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RESUMO

Alguns trabalhadores, como atendentes de postos de gasolina e taxistas estao
ocupacionalmente expostos a diversos xenobidticos, que podem ser
prejudiciais a sua saude. Entre estes xenobidticos, destacam-se 0s poluentes
ambientais e o benzeno, que podem levar a varios tipos de danos no DNA.
Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade sdo importantes para detectar e
avaliar os efeitos causados por esses poluentes. Portanto, este estudo teve
como objetivo avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade em trabalhadores
ocupacionalmente expostos a diferentes xenobibticos. Para isso, foram
determinados biomarcadores de exposicao, tais como o acido t,t-mucénico (t,t-
MA) e a carboxihemoglobina (COHb). Além disso, também foram analisados os
biomarcadores de efeito, 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG), ensaio cometa
e micronucleos (MN). Os grupos de estudo foram compostos por 43 frentistas,
34 taxistas e 22 individuos ndo expostos a xenobioticos. Os niveis de (t,t-MA)
no grupo dos frentistas se mostraram significativamente elevados quando
comparados com o grupo nao exposto (p <0,001). Para a (COHb) os niveis nao
se mostraram diferentes entre o grupo dos taxistas v.s. 0 grupo nao exposto
(p>0,05). Foi possivel observar um aumento significativo no indice de danos no
DNA (ID) para ambos os grupos frentistas e taxistas em relacdo ao grupo nao
exposto (p<0,001). Houve uma diferenca significativa para os taxistas e o grupo
ndo exposto (p<0,01) em relacdo a frequéncia de microndcleos. No grupo dos
taxistas, a frequéncia de MN né&o apresentou diferenca significativa quando
comparado com 0 grupo nao exposto (p>0,05). A correlacdo de spearman
mostrou que a frequéncia de MN/1000 células foi positivamente associada com
a (8-OHdG). Também foi observada uma correlacéo positiva entre os indices
de dano no DNA (ID) e a (8-OHdG). Neste estudo foi possivel perceber que a
exposicdo ocupacional ao benzeno e aos poluentes ambientais esta ligada a

genotoxicidade e a aos danos oxidativos.

Palavras-chave: genotoxicidade; ensaio cometa; xenobioticos; micronucleos; 8-
hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG).






ABSTRACT

Some workers, such as gas station attendants and taxi drivers are
occupationally exposed to several xenobiotics, which could be harmful to their
health. Among these xenobiotics, we highlight the environmental pollutants, as
well as benzene, which may lead to several kinds of DNA damage. Genotoxicity
and mutagenicity assays are important to detect and to evaluate the effects
caused by these pollutants. This study aimed to evaluate the genotoxicity and
mutagenicity in workers occupationally exposed to different xenobiotics. For
that, biomarkers of exposure such as tt-muconic acid (t,t-MA) and
carboxyhaemoglobin (COHb) were determined. In addition, biomarkers of
effect, 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG), comet and micronucleus (MN)
assay were also analyzed. The study groups were composed of 43 gas station
attendants (GSA), 34 taxi drivers (TD) and 22 subjects not exposed to
xenobiotics (NE). The (t,t-MA) levels in the GSA group were significantly
elevated compared to the NE group (p<0.001). (COHDb) levels were not different
in TD group vs. NE group (p>0.05). It was possible to observe a significant
increase in DNA damage index (DI) for both GSA and TD groups in relation to
the NE group (p<0.001). Micronuclei frequency showed a significant difference
between GSA and NE groups (p<0.01). In the TD group, MN frequency
presented no significant difference when compared with the NE group (p>0.05).
Spearman correlation showed that frequency of MN/1000 cells was positively
associated with (8-OHdG). A positive correlation between DNA DI levels and (8-
OHdG) was also observed. In conclusion our results indicate that the
occupational exposure to benzene and environmental pollutants is linked to

genotoxicity and oxidative damage.

Keywords: genotoxicity; comet assay; xenobiotics; micronucleus; 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine (8-OHdG).






APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada na seguinte maneira: Parte I
Introducdo e Objetivos. Parte Il: Artigo cientifico submetido, Discusséo,
Conclusdes. Parte Ill: Referéncias Bibliogréficas e Anexos.
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ID indice de Dano

LC-MS Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas
MN Microndcleo

MP Material Particulado
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NO, Di6xido de Nitrogénio
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t,t-MA Acido trans, trans-muconico urinario
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INTRODUCAO







Os organismos vivos estdo frequentemente expostos a substancias
mutagénicas que podem causar danos nas ceélulas, os quais podem ser
induzidos por agentes quimicos, fisicos ou biolégicos que afetam processos
vitais como a duplicacéo, a transcricdo génica e as alteracdes cromossOmicas,
levando a processos cancerosos e a morte celular. Pelo motivo de causarem
lesbes no material genético, essas substadncias sdo conhecidas como
genotoéxicas (COSTA; MENK, 2000).

Sabe-se, que existem diversos agentes quimicos que levam a danos no
DNA (acido desoxirribonucleico), presentes no ambiente ocupacional. Um
destes agentes € o benzeno, um hidrocarboneto aroméatico, presente na
gasolina (COSTA e COSTA, 2002). A gasolina € uma mistura complexa de
compostos de baixa massa molecular, especialmente de parafinas, naftalenos,
oleofinas e compostos aromaticos, que podem causar mutacbes e cancer
(KERETETSE et al., 2008). O benzeno, com férmula molecular C¢Hg, € um
componente perigoso, sendo classificado como carcin6geno humano pela
Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC). Em funcéo dos riscos
associados, ao longo das duas ultimas décadas, tem ocorrido uma tendéncia
mundial para substituir o benzeno por outras substéncias similares nos
processos industriais (COUTRIM, CARVALHO, ARCURI, 2000).

Diversos estudos in vivo e in vitro tem demonstrado a genotoxicidade do
benzeno. Dentre as alteracbes cromossdmicas mais frequentemente
observadas em humanos, destacam-se a hipo e hiperdiploidia, exclusdes,
trocas de crométides irmas, quebras e falhas nas duplas fitas (ATSDR, 2007;
DOUGHERTY et al., 2008).

Além do benzeno, a contaminacdo atmosférica por poluentes
ambientais, também tem se tornado um agravante para a saude humana.
Trazendo problemas como infeccdes respiratorias, disfuncdes
cardiovasculares, alergias e cancer de pulmao (BATALHA et al., 1999;
BRAUER et al., 2002; BRUNEKREEF et al., 2002; PEREIRA et al., 2002).

Dentre os poluentes ambientais destacam-se o material particulado
(MP), o monéxido de carbono (CO), o 0zbnio (Oz), o 6xido de nitrogénio (NOy),
o dioxido de enxofre (SO;) e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAS), especialmente, o benzo[a]pireno (BaP), (POPE et al., 2002).
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Sendo assim, sabe-se gue compostos genotoxicos podem causar a
quebra na molécula do DNA e formar a 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG),
uma das lesbes mais comuns do DNA resultante do ataque de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que pode resultar em um emparelhamento
incompativel das bases nucleotidicas e introducdo de mutagcbes no genoma
(MANINI et al., 2010). O reparo por excisdo de base (BER) é o processo celular
mais importante na remocao da 8-OHdG, (KUNRATH et al., 2008). A 8-hidroxi-
2-deoxiguanosina € um biomarcador de estresse oxidativo, que avalia os danos
oxidativos do DNA (MANINI et al., 2010).

Uma das metodologias usadas para avaliar danos causados por
xenobidticos nos organismos € o ensaio de micronucleo (MN) (SCHIMID,
1976). Esse tipo de teste tem principalmente a capacidade de detectar agentes
clastogénicos (quebra de cromossomos) e agentes aneugénicos (segregacao
cromossOmica anormal) requerendo, no entanto, proliferagcdo celular para a
observacgéo do biomarcador de efeito (FENECH, 2000).

Outra metodologia para avaliacdo da genotoxicidade é o ensaio cometa,
este teste tem uma ampla utilizacao para testar agentes genotoxicos de dejetos
industriais, domésticos e agricolas, inducdo de danos e reparo no DNA,
biomonitoramento de populacdes expostas, bem como em aplicagdes clinicas
(WHITE E RASMUSSEN, 1998; HARTMANN et al., 2003).

Diante destes fatos, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
genotoxicidade e a mutagenicidade em trabalhadores ocupacionalmente
expostos a diferentes xenobidticos.
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OBJETIVOS







1. Objetivo geral

v

Avaliar a genotoxicidade em frentistas e taxistas expostos a diferentes
xenobidticos, visando a deteccdo dos danos causados por diferentes

agentes.

2. Objetivos especificos

v

Avaliar o efeito genotoxico e mutagénico de diferentes xenobidticos em

dois grupos expostos: taxistas e frentistas;

Avaliar o perfil social e a atividade profissional dos frentistas e taxistas

incluidos no estudo;

Quantificar o biomarcador de exposicéo urinario ao benzeno através da

medida do metabdlito t,t-MA urinario;

Determinar os niveis de carboxihemoglobina em taxistas expostos aos

poluentes atmosféricos;

Avaliar as consequéncias da exposi¢cdo ocupacional em frentistas e

taxistas pela excrecdo do marcador biologico de efeito 8-OHdG;

Estudar possiveis correlacdes entre os biomarcadores de danos
causados pela exposicdo ao benzeno e poluentes atmosféricos e o

biomarcador de dano oxidativo 8-OHdG;

Verificar a influéncia do tempo de exposi¢cdo nos biomarcadores de

danos causados pelo benzeno e poluentes atmosféricos;
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A presenca de agentes toxicos no ambiente de trabalho vem sendo cada
vez mais preocupante, representando significativo risco a salde do
trabalhador. InGmeros s@o os agentes quimicos, potencialmente téxicos, sob os
quais os trabalhadores encontram-se diariamente expostos. Em decorréncia
disso, diversas doencas podem ser desencadeadas ou agravadas (ATSDR,
2007).

O benzeno, também conhecido como benzol, é um hidrocarboneto
aromatico que em temperatura ambiente encontra-se sob a forma liquida e
incolor (FUNDACENTRO, 1995; ATSDR, 2007; INCA, 2010). E um composto
organico volatil, altamente inflamavel, com odor caracteristico capaz de ser
identificado no ar em concentracdes da ordem de 1,5 - 4,7 ppm e na agua a 2,0
ppm (ATSDR, 2007; INCA, 2010). Este solvente organico pode ser encontrado
no ambiente em geral como contaminante atmosférico, e também em
diferentes meios ocupacionais (DOUGHERTY et al., 2008). No meio ambiental,
a exposicao ao benzeno deriva de diferentes fontes, dentre elas, a fumaga do
cigarro e de veiculos automotivos, composta por derivados petroliferos. Os
produtos petroliferos sdo umas das mais importantes fontes de benzeno
ambiental, principalmente através da combustdo e evaporacdo da gasolina
(BOND, 1986; SNYDER et al., 1993; FISHBEIN, 1998; DOUGHERTY et al.,
2008). A exposicdo ocupacional ao benzeno ocorre geralmente em ambientes
industriais que utilizam intensamente petréleo, combustiveis derivados do
petréleo ou outros solventes organicos em larga escala (WIWANITKIT, 2005;
ATSDR, 2007; WEISEL, 2010).

A gasolina € uma mistura complexa de mais de 500 hidrocarbonetos
saturados e insaturados. Componentes da gasolina podem variar de acordo
com as técnicas de processamento, com a origem do petréleo bruto e em
relacdo aos aditivos que sé&o utilizados para aumentar desempenhos ou
atender certas especificacdes regulamentares (KEENAN et al.,, 2010). A
gasolina contém, em média, aproximadamente 14% de hidrocarbonetos
aromaticos, 80% de parafinas e 6% de olefinas, além de alcoois, éteres, metais
pesados, detergentes, inibidores de corrosdo, antioxidantes entre outros
(KEENAN et al., 2010).

A gasolina, um dos principais produtos acabados do petroleo, apresenta

aproximadamente 1% de benzeno na sua composigao final (KEENAN et al.,
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2010). Aléem do benzeno, outros hidrocarbonetos aromaticos volateis também
sdo encontrados na composicdo da gasolina. Sendo que, 0s solventes
organicos, benzeno, tolueno e xileno (BTX) representam alguns dos compostos
mais perigosos presentes na gasolina (MACDONALD, 2000; CHEN et al.,
2008). Apesar das baixas concentracdes de benzeno presentes na gasolina,
esta representa uma das principais fontes de exposicdo ocupacional e
ambiental ao benzeno, atingindo principalmente frentistas de postos de
combustiveis, entre outros grupos de trabalhadores expostos (DOUGHERTY et
al., 2008).

A avaliacdo dos riscos causados pela exposicdo ocupacional ao
benzeno, através do monitoramento ambiental e monitorizacdo biologica, aliado
aos conhecimentos relativos dos efeitos na saude, permitem estabelecer as
prioridades e as formas efetivas de intervencdo para proteger precocemente
uma populacdo dos riscos. Varios sdo os parametros biolégicos que podem
estar alterados em decorréncia da interacdo do organismo com xenobioticos. A
quantificacdo destes parametros, usados como biomarcadores é de extrema
importancia na avaliacdo da intensidade da exposicdo e do efeito provocado
pela substancia (AMORIM, 2003).

Embora ndo se conheca exatamente a toxicodindmica do benzeno,
estudos tém apontado que a exposi¢cao ao benzeno e seus metabolitos podem
gerar espécies reativas de oxigénio (EROs). Estes metabdlitos reativos do
benzeno podem sofrer ciclos redox aumentando a producao intracelular de
EROs. Que por sua vez, podem induzir a danos oxidativos a macromoléculas
celulares, como por exemplo, o DNA, os lipideos e as proteinas. O que pode
levar a interrupcdo do funcionamento celular. Caso este dano, ndo seja
corretamente reparado, pode levar a aberragbes cromossbmicas e
possivelmente ao cancer (CHANVAIVIT et al., 2007; NISHIKAWA et al., 2011).

No Brasil, o desenvolvimento tecnolégico e econdmico norteado pelo
aumento do parque industrial, crescimento da frota leve e pesada e expansao
da fronteira produtiva, acarretou novos desafios para a determinagcdo dos
impactos da poluicdo a saude humana. De um lado, temos a introdugéo de
novos combustiveis, cujo potencial de interferir com os niveis de poluicdo para
mais ou para menos, ainda nao foi determinado. Por outro lado, a expansao

das fontes levou a problemas de poluicdo atmosférica a areas desprovidas de
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capacidade de monitoramento e gestdo do risco. A velocidade da transicao
energética e da expansao das areas potencialmente afetadas pela poluigéo faz
surgir a necessidade de que estudos de risco sejam implementados
rapidamente. Doencas desencadeadas ou agravadas pela contaminacdo
ambiental resultante dos poluentes do ar vém sendo cada vez mais
preocupantes (BRUNEKREEF, HOLGATE, 2002).

O benzeno é reconhecidamente uma substancia carcinogénica e tem
sido objeto de controle em ambito mundial dada sua caracteristica de
contaminante universal e seus potenciais efeitos a saude humana (BARALE,
1995). E classificado no grupo Al pela Agéncia Internacional para Pesquisa do
Cancer (IARC) e considerado a quinta substancia de maior risco, segundo os
critérios do programa das Nac¢des Unidas de seguranca quimica (IARC, 2002;
MACHADO et al., 2003). Entretanto na sua forma inalterada, o benzeno néo é
tido como uma substancia toxica, sendo sua toxicidade relacionada as
interagfes bioldgicas que ocorrem principalmente entre os seus metabdlitos e
os diferentes alvos celulares, especialmente a médula Ossea. Dentre o0s
principais metabdlitos toxicos do benzeno destacam-se hidroquinona, p-
benzoquinona, catecol e muconaldeido, que podem atuar isoladamente ou em
conjunto (SNYDER E HEDLI, 1996; WITZ et al., 1996).

A carcinogenicidade do benzeno é bem documentada em diversos
grupos ocupacionais (ATSDR, 2007). Varios estudos tém apontado o benzeno
como principal agente causador de leucemia mieldide aguda e sindromes
mielodisplasicas, mesmo em doses relativamente baixas de exposi¢do (GLASS
et al., 2004; , KIRKELEIT et al., 2008; WILBUR et al.,, 2008;). Além de
carcinogénico, o benzeno ainda apresenta acdo hematotdxica, genotdxica e
imunotoxica (WIWANITKIT, 2005). Os diversos efeitos toxicos observados em
estudos envolvendo humanos e animais expostos ao benzeno, contribuiram
para a criacdo de normas de trabalho em diversos paises, as quais restringem,
ao maximo, as concentracdes de benzeno no ambiente de trabalho (WEISEL,
2010). As restricdes ao uso do benzeno iniciaram no final do século 19, com a
disseminacéao dos processos industriais na Europa, mais precisamente no ano
de 1897, com casos de anemia em mulheres de uma féabrica de pneus de
bicicletas na Suécia e um caso de hemorragia em trabalhador de processo de

lavagem a seco na Franca (MACHADO et al., 2003). Com a 1% Guerra Mundial
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houve um incremento da industria quimica e do uso generalizado do benzeno
como solvente em Varios processos industriais, resultando em novos relatos
sobre os efeitos toxicos ocasionados por este xenobidtico (MACHADO et al.,
2003). Em 1928, o primeiro caso de leucemia relacionado com a exposicdo ao
benzeno foi descrito por Delore & Borgomano no Journal de Medicine de Lion
(DELORE E BORGOMANO, 1928). Apés o término da Guerra, uma onda de
regulamentagao de trabalhos envolvendo o benzeno foi iniciada, com objetivo
de reducéao dos niveis de exposicdo ocupacional. No Brasil, a primeira iniciativa
de reducdo da exposicdo ao benzeno ocorreu através da resolucéo
interministerial de 1983, na qual os ministérios da saude e do trabalho e do
emprego, juntamente com representac¢des industriais, estabeleceram a redugéo
da contaminacdo pelo benzeno dos produtos acabados em até 1% do seu
volume (MACHADO et al., 2003).

Atualmente, o anexo 13-A da Norma Regulamentadora n® 15 (NR-15),
de 20 de dezembro de 1995, da Secretaria de Seguranca e Saude no Trabalho
€ responsavel por regulamentar acdes, atribuicbes e procedimentos de
prevencao a exposicado ocupacional ao benzeno, visando a protecao da salde
do trabalhador. O presente anexo definiu um Valor de Referéncia Tecnolégico
(VRT), para o benzeno e posteriormente uma categoria de VRT, o VRT-MPT,
que corresponde a concentracdo média de benzeno no ar ponderada pelo
tempo, para uma jornada de 8 horas de trabalho. Os valores estabelecidos
para os VRT-MPT sdo: a) 1 ppm para as indUstrias quimicas e petroquimicas;
b) 2,5 ppm para as industrias siderurgicas (BRASIL, 1995). O cumprimento do
VRT é obrigatério no Brasil (BRASIL, 1995), entretanto ndo assegura a
protecdo a saude dos individuos expostos, uma vez que nao existe um limite
seguro de exposicdo para substancias cancerigenas, como o benzeno
(WEISEL, 2010). Além disso, a Instru¢do Normativa n® 2 de 20 de dezembro de
1995, que dispbe sobre a Vigilancia da Saude dos Trabalhadores na
Prevencdo da Exposicdo Ocupacional ao Benzeno, também tem por objetivo
promover a saude do trabalhador, buscando detectar, 0 mais precocemente
possivel, os efeitos nocivos causados pelo benzeno (BRASIL, 1995).

O monitoramento dos niveis ambientais de benzeno é de extrema
importadncia para caracterizacdo e controle dos riscos causados por este

xenobidtico. Atualmente, estudos epidemioldgicos com objetivo de evidenciar
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os efeitos toxicos do benzeno frente a exposicdo ambiental, tém observado
alteragbes sanguineas e outros efeitos adversos em diferentes niveis de
exposi¢do ao benzeno (WEISEL, 2010). O monitoramento ambiental aliado a
monitorizacao bioldgica possibilita a avaliacdo total da exposicdo sob a qual o
individuo encontra-se exposto (OGA, 2008). A monitorizacdo biolégica tem por
objetivo detectar de forma precoce e preferencialmente reversivel os sinais
biolégicos, que séo indicativos da condi¢do de exposicao, e podem resultar, em
longo prazo, em danos a saude (MANNO, et al., 2009).

Varios sdo os parametros biolégicos que podem estar alterados em
decorréncia da interacdo do organismo com xenobioticos. Entretanto, a
quantificacdo destes parametros, usados como biomarcadores somente sera
possivel se existir correlacdo entre a intensidade da exposicdo e o efeito
provocado pela substancia (AMORIM, 2003). Os biomarcadores séo definidos
como alteragbes em componentes celulares ou bioquimicos, estruturas ou
funcdes do organismo que podem ser quantificadas em qualquer sistema ou
amostra biologica (WHO, 1996; MANNO et al.,, 2009). Os biomarcadores
podem ser subdivididos em: biomarcadores de exposi¢cao, biomarcadores de
efeito e biomarcadores de suscetibilidade, de acordo com a sua importancia
toxicolégica (NRC 1987; WHO, 2001; IUPAC, 2007).

Os biomarcadores de exposicdo, também denominados indicadores
bioldgicos de exposicdo (IBE) sdo definidos como o xenobidtico propriamente
dito e/ou seus metabdlitos ou ainda, como produtos de interacdo entre o
xenobidtico e alguma molécula-alvo ou célula do organismo (NRC, 1987
MANNO et al., 2009).

Vérios trabalhos avaliam a relacdo de diferentes biomarcadores de
exposicdo ao benzeno com os efeitos téxicos causados por este solvente
organico (MAFFEI et al., 2005; RUCHIRAWAT et al., 2007; NAVASUMRIT et
al., 2008; SHEN et al., 2008). Dentre os biomarcadores urinarios de exposicao,
destacam-se o 4&cido fenilmercapturico, &cido trans, trans-mucdnico,
hidroquinona, fenol e catecol, todos provenientes da biotransformacdo hepatica
e medular do benzeno (QU et al., 2000; OGA, 2008). A exposi¢cao ocupacional
e/ou ambiental ao benzeno também pode ser avaliada através das
concentracbes sanguineas ou urinarias deste solvente organico e ainda pelos
niveis do solvente no ar inalado (WEISEL, 2010).
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Apesar da ampla variedade de biomarcadores utilizados, ainda objetiva-
se adotar aquele que apresente sensibilidade suficiente para avaliar os baixos
niveis de exposicdo ao benzeno e que permita uma deteccdo precoce dos
danos causados pelo benzeno. No Brasil, o &cido trans, trans-mucoénico
urinario € o biomarcador mais utilizado, preconizado pela portaria n°34 de 2001
(BRASIL, 2001). A correlacao entre este biomarcador urinario e o benzeno é
detectada em niveis ambientais do solvente menores do que 1 ppm
(SCHERER et al.; 1998; BARBOSA, 1999). Esses niveis viabilizam a utilizacdo
do &cido trans, trans-mucbnico urinario como principal biomarcador de
exposicdo no Brasil, onde se considera que a concentracdo de benzeno
permitida no ar ocupacional varia de 1 a 2,5 ppm (FREITAS e ARCURI, 1998,
OGA, 2008). O acido trans, trans-mucbnico € um biomarcador bastante
sensivel, apresentando concentracfes elevadas de benzeno a partir de 0,1
ppm. Os niveis de A&cido trans, trans-muconico correlacionam tanto com
exposicbes isoladas realizadas em horas anteriores a andlise, como com
exposicoes crénicas em diferentes ambientes ocupacionais (WEISEL, 2010).
Entretanto, sua principal desvantagem como indicador biolégico de exposicéo é
o fato de sua concentracdo basal ser influenciada por fatores e caracteristicas
individuais, como habito de fumar e dieta, podendo ser encontrado na urina de
individuos ndo expostos ao benzeno, uma vez que o0 acido trans, trans-
mucoénico também é metabdlito do &cido sérbico, usado largamente como
aditivo em diferentes alimentos (PEZZAGNO et al., 1999).

Em relacdo aos biomarcadores de efeito, estes s&o caracterizados como
qualquer alteracdo bioquimica ou fisiologica mensuravel, dentro do organismo,
que dependendo da magnitude pode ser reconhecido como um distlrbio
potencial da salude ou doenca propriamente dita (NRC, 1987; MANNO et al.,
2009).

Adicionalmente aos biomarcadores de exposicdo e efeito, o0s
biomarcadores de suscetibilidade também sdo de extrema importancia na
avaliacdo de riscos, uma vez que permitem identificar eventuais subgrupos
com maior suscetibilidade a exposicdo (BOLOUFER et al., 2006; SMITH,
2010). Estes biomarcadores indicam uma condicdo adquirida ou congénita,
baseada na capacidade limitada do organismo, frente a exposicdo a uma
substancia quimica especifica (NRC, 1987; OGA, 2008).
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A acdo genotoxica causada por este xenobiotico pode ser avaliada
através de biomarcadores de efeito que incluem alteragcbes cromossdmicas
como hipo e hiperdiploidia, exclusdes, trocas de crométides irmds, quebras e
falhas nas duplas fitas (ATSDR, 2007; DOUGHERTY et al.,, 2008). Os
mecanismos através dos quais os metabdlitos do benzeno atuam provocando
genotoxicidade incluem a geracdo de EROs, formagédo de aductos e dano as
proteinas ligadas ao DNA, com consequente quebra de fitas de DNA,
recombinacdo mitdtica, translocacbes cromossémicas e aneuploidia (SMITH,
1996; WHYSNER et al., 2004).

Durante situacfes de estresse oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio
entre as espécies oxidativas e agentes antioxidantes, € possivel que estes
mecanismos se tornem saturados, levando a danos celulares oxidativos
(MORENA et al, 2002; BADHAM E WINN, 2010), representados
principalmente por modificagcdo de proteinas e/ou enzimas, com perda de
funcdo biolégica; peroxidacdo lipidica que colabora para a perda da
integralidade de membranas celulares e, ainda dano de DNA, levando a
perturbacdo da funcéo celular. Tal fato contribui para que o estresse oxidativo
seja considerado como causa principal ou secundéria na etiologia de diversas
doencas, incluindo a carcinogénese (GERIN et al., 1998; COSTA et al., 2005).

Além disso, outros fatores importantes também podem influenciar no
mecanismo de toxicidade do benzeno e dos poluentes ambientais.Vari¢cdes
marcantes na toxicidade destes xenobidticos podem estar correlacionadas a
fatores biol6gicos, como sexo, idade, genética e quantidade de tecido adiposo;
bem como a influéncias ambientais, tais como vias de exposi¢ao, atividade
fisica, casos de co-exposicdo, tabagismo, consumo de 4&lcool e habitos
alimentares (SMITH, 2010).

Em relagdo aos contaminantes ambientais atmosféricos sabe-se que
estes desencadeiam diversas intoxicacbes e sintomas em individuos que
permanecem em contato com estes xenobidticos por um periodo diario maior
(CANCADO, 2006). A poluicao do ar tem sido amplamente discutida, pois, com
0s avancgos tecnoldgicos e o aglomerado de veiculos nas cidades, tal fator
torna-se inevitavel. Agravos a saude, oriundos dela, afetam varios sistemas,
sendo o0s mais acometidos o respiratério e o cardiovascular, intimamente

ligados e interdependentes das trocas gasosas (MENDES et al., 2010).
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Trabalhadores que realizam suas atividades “a céu aberto” estédo
expostos as temperaturas altas e baixas, ventos, poluicdo ambiental
ocasionada pela exposi¢cdo CO, SO,, Oz, NOy, NO, e éxido Nitrico (NO). Estes
trabalhadores sdo mais suscetiveis a ficarem doente e a ocorréncia de
acidentes. Aqueles que séao fumantes possuem mais chances de ter problemas
de saude, pois a fumaca produzida da combustdo do cigarro contém
substéancias prejudiciais, incluindo-se o CO (CANCADO et al., 2012).

A poluicdo atmosférica pode ocorrer pela emissdo de poluentes
derivados de processos industriais variados, das queimadas em plantacfes e
da combustéo dos
veiculos movidos a motor, gerando CO. Esse gas € um dos mais expressivos
em toxicidade e atua diretamente no sistema respiratorio. Cerca de 80 a 90%
desse elemento absorvido liga-se ao atomo de ferro da fracdo heme da
hemoglobina (Hb), presente no eritrocito, formando o complexo
carboxihemoglobina (COHb). Os sintomas decorrentes dessa ligacdo estéo
diretamente relacionados ao aumento dos seus valores (PERES, 2005). Para a
populacdo urbana, o tabagismo é uma fonte importante de CO, bem como o
escape dos veiculos a motor (MAJDANIK et al., 2007).

A poluicdo do ar pode produzir concentracbes de COHb em néo
fumantes semelhantes as observadas em fumantes. Exposicées de CO podem
prejudicar o desempenho de tarefas psicomotoras mais complexas. O papel do
CO, em acidentes automobilisticos, pode ser considerado, por dados que
mostram maiores niveis de COHb em condutores envolvidos em acidentes do
gque em policiais e em outras populacdes ocupacionalmente expostas
(SAHABANA, 2004).

Em 2002, uma publicagdo na Associacdo Médica Americana demonstrou
que a exposicdo crbnica aos poluentes do ar reduz significativamente a
expectativa de vida, devido ao numero excessivo de casos de cancer de
pulmdo, doenca pulmonar obstrutiva crénica e doencas cardiovasculares
(CANCADO et al., 2012).

Dentre os poluentes ambientais atmosféricos destacam-se também o
material particulado (MP), que consiste em uma mistura de particulas soélidas

ou liguidas suspensas no ar, que variam em forma, composicéo e origem. De
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modo geral, pode-se definir a distribuicdo do MP como trimodal, com fracbes
grossa, fina e ultrafina (POPE et al., 2002).

A fracdo grossa do material particulado € composta por particulas com
diametro aerodinamico superior a 2,5 um, que sdo geradas naturalmente a
partir do solo ou outros materiais da crosta. Nas cidades com alta densidade de
trafego, uma fracdo significativa da fracdo grossa é produzida pela friccdo dos
pneus dos veiculos com o asfalto das ruas, contendo elementos do pavimento
e da borracha pneumatica. As particulas finas (MP 2,5 um) séao derivadas, de
maneira geral, de processos de combustdo de automotores, industrias ou
usinas termoelétricas. O MP 2,5 contém particulas primarias, produzidas
diretamente pelas fontes emissoras, bem como particulas secundérias
(principalmente sulfatos e nitratos), geradas pelo processo de conversao de
gas a particulas, a partir de 6xidos de enxofre e éxidos de nitrogénio. Fazem
parte do MP 2,5 particulas de carvao produzidas pela combustdo dos
combustiveis fosseis, que possuem adsorvidos a sua superficie diferentes
elementos e compostos, tais como metais pesados e hidrocarbonetos. As
particulas ultrafinas, definidas como aquelas com diametro aerodinamico
inferior a 0,1 pum, tém um tempo de residéncia na atmosfera relativamente
curto, pois se agregam progressivamente para formar particulas finas
(CANCADO et al., 2012).

Além do MP, CO, Oz NOy SO, os HPAs também representam
importantes poluentes ambientais (POPE et al., 2002). Os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, especialmente, o BaP, tém sido demonstrado como
importante poluente no desenvolvimento da carcinogénese, desempenhando
papel embriotéxico e teratogénico (TAKAISHI et al., 2009). O BaP é um produto
proveniente da combustdo incompleta e pode estar presente na fumacga do
cigarro e da madeira, como produto de emissdo de motores a diesel e da
gasolina, sendo um dos componentes da poluicdo urbana (TAKAISHI et al.,
2009). A potente acdo carcinogénica do BaP é decorrente da acédo de alguns
dos seus metabdlitos intermediarios que sao intercalantes de DNA e, portanto,
agentes mutagénicos/oncogénicos (WHO, 2008; BOFFETTA et al.,, 1997;
PEREIRA et al., 2000).

Quanto aos biomarcadores de exposi¢cdo aos poluentes atmosféricos,

sabe-se que o MP possui diversas substancias em sua composi¢cado quimica,
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dentre elas os HPAs. O BaP é um dos HPAs mais importantes, sendo que seu
metabdlito mais utilizado é o 1-hidroxipireno (1-OH pireno) urinario. Varios
estudos tém sugerido este metabdlito como um representativo biomarcador de
exposicdo aos hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HARTMANN et al.,
2001).

Muitas das substancias as quais o ser humano se expfe, como o BaP,
geram intracelularmente EROs, favorecendo a ocorréncia de lesdes em
biomoléculas, como os lipidios, as proteinas e 0 DNA (KAZANTSEV, 2007).

O ensaio cometa é uma técnica bioquimica, simples que detecta
quebras no DNA e corresponde a um ensaio citogenético. Este ensaio €&
aplicavel em qualquer suspenséo de células eucarioticas, independentemente
de estarem em proliferacdo ou ndo (COLLINS et al.,1997; COLLINS, 2004;
HARTMANN et al., 2001).

Este teste detecta danos primarios no DNA, induzidos por agentes
alquilantes, intercalantes e oxidantes (LEE e STEINERT, 2003; VILLELA et al.,
2007). Logo, detecta em células individuais, quebras simples e duplas de fita
de DNA, eventos de reparo por excisdo incompleta, lesées alcalilabeis, danos
oxidativos em bases do DNA e crosslinks entre DNA-DNA, DNA-proteina e
DNA-droga, possibilitando quantificar o dano, mas néo identificar com clareza
gual desses eventos foi responsavel pela indugéo deste (SINGH, 2000).

Para execucao deste teste pode ser utilizada a verséo alcalina (Ph>13),
desenvolvida por Singh et al., (2000), esta é a versao mais utilizada, pelo fato
de detectar danos diretos e indiretos como lesdes por metilacdo e adutos, os
quais, sendo alcalilabeis, se expressam como quebras simples frente ao
tratamento alcalino usado no ensaio (LEE e STEINERT, 2003; VILLELA et al.,
2006; VILLELA et al., 2007; TICE et al., 2000). O ensaio ndo € usado para
detectar mutacOes, apenas lesdes gendmicas que, apds serem processadas,
podem resultar em mutacao. Diferente das mutacoes, as lesdes detectadas por
este teste podem ser reparadas (LEE e STEINERT, 2003; COLLINS et al.,
1997).

Os resultados podem ser analisados em microscopio Optico normal,
quando as células sdo coradas com nitrato de prata ou em microscopio de
fluorescéncia quando coradas com brometo de etidio. A classificacdo das

células é de acordo com o tamanho da cauda em relacdo a cabeca em quatro
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classes de dano. Classe 0, sem cauda, sem dano; classe 1, uma pequena
cauda menor que o diametro da cabeca; classe 2, comprimento da cauda entre
uma e duas vezes o diametro da cabeca; classe 3, uma cauda longa superior a
duas vezes o diametro da cabeca e classe 4, cauda longa e mais espalhada do
gue a classe 3 (COLLINS et al., 1997; VILLELA et al., 2007).

Os microndcleos sao estruturalmente pequenos ndcleos representando
o material genético que foi perdido pelo ndcleo principal, como consequéncia
de um dano genético que pode ser causado por agentes fisicos, quimicos ou
bioldgicos, capazes de interferir no processo de ligacdo do cromossomo as
fiboras do fuso, ou que possam induzir a perda do material genético
(cromossomos inteiros ou fragmentados). O teste de micronucleos, portanto,
detecta mutagénese cromossémica em eucariotos do tipo clastogénese,
aneugénese e danos no fuso mitético (VILLELA et al., 2006). A presenca de
micronlcleo pode ser tomada como indicacdo da existéncia prévia de
aberracdo cromossémica. O micronucleo aparece pela primeira vez no final da
primeira divisdo mitotica, apds clastogénese ou aneugénese, porém
micronucleos adicionais podem se formar nas divisbées seguintes (MALUF e
ERDTMAN, 2003).

O DNA é uma complexa molécula organica responsavel pelas
informacBes genéticas das células dos organismos. Para que estas
informacBes sejam transmitidas com sucesso geracdo para geracdo, a
manutencao da integridade do material genético deve ser mantida, sendo esta
essencial para a sobrevivéncia dos organismos vivos. Apesar da sua
consideravel estabilidade quimica, uma exposi¢cdo constante a varios agentes
podem gerar uma variedade de lesBes bastante grande na estrutura
(FRIEDBERG, 2003). Estas lesdes podem atingir mecanismos como replicacao
do DNA e transcricdo em RNA. Como consequéncia, danos no DNA podem
produzir na célula efeitos genotbéxicos (mutagénese) ou citotoxicos (morte
celular) (BERRA, 2008).

Uma das maiores ameacgas a integridade do genoma € a oxidacao de
bases nitrogenadas, gerada principalmente por EROs. Um dos produtos mais
frequentes e comuns resultantes da oxidacado do DNA é a 8-OHdG. Essa lesao
€ particularmente deletéria por fazer com que a guanina oxidada possa parear

erroneamente com uma adenina, levando a uma mutagéo por transversao do
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par de bases. O reparo por excisdo de base € o processo celular mais
importante na remogéo da 8-OHdG. Este reparo cliva apenas a base, deixando
no DNA o esqueleto de agucar-fosfato e gerando um sitio abasico (KUNRATH
et al., 2008). Conforme a Figura 1, a lesdo é removida da molécula de DNA
pela acdo da enzima de reparo 8-oxoGua DNA glicosilase (OGG1) tanto na
mitocondria quanto no nucleo das células (COOKE e EVANS, 2007). A
eliminacdo urinéria desta base oxidada também pode estar relacionada a acao
de enzimas do tipo Nudix hidrolases sobre o pool de dNTPs, entretanto, isto
nao representa muito no total de bases de guanina oxidadas (COOKE e
EVANS, 2007). A 8-OHdG é utilizada como um biomarcador de estresse
oxidativo e avalia os danos oxidativos do DNA em individuos expostos (MANINI
et al., 2010). Métodos bem definidos estdo disponiveis para a determinacdo
deste biomarcador de stress oxidativo no DNA mitocondrial e nuclear, bem
como em matrizes extracelulares tais como a urina (COOKE e EVANS, 2007).
Nos ultimos anos, as lesdes pela 8-OHdG vém sendo detectadas e
analisadas com elevada sensibilidade por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massa (GC-
MS), espectrometria de massa acoplada a cromatografia liquida (LC-MS),
métodos imuno-espectrofotométricos, por métodos imuno-histoquimicos e
eletroforese em gel de célula Unica. A determinacéo e analise da 8-OHdG pode
ser realizada em érgdos de animais e em amostras humanas (urina, 6rgaos,
DNA de leucdcitos) como um biomarcador de estresse oxidativo, de
envelhecimento, e também de carcinogénese (VALAVANIDIS et al., 2009).
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FIGURA 1. Origem extracelular da 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG)
através da acao direta da enzima 8-oxoGua DNA glicosilase (OGG1), que tem
atuacao nuclear e mitocondrial, sobre as bases de guanina do DNA oxidadas.
Também € demonstrada uma segunda forma de eliminacdo de guaninas
oxidadas pela acdo de enzimas do tipo Nudix hidrolase(s) que atuam sobre
desoxiribonucleotideos trifosfatados (ANTPs) (Fonte: COOKE e EVANS, 2007).
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Alguns trabalhadores, como atendentes de postos de gasolina e taxistas estéo
ocupacionalmente expostos a diversos xenobioticos, que podem ser
prejudiciais a sua saude. Entre estes xenobidticos, destacam-se 0s poluentes
ambientais e 0 benzeno, que podem levar a varios tipos de danos no DNA.
Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade sdo importantes para detectar e
avaliar os efeitos causados por esses poluentes. Portanto, este estudo teve
como objetivo avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade em trabalhadores
ocupacionalmente expostos a diferentes xenobidticos. Para isso, foram
determinados biomarcadores de exposicao, tais como o acido t,t-mucénico (t,t-
MA) e a carboxihemoglobina (COHb). Além disso, também foram analisados os
biomarcadores de efeito, 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG), ensaio cometa

e micronucleos (MN).
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DISCUSSAO







A exposicao ocupacional crénica a meédio e longo prazo contribui para o
desenvolvimento de inUmeras doengas frequentemente diagnosticadas por e
sinais e sintomas que diminuem a qualidade de vida dos trabalhadores
expostos (FRITSCHI et al., 2009) Considerando-se que as pessoas gastam
mais do que um quarto de suas vidas no ambiente de trabalho, a exposicdo
ocupacional a xenobidticos tem se tornado cada vez mais um importante
problema de saude publica (FAISANDIERL et al., 2011).

O monitoramento biolégico ao benzeno e aos poluentes ambientais é
uma forma atraente de avaliar a exposicdo nos locais de trabalho, estudos
demonstram que isso se aplica até mesmo para niveis modestos de exposi¢ao
(MANNO et al., 2010). O monitoramento biolégico, utilizando diferentes
biomarcadores, como de exposicédo, de efeito ou de suscetibilidade, tem um
papel fundamental no trabalho de avaliacéo de risco (MANNO et al., 2010).

Os resultados encontrados para o biomarcador de exposicdo ao
benzeno o tt-MA urinario, confirmam que os frentistas, individuos n&o
fumantes foram expostos a baixos niveis de benzeno. Os niveis de tt-MA
urinario encontrados foram maiores nos frentistas em comparacdo com o grupo
ndo exposto, no entanto todos os valores estavam abaixo do indice de
exposicdo bioldgica permitido pela American Conference of Governmental
Industrial Hygienists (ACGIH), (BEI: 500 pugg™ creatinina), (ACGIH, 2011).

Fracasso et al., (2010) em suas pesquisas, constatou que a exposicao
pessoal ao benzeno é influenciada pelo tabagismo, sendo significativamente
maior em fumantes do que em nado-fumantes. Paula et al. (2003) nos seus
resultados encontrou uma correlacdo positiva com o habito de fumar e uma
diferencga significativa entre o t,t-MA urinario nos individuos fumantes e néo
fumantes.

Em um estudo conduzido em 2005, Wiwanitkit, Suwansaksri e Soogarun
determinaram niveis nove vezes maiores de t,t-MA em individuos fumantes, em
relacdo aos nao fumantes. Semelhantemente, Martins e Siqueira (2004),
obtiveram em seus resultados uma maior excrecao de t,t- MA na urina dos
fumantes expostos ao benzeno do que os nao fumantes.

Os niveis de carboxihemoglobina ndo se mostraram alterados nos
taxistas quando comparados ao grupo nédo exposto em nosso estudo. Isso

pode ter ocorrido devido ao tamanho reduzido da amostra, ou pode indicar

71



também uma baixa especificidade da COHb no sangue como um biomarcador
para avaliar a exposi¢cdo ocupacional ao CO na poluicdo do ar (BONO et al.,
2007). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda niveis de COHb
entre 2,5-3% para populacées ndo-fumantes (WHO, 1992). Todos os valores
observados nos grupos de estudo estavam abaixo do indice de exposicao
biolégica estabelecido pela OMS.

Avaliagdo de genotoxicidade foi avaliada pelo ensaio cometa e pelo
ensaio de micronucleos. O ensaio cometa, na sua versdo alcalina tem sido
usado como um biomarcador sensivel que revela o dano ao DNA causado
tanto diretamente por agentes oxidantes reativos, ou indiretamente por meio de
substancias que podem gerar espécies reativas (FAIRBAIRN et al., 1995;
VILLANI et al., 2000; FRACASSO et al., 2002).

Os resultados mostraram que tanto os frentistas como o0s taxistas
tiveram um aumento significativo em relacdo as taxas de danos no DNA. Com
base nesses resultados, sugerimos que a exposi¢cao ocupacional ao benzeno e
aos poluentes ambientais induz danos ao DNA, uma vez que houve um
aumento da genotoxicidade evidenciado no ensaio cometa. Além disso, o
aumento do indice de danos do DNA foi acompanhado por um aumento da
frequéncia de microndcleos no grupo dos frentistas, confirmando que a
exposicao ocupacional a benzeno induz a danos no DNA. Se estes danos néo
forem reparados, podem levar a mutacbes e ao desenvolvimento da
carcinogénese (VALAVANIDIS et al., 2009). O ensaio cometa mostrou um grau
significativo de danos no DNA em individuos expostos ao benzeno e aos
poluentes, quando comparado com individuos ndo expostos.

Por outro lado, a frequéncia de células anormais nos taxistas,
evidenciada pelo ensaio de micronldcleos, ndo apresentou diferenca
significativa quando comparada ao grupo nao exposto. Estas diferencas entre
os resultados de ambos o0s ensaios, cometa e MN poderia ser atribuida aos
tipos de exposi¢cdo e / ou aos danos causados. O ensaio de micronucleos tem
sido utilizado para avaliar os danos do DNA a nivel cromoss6mico, diferindo,
assim, do ensaio cometa, que pode detectar danos reparaveis (FAIRBAIRN et
al., 1995). Os nossos resultados mostraram que os efeitos genotéxicos de

exposicdo ao benzeno podem ser detectados pelo ensaio cometa e MN
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(HEUSER et al., 2007), enquanto que o teste de micronucleos néo se alterou
em individuos expostos aos poluentes ambientais.

De acordo com Angelini et al., (2011) a genotoxicidade do benzeno e
dos poluentes ambientais pode estar associada com o excesso de producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), uma vez que um desequilibrio nestas
espécies contribui para a instabilidade genémica.

As EROs, assim como as quinonas decorrentes do processo de
metabolizacdo do benzeno podem ligar-se covalentemente a macromoléculas,
como o DNA e proteinas. Este ataque direto sobre o DNA pode dar origem a
um dano oxidativo ou a quebras das fitas duplas. Véarios estudos ja destacaram
que a exposicao ocupacional ao benzeno induz danos genéticos, incluindo as
aberracdes cromossémicas, formacdo de micronucleos (MN), danos no DNA
com formacgao de 8-OHdG (ANGELINI et al., 2012).

O mecanismo responsavel pela remo¢do dos danos no DNA induzido
pelo benzeno é desconhecido. No entanto, a via de reparacdo de DNA por
excisdo de bases é considerada altamente importante para a remocao de
lesbes de DNA produzidas por metabdlitos de benzeno, fendis e quinonas,
(ANGELINI et al., 2012).

O benzeno pelo fato de induzir quebras nas fitas que formam a dupla
hélice do DNA acaba levando as células do organismo a mutacdes e a
tumores. Varios tipos de cancer tém relacdo com o benzeno, como o cancer de
pancreas, de boca, de mama, de prostata, de figado, de intestino, colorretal,
leucemias, linfomas, entre outros (SALGADO E PEZZAGNO, 1991).

Foi observada uma correlacéo positiva entre t,t-MA e 8-OHdG urinérios.
Manini et al., (2010) também relatou uma correlacao positiva entre a excrecao
de 8-OHdG e metabdlitos do benzeno em seus estudos realizados com grupos
expostos, onde faziam parte, policiais que trabalham no transito, atendentes de
postos de gasolina e taxistas, todos ndao fumantes. O benzeno é conhecido por
gerar metabolitos capazes de induzir o estresse oxidativo e a danos ao DNA.
No entanto, também é possivel que a exposicdo concomitante ao material
particulado no ar, seja o principal fator responsavel por danos ao DNA. Tem
sido demonstrado em seres humanos que a inalacdo do ar com varios tipos de

poluentes tem contribuido para um aumento da excre¢éo de 8-OHdG, (MANINI
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et al., 2010; SUZUKI et al., 1995; MANINI et al., 2009; DANIELSEN et al., 2008;
YOSHIOKA et al., 2008).

Além disso, encontramos uma correlacdo positiva entre a frequéncia de
MN/1000 células e indice de dano ao DNA com o biomarcador de dano
oxidativo (8-OHdG). A excrecao urinaria de 8-OHdG reflete tanto a oxidacao do
DNA quanto o seu reparo por excisdo. Fatores fisiolégicos como idade, as
taxas metabdlicas e doencas, estilo de vida, tabagismo, exercicio, dieta e
exposicdes ambientais também podem alterar o nivel urinario de 8-OHdG
(CHUANG et al., 2003).

Em relacdo ao tempo de exposicdo ao benzeno e aos poluentes
ambientais, foram observadas relacbes com diferentes biomarcadores de
genotoxicidade. Estes resultados indicam a possibilidade de que estes
biomarcadores podem ser adotados no monitoramento continuo das atividades
de vigilancia de risco ocupacional. O uso de biomarcadores de exposicdo e
efeito fornece informacdes adicionais para estimar a exposi¢ao e para calcular
o risco dos trabalhadores que passam longas horas no transito e também
expostos sem equipamento de protecdo individual adequado em postos de
gasolina (ANWAR, 1994).
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CONCLUSAO







Este estudo indica que a exposicdo ao benzeno e aos poluentes
ambientais esta intimamente ligada a genotoxicidade e aos danos

oxidativos.

Através deste estudo pode-se concluir que o t,t-MA mostrou ser um
indicador apropriado para a avaliagdo dos frentistas expostos ao

benzeno em baixas concentragdes.

Verificou-se que a excrecao urinaria da (8-OHdG) pode ser utilizada para
avaliar o dano oxidativo a exposi¢do ocupacional e ambiental através da
comparacao de dados entre um grupo ndo exposto e um grupo exposto

em outros estudos.

A reducdo da carga de trabalho é necessaria para diminuir a exposicao

ocupacional e os riscos para a saude de taxistas e frentistas.

A analise dos resultados reafirma a importancia da realizacdo de novos

estudos com frentistas e taxistas, a fim de confirmar os resultados

encontrados.
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ANEXO Il A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo intitulado
“AVALIACAO DOS DANOS CAUSADOS PELO BENZENO NO AMBIENTE
OCUPACIONAL E SUA INTER-RELAQAO COM DIFERENTES
BIOMARCADORES”, que tem como objetivo avaliar os possiveis problemas
causados a saude do trabalhador através da exposi¢cdo ao benzeno no posto
de gasolina. Este estudo € importante para prevencao das possiveis alteracdes
em exames de sangue, urina e material bucal coletado com escova dental.

O estudo sera desenvolvido no Laboratério de Toxicologia (LATOX) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul em parceria com o Centro de
Vigilancia em Saude e Centros de Referéncia em Saude do Trabalhador
(CERESTS).

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo sdo a Profa. Dra. Solange
Cristina Garcia e a doutoranda Angela Maria Moro da UFRGS. Em qualquer
etapa do estudo vocé terd acesso aos pesquisadores responsaveis para
esclarecimento de eventuais davidas, fone (51) 33085297. Além disso, a
secretaria do Comité de Etica em pesquisa da UFRGS, fone (51) 33083629,
também podera ser contatada para apresentar recursos ou reclamacgfes em
relacdo ao estudo.

Procedimentos a serem realizados.

Vocé devera realizar coleta de sangue (cerca de 10 ml), urina (cerca de
50 ml) e material bucal coletado com escova. A presenca de benzeno no
ambiente de trabalho também serd avaliada através de um prendedor com
filtros que sera colocado na gola da camisa. Além disso, vocé devera
responder a um questionario sobre habitos de vida e uso de medicamentos. As
amostras coletadas serdo armazenadas no Laboratério de Toxicologia
(LATOX), da Faculdade de Farméacia da UFRGS, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Solange Cristina Garcia. Vocé recebera os resultados de todos os
exames laboratoriais realizados no sangue, urina e amostra bucal. A equipe
médica dos CERESTs realizardo encaminhamentos, caso seja encontrada
qualquer alteracéo.

Riscos individuais, possibilidade de excluséo e beneficios.

A coleta de sangue € um procedimento de baixo risco e desconforto, que
sera realizada sem nenhum custo ao voluntario. Fica claro que sua participacéo
na pesquisa é voluntaria, sendo que vocé podera desistir de fazer parte do tra-
balho a qualquer momento, sem qualquer tipo de constrangimento, restricbes
ou consequéncias por parte dos pesquisadores. No caso de aceite, fica claro
que nao havera beneficio financeiro pela sua participacdo, nem riscos ou
prejuizos a saude.

Confidencialidade.

Os dados desta pesquisa serdo disponibilizados aos Centros de
Referéncia em Saude do Trabalhador (CERESTS) para encaminhamento aos
trabalhadores expostos ao benzeno. Além disso, os dados serdo utilizados em
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publicacbes em revistas médicas-cientificas, sendo mantida em sigilo a
identificacdo dos participantes.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes
que li ou que foram lidas por mim, descrevendo o estudo “AVALIACAO DOS
DANOS CAUSADOS PELO BENZENO NO AMBIENTE OCUPACIONAL E
SUA INTER-RELAGAO COM DIFERENTES BIOMARCADORES”. Concordo,
voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer hora, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Identificac&o do voluntario

Nome:

RG (numero de identidade):

Assinatura do voluntéario:

Assinatura do Responsavel pelo estudo:

Data: , / /
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ANEXO IlI B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

fui convidado(a) pelos professores Dr. Iran Castro (FUC) e Prof.2. Dr2, Solange
Cristina Garcia (UFRGS) a fazer parte de um trabalho cientifico com o titulo
“EXPOSIQAO HUMANA A XENOBIOTICOS AMBIENTAIS E SUA INTER-
RELAGAO COM DANOS OXIDATIVOS E A FUNGAO CARDIOVASCULAR”.
Neste trabalho serdo realizados exames clinico-laboratoriais com o objetivo de
avaliar possiveis alteracbes cardiovasculares através de exames laboratoriais,
toxicologicos e por imagem. Além de analisar outros pardmetros que possam
ser relacionados a exposi¢cdo ambiental. Além destes exames serdo realizadas
entrevistas com questionario sobre o uso de medicamentos e o estado de
saude. Fui esclarecido que minha participacdo € de livre e espontanea vontade
e que caso aceite, sera realizada uma coleta de sangue venoso (10 mL) com o
minimo de risco ja conhecido para esta técnica, sem custo para o voluntario,
além de uma amostra de urina (50mL) e material bucal coletado com escova.

Estou ciente de que receberei 0s resultados dos exames sem custo, mas
nao receberei nenhuma outra forma de pagamento e que poderei desistir de
fazer parte do trabalho a qualquer momento, sem qualquer tipo de
constrangimento, restricbes ou consequéncias.

Eu terei garantia da nao identificacdo e do carater confidencial dos
resultados. Terei garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos
profissionais responsaveis pela mesma, para esclarecimento de eventuais
davidas sobre os procedimentos, riscos e beneficios, contatando a Profd. Dr2,
Solange Cristina Garcia (51) 33085297, responsavel pelo projeto. Também
pode contatar a secretaria do Comité de Etica em pesquisa da UFRGS (51)
33083629 para apresentar recursos ou reclamacdes em relacdo ao estudo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacoes
que li ou que foram lidas por mim, descrevendo o estudo.

Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer hora, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido.

Porto Alegre, de de20_ .

Data:

Assinatura do paciente ou responsavel

Data:

Assinatura do responsavel pela pesquisa
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ANEXO IV A

QUESTIONARIO DE AVALIACAO - FRENTISTAS

Data: [

IDENTIFICACAO

Nome:

Telefone:

Idade: Data de nascimento: / /

Etnia:

Entrevistador:

DADOS GERAIS

Funcéo:

Tempo que exerce a fungéo:

Numero de horas diarias de permanéncia no trabalho?
Turno: (1) Manhda  (2) Tarde  (3) Noite

Jornada de Trabalho Semanal:

Funcao anterior:

Tempo que exerceu a fungao:

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPIs)
Uso de EPIs: (1) SIM  (2) NAO

Quais?

Méscaras Respiradoras ( )

Oculos de Seguranca: ( )

Calgcados de Seguranca: ( )

Luvas: ()

Aventais Impermeaveis: ( )
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DADOS DE DIAGNOSTICO

Faz uso de medicamentos? Quais? Por quanto

tempo?

Faz uso de Polivitaminicos?

Apresenta alguns destes sintomas ?
) dor de cabeca
) tontura
) dor de estbmago
) dor pernas
) irritagao olhos
) irritacdo nariz
) irritacdo pele
) palpitacbes
) bronquite
) falta de ar
) rinite alérgica
) dor coluna
) cansago
) problemas auditivos
) dor muscular
) sonoléncia
) alteracéo salivacao
) tremores
) insdnia

) alteragdo humor

e N e e e e N e e e e e e e T e N e e e e e

) outros sintomas :
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HABITOS DE VIDA

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

Com que idade comecou a fumar? anos

Ex-fumante

Se sim, quantos cigarros por dia?

Ha quanto tempo parou de fumar? anos meses

ETILISMO

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

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

Fez uso de bebidas alcodlicas nos ultimos 2 dias? Qual?
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ANEXO IV B

QUESTIONARIO DE AVALIACAO - TAXISTAS

Nome:

Telefone:

Idade: Data de nascimento: /| Estado civil:
Endereco: Bairro:
Entrevistador:

DADOS GERAIS

Profisséo:

Local de Trabalho (Bairro/Ponto):
Tempo que exerce a funcao:
Numero de horas diarias de permanéncia no trabalho?
Turno: (1) Manha (2) Tarde (3) Noite

AVALIAC}AO DO AMBIENTE DE TRABALHO

1. Estacdo do ano

( )Inverno ( )Ver&do ( )Primavera ( )Outono

2. Temperatura

( )Confortavel ( )Desconfortavel ( )Estavel

3. Movimento do ar

( )Muito parado ( )Médio ( )Bastante movimento

ALTERACOES RESPIRATORIAS

Vocé apresenta algum sintoma crénico ou recorrente listado abaixo?
Rinites: (1)Sim (2)N&o

Realiza tratamento?

Sinusites: (1)Sim (2)Né&o

Realiza tratamento?

Gripes, resfriados e “dores de garganta” frequentes: (1)Sim (2)N&o
Tosse cronica (seca), alérgica: (1)Sim (2)Nao

Pigarro pela manhéa: (1) Sim (2)N&o

Espirros frequentes: (1) Sim (2)Nao

Coceira (nariz ou garganta): (1)Sim (2)Nao

Bronquite asmatica: (1)Sim (2)Ndo Uso de bombinhas?(1) Sim (2)Nao
Pneumonias pregressas: (1)Sim (2)N&o

Falta de ar aos esforcos: (1)Sim (2)Nao

Informacgdes adicionais:

OUTRAS ALTERACOES:

Apresenta algum sintoma cronico ou recorrente?
Palpitacéo: (1)Sim (2)Nao

Dor no peito: (1)Sim (2)N&o

Arritmias: (1)Sim (2)Nao

diagnosticadas (EPISOIO:. .......uuuurriiiiiiiieee e )
Infarto: (1)Sim (2)Nao
(=2 01 IST0 Lo Lo Do PP PPPPPPPP )

106



Tonturas, escurecimento da visdo: (1)Sim (2)Nao

Presséo arterial alterada: (1)Sim (2)Nao

Dores de cabeca: (1) Sim (2) N&ao

Convulsbes: (1) Sim (2) Nao

Perda de sensibilidade em alguma parte do corpo: (1) Sim (2) Nao
Sensacéo de formigamento nos bracos/pernas: (1) Sim (2) N&o

Caimbras: (1) Sim (2) Nao

Dores ou paralisias relacionadas a nervos (facial, ciatico...): (1) Sim (2) Nao
Diabetes Mellitus: (1) Sim (2) Nao Realiza tratamento? (1) Sim (2) N&o
Uso de Medicamentos (Quais e tempo de uso0)?
Polivitaminicos?

Algum sintoma frequente?

Outros:

HISTORICO FAMILIAR

Hipertenséo arterial: (1) Sim (2) Nao
Infarto do miocardio: (1) Sim (2) N&o
Doencas do coracdo: (1) Sim (2) Nao
Derrame cerebral: (1) Sim (2) Nao
Diabetes mellitus: (1) Sim (2) Nao

HABITOS DE VIDA

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

Com que idade comecou a fumar? anos

Ex-fumante

Se sim, quantos cigarros por dia?

Ha quanto tempo parou de fumar? anos _____ meses

Vocé mora com pessoas fumantes?(fuma dentro de casa)? (1) Sim (2) Nao

ETILISMO:
Habitos Alimentares

Alimentacdo Vezes/semana

Churrasco Assador: Sim () N&o ()
Chimarrao

Frutas e vegetais

ATIVIDADES FISICAS
Pratica regularmente atividades fisicas (1) Sim (2) N&ao
Qual atividade e com que frequéncia?

EXAME FISICO

Pressao arterial na jornada de trabalho:
Saturacéo de O2:
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