce na empresa?
Em qual setor da empresa trabalha?
Qual é sua carga horaria diaria de trabalho?
Quantos dias por semana vocé trabalha?
Qual era a sua ocupacdo anterior? Trabalhou nesse local por quanto tempo?

Quais Equipamentos de Protecédo Individual (EPIs) vocé utiliza?

( ) Mascara ( )Luvas () Oculos ( ) Avental ( ) Protetor auricular

Existem outros Equipamentos de Protecdo Individual na empresa que vocé trabalha?
Se sim, quais?

O protetor facial protege todo o rosto ou somente a regido do nariz e da boca?
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Marque com um X qual das mascaras abaixo é a que vocé utiliza (ou a mais parecida
com a que voceé utiliza):

() ()
< 4
Fig.13: '
Respirador Fig. 14:
do tipo Respirador
peca do tipo
facial peca
inteira com semifacial
filtro P3 comfiltro A Fig. 15:
P3 Respirador do tipo peca

semifacial descartavel PFF3

Com qual frequéncia vocé troca o filtro do protetor facial (mascara)?

Na sua opinido, vocé acha que as medidas de controle da geracéo de poeira
(exaustao, umidificagéo) séo eficientes para diminuir a poeira no ambiente de
trabalho? () Sim () Nao, Se nao, por qué?

As roupas que utiliza no trabalho sao lavadas em casa? () Sim ( ) Nao
Se sim, quem as lava?

Essa pessoa tem/teve problemas respiratérios? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, qual:

INFORMACOES DE SAUDE E HABITOS DE VIDA

Na sua opinido, como esta seu estado de saude?
( ) Muito bom ( ) Bom ( ) Razoavel ( ) Ruim ( ) Muito ruim
Se vocé acha que esta ruim ou muito ruim, qual o motivo?

Tem o habito de fumar? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, fuma ha quantos anos?
Quantos cigarros por dia?

Ja fumou em algum momento da vida? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, por quanto tempo?

Convive com alguém que fuma? ( ) Sim () Nao

Consome bebidas alcodlicas? () Sim ( ) Nao

Se sim, qual bebida e qual quantidade, aproximadamente?
Com gque frequéncia?

() 4 ou mais vezes por semana () até 3 vezes por semana
() até 2 vezes por semana () até 2 vezes por més

Consumiu bebidas alcodlicas nos ultimos 2 dias? Qual?

Algum familiar tem ou teve problemas respiratérios? ( ) Sim () Nao
Se sim, especifique quem e quais problemas:
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Vocé apresenta alguma doenca infecciosa cronica (tuberculose, AIDS, sifilis,

toxoplasmose, hepatite)? () Sim () N&o

Se sim, especifique qual:

Apresenta algum problema respiratorio cronico (bronquite, alergias respiratorias,
sinusite, asma)? () Sim () Nao

Se sim, especifique qual:

Ja apresentou algum problema respiratorio em que necessitou de atendimento

médico e/ou internacao hospitalar? (
Se sim, especifique qual:

) Sim (

) Nao

Faz uso continuo de anti-inflamataorios (ibuprofeno, diclofenaco, nimesulida,
prednisona, betametasona, hidrocortisona, dexametasona...) ou fez uso deles nos

ultimos 2 meses?
() Sim () Nao

Se sim, qual medicamento e por qual motivo:

Usa algum medicamento (incluindo polivitaminicos)? ( ) Sim () Nao

Se sim, especifique qual:

Pratica atividades fisicas? (
Se sim, especifique qual e com que frequéncia:

ALIMENTACAO - Com que frequéncia consome os alimentos listados abaixo:

) Sim (

) Nao

Menos Ixna | 2-3x nha | 4-6Xx na 7x na | Nao
de 1x | seman | semana | semana | seman | inger
na a a e
semana

Sucos naturais

Frutas

Feijao

Refrigerantes

Pao branco,

biscoito, bolos

Pao preto/integral

Salada verde (vegetais
crus)

Outros vegetais (cozidos
ou fritos)

Alimentos gordurosos
(carne gorda, frituras,
salgados)

Cereais com fibras ou
farelos

Batatas

Chimarrao

Café
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