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RESUMO

As vulnerabilidades ambiental e ocupacional relacionadas ao benzeno presente na gasolina
constituem uma grande preocupacdo das autoridades internacionais e nacionais, devido ao
fato do benzeno ser comprovadamente cancerigeno para seres humanos. O objetivo deste
estudo foi avaliar a exposigdo cronica ocupacional e ambiental ao benzeno, sob a perspectiva
dos efeitos genotoxicos, em trabalhadores de postos revendedores de combustiveis (PRC),
localizados na Zona Oeste do Municipio do Rio de Janeiro, e em trabalhadores das Portarias
da Fundacdo Oswaldo Cruz - RJ, respectivamente. Para tanto, foi realizado um estudo
transversal por meio da avaliagdo dos dados sociodemograficos; da determinacdo do indicador
de exposicdo ambiental benzeno no ar atmosférico e do biomarcadores de exposicdo de dose
interna &cido trans,trans-muconico (ATTM); dos biomarcadores de estresse oxidativo
catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), superdxido desmutase (SOD), grupamento
tiol (TIOL) e malondialdeido (MDA); e dos biomarcadores de genotoxicidade ensaio cometa
(EC) com uso da enzima DNA-formamidopirimidina glicosilase (FPG) e aberracGes
cromossomicas (AC). Participaram do estudo 86 trabalhadores, sendo 51 oriundos dos PRC e
35 trabalhadores das Portarias, os quais foram categorizados em ocupacionalmente e
ambientalmente expostos ao benzeno, respectivamente. As avaliacbes ambientais
identificaram concentragdes de benzeno no ar atmosférico dentro dos valores permitidos pela
legislacdo brasileira, sendo essa exposicdo caracterizada por uma maior oscilacdo de
concentragcdes nos PRC, em decorréncia do processo de trabalho. Entretanto, o ATTM nao foi
sensivel a essa diferenca, demonstrando que todos os dois grupos de trabalhadores
apresentavam semelhanca na exposicdo ao benzeno. Nenhuma diferenca clinica foi
encontrada entre os grupos avaliados, porém 15% (n = 13) dos trabalhadores apresentaram
resultados de leucdcitos menores que 4.500 célulassmm?®, devendo ser monitorados. Os
biomarcadores TIOL, MDA e AC apresentaram diferencas entre 0s grupos ocupacionalmente
e ambientalmente expostos ao benzeno a baixas concentracfes, sendo observada uma maior
frequéncia de AC no grupo de trabalhadores de PRC, caracterizando um maior risco de
adoecimento em decorréncia da exposicao ocupacional. Uma regressdo linear multivariada foi
observada entre a concentracdo de ATTM e os biomarcadores AC (R*= 0,187, R = 0,0001,
p =0,034) e GST (R*=0,198, R = 0,017, p = 0,024), em que 20% do aumento do nimero de
Metafases com AC e da atividade da GST podem ser explicados pelo aumento de ATTM. O
EC com uso da enzima endonuclease FPG ndo se mostrou sensivel na diferenciacdo dos
grupos avaliados. Uma relacdo significativa entre a variavel tempo de trabalho na atual
ocupacdo e os biomarcadores EC, AC, GST e MDA foram relacionados com os efeitos
genotoxicos e citotoxicos causados pela exposicdo ao benzeno. Apesar de ambas as
populacdes serem expostas cronicamente ao benzeno, os trabalhadores dos PRC estdo
submetidos a momentos de alta exposicdo durante o exercicio de suas atividades de trabalho,
caracterizando um maior risco de adoecimento. Porém, isso ndo significa que os trabalhadores
ambientalmente expostos ao benzeno ndo sejam também levados ao adoecimento pela
exposicao.

Palavras-chave: Benzeno, exposicdo ocupacional, exposi¢cdo ambiental, estresse oxidativo,

genotoxicidade, DNA-formamidopirimidina glicosilase.



ABSTRACT

Environmental and occupational vulnerabilities related to benzene present in gasoline are a
major concern of international and national authorities, due to the fact that benzene is proven
carcinogenic to humans. The objective of this study was to evaluate the chronic occupational
and environmental exposure to benzene, from the perspective of genotoxic effects, in workers
from filling station (PRC) in the West Zone of the Municipality of Rio de Janeiro and in
workers from entrance and exit accesses of Campus-Castelo Mourisco/ Fundagdo Oswaldo
Cruz - RJ, respectively. For that, sociodemographic data of the workers were evaluated; the
concentration of benzene in atmospheric air and the biomarker of individual trans,trans-
muconic acid (ATTM) were evaluated; the biomarkers of oxidative were measured by
catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD), thiol grouping
(TIOL) and malondialdenyde (MDA); biomarkers of genotoxicity were measured by comet
assay (CA-FPG) using the enzyme formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG) and
chromosomal aberrations (CA). A total of 86 workers participated in the study, 51 were from
the PRC and 35 were workers from entrance and exit accesses of Campus-Castelo Mourisco/
Fiocruz, which were categorized in occupationally and environmentally exposed to benzene,
respectively. Environmental assessments identified benzene concentrations in atmospheric air
within the limits allowed by Brazilian legislation and this exposure was characterized by a
greater oscillation of concentrations in filling stations, because of the work process. However,
ATTM was not sensitive to this difference, demonstrating that the two groups of workers had
similar exposures of benzene. No clinical differences were found among the both groups
evaluated, but 15% (n = 13) of the workers had leukocyte results lower than 4,500 cells / mm?
and should be monitored. The biomarkers TIOL, MDA and AC showed differences between
the occupationally and environmentally exposed groups of benzene at low concentrations, and
a higher frequency of CA was observed in the group of PRC workers, characterizing a higher
risk of illness due to occupational exposure. Multivariate linear regression was obtained
between ATTM and the biomarkers CA (R? = 0.187, R = 0.0001, p = 0.034) and GST (R? =
0.198, R =0.017, p = 0.024), so that 20% of the increase in the number of Metastases with CA
and of the GST activity could be explained by the increase in ATTM. EC-FPG was not
sensitive in the differentiation of the evaluated groups. Significant relationship between the
working time in the current occupation and the biomarkers EC, AC, GST and MDA were
related to the genotoxic and cytotoxic effects caused by benzene exposure. Although both
populations were chronically exposed to benzene, filling station's workers are exposed to high
exposure times during the exercise of their work activities, characterizing an increased risk of
becoming ill. However, this does not mean that workers who are environmentally exposed to
benzene are not also taken to disease by exposure.

Keywords: Benzene, occupational exposure, environmental exposure, oxidative stress,

genotoxicity and formamidopyrimidine DNA glycosylase.
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I. INTRODUCAO

O desenvolvimento da civilizagdo humana esté diretamente relacionado com a
apropriacdo do conhecimento e das diferentes matrizes energéticas existentes, pelo
homem. O setor energético é um dos principais interesses de Estado, estando
relacionado com o funcionamento do parque industrial econdmico, o sistema de
transportes de cargas e passageiros, assim como, com as disputas de dominios
geopoliticos (IBP, 2004).

O uso dos combustiveis fosseis como fonte de energia em larga escala teve
inicio na | Revolucdo Industrial ocorrida na Inglaterra no final do século XVIII, com o
uso carvdo mineral como o primeiro combustivel fossil utilizado para a producdo de
vapor nas maquinas de Watt, por combustdo direta. Assim, a | Revolugdo Industrial
ficou caracterizada pelo desenvolvimento cientifico com o uso do carvdo como fonte de
energia e 0 desenvolvimento de maquina a vapor e locomotiva, como as primeiras
invencbes que modernizaram o0s setores produtivos e de transporte, dinamizando a
distribuicdo de matéria-prima, pessoas e mercadorias, propiciando um novo panorama
para o surgimento do sistema capitalista (FARIAS, 2011).

O carvao mineral foi a principal fonte de energia mundial até o periodo entre
final do século XIX e meados do século XX, quando 0 mundo vivenciou uma série de
avancgos tecnologicos e medicinais que impulsionaram a Il Revolucdo Industrial,
caracterizada pelo uso do petroleo, do motor a combustdo, da utilizacdo do aco e do
surgimento de grandes industrias como as usinas hidrelétricas, siderurgicas,
metaldrgicas, petroquimicas, automobilisticas, transporte ferroviario e naval (FARIAS,
2011; BARROS, 2007).

O petroleo em seu estado natural € um combustivel féssil composto por uma
mistura de hidrocarbonetos e, em menor propor¢do, por derivados oxigenados,
nitrogenados e sulfurados (Figura 1). Esses componentes podem variar em quantidade,
podendo o petrdleo ser classificado de acordo com os teores de seus constituintes, como
por exemplo, parafinico, nafténico, aromatico, parafinico-nafténico, aromatico-
nafténico e aromatico-asfaltico (GeoPG, 2014).

Em sua forma bruta, o petréleo possui pouquissimas aplicacdes, sendo
necessario passar pelo processo de refinamento para a obtencdo de seus diversos
derivados, como gas liquefeito, naftas, Oleo diesel, querosenes, 6leos combustiveis,

asfaltos, lubrificantes, solventes, parafinas, coque de petroleo, residuos e, dentre os mais
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cobicados, a gasolina (Figura 2) (FARIAS, 2011; BARROS, 2007). O refino de petréleo

constitui-se de uma série de processos de natureza fisica ou quimica, cujo objetivo é a

obtencdo da maior quantidade de derivados com alto valor comercial, maxima qualidade

e a0 menor custo operacional possivel.

Figura 1 - Composicdo quimica do petréleo.
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Fonte:GeoPG (2014).

Figura 2 - Produtos derivados a partir do petréleo e suas caracteristicas.
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De acordo com o Ministério de Minas e Energia, de todos os produtos
derivados da destilacdo do petrdleo, o dleo diesel e a gasolina sdo 0s mais solicitados
em termos de consumo de meio de transporte no Brasil (MME, 2014). O 6leo diesel,
constituido por hidrocarbonetos e baixa quantidade de enxofre, nitrogénio e oxigénio,
possui como caracteristica principal o nimero de cetanos. Quanto maior o nimero de
cetanos, menor sera o retardo de igni¢cdo e, por conseguinte, melhor sera capacidade do
6leo diesel incendiar-se. As emissGes de particulados caracteristicas dos motores a
diesel sdo compostas por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), que estdo
relacionados a precursores de cancer em seres humanos, sendo um problema de satde
publica (TSITOU et al., 2015).

A gasolina automotiva®, por sua vez, corresponde a fragdes liquidas leves do
petréleo, contendo uma mistura complexa de aproximadamente 150 a 200
hidrocarbonetos, os quais variam de quatro a doze atomos de carbono e pontos de
ebulicdo entre 30 e 225°C. A gasolina pode conter aditivos que conferem caracteristicas
especificas importantes para desempenho satisfatorio dos motores. Esses aditivos
podem ser dos tipos antioxidante, antidetonante, detergente, anticongelante, desativador
de metal, corante, entre outros e complementam o processamento da gasolina nas
refinarias, permitindo a obtencdo de maior nivel de desempenho do produto
(MAGNANELLI, 2012; MENDES et al.,, 2017). Existem duas classificagdes de
gasolina automotiva comercializadas no Brasil: A? (Premium e Podium, dependendo do
fabricante) e C* (gasolina comum e aditivada), todas com misturas de diferentes tipos de
hidrocarbonetos (Figura 3). A partir dessas duas especificacdes, as distribuidoras podem
ofertar gasolinas comerciais que atendam ou superem o0s parametros da categoria em
que estdo enquadradas. A gasolina aditivada possui adicdo de detergentes e dispersantes
a sua composicdo, que promovem limpeza do sistema de alimentacdo do veiculo,

incluindo bicos injetores e valvulas de admissdo, enquanto que a gasolina comum nao

! Gasolina automotiva compreende a(s) gasolina(s) especificada(s) pela ANP (gasolinas tipos A, Premium e todas as
demais), exceto a gasolina de aviagdo e a gasolina para uso em competi¢do automotiva (Portaria ANP n° 72, de
2000).

2 Gasolina A é a gasolina produzida no Pais, sendo importada ou formulada pelos agentes econdmicos autorizados
para cada caso, isenta de componentes oxigenados e que atenda ao Regulamento Técnico (Resolu¢do ANP n° 40, de
25/10/2013).

% Gasolina C é constituida de gasolina A e etanol anidro combustivel, nas proporcées e especificagbes definidas pela
legislacdo em vigor e que atenda ao Regulamento Técnico (Resolugdo ANP n° 40, de 28/10/2013).
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possui esses detergentes especiais. As gasolinas Premium ou Podium de alto indice
Antidetonante (IAD), além de conterem os detergentes que a gasolina aditivada,
possuem também uma maior octanagem, permitindo melhor aproveitamento do
potencial do motor (ANP, 2000; ANP 2013).

Figura 3 - Tipos de gasolina comercializadas no Brasil e suas composigdes.

COMPOSICAO E INFORMACAO SOBRE INGREDIENTES

PREPARO PREPARO

Natureza quimica: Hidrocarbonetos e alcool. Natureza quimica: Hidrocarbonetos e alcool.

Sin6nimos: Gasolina C aditivada. Sin6nimos: Gasolina C aditivada.

Ingredientes ou impurezas Hidrocarbonetos saturados: 27-47% (p'p) Ingredientes ou impurezas Hidrocarbonetos saturados: 27-47% (p/p)

que constituem perigo: Hidrocarbonetos olefinicos: 15-28% que constituem perigo: Hidrocarbonetos olefinicos: 15-28%
Hidrocarbonetos aromaticos: 26-35% Hidrocarbonetos aromaticos: 26-35%
Alcool etilico anidrido combustivel Alcool etilico anidrido combustivel
(CAS 64-17-5): 13-25% (p'p) v 1] W (cas64-17-5): 13-25% (pp)
Benzeno (CAS 71-43-2): <1% (p/p): Benzeno (CAS 71-43-2): <1% (p/p);
Aditivos: max. 0,5% Aditivos: max. 0,5%

PREPARO PREPARO

Natureza quimica: Hidrocarbonetos e alcool. Natureza quimica: Hidrocarbonetos e alcool.

Sin6nimos: Gasolina Premium. Sin6nimos: Gasolina A Premium aditivada

Ingredientes ou impurezas Hidrocarbonetos saturados: 20-53% (p'p) Ingredientes ou impurezas Hidrocarbonetos saturados: 20-53% (p/p)

que constituem perigo: Hidrocarbonetos olefinicos: 19-32% que constituem perigo: Hidrocarbonetos olefinicos: 19-32%
Hidrocarbonetos aromaticos: 28-48% Hidrocarbonetos aromaticos: 28-48%
Benzeno (CAS 71-43-2): <2% (p/p); gasolina Jgw»sc  Benzeno (CAS 71-43-2): <1% (p/p);

pOdium Aditivos: max. 0,5%
PETROSAAS

Fonte: MAGNANELLLI, 2012.

Os hidrocarbonetos presentes na gasolina podem ser classificados em
parafinicos (n-hexano, pentanos), olefinicos (hepteno), nafténicos (ciclohexano,
metilciclohexano) e aromaticos (benzeno, tolueno, xileno e 1,2,4-trimetilbenzeno), cujas
proporcoes relativas dependem dos petroleos e dos processos de producdo utilizados.
Atualmente, os varios tipos de gasolina, apos passarem pelos processos de refino, saem
das refinarias constituidas de misturas criteriosamente balanceadas desses
hidrocarbonetos, visando atender aos requisitos de desempenho nos motores (ANP,
2013; MAGNANELLLI, 2012).

Os hidrocarbonetos aromaticos se destacam dentre 0s principais componentes
dos combustiveis fosseis, pois possuem grande estabilidade em suas ligacGes quimicas
aléem de serem potencialmente carcinogénicos. Entre esses hidrocarbonetos aromaticos
mais leves estdo benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos (BTEX), 0s quais agem como
poderosos depressores do sistema nervoso central e apresentam toxicidade crénica,
mesmo em pequenas concentracdes da ordem de partes por bilh&o (ppb) (TSITOU et al.,

2015).
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Cabe ressaltar, que além das emissdes relacionadas a queima dos combustiveis
fosseis estarem historicamente associada a poluicdo atmosférica, as instalagdes dos
sistemas de armazenamento subterrdneos de combustiveis também configuram situacdes
capazes de gerar contaminagcbes ambientais, urbanas e ocupacionais. Essas
contaminacdes ocorrem em funcdo de possiveis vazamentos nos tanques de
armazenamento ou tubulag¢ées, assim como derramamentos produzidos por acidentes no
transporte e manuseio destes produtos, e geram uma grande preocupagdo das
autoridades responsaveis (OSTERREICHER-CUNHA et al., 2004; OKUMURA &
STRADIOTTO, 2007; TUNSARINGKARN et al., 2012).

I.1. Vulnerabilidade ambiental e ocupacional relacionada aos postos revendedores
de combustiveis (PRC)

Mundialmente, contaminagdes ambientais e ocupacionais relacionadas aos
PRC constituem-se como uma grande preocupacdo das autoridades internacionais e
nacionais, devido ao seu alto risco de incéndios, explosdes, contaminagdes de solo e
aguas subterraneas, assim como, aos riscos relacionados a satde humana decorrentes da
exposicdo aos solventes presentes nos combustiveis, em especial, ao benzeno.
(OSTERREICHER-CUNHA et al., 2004; OKUMURA & STRADIOTTO, 2007;
TUNSARINGKARN et al., 2012).

A wvulnerabilidade ambiental de solo e aguas subterraneas estad relacionada a
falhas estruturais e operacionais, como por exemplo, vazamentos devido a corrosédo de
tubulacbes e tanques subterraneos, a auséncia de pavimentacdo nos mesmos, ao
abastecimento de veiculos e ao descarregamento dos caminhdes-tanque nos PRC
(INEA, 2013). Os registros de areas ambientais contaminadas revelam que PRC sdo um
dos principais causadores de contaminacdo no pais, 0 que justifica a preocupacdo das
autoridades nacionais e da sociedade em geral. De acordo com a Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 2011), ligada a Secretaria do Meio
Ambiente do governo de S&do Paulo, foram registrados 4.131 cadastros de areas
contaminadas somente no Estado de Sdo Paulo, em 2011, sendo 3.217 (78%) desses
registros relacionados a contaminacdes oriundas de PRC, seguidos das atividades
industriais (14%), comerciais (4%), instalacdes para destinacdo de residuos (3%) e
casos de acidente, agricultura e fonte de contaminacdo de origem desconhecida (1%).

No Estado do Rio de Janeiro, o Instituto Estadual do Ambiente (INEA) noticiou, em
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2013, o monitoramento de 160 areas contaminadas por industrias e PRC (INEA,
2013b). Entretanto, esse problema ainda ndo é tratado de maneira sistematizada pelas
autoridades e a situacdo é ainda mais preocupante quando essa contaminacdo esta
relacionada aos efeitos a salde humana, decorrentes da exposicao cronica aos solventes
constituintes da gasolina (GOUVEIA et al., 2007). Nos outros diversos estados do
Brasil, sdo escassos, ou até mesmo nenhum, os estudos relacionados as é&reas
contaminadas por combustiveis.

Como ja mencionado, a gasolina € uma mistura complexa contendo cerca de 150
a 200 hidrocarbonetos entre C5 a C12, estando dentre eles o benzeno, composto de
grande relevancia toxicolégica devido as suas propriedades carcinogénicas. Mesmo o
benzeno estando em concentracdes menores que 1% na gasolina e em outros produtos
acabados, o estimulo ao consumo de combustiveis fosseis oriundos da cadeia produtiva
do petroleo, como politica de desenvolvimento econémico, faz com que a exposi¢do ao
benzeno a partir da gasolina ganhe grandes proporc¢des no ambito da saide ambiental e
ocupacional (IARC, 1982; WHO, 2000; WHO, 1993; ANP, 2001; ACGIH, 2003;
TUNSARINGKARN et al., 2012).

Dados da década de 90 estimaram que, mundialmente, cerca de dois milhdes de
trabalhadores foram expostos ocupacionalmente ao benzeno por ano e que 95% desses
trabalhadores estavam expostos a niveis inferiores ou igual a 1 ppm, Valor de
Referéncia Tecnoldgico (VRT) estabelecido pela NR 15 (Anexo 13-A) (COSTA &
COSTA, 2002; COUTRIM, 2000). No Brasil, de acordo com Moura-Correa et al.
(2014), a exposicdo ocupacional ao benzeno relacionada a PRC atinge 184.733
frentistas distribuidos em 39.450 PRC em todo o pais. Com o objetivo de assegurar uma
melhoria na qualidade de vida desses trabalhadores, estratégias para reduzir o nivel de
exposicdo ao benzeno tém sido realizadas, como, por exemplo, a melhoria de tecnologia
dos meios de producdo, a pressdo das politicas de vigilancia a sadde ocupacional, a
tendéncia mundial de substituicdo do benzeno como solvente nos processos industriais e
0 avanco tecnoldgico para a sua quantificacdo em concentracdes muito baixas no ar
(COUTRIM et al., 2000). Apesar desses esforcos de regulacdo das emissBes do
benzeno, um vasto nimero de trabalhadores continua sendo exposto em diversas
situacOes precarias de trabalho, especialmente nos ambientes de PRC (MACHADO et
al., 2003).
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A populacdo em geral tambem se expde ambientalmente devido a volatilizacéo
dos solventes presentes na gasolina oriunda tanto dos PRC, durante o abastecimento de
tanques e veiculos, quanto das emissdes veiculares, o que por sua vez, gera uma difusao
universal. Essas emissdes sdo fontes representativas, principalmente, se considerarmos a
populacdo residente nas adjacéncias de determinadas industrias e PRC (CARRIERI et
al., 2006). Entretanto, o volume de estudos contemplando a exposi¢do de populacdes
brasileiras, tanto ambientalmente quanto ocupacionalmente, ainda €, lamentavelmente,

incipiente frente a real situacdo do risco (VALENTE et al., 2017).

1.2. Legislacéo brasileira sobre PRC e Saude do Trabalhador

As atividades relacionadas aos PRC envolvem diferentes processos de trabalho,
como abastecimento, troca de dleo, lavagem de veiculo, recebimento de caminhdo-
tanque, analise de amostras-controle da gasolina, revenda de mercadorias, entre outras,
para as quais sdo necessarias medidas de gestdo ambiental e ocupacional, no intuito de
se evitar a ocorréncia de impactos a0 meio ambiente e a saude do trabalhador,
respectivamente.

De acordo com a atual vigéncia do Decreto n° 6.514 de 2008, que regulamenta a
Lei Federal 9.605/98, a contaminacdo ambiental é considerada um crime ambiental
federal e sobre suas infracdes deve-se estabelecer processo administrativo federal. A
legislacdo brasileira exige para o exercicio da funcdo dos PRC o licenciamento por
orgao ambiental estadual competente ou do IBAMA em caréater supletivo, por meio de
um Estudo de Impacto Ambiental (EIA) e um Relatorio de Impacto Ambiental (RIMA)
detalhado. Apds a realizacdo do EIA/RIMA, o estabelecimento podera iniciar os
processos de obtencdo da Licenca Prévia (LP), da Licenca de Instalacdo (LI), e da
Licenca de operacgdo (LO), que sdo obrigatorias para seu funcionamento (CONAMA N°
001/86).

Segundo a Resolug¢do do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°
319, de 2002, os equipamentos e sistemas destinados ao armazenamento e a distribuicao
de combustiveis, assim como de montagem e instalacdo, devem ser avaliados quanto a
sua conformidade no @mbito do Sistema Brasileiro de Avaliacdo da Conformidade com
periodicidade ndo superior a cinco anos. Além disso, a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas — ABNT (NBR 13.786:2014) estabelece que um PRC deve instalar no minimo

3 pocos de monitoramento em lugares estratégicos, com a finalidade de se verificar a
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existéncia de contaminantes em fase livre ou dissolvida na agua subterranea,
independentemente da profundidade do lencol freético.

As atividades que envolvem a exposicdo dos trabalhadores aos riscos
relacionados a saude humana decorrentes da exposi¢cdo aos solventes presentes nos
combustiveis, em especial ao benzeno presente na gasolina, constituem-se como uma
grande preocupacdo para 0 campo da Salde do Trabalhador. Além das atividades
relacionadas ao armazenamento e manuseio de inflamaveis liquidos serem classificados
como perigosas (NR-16), a exposicdo cronica ao benzeno possui grande relevancia
toxicoldgica, sendo preconizado o monitoramento ambiental e bioldgico. Dessa forma, a
Instrucdo Normativa de N° 1 de 1995, considerando a obrigatoriedade da realizagdo do
Programa de Prevengdo de Riscos Ambientais (PPRA), estabelece, no anexo sobre
"Avaliagdo das Concentragbes de Benzeno em Ambientes de Trabalho”, a
caracterizacdo completa de um determinado ambiente ou da exposi¢do ocupacional de
trabalhadores, por meio de um processo periodico e sistematico da avaliacdo da
concentracdo de benzeno no ar do ambiental de trabalho.

Complementarmente, a Portaria N° 34 de 2001 estabelece o "Protocolo para a
Utilizacdo de Indicador Bioldgico da Exposicdo Ocupacional ao Benzeno" por meio da
determinagdo do &cido trans, trans-muconico (ATTM) na urina coletada no final da
jornada de trabalho e a partir do terceiro dia consecutivo de exposi¢cdo. Além disso, a
Portaria N° 776 de 2004 dispde sobre a regulamentagdo dos procedimentos relacionados
a vigilancia da saude dos trabalhadores expostos ao benzeno, estabelecendo as diretrizes
do diagndstico da intoxicacdo ocupacional ao benzeno, por meio do protocolo de
investigacdo de danos relacionados a exposi¢do ao benzeno. Esse protocolo preconiza
juntamente com exame fisico, procedimentos e informac6es da histéria clinica atual e
pregressa de exposicdo a mielotoxicos; da histéria ocupacional atual; levantamento de
dados hematoldgicos e exames complementares para conclusao diagnostica (MENDES,
et al. 2017).

E importante ressaltar, que as normas referentes & exposicdo ocupacional ao
benzeno citadas anteriormente foram estabelecidas para atividades industriais, nao
incluindo até entdo as atividades de armazenamento, transporte, distribuicdo, venda e
uso de combustiveis derivados do petréleo realizados por PRC. Recentemente, foi
publicada a Portaria N° 1.109, de 21 de setembro de 2016, que aprova o Anexo 2 -

Exposicdo Ocupacional ao Benzeno em Postos Revendedores de Combustiveis - PRC -
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da Norma Regulamentadora n°® 9 - Programa de Prevencdo de Riscos Ambientais -
PPRA, estabelecendo, assim, 0s requisitos minimos de seguranca e saude no trabalho
para as atividades com exposicdo ocupacional ao benzeno em PRC. Esses
complementam as exigéncias e orientacfes ja previstas na legislacdo de Seguranca e
Saude no Trabalho em vigor no Brasil.

1.3. Efeitos do Benzeno & Saude Humana

O benzenismo corresponde ao conjunto de sinais e sintomas decorrentes da
exposicdo ao benzeno. O diagnostico de benzenismo, de natureza ocupacional, é
eminentemente clinico e epidemioldgico, se fundamentando na histéria de exposicao
ocupacional e na observacdo de sintomas e sinais clinicos e laboratoriais (BRASIL,
2006; BRASIL, 2004).

Para a avaliacdo dos potenciais efeitos toxicologicos a saide humana das
diversas substancias quimicas, incluindo o benzeno, deve-se levar em consideragio
fatores relacionados ao composto (caracteristicas fisico-quimicas), a exposi¢do (dose e
frequéncia) e ao individuo (suscetibilidade individual). Com isso, as complicacbes
observadas decorrentes das exposi¢cdes agudas ou crénicas séo diferentes. Considerando
a exposicdo aguda, o benzeno provoca efeitos toxicos no sistema nervoso central,
causando de acordo com a quantidade absorvida, narcose e excitacdo, seguida de
sonoléncia, tonturas, cefaleia, nduseas, taquicardia, dificuldade respiratoria, tremores,
convulsbes, perda da consciéncia e morte. Além disso, 0 benzeno é um irritante
moderado de mucosas oculares e respiratdrias, podendo causar edema pulmonar quando
aspirado em altas concentracGes. Contudo, € na exposi¢do cronica que sao observados
0S maiores agravos a salde humana, com varios tipos de lesdes no tecido da medula
Ossea (que, consequentemente, acarretam as subsequentes alteracbes do sistema
hematopoiético (AUGUSTO & NOVAES, 1999; TUNSARINGKARN et al., 2012).

O sistema hematopoiético medular é formado por células-tronco
hematopoiéticas (CTH), as quais possuem a capacidade de se autorrenovar e se
diferenciar em células especializadas do tecido sanguineo e células do sistema imune,
por meio da geracdo de progenitores multipotentes, que originam 0s progenitores
comuns das linhagens mieloide e linfoide. As células da linhagem mieloide

correspondem aos eritrécitos, plaquetas, macréfagos, neutrofilos, eosinéfilos, basofilos,
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e as da linhagem linfoide sdo os linfécitos B e T e células NK (Figura 4) (SILVA
JUNIOR et al., 2009).

As principais lesGes no sistema hematopoiético em decorréncia da exposi¢do ao
benzeno sdo as displasias, como hipoplasia e aplasia. A hipoplasia de medula 6ssea
corresponde a diminuicdo da atividade de formacdo do tecido hematoldgico e pode
ocasionar, no sangue periférico, citopenia(s), como leucopenia, neutropenia,
plaguetopenia, sendo a neutropenia a principal repercussdo hematoldgica da hipoplasia
secundaria. A aplasia da medula Gssea, que corresponde a depressdo de todas as
linhagens hematoldgicas, se expressa no sangue periférico por meio de pancitopenia
(leucopenia, plaquetopenia e anemia). Além disso, o carater leucemogénico do benzeno
é amplamente reconhecido, sendo a Sindromes Mielodisplasticas (SMD) e a Leucemia
Mieldide Aguda (LMA) as mais frequentes. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estima que o risco de desenvolver leucemia seja de 6 casos por milhdo entre pessoas que
tenham sido expostas ao longo da vida a concentracdes de 1 mg/m®. Além de
leucemogénica, a toxicidade por benzeno esta também relacionada ao surgimento de
outras formas de doencas onco-hematoldgicas, como Linfoma ndo- Hodgkin, Mieloma
Multiplo e Mielofibrose, embora em menor frequéncia (VLAANDEREN et al., 2011).

Figura 4 - Linhagens Hematopoiéticas.
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Além disso, a exposicdo ao benzeno também pode causar alteracbes
neuropsicoldgicas e neuroldgicas, sendo observadas alteracGes de atencdo, percepgéo,
memoria, habilidade motora, viso-espacial, viso-construtivo, funcdo executiva,
raciocinio l6gico, linguagem, aprendizagem e humor. Disfun¢BGes cognitivas como
astenia, cefaleia, depress@es, insbnia, agitacdo e alteracBes de comportamento também
sdo relatadas e, no sistema auditivo, podem ser observadas perdas auditivas
neurossensoriais, zumbidos, vertigens e dificuldades no processamento auditivo
(VYSKOCIL et al., 2012; BRASIL, 2006; AUGUSTO et al., 1999).

1.3.1. Toxicocinética e Toxicodindmina do benzeno

Os estudos de toxicocinética e toxicodindmica sdo importantes para o
entendimento da relacdo entre a exposicdo, a mensuracao das concentragdes do benzeno
e/ou seus metabdlitos na corrente sanguinea e seus efeitos a saude humana (ARNOLD
et al., 2013). O benzeno € um hidrocarboneto aromatico, de odor caracteristico, liquido,
volatil, incolor, altamente inflaméavel, explosivo, lipossolivel e seu vapor é mais denso
que o ar (ARNOLD et al., 2013).

A principal via de absorcdo do benzeno € o trato respiratdrio, podendo também
ser absorvido por via oral e cutanea, em especial quando estiver na forma liquida. A
maior quantidade do benzeno inalado € absorvida rapidamente, com aproximadamente
70% ou mais, durante os primeiros minutos de exposi¢do. Entretanto, apds 1 hora, a
absorcdo do benzeno € reduzida, juntamente com o declinio do gradiente de
concentracdo entre 0 benzeno no ar e no sangue. Uma parte do benzeno absorvido é
eliminada pela expiracdo ou pela urina, antes de ser metabolizado, e a parte
remanescente se distribui em tecidos com alto teor lipidico, principalmente, cérebro,
rim, tecido adiposo, figado, placenta, dentre outros tecidos (WHO, 1993a; ARNOLD et
al., 2013). A metabolizacdo do benzeno distribuido pelo organismo ocorre
primeiramente no figado e a excrecdo de seus metabdlitos ocorre pela urina. Estudos
evidenciam que o0s metabolitos do benzeno sdo hematotdxicos (WHO, 1993a;
ARNOLD et al., 2013). O esquema das vias metabdlicas do benzeno, juntamente com
seus metabolitos, esté ilustrado na Figura 5.

A primeira etapa da metabolizacdo do benzeno corresponde a reacdo de
oxidacgdo, que forma o intermediario 6xido benzeno, catalisado pela enzima citocromo P

450 2E1 (CYP2EL). O o6xido benzeno, que esta em equilibrio com o oxepin, pode sofrer
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(1) rearranjo ndo enzimético formando o fenol; (2) hidrélise formando dihidrodiol; (3)
abertura do anel formando o &cido tt-mucénico ou (4) reagir com a glutationa,
formando o acido S-fenilmercaptdrico (S-MA) (ARNOLD et al., 2013).

O fenol, metabdlito formado por rearranjo, pode sofrer novamente reacdes de
oxidacéo, pelo intermédio da enzima CYP2E1, formando os metabdlitos hidroquinona e
catecol. A hidroquinona e o catecol, por sua vez, formam um equilibrio com suas
formas oxidadas (p-benzoquinona e o-benzoquinona, respectivamente), através de
enzimas peroxidases, sendo a reacdo de oxidacdo catalisada pela enzima
mieloperoxidase (MPO) e a reacdo de reducdo de retorno catalisada pela enzima
NAD(P)H quinona oxidoredutase (NQO1). Os diversos metabdlitos do benzeno
possuem diferentes potenciais toxicoldgicos, sendo a hidroquinona e a p-benzoquinona
0s principais metabolitos apontados como sendo responsaveis pela sua acao
hematotoxica (BOOGAARD, 2009).

Figura 5 - Esquema das vias metabolicas do benzeno.
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Embora o principal local de oxidacdo do benzeno pela CYP2E1 ocorra no
figado, o metabolismo adicional também ocorre na medula éssea, que € rica em fonte da

enzima peroxidase MPO. Essa enzima MPO foi identificada em altas concentragcdes em
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celulas granuldcitas precursoras e pode oxidar varios metabdlitos polifendlicos do
benzeno, tendo, portanto, um importante papel na toxicidade hematopoiética do mesmo
(RANA & VERMA, 2005; HAYS et al., 2012). O mecanismo de acdo de toxicidade
hematopoiética do benzeno é em grande parte desconhecido, tanto no desenvolvimento
de citopenias periféricas quanto na inducdo de LMA (MEEK & KLAUNIG, 2010;
HAYS et al., 2012). Entretanto, de modo simplificado, existem alguns eventos-chaves
bem definidos que parecem ser necessarios para que esse aromatico possa exercer a sua
toxicidade. Esses eventos-chaves sdo utilizados na descricdo do modo de agdo (MoA)
do benzeno, sendo eles: (1) metabolizacdo do benzeno a 6xido benzeno; (2) interacdo do
metabdlito com células cruciais da medula 6ssea; (3) estimulo das células da medula
6ssea; (4) proliferacdo clonal das células iniciadas e (5) desenvolvimento da leucemia
(MEEK & KLAUNIG, 2010; HAYS et al., 2012). A etapa critica descrita por Meek &
Klaunig (2010) inclui necessariamente um dano oxidativo adicional ao DNA e as
macromoléculas celulares importantes, induzindo mutacGes e proliferacdo clonal das
celulas mutadas. Evidéncias indicam que os metabolitos do benzeno podem interferir no
ciclo celular, assim como, induzir a apoptose de células precursoras do sistema
hematopoiético, além de alterar importantes vias de sinalizacdo celular do mesmo,
resultando em citotoxicidade (YOON et al.,2001; HAYS et al., 2012).

No entanto, multiplas vias estdo envolvidas no mecanismo de a¢do e no processo
leucogénico de benzeno e seus metabdlitos, sendo dificil definir por meio de um
simples MoA. De acordo McHale et al. (2011), diferentes fatores e potenciais eventos-
chave podem contribuir para os efeitos toxicoldgicos do benzeno. Dente esses eventos
leucomogénicos benzeno-induzido estdo incluidos o direcionamento de genes criticos
através da inducdo de fatores genéticos, as anormalidades cromossdmicas ou
epigenéticas em células-tronco hematopoiéticas (HSC); a instabilidade gendmica; a
desregulacdo de células do estroma; a apoptose das HSC e das células do estroma; e a
proliferacdo e diferenciacdo de células alteradas, que conduzem a geracdo de células-
tronco leucomogénicas (LSC). Além disso, também estdo incluidos os eventos-chave
modulados pelo estresse oxidativo, pela desregulacdo do receptor Aril Hidrocarboneto
(AhR) e pela reducdo da imunovigilancia, que levam a hematotoxicidade e leucemia
(Figura 6).

A toxicidade do benzeno tem se mostrado maior em células que se dividem

rapidamente em compara¢do com células que estejam em estado quiescente do ciclo.
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Hipoteses incluem a inibicdo da topoisomerase 11, cuja funcdo é remover tor¢des nas
fitas de DNA, evitando nos que, consequentemente, bloqueiam a replicacdo celular e
causam apoptose (MONDRALA & EASTMOND, 2010; HAYS et al., 2012). Existe um
consenso geral de que o metabolismo do benzeno tem um papel importante na sua
toxicidade, entretanto, ndo é definido quais de seus metabdlitos sdo responsaveis por
pelos efeitos tdxicos. Esses efeitos podem ser gerados por meio da inclusdo de ligacdo
covalente em biomoléculas importantes, como proteinas e DNA; da geracdo de espécies
oxidantes resultando em estresse oxidativo; de danos nas tubulina, proteinas histonas,
topoisomerase Il e no préprio DNA, por DNA-proteina, cross-linking ou quebras das
fitas do mesmo; da interferéncia na segregacdo dos cromossomos durante a mitose e de
aberracGes cromossdmicas, especialmente, nos cromossomos 5 e 7, que séo afetados no
desenvolvimento da LMA. Entretanto, a relagdo entre o potencial genotdxico dos
metabolitos do benzeno e sua relacdo com os efeitos carcinogénicos ainda precisa ser
mais bem elucidada (SNYDER, 2004; SNYDER, 2007; SNYDER, 2012; HAYS et al.,
2012).

Figura 6 - Diferentes MoA de leucogénese induzida pelo benzeno, com seus principais

eventos potenciais, fatores modificadores e efeitos toxicoldgicos.
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1.3.2. Interacéo entre Estresse oxidativo e danos no DNA

Mesmo que a relacdo entre a genotoxicidade dos metabolitos do benzeno e seus
efeitos carcinogénicos ainda ndo esteja totalmente elucidada, a mesma parece ser
modulada pelo estresse oxidativo. ReacOes de oxidacdo sdo fundamentais para o
metabolismo de diversos organismos aerobicos, incluindo os seres humanos, e geram
como produtos os radicais livres ou espécies reativas. O termo radical livre se refere a
uma espécie quimica, podendo ser aomo ou molécula, que possui um elétron
desemparelhado no seu orbital de valéncia, conferindo uma alta reatividade quimica,
especialmente como agente oxidante, pela tendéncia de adquirir o segundo elétron para
se estabilizar (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Por sua vez, 0 termo espécies
reativas inclui ndo apenas os radicais livres, mas também compostos altamente reativos
que nao tenham elétrons desemparelhados. Geralmente, essas espécies reativas contém
atomos de nitrogénio e oxigénio, com pares de elétrons livres, que sdo nomeadas
espécies reativas de nitrogénio (ERN) e espécies reativas de oxigénio (ERO),
respectivamente (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Ambas as espeécies reativas se encontram envolvidas naturalmente nos processos
fisiologicos do metabolismo celular aerobico, como producdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias
biologicas importantes. Porém, a producdo excessiva dessas espécies reativas pode
apresentar efeitos prejudiciais, como peroxidacdo dos lipidios de membrana e danos a
proteinas, enzimas, carboidratos e DNA, estando relacionadas com varias patologias,
como por exemplo, artrite, choque hemorragico, doencas do coracdo, catarata,
disfuncdes cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa ou o fator agravante do
quadro geral (BARREIROS et al., 2006).

Dessa forma, atualmente, ha um grande interesse em estudos sobre os efeitos
oxidativos causados por essas espécies reativas no organismo. Tanto as ERO como as
ERN sdo moléculas instaveis, quimicamente reativas e apresentam tempo de meia-vida
curta (McCord, 2000). As principais ERO sdo o oxigénio singleto (*O,), o peréxido de
hidrogénio (H,0;), o acido hipocloroso (HCIO) e os radicais hidroxila (HO¢), peroxila
(ROOy), alcoxila (RO*) e anion superoxido (Oz¢ ). Dentre 0s exemplos das ERN estéo o
radical 6xido nitrico (NO¢), o 6xido nitroso (N203), 0 &cido nitroso (HNO,), o nitrito
(NO2), o nitrato (NO3 ) e o peroxinitrito (ONOO ) (FERREIRA & MATSUBARA,
1997; RIBEIRO et al., 2005).
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A producdo elevada e continua dessas espécies reativas e/ou sua inadequada
remocdo podem suprimir o sistema de defesa antioxidante e resultar no estresse
oxidativo, devido a um desequilibrio entre os oxidantes e antioxidantes, em favor dos
oxidantes, conduzindo a danos celulares. A intensidade deste desequilibrio depende das
concentracdes locais de espécies prd e antioxidantes, das constantes de velocidade de
reacdo com moléculas-alvo e da compartimentalizacdo celular destes processos, onde
fatores de solubilidade e difusibilidade s&o determinantes (SIES, 1991;
VASCONCELOS et al., 2007).

Por outro lado, as espécies reativas formadas no organismo podem ser
combatidas por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, 0s quais correspondem
aqueles produzidos pelo corpo ou absorvidos na dieta, respectivamente. Entre o0s
antioxidantes produzidos pelo corpo estdo os classificados como enzimaticos, a
exemplo das enzimas glutationa peroxidade (GPx), glutationa S-transferase (GST),
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), e os ndo enzimaticamente, como
glutationa (GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e
ferritina), melatonina, acido diidrolipdico, ubiquinonas, metalotioneina e polifendis
(flavonoides e poliflavonoides). Além disso, o organismo tambem utiliza os
antioxidantes provenientes da dieta como o [-caroteno (pré-vitamina A), acido
ascorbico (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E) (BARREIROS et al., 2006; OGA et
al., 2008; BARBOSA et al., 2010).

A SOD catalisa a reacdo do radical anion superoxido (O2¢) convertendo-o em
oxigénio (O,) e H,0,. Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira contendo
Cu?* e Zn** como centros redox, presente no citosol, e a segunda contendo Mn** como
centro redox, estando presente nas mitocondrias (BARBOSA et al., 2010). Por sua vez,
a CAT atua na dismutacdo do H,O, em O; e agua (H»0). A molécula de H,O, pode se
difundir facilmente através das membranas celulares (nuclear e mitocondrial), sendo
considerada uma das principais responsaveis pelos diversos danos celulares. Alem
disso, devido as células possuirem metais de transicdo em seu interior, o H,O, pode ser
convertido em radical hidroxil (HO¢) e anion hidroxila (HO"), por meio das reacGes de
Fenton e Haber-Weiss, que por sua vez, podem causar danos a macromoléculas como
DNA, RNA, proteinas, lipidios e membranas celulares (BARBOSA et al., 2010).

A GPx também converte o H,O, a agua, por meio da oxidacdo da glutationa

reduzida (GSH) em oxidada (GSSG). A enzima glutationa redutase (GR), responsavel
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pela recuperagdo da GSH, possibilita a manutengéo da integralidade do ciclo redox da
GSH e, consequentemente, do equilibrio adequado entre os sistemas de defesa
enzimaticos. A GSH é um tripeptideo, formado pelos aminoacidos glicina, &cido
glutdmico e cisteina, e constitui o tiol redutor mais abundante no meio intracelular. A
manuten¢do dos niveis adequados de GSH ¢ feita pela GR, a qual utiliza equivalentes
redutores de NAD(P)H para manter a GSH na forma reduzida, como substrato para a
GPx. Assim, a atuacdo eficiente da GPx exige um sistema enzimatico sequencial que
envolve a GR e as enzimas que mantém niveis de NAD(P)H, nos compartimentos
citossolico e mitocondrial (RIBEIRO et al.,, 2005). Muitas das reacGes da GSH
envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizavel, tornando-a um bom nucleéfilo
para reacbes com compostos quimicos eletrofilicos. Esta habilidade de doar elétrons a
outros compostos também faz da GSH um bom redutor (Figura 7) (GURER-ORHAN et
al., 2004; BARBOSA et al., 2010).

Figura 7 - Representacdo esquematica da interacdo do sistema enzimatico de defesa

antioxidante.
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Por sua vez, a GST, enzima de matabolizacdo de fase Il, corresponde a uma
familia de enzimas com diferentes localizacbes celulares, que também auxilia na
resposta ao estresse oxidativo por meio da detoxificacdo de xenobiodticos nocivos. De
maneira geral, a GST catalisa a conjugacdo do grupamento GSH com substratos
eletrofilicos. Esses substratos podem ser enddgenos ou metabdlitos de xenobidticos
provenientes da primeira etapa (reacdes de fase 1) do processo de metabolizacdo de
substancias quimicas realizado pelo organismo (HAYES et al., 2005; HUBER et al.,
2008). Cabe ressaltar, que as alteracdes das atividades fisiolégicas das enzimas
antioxidantes podem ter, como consequéncia, um grande efeito sobre a resisténcia
celular aos danos induzidos por espécies reativas. Portanto, o sistema antioxidante tem

um papel preventivo fundamental as diversas biomoléculas celulares, inibindo ou
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retardando o aparecimento de células cancerigenas, além de retardar o envelhecimento
das células em geral (MATES et al., 1999; BARREIROS et al., 2006).

Dentre as biomoléculas celulares suscetiveis as aces das espécies reativas, a
membrana € uma das mais atingidas por meio de reacGes de peroxidacdo lipidica
(Figura 8), que acarreta alteracbes em sua estrutura e permeabilidade celulares.
Consequentemente, ocorre a perda da seletividade na troca ibnica e a liberagcdo do
contetido de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, formando produtos
citotoxicos/genotoxicos, como aldeidos a,B-insaturados 4-hidroperoxi-2-nonenal, 4-
hidroxi-2-nonenal, 4-oxo-2-nonenal e 4,5-epoxi-2(E)-decenal, culminando em morte
celular. Além disso, a decomposicao dos &cidos graxos com trés ou mais insaturacdes
gera o aldeido mal6nico ou malondialdeido (MDA), que também possui genotoxica se
ligando ao 2’-desoxiguanosideo gerando pirimidol-[1,2a]purin-10-ona
desoxiguanosideo. A peroxidacdo lipidica também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacdo da toxicidade de
xenobioticos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Figura 8 - Reacdo em cadeia do processo de peroxidacdo lipidica.

LH + OH (oulLO) > L'+ H,0 (ou LOH) Iniciagéo

L’ + 0, > LOO’ Propagacao
LH + LOO’ > L'+ LOOH Propagacéo
LOO "« L > LOOL Terminacéao
LOO" + LOO’ > LOOL + O, Terminacao

Fonte: FERREIRA & MATSUBARA, 1997.
Nota: LH - Acido graxo;
LOe e Le - Radicais lipidicos;
LOO- - Radical peroxila;
LOOL - Hidroperoxido lipidicos.

Os outros dois grupos de biomoléculas danificadas sob condicGes de estresse
oxidativo sdo o material genético e os aminoacidos/proteinas (HUBER et al., 2008).
Dentre os radicais produzidos no estresse oxidativo, um dos mais danosos ao DNA é o
HO- que ataca tanto as bases nitrogenadas quanto ao seu agtcar desoxirribose. O ataque
a0 acucar ¢ realizado por meio da abstracdo de um dos 4tomos de hidrogénio pelo HOe,
levando a formacdo de radicais adutos que rapidamente sdo complexados formando os

produtos 5’-8-ciclo-2’-desoxiadenosina (80HdA) e 5°- 8-ciclo-2’-desoxiguanosina
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(80OHdG). A eletrofilicidade da hidroxila também possibilita sua interacdo com as bases
nitrogenadas, por reacdo de adicdo em sitios de alta densidade eletrnica e desta forma,
dependendo da base nitrogenada e da posicdo do ataque sdo formados diferentes
compostos estaveis. Os ataques as bases purinicas ocorrem nas posicoes de C-4, C-8, e
em menor propor¢do em C-5, formando 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina
(FapyG),  4,6-diamino-5-formamidopirimidina  (FapyA),  8-oxo-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosideo (8-oxoG), 8-oxo-7,8-dihidroadenosine (8-oxoA). O ataque as bases
pirimidinicas ocorre, por adicao a ligacao dupla A e produz como produto intermediario
os radicais livres nas posicdes C-6 e C-5 nas proporcdes sao aproximadamente 70% e
30%, respectivamente. Em seguida, esses intermediarios podem gerar os produtos 5-
hidroxi-6-hidrocitosina,  6-hidroxi-5-hidrocitosina,  5-hidroxi-6-peroxicitosina,  6-
hidroxi-5-peroxicitosina, 5-hidroxi-6-oxocitosina e 6-hidroxi-5-oxocitosina, referentes a
citosina; e 5-hidroxi-6-hidrotimina, 6-hidroxi-5-hidrotimina, 5-hidroxi-6-oxotimina e
timinaglicol, referentes a timina. Além disso, o HO* também reage com aminoacidos
(cisteina, histidina, triptofano, metionina, fenilalanina, arginina e asparagina) e proteinas
de cadeia lateral. Essas reacdes originam ligacGes cruzadas e quebras de ligagdes com
ou sem formacdo de fragmentos, podendo causar como consequéncia a perda de
atividade enzimatica, dificuldades no transporte ativo das membranas celulares, cit6lise
e morte celular (BARREIROS et al., 2006).

O ataque intensivo e frequente de espécies reativas pode originar graves
alteracdes celulares, mutacdes no DNA e, consequentemente, levar ao desenvolvimento
de doencas e canceres. Nesse contexto, a utilizacdo dos parametros enzimaticos do
estresse oxidativo associados aos biomarcadores de genotoxicidade, sdo utilizados de

forma estratégica em estudos cientificos que avaliam diversos tipos de exposicao.

1.4. Avaliacéo toxicologica por biomarcadores

Os biomarcadores, também conhecidos como indicadores biologicos, séo
ferramentas de fundamental importancia na avaliacdo dos danos a saude humana,
causados pela exposicdo as diversas substancias quimicas. ldealmente, esses
biomarcadores fornecem informacBGes sobre o0s niveis relevantes de exposicdo a
determinado composto quimico, pela determinacdo das concentragdes desse mesmo
composto ou de seus metabolitos em diversas matrizes bioldgicas e, posteriormente,

correlacdo com os efeitos adversos a saude. A utilizagdo desses biomarcadores, no
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processo de avaliacdo toxicoldgica de trabalhadores expostos a diferentes compostos
quimicos, tem como objetivo proporcionar dados de investigacdo cientifica na
vigilancia e na estimativa de risco a satde humana (WHO 1993; WHO, 2000; WHO
2001).

Com isso, a vigilancia da salde de trabalhadores expostos a compostos
quimicos, enquanto determinante das preocupacGes preventivas, preconiza o0
planejamento e a realizacdo do monitoramento ambiental e bioldgico, por meio da
utilizagdo e aplicacdo de biomarcadores. Esses biomarcadores podem ser categorizados
em trés tipos principais: exposicdo, efeito e susceptibilidade. Os biomarcadores de
exposicdo podem corresponder a mensuragdo de um determinado composto nas diversas
matrizes ambientais ou a mensuracdo do composto e/ou de seus metabdlitos nas
diferentes matrizes bioldgicas dos individuos expostos, sendo nesse ultimo caso tambem
denominado biomarcador de dose interna. Por sua vez, os biomarcadores de efeito
indicam alteracGes presentes no organismo e permitem avaliar o prognostico da doenga,
enquanto que os biomarcadores de susceptibilidade caracterizam diferencas ou
alteracbes genéticas que tornam os individuos mais ou menos propensos ao
desenvolvimento de determinadas doencas (WHO 1993; WHO 2001; DE PALMA et
al., 2013). Desta forma, nos estudos de vigilancia e de estimativa de risco a saude
humana, esses biomarcadores sdo utilizam como ferramentas nos processos de
monitoramento ambiental e bioldgico de populacGes expostas.

O Monitoramento Ambiental (MA) consiste na avaliacdo de risco a saude
humana através da quantificacdo da exposicdo, por meio da mensuracdo dos compostos
no ambiente de trabalho, comparando-os com os Limites de Exposicdo Ocupacional
(LEOs) estabelecidos legalmente. Diferentes LEOs sdo preconizados por agéncias nao
governamentais dos diversos paises, tais como TLV (Threshold Limit Values - ACGIH/
EUA), PEL (Permissible Exposure Limit - OSHA/ EUA), OELV (Occupational
Exposure Limits Value — SCOEL/ Unido Europeia) e WEL (Workplace Exposure Limits
— HSE/ Reino Unido), cujos valores sdo pré-estabelecidos com critérios de
aceitabilidade, baseado-se nos efeitos causados a salde pelas exposicfes aguda e
crbnica dos variados compostos. Com relacéo ao limite de exposicdo do benzeno, ha um
esforco mundial em restringi-lo 0 maximo possivel. Os diferentes LEOs para 8 horas
didrias de exposicdo de algumas instituicdes internacionais e nacional estdo

demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Diferentes LEOs para 8 horas diarias de exposi¢do de algumas instituicdes

internacionais e nacional.

LEOs LT (VRT) TLV PEL OELV WEL
(MTE/Brasil) (ACGIH/EUA) (OSHA/EUA) (SCOEL/UE)  (HSE /UK)

Benzeno 1ppm 0,5ppm 1ppm 1ppm 1ppm
Fonte: BUSCHINELLI, 2014.

No Brasil, sdo estabelecidos os Limites de Tolerancia (LT) através dos Anexos
11 e 12 da Norma Regulamentadora n°15 do Ministério do Trabalho e Emprego
(MINISTERIO DO TRABALHO E EMPREGO, NR-15). Entretanto, para a exposi¢ao
ao benzeno, foi adotado o Valor de Referéncia Tecnoldgico (VRT), no lugar do LT,
assumindo legalmente, que mesmo estabelecendo um valor ambiental em termos de
vigilancia sanitaria, ndo se excluiu o risco causado a saude humana dos trabalhadores
expostos nesse mesmo ambiente.

O Monitoramento Biologico (MB), por sua vez, também consiste na avaliacdo
de risco a saude humana, porém, por meio da avaliagdo dos compostos quimicos e/ou
seus metabdlitos em tecidos, secrecdes, excrecdes, ar exalado ou outras matrizes
biologicas, tomando como referéncia comparativa os indices Bioldgicos Maximos
Permitidos (IBMP), cujos valores supdem-se ndo causar danos a saude da maior parte
da populacdo ocupacionalmente exposta (BUSCHINELLI, 2014). Por levar em
consideracdo a variabilidade individual na exposi¢cdo, o MB possuir vantagens com
relacdo ao MA, pois 0 MB complementa o MA, especialmente, quando ndo existirem
acOes de controle nos ambientes de trabalho ou quando os controles realizados forem
insuficientes. Além disso, 0 MB também pode utilizar exames médicos ocupacionais
que podem ser utilizados como historico de notificacdo dos agravos a salude perante a
Previdéncia Social (BUSCHINELLI, 2014).

Para a exposicdo ao benzeno, que ocorre sobretudo pela via respiratoria, a
mensura¢do do proprio composto quimico, no ar, N0 sangue ou na urina, pode ser
utilizado como biomarcador de exposicdo. Os metabolitos do benzeno, acido tt-
muconico (ATTM) e acido S-fenil mercapturico (S-MA), também sdo biomarcadores de
exposicdo de dose interna que podem ser analisados utilizando-se a urina como matriz
biolégica (BUSCHINELLI, 2014). Apesar dos biomarcadores de exposicdo serem

quimico-especificos, eles podem ndo traduzir o amplo potencial toxico das substancias

33



quimicas, pois substancias genotoxicas e/ou carcinogénicas podem exercer danos no
material genético mesmos em doses muito baixas, ndo tendo exposicao segura para as
mesmas (WHO 1993; WHO 2001). Por isso, € crescente a utilizacdo, complementar aos
biomarcadores de exposicao classicos, de biomarcadores de efeito, tanto relacionados ao
estresse oxidativo quanto aos efeitos genotdxicos.

Os métodos mais utilizados para analise dos biomarcadores do estresse oxidativo
sdo os espectrofotométricos e cromatograficos, que avaliam os parametros de atividade
enzimatica das enzimas SOD, CAT, GPx, GR, GST e as concentracdes dos tripeptideos
GSH, GSSG e do aldeido MDA (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Por sua vez, 0s
biomarcadores de genotoxicidade analisam o perigo das exposicdes ao material
genético, por meio da avaliacdo de mutacdo génica, dano cromossdémico ou lesdo no
DNA. Alguns desses ensaios genotoxicos sdo aberracdes cromossomiais (AC), troca de
cromatides irmas, mutaces pontuais e oncogénicas, micronucleos (MN) e 0 ensaio
cometa (EC), sendo este ultimo utilizado para avaliar lesées no DNA (MORO et al.,
2013; COLLINS & AZQUETA, 2012b; HAYS et al. 2012; RIBEIRO., 2003).

As alteracdes no genoma humano, decorrentes do ambiente, estilo de vida, dieta
e de atividades ocupacionais, geram preocupacdo quanto a adogdo de medidas de
protecdo da populacdo. Sendo assim, a utilizacdo dos ensaios de genotoxicidade é
extremamente Util no rastreamento de compostos com potenciais oncogénico e
mutagénico; na caracterizacdo do risco; e nas avaliacdes da relacdo dose-resposta e da
exposicdo. Esses resultados geram informacdes sobre a incidéncia de efeitos na
populacdo exposta a determinadas condicdes especificas, podendo estabelecer
possibilidades de protecdo ou reducédo desses efeitos, sendo de extrema importancia para
a Salde Publica (COLLINS & AZQUETA, 2012b; MORO et al., 2013; HAYS et al.
2012).

A técnica de AC baseia-se no estimulo da mitose pela fitohemaglutinina (PHA),
seguido do seu bloqueio, na metafase do ciclo celular, pela colchicina. Através desse
teste é possivel identificar alteracbes como delecGes, aneuploidias, separacdo prematura
centromérica (SPC). (CELIK & Akbas, 2005) A frequéncia de AC em linfécitos de
sangue periférico pode servir ndo sO de indicador relacionado a exposicdo a
mutagénicos, como também a danos genéticos com relevancia no processo
carcinogénico. (HAGMAR et al., 2001)

34



O MN, por sua vez, corresponde a fragmentos de crométides e/ou cromossomos
acéntricos ou aberrantes que ndo foram incluidos no ndcleo principal ap6s a conclusédo
da mitose, sendo resultados de alteragbes estruturais cromossémicas espontaneas ou
experimentais induzidas. Sendo assim, o teste de MN distingue citologicamente,
quebras ou perdas cromossdmicas e é extensivamente usado em estudos de avaliagdo da
exposicdo a diferentes substancias quimicas, refletindo a incidéncia de eventos
genotdxicos. O teste do MN de mucosa oral é considerado um procedimento rapido, ndo
oneroso e ndo invasivo, sendo, por isso, muito utilizado no MB de individuos sob risco
carcinogénico. (LEODIDO et al., 2013; CARRARD et al., 2007)

O EC, também conhecido como Single-Cell Gel (SCG) ou Single-Cell Gel
Eletrophoresis (SCGE), foi descrito pela primeira vez por Ostling e Johanson (1984),
como uma tecnica microeletroforética para visualizagdo direta de danos no DNA em
celulas individuais. Posteriormente, Singh et al. (1988) introduziram condicdes alcalinas
na etapa eletroforética aumentando a sensibilidade de deteccédo a presenca de quebras de
fita Unica de DNA e de lesdes de sitios alcali sensiveis e, deste entéo, o teste de EC vem
sendo muito crescentemente utilizado em estudos de toxicogenética (SINGH, et al.
1988). Desta forma, o EC é uma técnica eletroforética de alta sensibilidade,
reprodutibilidade, simples e répida para avaliacdo de dano e de reparo do DNA em
células proliferantes e ndo proliferantes, em nivel individual, podendo ser empregado
em amostras celulares com volume extremamente pequenos (LORENZO et al., 2013;
COLLINS, 2014; AZQUETA & COLLINS, 2013). A técnica de EC é um teste de
genotoxicidade para deteccdo de lesdes no DNA. Tais lesdes genbmicas, ap0s serem
processadas pelo aparato enzimatico celular de reparo do DNA, podem ser corrigidas ou
levadas a mutaces e a danos cromossdmicos, como por exemplo, a formacdo AC e MN
(COLLINS, 2014; AZQUETA & COLLINS, 2013).

Uma vez que danos no DNA sdo frequentemente célula- e tecido-especificos,
uma técnica como a do EC, que permite a deteccdo de danos e seu reparo em uma Unica
célula, e consequentemente, em determinada subpopulacdo celular, é de extrema
relevancia para a avaliacdo de compostos genotoxicos (COLLINS, 2014; AZQUETA &
COLLINS, 2013; RIBEIRO, 2003). Sendo assim, o teste de EC ndo € utilizado para
detectar mutacdes, mas sim lesbes gendmicas que, apOs serem processadas, podem
resultar em mutacdes. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas podem ser também

utilizadas em estudos de reparo do DNA, trazendo informagdes importantes sobre a
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cinética e o tipo de lesdo reparada, embora ndo possibilite inferir sobre a fidedignidade
do processo de reparo. A inclusdo de enzimas especificas, que lesionam o DNA em
locais de bases oxidadas, aumenta ainda mais a sensibilidade do teste (AZQUETA, et
al. 2013, AZQUETA, et al. 2009; AZQUETA & COLLINS, 2013).

OxidagGes nas bases nitrogenadas do DNA relacionadas a exposicdo aos
diversos compostos quimicos e ao estresse oxidativo, também, podem ter graves
consequéncias mutagénicas. Essas bases oxidadas no DNA podem ser medidas por
cromatografia; entretanto, ha limitacdes quanto a quantificacdo dessas oxidacGes a
baixos niveis. Uma abordagem confiavel derivada do EC é empregar endonucleases
especificas para bases oxidadas, as quais introduzem quebras no DNA que foi oxidado
e, em seguida, pode-se medir estas quebras utilizando a técnica classica do ensaio de
cometa. As duas enzimas mais comumente utilizadas, séo a DNA-formamidopirimidina
glicosilase (FPG), que detecta principalmente 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-0xoG), e
endonuclease Ill, que reconhece pirimidinas oxidadas (AZQUETA, et al. 2009;
COLLINS & AZQUETA, 2012a).

Entretanto, a enzima FPG néo é especifica para bases purinas oxidadas. Speit et
al. (2004) encontraram, através da técnica de EC com FPG, um aumento significativo na
deteccdo de danos por metilmetanosulfonato (MMS) e etilmetanosulfonato (EMS), mas
ndo por etilnitrosouréia. Levando-se em conta o espectro de lesbes para esses compostos
quimicos avaliados, eles concluiram que a enzima endonuclease FPG estava atacando
adutos de alquilacdo em N7-guanina. Além disso, a FPG também esta associada a
quebra do DNA em locais de perda de base (sitios AP — [purinico/pirimidinico]). Sendo
assim, a inclusdo da endonuclease FPG na técnica de EC é um complemento Util para os
testes padrbes de genotoxicidade, contribuindo para detectar compostos quimicos
genotoxicos que ndo induzem diretamente quebras no DNA (AZQUETA, et al. 2013).
Outras enzimas, como a T4 endonuclease V (para pirimidinas dimerizadas induzida por
UV); AlkaA (aumenta drasticamente o rendimento de quebras de DNA em células
tratadas com MMS) e a 8-oxoguanina glicosilase (OGG1, homologa a FPG de
mamifero, porém com uma maior especificidade para 8-oxoguanina), também tém sido
utilizadas (AZQUETA, et al. 2013).

Portanto, o EC tem amplas aplicacGes, como testes de genotoxicidade in vitro, in
vivo, no biomonitoramento ambiental e no monitoramento populacional humano
(COLLINS & AZQUETA, 2012b). A aplicacdo do EC no monitoramento populacional
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humano tem como objetivos avaliar o nivel dos efeitos no DNA provocado por
exposicdo ambiental e/ou ocupacional a compostos toxicos; estudar os efeitos ou fatores
que contribuem para o aparecimento de doenca; e investigar variagcdes individuais,
como por exemplo, a capacidade de reparacdo do DNA ou resisténcia antioxidante
(AZQUETA & COLLINS, 2013).

Estudos sugerem que ERO, por intermédio de danos oxidativos no DNA
(quebras, adutos), estejam associadas a diversas exposi¢des a compostos quimicos,
como benzeno, e ao aparecimento de varias doengas, sendo necessarios biomarcadores
sensiveis no monitoramento populacional, como o EC. A producéo elevada e continua
de ERO e/ou sua inadequada remog¢éo podem suprimir o sistema de defesa antioxidante
e resultar no estresse oxidativo, devido a um desequilibrio entre os antioxidantes e
oxidantes, em favor dos oxidantes (GURER-ORHAN et al., 2004). Além disso, outros
estudos também revelam que muitas doencas tém um componente inflamatério e essa
resposta inflamatéria envolve a produgdo de ERO por macrofagos. Enquanto
macrofagos ativados desempenham um papel essencial na defensa do organismo, ha
efeitos colaterais danosos inevitaveis dessas espécies liberadas. No caso do cancer,
também ha fortes evidéncias circunstanciais associado com o dano oxidativo. Bases
oxidadas, tais como 8-oxoguanina (8-0x0G) sdo potencialmente mutagénicas, através de
uma alteracdo nas propriedades de emparelhamento (8-oxoG tendendo a emparelhar
com adenina), além de mutacdes somaticas em genes criticos serem a causa da maioria
dos canceres (GROLLMAN & MORIYA, 1993; COUSSENS & WERB, 2002). Sendo
assim, como causa ou efeito, o estresse oxidativo parece ser um fator comum em muitas
doencas cronicas degenerativas, sendo a técnica de EC muito utilizada em diversos
estudos para avaliar estes danos oxidativos ao DNA, incluindo monitoramento a satde
humana (COLLINS, 2009).

O benzeno é reconhecidamente um carcindgeno para seres humanos que causa
alteracbes no sistema hematopoiético como SMD, podendo evoluir para LMA.
Entretanto, a relacdo entre o potencial genotdxico dos seus metabdlitos e sua relacédo
com os efeitos carcinogénicos ainda permanecem desconhecidas. A metabolizacdo do
benzeno forma diferentes espécies reativas toxicas, como a hidroquinona e p-
hidroquinona que possuem alta reatividade com o0 DNA em experimentos in vitro e
levam a formacdo de anéis benzeteno derivados de bases exociclicas como 3,N*-
benzeteno-2'-dC (pBQ-dC), 1,N°-benzeteno-2'-dA (pBQ-dA) e 1,N-benzeteno-2'-dG
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(pBQ-dG). A formacdo desses adutos de DNA é claramente prejudicial a integridade
gendmica, e supdem-se ter um papel central na carcinogénese quimica (GULIAEYV et al.
2004).

A maioria dos compostos genotdxicos ndo induz diretamente quebras no DNA,
mas sim formam adutos de DNA ou alteracfes de base. Esta limitacdo pode ser pelo
menos parcialmente superada pelo uso criterioso de enzimas, comumente enzimas de
reparo de DNA de origem bacteriana que, com diferentes graus de especificidade,
permitem converter lesGes a quebras (GULIAEV et al. 2004). A aplicacdo da técnica de
EC com endonucleases vem sendo introduzida no monitoramento biolégico a seres
humanos expostos a compostos quimicos em geral, com objetivo de melhor avaliar as
substancias com o mecanismo de acdo nao totalmente esclarecido, como é o caso do
benzeno.

No Brasil, estudos de avaliacdo toxicolégica de trabalhadores de PRC expostos
aos solventes derivados da gasolina, especialmente ao benzeno, sdo insuficientes e
escassos frente a demanda desses trabalhadores e a real situacdo de risco,
principalmente relacionados ao monitoramento biolégico desses trabalhadores. Mesmo
0 benzeno sendo muito usado industrialmente e estudado ha bastante tempo, o
mecanismo de sua acao toxica ao sistema hematopoiéetico continua sendo desconhecido,
tanto para o desenvolvimento de citopenias periféricas, quanto para o de LMA, entre
outras doencas leucemogénicas e oncogeénicas.

Portanto, esta tese faz parte do projeto mais amplo "Avaliacdo da exposicéo
ocupacional ao benzeno em postos de combustiveis no Municipio do Rio de Janeiro:
uma abordagem integrada para as a¢des de vigilancia em satde", cujo objetivo € avaliar
a exposicdo ocupacional ao benzeno em postos revendedores de combustiveis no
Municipio do Rio de Janeiro, através de uma abordagem multidisciplinar integrada para
acOes de vigilancia em saude do trabalhador e ambiental, como ferramenta estratégica

para atuacdo do SUS no territorio.
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1. OBJETIVO
Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a exposi¢cdo ocupacional e ambiental ao

benzeno a baixas doses sob a perspectiva dos efeitos genotoxicos em trabalhadores de

postos revendedores de combustiveis (PRC), localizados na zona oeste do municipio do

Rio de Janeiro, e em trabalhadores das Portarias do Campus - Castelo Mourisco da

Fiocruz - RJ da Fundagdo Oswaldo Cruz - RJ.

Objetivos Especificos

Avaliacdo sociodemografica e clinica das populacdes do estudo;

Avaliacdo da exposicdo ambiental por meio da analise de benzeno no ar
atmosférico;

Avaliacdo do biomarcador de exposicao acido t,t-mucdnico na urina (ATTM);
Avaliagdo dos parametros de extresse oxidativo por meio das analises da
catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), superoxido dismutase (SOD),
grupamento tiol (TIOL) e malondialdeido (MDA);

Avaliacdo dos biomarcadores de genotoxicidade ensaio cometa (EC) com uso da
enzima de restricdo DNA-formamidopirimidina glicosilase (FPG) e aberrac6es
cromossomicas (AC);

Avaliacdo da associacdo entre o0s resultados de avaliagdo ambiental,
biomarcadores e dados clinicos dos trabalhadores;

Avaliacdo da técnica de EC com uso da enzima de restricio FPG como
biomarcador nas populacfes ocupacionalmente e ambientalmente expostas ao

benzeno a baixas doses.
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I11. METODOLOGIA

O respectivo estudo foi do tipo transversal, no qual foi realizada a comparacéo
da avaliacdo da exposicdo e dos parametros toxicoldgicos de estresse oxidativo e de
genotoxicidade entre duas populacGes expostas a baixas concentracdes de benzeno,
sendo uma exposta ocupacionalmente e outra ambientalmente. A primeira populagéo foi
composta por trabalhadores de PRC localizados na Area de Planejamento 5.3 do
municipio do Rio de Janeiro e a segunda por trabalhadores das Portarias do Campus -
Castelo Mourisco da Fiocruz - RJ terceirizados da DIRAC/ Fiocruz, localizado na Area
de Planejamento 3.1 do mesmo municipio. Todos os trabalhadores foram selecionados
por locais fixos de trabalho, ou seja, por PRC ou Portarias para as respectivas

populacdes ocupacionalmente e ambientalmente expostas ao benzeno.

I11.1. Caracterizagdo das areas de estudo

De acordo com a Secretaria Municipal de Urbanismo (2015), o municipio do Rio
de Janeiro ¢ dividido em cinco grandes Areas de Planejamento (AP) comumente
conhecidas como, AP1, AP2, AP3, AP4 e AP5, que correspondem, respectivamente, as
grandes areas de Centro e Paquetd; Tijuca e Zona Sul; Zona Norte; Jacarépagua e Barra

da Tijuca; e, por fim, Zona Oeste (Figura 9).

Figura 9 - Areas de Planejamento do Municipio do Rio de Janeiro.
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Fonte: Secretaria Municipal de Urbanismo — RJ.

Nota: AP1 - Regides Administrativas I, I1, 11, VII, XXI, XXI1I (Centro / Paquetd)
AP2 - Regides Administrativas 1V, V, VI, VIII, IX, XXVII (Tijuca e Zona Sul)
AP3 - Regides Administrativas X, XI, XII, X, XIV, XV, XX; XXII, XXV, XXVIII, XXIX, XXX e XXXI (Zona
Norte)
AP4 - Regides Administrativas XVI, XXIV e XXXIV (Jacarepagua e Barra da Tijuca)
APS - Regides Administrativas XVII, XVIII, XIX, XXVI e XXXIII (Zona Oeste)
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Essa divisao setorial é utilizada desde 1981, tendo as Geréncias de Planejamento
Local a atribuicdo de desenvolver estudos urbanisticos; propor e articular solucbes para
0s problemas locais, assim como, monitorar sistematicamente a aplicagéo da legislagéo
em vigor visando sua reformulagdo. Dessa forma, devido a necessidade de uma diviséo
setorial, as AP s&o subdivididas por Regides Administrativas (RA) geograficamente
delimitadas por seus respectivos bairros ou regides de favelas, como por exemplo,
Rocinha, Maré e Complexo do Alemédo. Com isso, atualmente, o Municipio do Rio de
Janeiro é administrativamente dividido em cinco AP, 33 RA e 160 Bairros (Figura 10).

Considerando essa divisdo do Municipio do Rio de Janeiro, a AP5, que
corresponde a Zona Oeste, é composta por cinco RA, sendo elas XVII RA (Bangu),
XXXIII RA (Realengo), XXVIII RA (Campo Grande), XXVI RA (Guaratiba) e XIX
RA (Santa Cruz). Essa dltima, XIX RA - Santa Cruz corresponde a AP5.3, area
representada pelos bairros de Santa Cruz, Paciéncia e Sepetiba e onde estdo localizados
0s PRC do atual estudo (Figura 10).

Além disso, a AP3, que representa a Zona Norte, é constituida pelas Regides
Administrativas X RA (Ramos), XXX RA (Complexo da Mare), XIII RA (Méier),
XXVIII RA (Jacarezinho), XIV RA (Irajd), XV RA (Madureira), XIl RA (Inhaima),
XXIX RA (Complexo do Alemdo), XI RA (Penha), XXXI RA (Vigario Geral), XXII
RA (Anchieta), XXV RA (Pavuna) e XX RA (llha do Governador). O Campus -
Castelo Mourisco da Fiocruz, local onde foram selecionados os trabalhadores
ambientalmente expostos ao benzeno, esta localizado na X RA da AP3.1(Figura 10).

Segundo dados da Secretaria de Fazenda do Estado do Rio de Janeiro, no
municipio do Rio de Janeiro localizam-se 130 empresas de médio e grande porte,
destacando-se a Companhia Siderurgica do Atlantico (CSA, do grupo Thyssen-Krupp),
a Gerdau, a Fabrica Carioca de Catalisadores, a Casa da Moeda do Brasil, a Pan-
americana, entre outras. Essa informacdo corrobora com os resultados do relatorio de
qualidade do ar realizado no Municipio do Rio de Janeiro, em 2009, pelo INEA, que
aponta a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro como sendo area critica em termos de
poluicdo do ar e tendo a segunda maior concentracdo de populacdo, de veiculos, de

industrias e de fontes emissoras de poluentes do pais. (BARROS et al., 2009).
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Figura 10 - Municipio do Rio de Janeiro dividido por Area de Planejamento e suas

respectivas Regides Administrativas, estando detalhadas as areas AP3 e AP5.
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111.2. Populagéo ocupacionalmente exposta ao benzeno

A populacdo ocupacionalmente exposta ao benzeno foi composta por
trabalhadores de PRC localizados na AP 5.3 do municipio do Rio de Janeiro, cujo
recrutamento foi realizado juntamente com a selegdo dos PRC em parceria com o
Sindicato dos Empregados em Postos de Servicos de Combustiveis e Derivados de
Petréleo do Estado do Rio de Janeiro (SINPOSPETRO-RJ).

Segundo informagdes do Gltimo levantamento da Agéncia Nacional do Petrdleo,
Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), ha 39.522 PRC registrados como autorizados em
todo territdrio nacional, sendo 15.937 postos situados na regido Sudeste do pais (ANP,
2014). De acordo com dados fornecidos pelo SINPOSPETRO-RJ, existem 3080 PRC
no Estado do Rio de Janeiro, estando localizados 1108 no Municipio do Rio de Janeiro
e, mais especificamente, 177 postos na AP 5. Além disso, aproximadamente, 50% dos
PRC sdo sindicalizados e 27 postos estdo localizados na AP 5.3, caracterizando o

namero total de postos da atual area de estudo (Figura 11).

Figura 11 - Distribuicdo de postos revendedores de combustiveis.
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Fonte: ANP (2014) e SINPOSPETRO-RJ.

O namero total de trabalhadores empregados desses 27 postos sindicalizados
localizados na &rea AP5.3 foi de 309 trabalhadores, sendo 132 do turno da manhd,
segundo registros do SINPOSPETRO-RJ, cuja jornada de trabalho era de 6h as 14h.
Todos os 27 postos foram contactados e convidados a participar do estudo. Entretanto,

durante as visitas aos PRC registrados, foi observado que 5 do total dos 27 PRC
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estavam desativados, ndo apresentando trabalhadores e nem condigfes adequadas para
uso das bombas, reduzindo, assim, o numero total de PRC da area de estudo para vinte e
dois. Dos 22 PRC localizados na AP5.3, apenas 7 (26%) tiveram o aceite dos
proprietarios em participar do estudo, sendo 3 desses localizados em Paciéncia e 4 em
Santa Cruz. O unico PRC, localizado em Sepetiba, apresentava apenas um funcionério,
que ndo usava uniforme apropriado para o trabalho, sendo excluido da pesquisa. E
importante informar, que 3 PRC pertenciam a um Unico dono que se recusou a
participar do estudo. Além disso, devido a participacdo do SINPOSPETRO e conflitos
entre trabalhadores e patrGes, o proprietario de 1 dos PRC também se recusou em
colaborar com a pesquisa.

Posteriormente ao aceite dos proprietarios em colaborar com o estudo, todos os
trabalhadores do turno da manha dos 7 PRC foram convidados a participar da pesquisa,
recebendo as devidas informacdes sobre a mesma e assinando voluntariamente o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1). Os critérios de incluséo
adotados foram: idade superior a 18 anos, de ambos 0s sexos e aceitagdo em participar
do estudo, através da assinatura do TCLE, sendo excluidas mulheres gravidas.

Do total de trabalhadores do turno da manhd dos 7 PRC (n = 59), apenas 3 (5%)
se recusaram a participar (Figura 12). Com isso, foi obtido o aceite de 97% dos
trabalhadores, entretanto, 5 desses ndo estavam presentes durante o MB, totalizando a
participacdo de 51 trabalhadores (86,4%). A Figura 12 esquematiza em detalhes a

selecdo da populacdo ocupacionalmente exposta ao benzeno do atual estudo.

Figura 12 - Diagrama da selecdo da populacdo ocupacionalmente exposta ao benzeno.
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Portanto, a populagdo ocupacionalmente exposta ao benzeno do atual estudo foi
composta por 51 trabalhadores oriundos de 7 PRC localizados na AP 5.3 do municipio
do Rio de Janeiro. Os 51 trabalhadores participantes correspondem a 38,6% dos
trabalhadores de todos os PRC do turno da manha e a 16,5% da populacdo total de PRC
da AP5.3.

111.3. Populagdo ambientalmente exposta ao benzeno

A populagdo ambientalmente exposta ao benzeno foi composta por trabalhadores
das Portarias do Campus - Castelo Mourisco da Fiocruz, terceirizados da DIRAC/
Fiocruz, localizado na AP 3.1 do municipio do Rio de Janeiro. De acordo com o
cadastro de funcionérios da DIRAC, existem mais ou menos 400 trabalhadores
terceirizados nos Campi Castelo Mouriscos e Expansédo da Fiocruz, sendo cerca de 300
alocados no Campus - Castelo Mourisco. Aproximadamente 2/3 desses trabalhadores
atuam como segurancas de locais fixos ou em ronda, sendo 46 trabalhadores alocados
nas seis Portarias do Campus - Castelo Mourisco, cuja jornada de trabalho foi
caracterizada por turnos de 12h, sendo divididos em diurnos e noturnos, com entrada e
saida as 5he 17h.

Seguindo o mesmo protocolo, todos os trabalhadores da populagédo
ambientalmente exposta ao benzeno foram convidados a participar da pesquisa,
recebendo as devidas informacGes sobre a mesma, e assinaram voluntariamente o TCLE
(ANEXO 1). Assim como para a populacdo ocupacionalmente exposta, o critério de
incluséo foi ter idade superior a 18 anos, de ambos 0s sexos e aceitacdo em participar do
estudo, atraves da assinatura do TCLE, sendo excluidas também mulheres gravidas. O
critério de exclusdo utilizado foi ter trabalhado em processos de trabalho com exposicéao
ao benzeno. E importante ressaltar, que o trabalho nas portarias ocorrer em grande parte
do tempo ao ar livre, o que caracteriza a influéncia da exposicio ambiental. E
importante ressaltar, que o Campus - Castelo Mourisco da Fiocruz esta localizado em
uma avenida de grande fluxo de carros e caminh@es, sendo uma importante via de
entrada e saida da cidade. Além disso, uma refinaria de petrdleo esta localizada ao lado
do Campus, o que contribui para a exposi¢do ambiental.

Todos os 46 trabalhadores das Portarias foram convidados a participar do estudo
e seis (13,0%) desses recusaram o convite (Figura 13). Ademais, cinco (10,9%)

trabalhadores ndo compareceram ao trabalho no dia do MB, totalizando a participagao
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de 35 trabalhadores (76,1%). A Figura 13 esquematiza em detalhes a selecdo da

populacdo ambientalmente exposta ao benzeno do atual estudo.

Figura 13 - Diagrama da selegé@o da populacdo ambientalmente exposta ao benzeno.
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Portanto, a populacdo ambientalmente exposta ao benzeno do atual estudo foi
composta por 35 trabalhadores das 6 Portarias do Campus - Castelo Mourisco da
Fiocruz - RJ, localizado na AP3.1 do municipio do Rio de Janeiro. Os 35 trabalhadores
participantes correspondem a 17,5% do total de trabalhadores do Campus - Castelo
Mourisco e a 8,8% do total de trabalhadores terceirizados nos Campi Castelo Mourisco

e Expanséo da Fiocruz - RJ.

111.4. Avaliacdo sociodemografica e do processo de trabalho

A analise do processo de trabalho de ambas as populacbes expostas
cronicamente ao benzeno foi realizada por intermédio de observacdo participante no
ambiente de trabalho, juntamente com informacdes levantadas, atraves de um
questionario individual (ANEXO II). Esse instrumento continha questfes relativas a
caracteristicas sociodemograficas, historico de exposicdo da populacdo e identificacdo
de possiveis fatores de confundimento, sendo um instrumento ja validado pela
Comissdo Nacional do Benzeno e que vem sendo utilizado em inquéritos

epidemioldgicos e estudos-piloto sobre a exposigdo ao benzeno em todo o pais.
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Além disso, o questiondrio aborda questdes especificas para trabalhadores de
PRC, levantando informagOes sobre: i) procedimentos operacionais (etapas) realizados
pelos frentistas durante a jornada de trabalho, quanto aos agentes de riscos inerentes ao
benzeno; ii) uso dos Equipamentos de Protegdo Individual e Coletivo utilizado pelos
frentistas durante a jornada de trabalho; iii) fatores de riscos e os agravos a salde
decorrentes da exposicao ao benzeno; iv) condi¢Bes de trabalho; v) habitos préoprios dos
trabalhadores, identificando outras possiveis vias de absor¢do; vi) ambiente de trabalho
quanto aos agentes de riscos inerentes ao benzeno; vii) possiveis fontes de benzeno; e

viii) possivel exposicdo multipla a diferentes substancias.

I11.5. Avaliagdo ambiental

A avaliagdo ambiental dos locais de trabalho foi realizada mediante a
quantificacdo do benzeno no ar atmosférico. Essa avaliacdo foi realizada nos locais de
trabalho (PRC e Portarias) de ambas as populacGes estudadas. Para a populagédo
ocupacionalmente exposta foi incluida a aplicacdo do questionario de avaliacdo do
ambiente de trabalho de PRC (ANEXO I1I), com a participacdo dos gerentes de pista.
Nesse questionario, foram envolvidas questdes de caracterizacdo das areas, das
operacgdes e equipamentos utilizados nos PRC, assim como a demanda de consumo de

combustiveis.

111.5.1. Indicador de exposi¢cdo ambiental

Quantificacdo do Benzeno no ar atmosférico

A quantificacdo de benzeno no ar atmosférico foi realizada juntamente com a
avaliacdo dos biomarcadores mediante a utilizacdo de amostradores ativos. As amostras
de ar foram coletadas em cartuchos de carvéo ativo da marca SKC (Anasorb CSC SKC
— 226-01 com leitos de 100 e 50 mg) especificos para benzeno, com auxilio de bombas
coletoras de ar SKC (PCXR4) calibradas para vazdo de 1,0 L min™. Os pontos de
amostragem foram posicionados proximos a area de circulacdo dos trabalhadores
envolvidos no estudo e o ar foi coletado durante um periodo de 40 minutos. Nos PRC,
0s pontos de amostragem foram posicionados a 1,5 m de altura do solo na area de
circulacdo dos trabalhadores, proximos as bombas de combustiveis. Posteriormente, o
benzeno coletado pelos amostradores foi extraido com diclorometano e determinado por

cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama (FID), de acordo com o
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método 1501 do Manual de Métodos Analiticos do National Institute for Occupational
Safety and Health (NIOSH) (NIOSH, 2003). O limite de deteccdo determinado para o
benzeno foi de 0,68 mg.L™.

111.6. Avaliacdo clinica

A avaliacdo clinica de todos os participantes do estudo foi realizada por um
medico clinico-geral no préprio local de trabalho, sendo utilizado um questionério de
avaliacdo clinica (ANEXO 1V) como roteiro. Complementarmente a avaliacdo clinica,
exames hematoldgicos (hemograma completo e contagem de reticuldcitos) e
bioquimicos (TGP, TGO, Bilirrubina totais e fracdes, creatinina, GGT) foram pedidos e
analisados pelo Ambulatério da ENSP/Fiocruz.

111.7. Avaliagdo dos biomarcadores

A avaliacdo dos biomarcadores de todos os participantes foi realizada por meio
das analises dos biomarcadores de exposicdo de dose interna e dos biomarcadores de
efeito de estresse oxidativo e de genotoxicidade. As analises dos biomarcadores, com
excecdo do EC, foram realizadas no Laboratério de Toxicologia do
CESTEH/FIOCRUZ. O EC foi realizado no Laboratério do Professor Dr. Andrew
Richard Collins vinculado ao Departamento de Nutricdo da Universidade de Oslo. Os

procedimentos analiticos dos biomarcadores utilizados estéo descritos a seguir.

111.7.1. Biomarcador de exposicao

Determinacdo do Acido trans, trans-muconico (ATTM)

As amostras de urina de todos os trabalhadores ocupacionalmente e
ambientalmente expostos foram coletadas no final da jornada de trabalho em frascos de
polietileno e conservadas em freezer (-80° C) até 0 momento da analise. As amostras
foram acondicionadas em caixas térmicas com gelo artificial, para o transporte até o
laboratdrio. As amostras de urina coletadas foram utilizadas tanto para avalia¢do clinica
quanto para a avaliacdo do biomarcador de exposi¢do, sendo as mesmas fracionadas
para as respectivas analises antes de seu armazenamento.

A determinacdo do ATTM foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC UV-Vis) com coluna C18 250 x 4,6 mm (tamanho de particula = 5

micrometros) e detecgdo por espectrofotdmetro de absor¢do no UV em 264nm, de
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acordo com a metodologia de Ducos et al. (1990) modificado por Costa (2001).
Previamente a andlise cromatografica, as amostras de urina passam por etapa de
extragdo em fase solida (SPE) com resina de amina quaternaria. Em seguida, essas
amostras foram submetidas a analise cromatografica, utilizando as seguintes condicdes:
fase movel metanol / &cido acético 1% (10:90); fluxo de 1 mL/min; volume de amostra
de 20 pL; temperatura do forno = 40 °C. A concentracdo das amostras foi calculada em
mg/L (ppm) por regressdo linear, utilizando uma curva do tipo y = ax + b. Os resultados
foram corrigidos pela Creatinina e expressos em mg ATTM/ g Cr. O limite de detec¢do
do ATTM determinado foi de 0,11 mg.L™.

111.7.2. Biomarcadores de efeito

Amostras sanguineas utilizadas para a avaliagdo dos biomarcadores de efeito
foram coletadas por profissional habilitado em 5 tubos a vacuo, sendo 3 desses
contendo anticoagulante heparina sodica, 1 tubo contendo o anticoagulante EDTA e 1
tubo a vacuo sem anticoagulante. As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas
com gelo artificial para o transporte até o laboratorio. O tubo com anticoagulante EDTA
foi destinado as analises clinicas de hemograma completo e bioguimica. Os tubos com
anticoagulante heparina foram imediatamente submetidos aos procedimentos de analise
dos biomarcadores de genotoxicidade e o tubo sem anticoagulante foi destinado as
analises dos biomarcadores de estresse oxidativo, utilizando-se 0 soro como matriz.

Aliquotas de 250 pL desse sangue total do tubo com anticoagulante heparina
foram coletadas e armazenadas em freezer -80°C, sendo posteriormente utilizadas no
Doutorado Sanduiche realizado na Universidade de Oslo. As amostras de sangue total
armazenadas foram enviadas ao laboratério do Professor Dr. Andrew Richard Collins
vinculado ao Departamento de Nutricdo da Universidade de Oslo para serem utilizadas

na realizacdo do EC com uso da enzima FPG.

111.7.2.1. Biomarcadores do estresse oxidativo

Todas as analises de estresse oxidativo utilizaram soro como matriz. Com isso, 0
tubo de sangue sem anticoagulante foi centrifugado a 3500 rpm por 10 min e 0 soro
obtido foi separado em aliquotas individuais para cada analise. Estas aliquotas foram
armazenadas a -80°C, em ultrafreezer, até o momento da analise. As analises

laboratoriais das amostras para 0s biomarcadores de estresse oxidativo foram realizadas
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por espectrofotometria no UV-Vis, com a utilizagdo do espectrofotometro Jasco V-530
(Kyoto, Japdo) e Shimadzu UV-1601 (Kyoto, Japdo), com leitores de microplacas Asys
Expert Plus e Biotek ELx 800 (VT, EUA).

Atividade enzimatica da Catalase (CAT)

A determinagéo da atividade da CAT em soro humano foi realizada baseando-se
no método de Géth (1991), cuja quantificacdo da atividade da enzima CAT consiste da
decomposicao do H,O, medida em comprimento de onda de 405nm.

Reacdo enzimatica de decomposicéo
2 HZQZ_) 2H,0+ 0,

O meio reacional consistiu de 500 pL substrato de H,O, 65 mM (preparado em
Tampéo fosfato 0,06 mol/L e pH =7,4) + 100 uL de amostra de soro. Este meio foi
incubado a 37 °C em banho-maria por 1 min. Apds esse tempo, a reacdo foi paralisada
com 500 pL de molibidato de aménio 32,4 mmol/L. Os calculos de atividade enzimatica
foram realizados utilizando-se a formula a seguir em unidade internacional de atividade
enzimatica (U), que equivale a decomposicdo de 1 umol de H,O,/min monitorada em

um comprimento de onda de 405 nm.

Atividade da catalase em soro (kU/L) = Abs (Amostra) — Abs (Branco 1) x 271
Abs (Branco 2) — Abs (Branco 3)

Onde,

kU = 1000 U

Branco 1: 500 pL de substrato de trabalho + 500 pL de molibdato + 100 L de soro
Branco 2: 500 pL de substrato de trabalho + 500 yL de molibdato + 100 pL de tampéo
Branco 3: 500 pL de tampao fosfato + 500 pL de molibdato + 100 yL de tampédo

Atividade enzimatica da Glutationa S-transferase (GST)

A determinacéo da atividade da GST em soro humano foi realizada baseando-se
no método de Habig et al. (1974) e adaptado por Habdous et al. (2002), cuja
quantificacdo da atividade enzimatica consiste da formacdo do produto de reacdo GS-
DNB, medido em comprimento de onda de 340nm, utilizando-se o 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno (CDNB) como substrato universal.
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Reacdo enzimatica de formacao
CDNB + GSH + Amostra — GS-DNB + H" + CI’

Nota:

CDNB - 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno

GSH - Glutationa

GS-DNB - complexo formado pela reacdo entre CDNB e GSH

O meio reacional foi composto por 700 uL de tampdo fosfato de potassio
0,1 mol/L (pH =5,5) + 100 uL de CDNB 25 mM e 100 pL de GSH 50 mM. A reagéo
foi disparada com a adicdo de 100 pL da amostra de soro e a formacgdo do produto
monitorada por 5 minutos. O resultado foi obtido em AAbs/min. Os calculos de
atividade enzimética foram baseados na formula a seguir, utilizando a unidade
internacional de atividade enzimatica (U), que equivale a formacdo de 1 pmol de
GS-DNB/min, monitorada em um comprimento de onda de 340 nm, por 300 segundos.

AAbs/min X Volume da cubeta (final) = (AAbs/min Am — AAbs/min Br) x 3 mL
€ 9,6
Onde,

U = AAbs/min x 0,3125 — (umol/min na cubeta)
Volume de amostra = 0,1 mL .: U/mL = U x 10 .:U/L = (U/mL) x 1000

Atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD)

Os kits para analise da atividade enzimética da SOD foram fornecidos pela
empresa Cayman Chemical Company (Michigan, EUA), cuja quantificacdo baseia-se na
reacdo de decomposicdo do superéxido (O,°), medido em comprimento de onda de
460nm.

Reacdo de decomposicdo
20,° +H"+SOD — H,0, + O,

O meio reacional foi composto por 200 pL de detector de radicais + 10 uL de
amostra de soro diluida 6x. A reacdo foi iniciada com 20 pL de xantina oxidase. Uma
curva de calibracdo foi realizada com padréo de SOD. O limite de deteccdo determinado
para atividade da SOD foi de 0,01 U.mL™. Os célculos de atividade enzimatica usam a

regressao linear (curva do tipo y =ax +b) na formula a seguir, onde foi utilizada a
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unidade internacional de atividade enzimética (U), que equivale a quantidade de enzima

necessaria para inibir 50% da dismutagéo do radical superoxido:

SOD (U/mL) = [(Abs amostra — b/ax) x (0,23 mL/ 0,01 mL)] x diluicdo da amostra

Grupamento Tiol (TIOL)
A determinagédo da presenca do grupamento tiol em soro humano foi realizada

baseando-se no método de Hu (1994), cuja quantificacdo consiste da formacdo do
produto de reacdo GS-TNB, medida em comprimento de onda de 412nm, utilizando-se

0 &cido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzo6ico) (DTNB) como substrato universal.

Reacdo de formacao
Tampao + DTNB + Amostra — GS-TNB

Nota:
DTNB - acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzdico)

GS-TNB- complexo formado pela reacdo entre grupamento tiol e DTNB

O meio reacional foi composto por 1000 puL de Tampéo Tris-Cl 0,25 mol/L +
EDTA 0,02 mol/L + 25 puL de DTNB 0,01 mol/L + 25 pL de amostra de soro. Uma
curva de calibragdo foi realizada com padrdo de glutationa reduzida (GSH)
representando o padrdo de grupamento tiol. O limite de deteccdo determinado para o
grupamento TIOL foi de 0,18 mM. O célculo da concentracdo de grupamentos tiol na
amostra foi feito por regressdo linear, com uso de uma curva do tipo y = ax + b, em

mmol/L.

Malondialdeido (MDA)

A determinacdo da presenca do MDA, produto de peroxidacdo de lipideos de

membrana, foi realizada utilizando-se kit fornecido pela empresa Cayman Chemical
Company (Michigan, EUA), cuja quantificacdo baseia-se na formacdo do produto de

reacdo MDA-TBA, medida em comprimento de onda de 532nm.

Reacdo de formacéo
SDS + TBA + Amostra > MDA-TBA
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Nota:

SDS- dodecil sulfato de sédio

TBA- 4cido tiobarbitdrico

MDA-TBA- complexo formado pela reagdo entre MDA e TBA

O meio reacional foi composto por 1000 puL de TBA + 25 pL de SDS + 25 pL
de amostra de soro. O limite de deteccdo determinado para a analise de MDA foi de
0,47 uM. Uma curva de calibracdo foi realizada com padrdo de MDA. O calculo da
concentracdo de MDA nas amostras foi feito por regressdo linear, com uso de uma

curva do tipoy = ax + b, em pumol/L.

111.7.2.2. Biomarcadores de genotoxicidade
Ensaio Cometa (EC)
Os procedimentos detalhados a seguir foram realizados no laboratorio do

Professor Dr. Andrew Richard Collins vinculado ao Departamento de Nutricdo da

Universidade de Oslo, seguindo os protocolos determinados pela equipe do mesmo.

Preparo das células controles positivo e negativo para realizacdo do ensaio cometa
Amostras sanguineas foram coletadas por profissional habilitado em tubos a
vacuo, contendo anticoagulante (citrato ou EDTA). O volume de sangue coletado foi
misturado em igual volume de PBS e posteriormente acrescentado lentamente sobre
uma camada de Lymphoprep contido em tubo falcon (50mL). Os tubos foram
submetidos a centrifugacéo por 30 min e 700 g a temperatura ambiente. Posteriormente,
o anel de linfocitos de cada tudo foi removido e transferido para outro tubo falcon
contendo 30 mL de PBS. Os tubos foram centrifugados por 20 mine700g a
temperatura ambiente, descartado o sobrenadante e as células ressuspendidas em 10 mL
de PBS, para contagem em camara de Neubauer. Em seguida, os tubos foram divididos

igualmente em duas porcoes:

A. Controle negativo (Padrédo de referéncia)

As células foram centrifugadas por 10 min e 700 g a temperatura ambiente e o
sobrenadante descartado. Posteriormente, 1 mL de meio de cultura foi adicionado para
cada 10° células. Aliquotas de 100 pL foram transferidas para microtubos, sendo o0s

mesmos armazenados em freezer -80°C.
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B. Controle positivo (Padrdo de referéncia)

As células foram centrifugadas por 10 min e 700 g a temperatura ambiente.
Apos o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em 1 mL de PBS com 0,5 uM
do agente oxidante Ro 19-8022. As células foram submetidas a irradiagdo por 5 min a
uma distancia de 33 cm da lampada de halogénio. Finalizado o tratamento, as células
foram centrifugadas por 10 mine 700 g a temperatura ambiente e o sobrenadante
descartado. Posteriormente, 1 mL de meio de cultura foi adicionado para cada
10° células e aliquotas de 100 pL foram transferidas para microtubos, sendo 0s mesmos

armazenados em freezer -80°C.

As células de linfocitos padrdo de referéncia (controles positivo e negativo)
foram utilizadas na determinagdo da concentracdo Otima da solucdo da enzima FPG e

nas analises das amostras, assim como, nos demais testes realizados.

Determinacéo da concentragdo 6tima da solugdo da enzima FPG

Um tubo contendo 1 mL extrato cru da enzima FPG, previamente preparado por
meio de cultura de Escherichia Coli foi utilizado para diluicdo. As dilui¢des, a partir de
seu extrato cru, foram realizadas seguindo o esquema da Figura 14. As diversas

diluicBes foram realizadas em triplicata.

Figura 14 - Esquema de diluicdo da enzima FPG a partir do seu extrato cru.

Extrato cru
100 pL + 900 pL tampdo enzimatico 10x
100 uL + 200 pL tampéo enzimatico 30x
100 uL + 900 pL tampéo enzimatico 100x
100 uL + 900 pL tampéo enzimatico 300x
100 uL + 900 pL tampéo enzimatico 1000x
100 pL + 900 pL tampdo enzimatico 3000x
100 pL + 900 pL tampdo enzimatico 1000x
100 uL + 900 pL tampéo enzimatico 10000x
100 uL + 900 pL tampéo enzimatico 100000x
100 uL + 900 pL tampéo enzimatico 3000x <’
I:l 00 pL + 900 pL tampdo enzimatico 30000x
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As solugdes diluidas de FPG 300x, 1000x, 3000x, 10000x, 30000x e 100000x
foram preparadas e utilizadas na realizacdo da determinacdo da concentracdo 6tima da
solucdo da enzima FPG. Para tanto, as celulas de padréo de referéncia (controle positivo
e controle negativo) foram tratadas com as respectivas solugdes durante a realizagdo do
teste de EC.

Ensaio Cometa usando enzima FPG

O teste de EC foi padronizado para uso em amostras de sangue total ou de
linfocitos isolados armazenadas em freezer -80°C ou nitrogénio liquido. Todas as
amostras celulares utilizadas nos experimentos foram descongeladas e deixadas em gelo

até o momento de sua utilizag&o.

Preparo das células em agarose

A. Amostras de sangue total

As amostras de sangue total foram utilizadas, apds o seu descongelamento,
diluindo 5 pL de sangue total diretamente em 270 pL de solugdo de agarose baixo ponto
de fusdo (BPF) a 1% ou diluindo o pellet formado por células sanguineas, apos trés
sucessivas lavagens com PBS, em 125 uL de solu¢do de agarose BPF a 1%. Em
seguida, aliquotas de 5 pL das células suspensas em agarose BPF foram adicionadas as
laminas previamente cobertas com agarose ponto de fusdo padrdo. O processo de
lavagem das células sanguineas com PBS correspondeu, inicialmente, na diluicdo de
5 uL de sangue total em 45 pL de PBS com subsequente centrifugacdo a 1500 rpm por
7 min. O pellet formado foi ressuspenso em 45 uL de PBS e submetido a segunda
centrifugacao seguindo as mesmas condicdes. Por fim, mais uma lavagem foi realizada
nas mesmas condicdes e o pellet formado utilizado na diluicdo com solucdo de agarose
BPF (1%).

B. Amostras de linfocitos isolados

As amostras de linfocitos isolados dos padrBes de referéncia (controles positivo
e negativo) foram inicialmente descongeladas em gelo e transferidas para um tubo
falcon (10 mL) contendo 3 mL de PBS e centrifugadas a 1500 rpm por 7 min.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 300 puL de

PBS. Uma aliquota de 30 pL dessas células suspensas em PBS foi misturada a 140 pL
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de agarose BPF. Posteriormente, 5 pL das células suspensas em agarose BPF foram

adicionadas sobre Iaminas previamente cobertas com agarose ponto de fusdo padréo.

Procedimento

Apos a aplicacdo dos géis (células suspensas em agarose BPF), as laminas foram
deixadas em geladeira (4°C) por 5 min e em seguida imersas em solugdo de lise celular
[NaCl 2,5 M; EDTA 0,1 M; Tris 10 nM; Triton 1% e pH 10] por pelo menos 1 h.
Posteriormente, as laminas foram lavadas 3x com tampdo enzimético a 4 °C em
recipiente coplin por 5 min e acrescentadas ao sistema de incubagéo, para incubacéo das
células com a enzima endonuclease FPG ou tamp&o enzimatico [HEPES 40 mM; KClI
0,1 M; EDTA 0,5 mM; BSA 0,2 mg/mL; ph 8,0]. A base da camara de incubacdo
proporciona trabalhar com 12-géis por lamina. O sistema de incubac¢do contém um
suporte base de aco inox, onde se encaixa a lamina que foi utilizada a para aplicacdo das
amostras e controles (12-géis). Sobre a lamina se acrescenta uma borracha que fixa os
pocos circunscrevendo cada gel de amostra acrescentado a lamina. Em seguida, o
sistema foi coberto com uma tampa de acrilico e fixado com duas bracadeiras. Em cada
poco, onde estavam localizados cada gel, foram adicionados 30pL de tampéo
enzimatico ou solucdo contendo enzima FPG [tampdo enzimatico com FPG em
concentracdo determinada experimentalmente]. As imagens desse sistema de incubacao

estdo demonstradas na Figura 15.

Figura 15 - Sistema de incubacdo da técnica de ensaio cometa com FPG para 12 géis

por lamina.

Posteriormente, o sistema de incubacéo foi transferido para uma cadmara Umida a
37 °C e deixado por 30 min. Finalizada a incubacéo, a reacdo enzimatica foi paralisada
colocando o sistema de incubagdo sobre o gelo. Em seguida, as laminas foram

transferidas para a cuba de eletroforese. E previamente a eletroforese, as laminas foram
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mantidas em tamp&o alcalino por 25 min. As condicdes de eletroforese foram fixadas
em 25 volts e corrente de 300 mA.

Apos a eletroforese, as laminas foram lavadas 3x com PBS a 4°C em recipiente
coplin por 5 min, seguido de imersdo etanol PA a 4 °C por 5min e deixadas e
temperatura ambiente para secagem. Para revelagdo, as ldminas foram imersas por
aproximadamente 30 min em solugdo contendo SYBRGold (diluido 10000x) e, por fim
lavadas 3x com agua e colocadas a temperatura ambiente para secagem.

Os cometas foram visualizados em microscopio de fluorescéncia a um aumento
de 40x utilizando o sistema de andlise de imagens Comet Assay IV e 0s resultados
expressos em intensidade da cauda ou % de DNA na cauda (tail intensity). O esquema
metodoldgico do teste de EC utilizando a enzima endonuclease FPG esta ilustrado na
Figura 16. Os resultados das digestdes com tampdo enzimatico e com enzima FPG

foram comparados para a expressao dos resultados.

Figura 16 - Esquema metodologico do teste de EC utilizando enzima endonuclease
FPG.

. C&lulas embehidas em agarose
\H“n

 ———— T W TR

\ Triton X-100, 2.5 M NacCl
Formacdo do .

nugledide \ Digestdo com endonucleases de

lesfes especificas

Incubacdo alcalina \
0.3 M NaOH, 10 mM EDTA Eletroforese: 0.8 W/em, 30 min

AN

N

Meutralizacdo, coloracdo e leitura

A frecienca de bases em microscopio de fluorescéncia

danificadas aumenta com
o aumento de quebras no
DMNA na presenga de
endonucleases especificas.

-

Fonte: Adaptada de AZQUETA, et al 2013.

Como para se realizar o teste de EC com FPG, as células analisadas passam por
dois tipos de tratamento, ou seja, tratamento com tampao enzimatico e tratamento com
tampdo enzimatico mais a enzima FPG, os resultados de EC foram apresentados nas
variaveis tampdo enzimatico (EC-Tampao), tampdo enzimatico mais a FPG (EC-FPG) e
diferenca entre EC-FPG e EC-Tampéo (EC-Dif).
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Aberracdes cromossdmicas (AC)

Toda a metodologia para o teste de AC foi realizada a partir de cultura celular de
linfécitos de sangue periférico. Os linfocitos em cultura serdo estimulados a entrar em
divisdo celular com fitohemaglutinina de acordo com a técnica de Moorhead et al.
(1960) adaptada. Desta forma, o teste de AC consistiu na preparacdo de cultura celular
obtida com aliquotas de 0,5 mL de sangue periférico total humano acrescido de 5mL de
meio de cultura RPMI, ja enriquecido com fitohemaglutinina e soro fetal bovino. Em
seguida, os linfocitos foram incubados a 37 °C e ap6s 48 horas, a divisdo celular foi
interrompida na etapa de metafase com a adicdo de colchicina por 2 horas.
Posteriormente a incubacdo, as células sao tratadas com solugdes hipotbnica e fixadora,
de modo a garantir uma suspensao limpida contendo apenas linfocitos em metéafase.
Para a visualizagcdo das metafases, essa suspenséo foi distribuida em seis laminas a
serem analisadas e lidas em microscépio 6tico com o auxilio do programa Metafer 4°

As metafases foram quantificadas e a frequéncia de aberracdes analisada, tendo
como meta minima a leitura de 100 celulas em metafase por individuo, de forma a
assegurar representatividade, de acordo com Carrano e Natarajan (1987). Entretanto,
apesar da meta minima estabelecida de 100 metafases lidas por individuo, este valor ndo
pode ser alcancado em alguns sujeitos, fato que pode ser explicado pela complexidade
das etapas do processo, baixo indice mitotico e por dificuldades do cumprimento, de
forma homogénea, de todo o protocolo ao longo de todas as coletas. Os valores
encontrados foram comparados entre 0s grupos de trabalhadores ocupacionalmente e

ambientalmente expostos ao benzeno.

111.8. Analise estatistica

A andlise descritiva foi realizada utilizando médias, desvios padrdo, frequéncia e
percentual de distribuicdo. A normalidade de distribuicdo das variaveis continuas foi
testada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov, adotando nivel de significancia de 5%.
Para comparacdo de variaveis com distribuicdo normal foram utilizados os testes t de
Student ou ANOVA e para variaveis com distribuicdo ndo normal os testes Mann-
Whitney (U) ou Kruskal-Wallis (H). Testes de correlacdo de Person (r) e de Spearman
(rho) foram realizados para as variaveis continuas com distribuicdo normal e ndo
normal, respectivamente. As variaveis sexo, idade, tabagismo e etilismo foram

utilizadas como varidveis controle. Testes de regressao linear foram realizados entre o
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biomarcador de exposi¢cdo ATTM e os biomarcadores de efeito de estresse oxidativo e
de genotoxicidade. As variaveis sexo e idade foram utilizadas como variaveis controle.
Todos os dados foram analisados com auxilio do programa SPSS for Windows versao
20.0.

111.9. Aspectos éticos
Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da ENSP (Parecer
CEP/ENSP 434.418 e CAAE 17438013.5.0000.5240).
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IV. RESULTADOS

Participaram do estudo 86 trabalhadores, sendo 51 oriundos dos PRC localizados
na AP5.3 e 35 trabalhadores das Portarias do Campus -Castelo Mourisco da Fiocruz
localizada na AP3.1, os quais foram categorizados em ocupacionalmente e
ambientalmente  expostos ao benzeno, respectivamente. As  caracteristicas
sociodemograficas das populagbes ocupacionalmente e ambientalmente expostas ao
benzeno estdo apresentadas na Tabela2 e a frequéncia das questdes referentes ao
historico familiar de neoplasias, tabagismo e etilismo na Tabela 3. Além disso, a
descricdo dos resultados de idade e tempo de trabalho na atual ocupacdo esta

apresentada separadamente na Tabela 4.

Tabela 2 - Frequéncia dos dados sociodemograficos dos grupos de trabalhadores

ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Grupos de trabalhadores
Ocupacionalmente expostos ~ Ambientalmente expostos

Variaveis N % N %
Género
Masculino 43 84,3 29 82,9
Feminino 8 15,7 6 17,1
Grupo étnico
Branco 14 29,2 4 12,5
Negro 13 27,1 7 21,9
Pardo 20 41,7 21 65,6
Indigena 1 2,1 - -
Situacéo conjugal
Casado/unido estavel 32 62,7 24 82,8
Separado/divorciado 1 2,0 1 3,4
Solteiro 18 35,3 4 13,8
Escolaridade
Fundamental Incompleto 6 11,8 3 10,3
Fundamental Completo 9 17,6 3 10,3
Médio Incompleto 16 31,4 4 13,8
Médio Completo 17 33,3 18 62,1
Superior Incompleto 3 5,9 1 3,4

Nota: DP = Desvio Padrao.

A populacdo ocupacionalmente exposta ao benzeno foi composta de 84,3% de
homens e 15,7% de mulheres com idade média total de 35 + 11 anos, sendo 37 £ 11 e
29 £ 7 anos para homens e mulheres, respectivamente. A maioria dos entrevistados
relatou fazer uso de bebida alcodlica (70,6%; n = 36) e ndo fumar (62,0%, n = 31). De

acordo com os relatos sobre as fungdes ocupacionais exercidas, 72,5% (n =37) dos
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trabalhadores possuiam cargo de frentistas, sequidos de 13,7% (n = 7) de geréncia, 5,9%
(n =3) de auxiliar de servicos gerais, 5,9% (n = 3) de técnico de lubrificacdo e 2,0%
(n=1) de balconista de loja de conveniéncia. Nenhum equipamento de protecdo
individual ou coletiva foi relatado como sendo utilizado durante a jornada de trabalho,
inclusive durante o recebimento de combustiveis e seus respectivos testes de qualidade,
que correspondem as atividades de maior exposicao.

Por sua vez, a populagdo ambientalmente exposta ao benzeno foi formada por
82,9% de homens e 17,1% de mulheres com idade média total de 43 +9 anos,
correspondendo a 44 £9 anos para 0s homens e 39 £9 anos para as mulheres. A
maioria da populagdo declarou ndo fumar (57,1%) enquanto que metade relatou fazer
uso de bebida alcodlica (50,0%). Com relacdo as func¢bes ocupacionais, 96,6% (n = 28)
dos trabalhadores exerciam a fungdo de vigilantes e 3,4% (n = 1) de porteiros. N&o
foram observadas diferencas entre 0s grupos ocupacionalmente e ambientalmente

expostos ao benzeno para as respectivas caracteristicas populacionais.

Tabela 3 - Frequéncia das informagdes sobre doencas cronicas, histérico familiar de
neoplasias, tabagismo e etilismo dos grupos de trabalhadores ocupacionalmente e

ambientalmente expostos ao benzeno.

Grupos de trabalhadores

Ocupacionalmente expostos Ambientalmente expostos

Variaveis N % N %
Hipertensao arterial

Sim 6 11,8 6 21,4

Néo 45 88,2 22 78,6
Diabetes

Sim 2 3,9 3 10,7

Néao 49 96,1 25 89,3
Histérico familiar de cancer

Sim 17 33,3 11 39,3

Né&o 34 66,7 17 60,7
Tabagismo

Tabagista 10 20,0 6 21,4

Ex-tabagista 9 18,0 6 21,4

Nunca fumou 31 62,0 16 57,1
Etilismo

Bebe 36 70,6 14 50,0

Bebia 3 5,9 3 10,7

Nunca bebeu 12 23,5 11 39,3
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Tabela 4 - Descrigdo das médias de idade e tempo de trabalho na atual ocupacéo dos

grupos de trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Idade e tempo de trabalho (anos)

Grupos de trabalhadores N Média DP Minimo Maximo
Ocupacionalmente expostos
Idade 51 35 11 17 62
Com que idade comecou a trabalhar neste setor? 50 24 8 10 43
Ha quanto tempo trabalha nesta ocupacéo? 51 7 9 0 34
Ambientalmente expostos
Idade 35 43 9 22 59
Com que idade comegou a trabalhar neste setor? 26 15 3 19 22
Ha quanto tempo trabalha nesta ocupacéo? 29 12 8 0 29

Nota: DP = Desvio Padrao.

Os resultados das concentracdes de benzeno no ar atmosférico categorizados por

locais de trabalho dos grupos de trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente

expostos, estdo apresentados na Tabela 5. Esses resultados também estdo demonstrados

por percentis de 25, 50, 75 e 95 na Tabela 6.

Tabela 5 - Média das concentracdes de benzeno no ar atmosférico nos locais de

trabalho dos grupos de trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos.

Avaliacdo Ambiental
Benzeno no ar atmosférico (ug m™)

Locais de trabalho dos grupos

de trabalhadores N Média DP  Minimo Maximo

Ocupacionalmente expostos

Posto 1 6 12,1* 13,6 <LD 29
Posto 2 7 < LD*e - <LD <LD
Posto 3 10 22,15 321  <LD 94
Posto 4 11 1034  179,7 <LD 564
Posto 5 5 <LD - <LD <LD
Posto 6 6 <LD® - <LD <LD
Posto 7 - - - - -
TOTAL 45 318 96,6 <LD 564

Ambientalmente expostos

Portaria 1 3 48,7 84,3 <LD 146
Portaria 2 4 45,0 90,0 <LD 180
Portaria 3 4 <LD - <LD <LD
Portaria 4 4 <LD - <LD <LD
Portaria 5 4 34,3 68,5 <LD 137
Portaria 6 2 <LD - <LD <LD
TOTAL 21 22,1 55,8 <LD 180

Nota: DP = Desvio Padrdo; N = nimero total de amostras coletadas; p = p-valor (p-valor), [**£ p< 0.05].
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Tabela 6 - ConcentragBes de benzeno no ar atmosférico, em percentil, nos locais de

trabalho dos grupos de trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos.

Avaliagdo ambiental
Benzeno no ar atmosférico (ug m™)

Locais de trabalho dos grupos

N Percentil 25 Percentil 50 Percentil 75 Percentil 95
de trabalhadores

Ocupacionalmente expostos 45 0,05 0,05 18,0 247,6

Ambientalmente expostos 21 0,05 0,05 0,05 176,6

Nota: N = nimero total de amostras coletadas.

A distribuicdo das concentragdes de benzeno no ar atmosférico ndo se
apresentou normal, por isso testes estatisticos ndo paramétricos foram utilizados na
comparagdo dos grupos. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas
para as concentracfes de benzeno no ar atmosférico entre o Posto 2 e os Postos 1 e 3 e
entre 0s Postos 3 e 6. Com relagé@o as concentragdes de benzeno no ar atmosferico entre
as Portarias, nenhuma diferenca foi encontrada. Além disso, ndo houve diferenca de
concentracdo de benzeno no ar atmosférico entre os grupos de trabalhadores
ocupacionalmente e ambientalmente expostos.

A avaliacdo da exposicdo desses trabalhadores também foi realizada por meio da
analise do biomarcador de exposicdo ATTM, que corresponde a um dos metabolitos do
benzeno eliminados na urina. Os resultados de ATTM podem ser observados na
Tabela 7. Além disso, os resultados de ATTM apresentaram distribuicdo ndo normal,
sendo necessario a logaritimizacdo (LnATTM) do mesmo para as analises. Os valores
médios de ATTM encontrados foram de 0,23 £ 0,18 mg/g Cr e 0,21 £ 0,16 mg/g Cr
para 0s respectivos grupos de trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente
expostos ao benzeno, ndao sendo observada diferenca estatistica entre 0s mesmos.
Entretanto, o ATTM apresentou valores estatisticamente diferentes entre 0s
trabalhadores do Posto 1 e do Postos3 (p=0,14). Os valores de ATTM dos
trabalhadores ambientalmente expostos ao benzeno ndo apresentaram nenhuma
diferenca estatistica entre as diferentes Portarias (Tabela 7).

Os resultados das concentragdes de ATTM dos trabalhadores também foram
demonstrados por percentis de 25, 50, 75 e 95, sendo observada uma homogeneidade
nos resultados entre os grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao
benzeno (Tabela 8). Além disso, os resultados de ATTM também foram comparados

entre as categorias da variavel tabagismo (nunca fumou, ex-tabagista e tabagista), cujos
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resultados estdo apresentados na Tabela 9. Foi observada diferenca estatistica das
concentracdes de ATTM entre as categorias nunca fumou e tabagista (p = 0,034) para o
grupo de trabalhadores ocupacionalmente expostos ao benzeno. Para o grupo de
trabalhadores ambientalmente expostos ao benzeno, nenhuma diferenga foi encontrada.

Tabela 7 - Média das concentragdes de ATTM dos grupos de trabalhadores

ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Biomarcador de exposi¢édo
ATTM (mg/g Cr)

Grupos de trabalhadores N Média DP Minimo Maximo

Ocupacionalmente expostos
Posto 1 7 0,44* 0,34 0,12 1,00
Posto 2 7 0,15 0,08 0,06 0,25
Posto 3 10 0,13* 0,04 0,08 0,19
Posto 4 9 0,21 0,17 0,07 0,51
Posto 5 3 0,15 0,14 0,06 0,31
Posto 6 2 0,23 0,12 0,14 0,31
Posto 7 13 0,25 0,13 0,06 0,51
TOTAL 51 0,23 0,18 0,06 1,00

Ambientalmente expostos

Portaria 1 8 0,33 0,17 0,09 0,56
Portaria 2 7 0,26 0,21 0,09 0,68
Portaria 3 5 0,28 0,16 0,09 0,52
Portaria 4 6 0,09 0,01 0,09 0,09
Portaria 5 8 0,12 0,05 0,09 0,25
Portaria 6 1 0,11 - 0,11 0,11
TOTAL 35 0,21 0,16 0,09 0,68

Nota: Resultados em mg/g Cr. Cr = creatinina; DP = Desvio Padrdo; p = p-valor (p-valor), [* p< 0.05],
sendo * referente a diferenca estatistica entre os Postos 1 e 3.

Tabela 8 - Concentracbes de ATTM, por percentil, dos grupos de trabalhadores

ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Biomarcador de exposi¢éo
ATTM (mg/g Cr)

Grupos de trabalhadores N  Percentil 25 Percentil 50  Percentil 75 Percentil 95
Expostos ocupacionalmente 51 0,09 0,16 0,30 0,63
Expostos ambientalmente 35 0,09 0,13 0,26 0,58
TOTAL 86 0,09 0,15 0,28 0,55
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Tabela 9 - Média das concentragdes de ATTM dos grupos de trabalhadores

ocupacionalmente e ambientalmente exposto ao benzeno, de acordo com a categoria

tabagismo.
Biomarcador de exposi¢édo
ATTM (mg/g Cr)
Grupos de trabalhadores N Meédia DP Minimo Maximo
Ocupacionalmente expostos
Nunca fumou 28 0,21 0,19 0,06 1,00
Ex-tabagista 8 0,21 0,10 0,11 0,39
Tabagista 10 035* 021 0,13 0,82

Ambientalmente expostos

Nunca fumou 10 0,29 0,19 0,07 0,56
Ex-tabagista 4 0,24 0,09 0,11 0,32
Tabagista 3 0,18 0,06 0,15 0,25

Nota: Resultados em mg/g Cr, Cr = creatinina; DP = Desvio Padréo. [* p< 0.05], sendo * referente a

diferenca estatistica entre os trabalhadores que nunca fumaram e os tabagistas.

Com relacdo a avaliacdo clinica, os resultados dos exames hematologicos e
bioguimicos estdo apresentados nas Tabelas 10 e 11, respectivamente. Com 0 objetivo
de se visualizar detalhadamente possiveis alteragdes nos valores de leucdcitos, seus
resultados foram agrupados por faixas de concentracdo e destacados na Tabela 12. Do
total de trabalhadores do estudo, 15% (n = 13) apresentaram resultados de leucocitos
ligeiramente menores que 4.500 células/mm?®. Esses trabalhadores foram orientados a
repetir os exames clinicos apos 6 meses. Ndo houve diferenca dos dados clinicos entre
0S grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno, para 0s exames
hematoldgicos e bioquimicos. CorrelagcBes positivas, por Pearson, foram observadas
entre a concentracdo de ATTM e os dados clinicos nimero de leucocitos totais
(R=+0,275, p=0,020) e segmentados (R=+0,272, p=0,022). Entretanto,
correlacdes parciais ndo permaneceram quando corrigidas pelas variaveis idade, sexo,
tabagismo e etilismo.

Os resultados das analises dos biomarcadores do estresse oxidativo estdo
descritos nas Tabelas 13. Dentre os biomarcadores do estresse oxidativo, somente a
SOD apresentou distribuicdo normal. Os biomarcadores TIOL e MDA tiveram seus
resultados diferentes estatisticamente entre 0s grupos ocupacionalmente e
ambientalmente expostos ao benzeno. A atividade da GST apresentou correlacbes
negativas, por Spearman, com a CAT (R =- 0,387, p =0,0001) e a SOD (R =- 0,390,
p = 0,0001) e positiva com o MDA (R =+ 0,369, p = 0,001). Por sua vez, a atividade da
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SOD apresentou correlagcdo negativa, por Spearman, com o MDA (R =-0,226,
p = 0,046). Porém, ao se corrigir pelas variaveis idade, sexo, tabagismo e etilismo, as
correlagdes parciais observadas foram entre a atividade de GST e as concentracdes de
ATTM (R =+ 0,422, p=0,005); e entre a atividade da SOD e o TIOL (R =+ 0,399,
p = 0,008).

Tabela 10- Descricdo dos resultados hematoldgicos da avaliacdo clinica dos

trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Avaliacao Clinica
Exames hematolégicos

Grupos de trabalhadores N Média DP Minimo Maximo

Ocupacionalmente expostos
Hemacias (milhGes/mm3) 51 4,9 0,6 4,0 7,0
Hemoglobina (g/dL) 51 14,2 1,4 11,2 17,0
Hematdcrito (%) 51 42,3 3,5 33,5 50,2
VVolume Globular Médio (VGM) (fl) 51 86,6 6,6 62,5 98,9
Hemoglobina Globular Média (HGM) (pg) 38 29,7 3,2 19,2 35,2
CHGM (g/dL) 51 33,4 2,2 28,4 38,2
indice de anisocitose (RWD) (%) 38 11,8 0,8 10,3 13,4
Leucdcitos Totais (cel/mm?) 51 6523,3 1852,5 3121 10690
Neutréfilos (cel/mm?®) 51  3689,1(553%) 1389,2 1248 6772
Bastonetes (cel/mm?) 51 35,5 (0,55%) 66,9 0 213
Segmentados (cel/mm®) 51  3653,6 (54,8%) 1388,4 1248 6772
Eosindfilos (cel/mm?®) 51 201,3(3,16%) 183,11 0 1079
Basofilos (cel/mm?) 51 47,4 (0,76%) 58,9 0 207
Mondcitos (cel/mm?) 51 489,7 (7,7%)  151,7 267 902
Linfécitos (cel/mm?) 51 2096,5 (33%) 628,4 767 3742
Plaquetas (cel/uL) 51 252617,7 59133,0 152300 467500

Ambientalmente expostos

Hemacias (milhGes/mm3) 35 4,7 0,5 3,6 5,7
Hemoglobina (g/dL) 35 14,0 1,1 11,5 16,4
Hemataocrito (%) 35 40,6 3,2 33,6 46,3
Volume Globular Médio (VGM) (fl) 35 86,1 4,4 78,9 99,6
Hemoglobina Globular Média (HGM) (pg) 35 29,6 2,0 25,2 35,8
CHGM (g/dL) 35 34,4 1,0 31,9 36,5
indice de anisocitose (RWD) (%) 35 12 1,9 1,8 13,1
Leucdcitos Totais (cel/mm?) 35 6356,9 1773,5 3620 10340
Neutréfilos (cel/mm?) 35 3481,3(53,9%) 13884 1382 5786
Bastonetes (cel/mm?) - - - - -
Segmentados (cel/mm?) 35  3481,3(53,9%) 13884 1382 5786
Eosindfilos (cel/mm?) 35 249,7 (3,8%) 295,2 39 1293
Basofilos (cel/mm?) - - - - -
Mondcitos (cel/mm?) 35 418,8 (6,8%) 1453 156 724
Linfocitos (cel/mm?) 35  2178,4 (35,6%) 654,9 944 4033
Plaquetas (cel/pL) 35 238943 48668,1 117000 353000

Nota: DP = Desvio Padrao.
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Tabela 11 - Descricdo dos resultados bioquimicos da avaliagdo clinica dos

trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Avaliacéo Clinica
Exames bioguimicos

Grupos de trabalhadores N Meédia DP Minimo Maximo

Ocupacionalmente expostos
Transaminase Oxalacética (U/L) 51 31,2 17,0 13 119
Transaminase Pirtvica (U/L) 50 28,7 33,3 8 228
Bilirrubina Total (mg/dL) 38 0,4 0,3 0 1,7
Bilirrubina Direta (mg/dL) 38 0,1 0,1 0,03 0,5
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 38 0,3 0,2 0,05 1,3
Gama GT (U/L) 51 42,4 33,1 6 130
Fator Reumatoide (Ul/mL) 34 1,3 0,5 0,3 2,3

Ambientalmente expostos

Transaminase Oxalacética (U/L) 34 22,6 9,3 8 45
Transaminase Pirtvica (U/L) 35 28,3 20,0 5 97
Bilirrubina Total (mg/dL) 35 0,4 0,2 0,1 1,0
Bilirrubina Direta (mg/dL) 35 0,1 0,1 0,01 0,3
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 35 0,3 0,1 0,09 0,7
Gama GT (U/L) 35 43,7 37,1 11 177
Fator Reumatoide (Ul/mL) 35 1,2 0,6 0,2 4,0

Nota: DP = Desvio Padrao.

Tabela 12 - Resultado dos valores de leucdcitos agrupados por faixas de concentragdo

dos trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Avaliac¢do Clinica
Leucdcitos (cel/mm?)

Grupos de trabalhadores N % Média DP Minimo Maximo

Ocupacionalmente expostos
Até 4.500 6 11,76 3.856 626,1 3.121 4.470
4.501 a 5.000 4 7,84 4768 1809 4.587 4.950
5.001 a 5.500 9 17,65 5245 1487 5.070 5.490
5.501 a 6.000 4 7,84 5680 118,6 5.570 5.848
Acima de 6.000 28 5490 7.877 1297,1 6.168 10.690
TOTAL 51 100 6.523 18525 3.121 10.690

Ambientalmente expostos

Até 4.500 7 20,00 4.046 3139 3.620 4.390
4.501 a 5.000 2 571 4745 1344 4.650 4.840
5.001 a 5.500 4 11,43 5250 120,0 5.150 5.390
5.501 a 6.000 2 571 5945 778 5.890 6.000
Acima de 6.000 20 57,14 7590 12153 6.020 10.340
TOTAL 35 100 6.357 17735 3.620 10.340

Nota: DP = Desvio Padrao.
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Tabela 13 - Resultados dos biomarcadores de estresse oxidativo dos trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Avaliacao Bioldgica
Biomarcadores do estresse oxidativo

CAT (KU/L) GST (U/L) TIOL (mM) MDA (UM) SOD (U/mL)
Grupos de trabalhadores N Meédia DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Ocupacionalmente expostos
Posto 1 7 40,66 23,96 32,23 7,19 0,42 0,05 2,79 0,49 1,60 0,71
Posto 2 7 40,98 17,32 14,35 1,55 0,33 0,06 2,90 1,16 1,21 1,00
Posto 3 10 69,37 50,97 8,95 3,36 0,48 0,11 5,92 7,06 3,09 1,25
Posto 4 9 3426 2442 12,12 4,01 0,37 0,08 1,28 0,81 2,09 0,62
Posto 5 3 29,08 1535 10,49 2,19 0,40 0,05 1,56 0,83 2,60 0,89
Posto 6 2 5168 6,86 11,76 4,31 0,25 0,06 1,17 0,29 2,17 0,54
Posto 7 13 29,06 27,76 34,04 27,85 0,42 0,20 11,79 3,99 1,18 0,83
TOTAL 51 41,99 32,89 20,04 17,84 0,40* 0,13 539+ 553 1,90 1,13

Ambientalmente expostos

Portaria 1 8 40,12 19,89 11,59 5,94 0,45 0,54 1,36 0,60 1,12 0,77
Portaria 2 7 3403 9,97 13,78 3,53 0,47 0,04 1,26 0,45 2,42 1,28
Portaria 3 5 3794 21,94 11,50 2,11 0,46 0,03 1,38 0,45 2,45 0,77
Portaria 4 6 4255 13,74 12,97 4,67 0,42 0,07 1,39 1,39 2,44 0,86
Portaria 5 8 4225 7,71 16,31 3,94 0,46 0,05 1,11 0,79 1,83 0,62
Portaria 6 1 2854 - 12,43 - 0,44 - 1,17 - 1,09 -

TOTAL 35 39,16 14,46 13,35 4,45 0,45* 0,05 1,29+ 0,73 1,95 0,99

Nota: DP = Desvio Padréo; [""£ p< 0.05], sendo * referente & diferenca estatistica do indicador TIOL entre os grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno;

® referente a diferenca estatistica do indicador MDA entre os grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno; e £ referente a diferenca estatistica do indicador
CAT entre os Posots 2 e 3.
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Em relagdo aos dados clinicos, a enzima CAT apresentou correlagGes positivas, por
Spearman, com 0s numeros de basofilos (R=+0,208, p=0,054) e segmentados
(R=+0,218, p =0,044) e uma correlacdo negativa com bastonetes (R =- 0,289, p = 0,007).
Correlaces também foram observadas entre a GST e os dados clinicos CHGM (R = - 0,478,
p = 0,0001), bastonetes (R =+ 0,512, p=0,0001) e transaminase oxalacética (R =+ 0,312,
p =0,004); entre o TIOL e os eosindfilos (R =+0,225 p=0,037) e a hemoglobina
(R=+0,232, p=0,032); e entre 0 MDA e o0s bastonetes (R = + 0,607, p = 0,0001), basofilos
(R=+0,366, p=0,001), mondcitos (R =+ 0,220, p=0,005), segmentados (R =- 0,265,
p = 0,018), transaminase oxalacética (R = + 0,315, p = 0,005), HGM (R =- 0,272, p = 0,027),
e CHGM (R=-0,601, p=0,0001). Entretanto, quando controladas por sexo, idade,
tabagismo e etilismo, as correlagcdes parciais observadas foram entre a CAT e hemacias
(R=+0,524, p=0,0001), baséfilos (R=+0,426, p=0,004), plaguetas (R =+ 0,425,
p = 0,004), transaminase piravica (R =+ 0,352, p=0,021), VGM (R =-0,468, p =0,002),
HGM (R=-0,494, p=0,001) e CHGM (R =-0,397, p=0,008); entre a GST e basotfilos
(R =+ 0,506, p=0,001); e entre 0 TIOL e eosinofilos (R = + 0,406, p =0,007). Por fim, os
resultados dos biomarcadores de estresse oxidativo também foram comparados entre as
categorias (Nunca fumou, Tabagista e Ex-tabagista) da varidvel tabagismo ndo sendo
encontrada nenhuma diferenca entre os grupos.

Os resultados do teste de AC entre os grupos de trabalhadores ocupacionalmente e
ambientalmente expostos ao benzeno, divididos em quatro tipos de variaveis diferentes, estdo
demonstrados nas Tabelas 14. As quatro variaveis utilizadas para analisar os efeitos da
exposicdo ao benzeno foram: - Metafases com AC (%), que corresponde a fracdo de células
em metafase que apresentaram ao menos uma aberracdo, cromatidica ou cromossémica, a
cada 100 celulas analisadas (células aberrantes); - Quebras por metafase (%), que representa o
valor médio de quebras cromatidicas e cromossémicas observadas a cada 100 células
metafasicas analisadas; - Fragmentos, que corresponde ao numero de fragmentos observados
a cada 100 celulas metafasicas analisadas; e - Metafases com segregacdo centromérica
prematura (SCP), que constitui o namero médio de células metafasicas com SCP.

Os resultados das quatro variaveis de AC ndo apresentaram distribuicdo normal,
entretanto, as varidaveis metafases com AC e quebras por metafase puderam ser
logaritimizadas. Diferencas entre as médias de Quebras por metafase, Fragmentos e Metéafase
com SPC foram encontradas quando comparados 0S grupos ocupacionalmente e

ambientalmente expostos ao benzeno (Tabela 14).
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Tabela 14 - Resultados do teste de AC dos trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente

expostos ao benzeno.

Avaliacao Bioldgica
Aberragdes Cromossdmicas

Metéafases Quebras por Fragmentos Metéafases
com AC metéafase g com SCP

Grupos de trabalhadores N Média DP Média DP Média DP Média DP

Ocupacionalmente expostos

Posto 1 7 48 47 6 4 8 5 2 4
Posto 2 10 27 23 6 6 11 10 0 0
Posto 3 7 155 250 15 22 28 43 5 8
Posto 4 3 63 48 4 5 8 8 1 1
Posto 5 9 240 162 18 10 33 18 3 1
Posto 6 2 11 1 0 0 0 0 0 0
Posto 7 13 27 39 2 3 2 2 2 3
TOTAL 51 73 132 7* 11 12 22 2° 4
Ambientalmente expostos
Portaria 1 8 82 68 1 2 3 3 3 3
Portaria 2 7 127 201 1 1 2 2 2 2
Portaria 3 5 76 47 1 1 1 1 3 2
Portaria 4 6 39 40 1 1 2 3 2 3
Portaria 5 8 47 40 3 5 6 9 3 3
Portaria 6 1 2 - 0 - 0 - 2 -
TOTAL 35, 72 100 1* 3 3e 5 3° 3

. ~ 0 s . .
Nota: DP = Desvio Padréo; [*® p< 0.05], sendo * referente a diferenca estatistica dos resultados de Quebras por metafase entre 0s grupos
ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno; ® referente a diferenca estatistica dos resultados de Fragmentos entre os grupos

. . 0 s - .
ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno; e ~ referente & diferenca estatistica dos resultados de Metafases com SCP entre os
grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno.

Quando comparados os resultados das variaveis de AC com as categorias (Nunca
fumou, Tabagista e Ex-tabagista) da variavel tabagismo, diferencas foram encontradas entre
os trabalhadores que nunca fumaram e os tabagistas, cujas medias foram 34 + 36 e 82 + 132
para Metéafases com AC; 2+3 e 6 +12 para Quebra por metafase; 3+5 e 11 + 22 para
Fragmentos e 1 £ 1 e 3 + 4 Metafases com SCP, respectivamente.

O namero de Metafases com AC apresentou correlagdes, por Spearman, com a GST
(R =-0,368, p =0,0001), com os numeros de leucdcitos totais (R = + 0,292, p = 0,006) e com
0s nameros de neutréfilos (R =+ 0,237, p = 0,028). Uma correlacdo positiva, por Spearman,
também foi encontrada entre Metafases com SPC e o TIOL (R =+ 0,244, p = 0,023). Porém,
quando controladas por sexo, idade, tabagismo e etilismo, as correlacdes parciais encontradas
foram entre Metafases com AC e a atividade da SOD (R =+ 0,373, p=0,015); e entre 0
TIOL e os biomarcadores Metafases com AC (R = + 0,409, p = 0,007), Quebras por metafase
(R=+0,330, p=0,033), Fragmentos (R=+ 0,352, p=0,022) e Metafases com SCP
(R=+0,426, p = 0,005).
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Para a realizagéo do teste de genotoxicidade EC com uso da enzima FPG, foi realizada
previamente a verificacdo da concentracdo 6tima da endonuclease FPG que seria utilizada nas
analises. As solugdes diluidas de FPG em 300x, 1000x, 3000x, 10000x, 30000x e 100000x
foram utilizadas no teste e seus resultados, expressos em porcentagem de DNA na cauda (%
DNA na cauda), estéo ilustrados na Figura 17.

Figura 17 - Resultados do teste de EC para verificacdo da concentragdo 6tima da enzima de
restricdo FPG.
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Apos analise dos resultados, foi observada a janela de concentracdo 6tima para uso da
enzima de restricio FPG como sendo entre 30000x e 10000x (Figura 17). Com isso, a
concentracdo da enzima estabelecida para a aplicacdo do teste de EC nas amostras foi de
20000x a partir do extrato cru inicial. Dentre as variaveis dos resultados do EC, o resultado de
EC-Tampéo apresentou distribuicdo normal. Os resultados de EC nas populacdes de estudo
estdo apresentados na Tabela 15. Ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas
entre 0S grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno, entretanto
diferencas foram encontradas entre o Posto 7 e 0os Postos 4 e 2 para os resultados de EC-
Tampéo e EC-FPG; e entre os Postos 1 e 2 para os resultados de EC-FPG.

Com relacdo aos dados clinicos avaliados, 0 EC-Tampdo e o EC-FPG apresentaram
correlacdes negativas, por Spearman, com hemacias (R =- 0,299, p =0,005 e R =- 0,285,
p =0,008); hematécrito (R=-0,341, p=0,001 e R=-0,335 p=0,002); bastonetes
(R=-0,390, p=0,0001 ¢ R=-0,370, p=0,0001); linfécitos (R=-0,310, p=0,004 e
R =-0,233, p=0,032); e transaminase oxalacética (R =- 0,344, p=0,001 e R =-0,290,
p =0,008). Por sua vez, correlagOes positivas, por Spearman, foram observadas entre a

concentracdo de HGM e os resultados de EC-Tampdo (R =+ 0,337, p =0,002), EC-FPG
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(R=+0,379, p=0,0001) e EC-Dif (R =+ 0,225, p =0,037). Porém, quando controladas por
sexo, idade, tabagismo e etilismo, essas correlagfes ndo permaneceram. Com relagcdo aos
biomarcadores de estresse oxidativo, 0 EC-Tampdo apresentou correlagbes negativas, por
Spearman, com a GST (R =-0,254, p=0,018) e 0 MDA (R =-0,432, p=0,0001); o EC-
FPG, também, com a GST (R =-0,279, p=0,010) e 0 MDA (R=-0,367, p=0,001); e 0
EC-Dif com o TIOL (R =- 0,229, p =0,034). Essas correlacdes também ndo permaneceram
quando controladas por sexo, idade, tabagismo e etilismo.

Tabela 15 - Resultados de EC dos trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente

expostos ao benzeno.

Avaliacao Bioldgica
Ensaio cometa (Intensidade de cauda)

Tampao FPG Diferenca
Grupos de trabalhadores N Média DP Média DP Média DP
Ocupacionalmente expostos
Posto 1 7 14 9 17* 9 2 5
Posto 2 10 43° 34 53%% 32 10 12
Posto 3 7 17 13 26 22 9 14
Posto 4 3 33° 19 45° 27 12 17
Posto 5 9 21 24 41 22 20 4
Posto 6 2 22 11 29 7 7 5
Posto 7 13 9° 8 13° 11 5 3
TOTAL 51 21 20 25 25 8 11
Ambientalmente expostos
Portaria 1 8 31 14 41 24 11 13
Portaria 2 7 20 14 26 22 7 12
Portaria 3 5 31 23 41 27 10 7
Portaria 4 6 36 25 48 34 12 11
Portaria 5 8 28 16 45 26 17 12
Portaria 6 1 26 - - - - -
TOTAL 35 29 18 40 26 11 13

Nota: DP = Desvio Padrdo; p = p-valor (p-valor), [* £ o p< 0.05], sendo * referente a diferenca estatistica em

comparacdo com o Posto 2; o referente a diferenca estatistica em comparagdo com o Posto 7.

E importante ressaltar, que a variavel "tempo de trabalho na atual ocupacdo"
apresentou correlacbes positivas, por Spearman, com EC-Tampao (R =+ 0,336, p = 0,002),
EC-FPG (R=+0,269, p=0,017), e Metafases com AC (R=+0,368, p=0,001); e
correlacdes negativas com GST (R =- 0,246, p=0,028) e MDA (R =-0,421, p =0,0001).
Porém, quando controladas por sexo, idade, tabagismo e etilismo, essas correlagcbes ndo

permaneceram.
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Além disso, os resultados dos biomarcadores de genotoxicidade e estresse oxidativo
foram comparados entre as categorias Nunca fumou, Tabagista e Ex-tabagista da variavel
tabagismo e apenas a atividade da GST apresentou diferenca entre os grupos de trabalhadores
que relataram nunca terem fumado e os tabagistas, cujas médias da atividade da GST foram
15,68 £ 7,89 e 26,44 £ 28,33, respectivamente. A mesma comparagdo foi realizada para as
categorias Nunca bebeu, Bebe e Parou de beber da variavel etilismo, ndo sendo encontrada
nenhuma diferenca entre 0s grupos.

Por fim, o biomarcador de exposicdo de dose interna ATTM apresentou regressao
linear multivariada com as variaveis GST (R* = 0,187, R = 0,005, p = 0,020) e Metéfases com
AC (R?=0,187, R = 0,0001, p = 0,034), sendo utilizado ATTM como variavel dependente. As
variaveis SOD, CAT, TIOL, MDA, GST, Metafases com AC, EC-Lise e EC-Dif se
apresentaram como variaveis preditoras e as variaveis sexo e idade foram utilizadas como
controle. Quando normalizada a varidvel ATTM por meio do LnATTM, a regressdo linear
permaneceu significativa para GST (R®=0,198, 8=0,017, p=0,024) e proxima da
significancia para Metafases com AC (R*=0,198, R = 0,001, p = 0,068). As variaveis SOD,
CAT, TIOL, MDA, GST, Metafases com AC, EC-Lise e EC-Dif também entraram como
preditoras e sexo e idade como controle. A Figura 18, a seguir, demonstra a dispersao entre as
variaveis ATTM, GST e Metafases com AC.

Figura 18 - Gréafico de dispersdo dos resultados dos biomarcadores ATTM, GST e Metafases

com AC.
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V. DISCUSSAO

O estudo realizado contou com a participagédo sindical, para a avaliagdo da exposicao e
dos parametros toxicoldgicos de estresse oxidativo e de genotoxicidade em trabalhadores
ocupacionalmente e ambientalmente expostos a baixas concentracbes de benzeno. Uma
escassez de informac@es relacionadas aos reais danos a salde do trabalhador causados pela
exposicdo ao benzeno nos processos de trabalho e no meio ambiente foi observada, sendo
também evidenciada uma participagdo pouco efetiva nas discussdes acerca da organizacdo e
das condigcdes do ambiente de trabalho. Outro fato importante que chamou a atencéo foi a alta
frequéncia de trabalhadores sem exames admissionais e periddicos de rotina anteriores.
Mesmo o hemograma completo ser preconizado pela lei trabalhista, 0 mesmo ndo é realizado
nos exames admissionais e periodicos dos trabalhadores, ndo sendo também alvo de criticas
pelo sindicato. O hemograma completo é o principal exame clinico que deve ser realizado
para avaliar os efeitos hematoldgicos causados pelo benzeno e a sua ndo realizacao dificulta a
constatacao de alteracfes em decorréncia da exposicdo ao benzeno, que por sua vez contribui
para um menor numero de indenizacdes dos trabalhadores que adoecem em decorréncia dessa
exposicdo. (BRASIL, Lei N° 7.855; MENDES et al., 2017)

Os resultados da quantificagdo de benzeno no ar atmosférico, em todos os PRC e
Portarias avaliados, apresentaram concentracdes de benzeno dentro dos valores estabelecidos
pela legislacdo brasileira, ou seja, concentracdes de benzeno abaixo do Valor de Referéncia
Tecnoldgico de 1 ppm ou 3,19 mg.m? estabelecido pela NR-15 (Anexo 13-A) (BRASIL,
Portaria N°14). Entretanto, tal fato ndo exclui o risco a salde humana, pois ndo existe limite
de exposicdo seguro para substancias carcinogénicas, como no caso do benzeno. E importante
reassaltar, que a populacdo em geral também se expbe ambientalmente, principalmente
quando residente nas adjacéncias de determinadas industrias e/ou PRC. A exposicao
ambiental se da em decorréncia da volatilizacdo dos solventes presentes na gasolina, durante o
abastecimento de tanques e veiculos, além das emissbes veiculares, as quais sdo fontes
representativas e geram uma difusdo universal do benzeno.

Apesar de ndo ter sido observada diferenca entre os PRC e as Portarias com relagdo as
concentracdes de benzeno no ar atmosférico, diferencas significativas foram encontradas entre
alguns PRC. Uma possivel justificativa para esses resultados seria a diferenca de circulacédo
de ar nesses PRC, devido as suas localizacdes, pois alguns PRC estavam localizados em
campo aberto com grande circulagéo de ar e vento enquanto outros estavam localizados em

centros urbanos com construgdes ao redor, que servem como obstaculo para a circulacdo do
74



ar. Além disso, PRC de grande porte e/ou com grande volume de vendas possuem maior
emissdo de vapores de benzeno. Durante a avaliagdo do processo de trabalho dos
trabalhadores de PRC, foram observados relatos de habitos que aumentam o risco de
exposi¢do ocupacional, como por exemplo, 0 uso do paninho, a aproximacao do rosto quando
enche o tanque até a boca, o ato de cheirar a tampa do tanque do carro do cliente, aspirar 0
combustivel com a mangueira e permanecer com a roupa molhada de combustivel. Vale
ressaltar que, em 2014, foi publicada a atualizacdo da NR 9, junto a Subcomissdo de PRC da
CNPBz, com a incluséo do anexo 2, cujo titulo corresponde a “Exposi¢ao Ocupacional ao
Benzeno em Instalagdes de Abastecimento de Combustiveis”, onde destaca-se 0 item que fica
vedado o enchimento de tanques veiculares apds o desarme do sistema automatico, exceto
quando ocorrer 0 desligamento precoce do bico, em funcdo de caracteristicas do tanque do
veiculo. Dessa forma, espera-se que com a determinacdo de legislacdo especifica e de acOes
reguladoras se consiga minimizar o risco a saude das populacdes expostas ocupacional e/ou
ambientalmente.

O fato dos resultados de benzeno no ar atmosférico entre 0s grupos ocupacionalmente
e ambientalmente exposto ndo serem diferentes, caracteriza uma similaridade entre as
exposicdes relacionadas ao benzeno dos respectivos grupos avaliados. Entretanto, quando
observadas as concentracfes de benzeno no ar atmosferico por percentil, € possivel notar um
pequeno aumento nas concentracdes de benzeno nos percentis de 75 e 95, sendo maior para 0s
PRC. Muitas amostras ambientais, tanto para PRC quanto para Portarias, apresentaram
valores abaixo do limite de deteccdo dentre os resultados das amostras de um mesmo local de
trabalho, sendo possivel observar uma variacao das concentracdes de benzeno na amostragem
realizada. Esse fato caracteriza uma oscilagdo da exposi¢do cronica ao benzeno durante a
jornada de trabalho que esses trabalhadores estdo submetidos, evidenciando uma limitacao
para a extrapolacdo dos resultados da avaliacdo ambiental a todos os trabalhadores de um
mesmo local de trabalho. Por isso, deve-se levar em consideracdo a avaliacdo da exposicdo
individual dos trabalhadores, por meio da determinacdo do biomarcador de exposicdo ATTM,
como sendo mais fidedigna a real exposicdo que esses trabalhadores estdo submetidos.

A avaliacdo da exposicdo individual foi realizada utilizando-se o biomarcador de
exposicdo de dose interna ATTM e nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os
grupos de trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno. Os
resultados também foram apresentados por percentil, ndo sendo observada diferenca entre

eles. Os valores de ATTM encontrados nas amostras de urina do grupo de trabalhadores
75



ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno estdo dentro dos valores basais
relatados na literatura, os quais variam entre <0,01 a 0,66 mg/g de creatinina (GOBBA et al.,
1997; BOOGAARD P.J. & VAN SITTER, 1995; DUCOS et al., 1992).

Os resultados de ATTM demonstram uma similaridade da exposicdo entre 0s grupos
ocupacionalmente e ambientalmente expostos avaliados no presente estudo. Embora o grupo
de trabalhadores de PRC tenha maiores exposicdes ao benzeno devido as atividades
intrinsecas de seu processo de trabalho, que foi caracterizado pela pequena diferenca nos
percentis de 75 e 95 das concentra¢fes de benzeno no ar atmosférico, essa sutil diferenca nao
foi suficiente para ser identificada pelo indicador de exposic¢ao de dose interna ATTM.

Estudos recentes tém investigado a associacdo entre concentragdes urinarias de ATTM
e a exposicao ocupacional/ambiental ao benzeno, sugerindo que o ATTM pode ndo ser um
biomarcador sensivel para monitorar exposi¢cdes a concentragdes muito baixas de benzeno,
como as populagdes do presente estudo (JALAI, RAMEZANI & EBRAHIM, 2017; SANTOS
et al, 2017). Melikian e colaboradores (2002) realizaram um extenso estudo sobre a
especificidade e sensibilidade dos biomarcadores do benzeno, ATTM e S-MA, em baixas
exposicdes, e observaram que a variacdo da porcentagem de benzeno biotransformado em S-
MA e ATTM diminuiu com a diminuicdo crescente da concentracdo de benzeno,
especialmente a conversao de benzeno em ATTM. Melikian e colaboradores (2002) sugerem
uma maior sensibilidade do S-MA para exposicdes ao benzeno a baixas concentracoes,
quando comparado ao ATTM.

Uma possivel explicacdo é o fato do ATTM ndo ser especifico apenas para a
exposicdo ao benzeno, podendo sofrer influéncia da ingestdo de sorbato, um aditivo alimentar
presente em uma grande variedade de alimentos. O ATTM é indicado como referéncia para
avaliacdo de exposicdo ocupacional ao benzeno de 1 ppm, porém em concentracbes muito
baixas 0 ATTM sofre interferéncia de outros fatores. Assim, mesmo que apenas 0,12% a
0,18% do acido sorbico seja absorvido pelo organismo humano e excretado na urina como
ATTM, isso produz um fator de confundimento na avaliagdo do ATTM em individuos ndo
fumantes expostos a baixas concentracdes de benzeno e com uma dieta de aproximadamente
de 500 mg.dia™ de 4cido sérbico. Uma alternativa para contornar essa limitacdo pode ser a
avaliacdo desse biomarcador antes e no final da jornada de trabalho (BARATA-SILVA et al.,
2014; COSTA, 2001). O ATTM também pode sofrer interferéncia metabdlica quando ha

exposi¢cdo concomitante ao tolueno, ocorrendo uma diminui¢do da excre¢do de ATTM, como
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é 0 caso da populacdo ocupacionalmente exposta deste estudo (GONCALVES, et al., 2017,
DE PAULA et al., 2003).

Uma segunda possivel fonte de exposicdo ao benzeno e um fator de confundimento
seria 0 consumo de cigarro, que também pode interferir na excrecdo de ATTM, fazendo com
que fumantes tenham maiores teores de ATTM urinario quando comparados a ndo fumantes.
Como em nosso estudo o0s grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno
possuem 20% e 21% de tabagistas respectivamente, a interferéncia do habito de fumar nao foi
significativa entre os dois grupos, corroborando para a afirmagéo de que a exposi¢do do grupo
ambientalmente exposto ao benzeno é predominantemente ambiental.

Além disso, resultados indicam que o grupo de trabalhadores ambientalmente expostos
ao benzeno possui exposicdo ambiental semelhante ao grupo de trabalhadores
ocupacionalmente expostos oriundos dos PRC. Devido todo o processo de trabalho dos
trabalhadores alocados nas Portarias do Campus - Castelo Mourisco ocorrer na maior parte do
tempo ao ar livre, a identificacdo de uma exposicdo ao benzeno nesse grupo de trabalhadores
caracteriza a influéncia da exposicdo ambiental local. Isso provavelmente se deve ao fato das
Portarias, locais de trabalho do grupo de trabalhadores ambientalmente expostos, estarem
localizadas em uma regido considerada de grande poluicdo ambiental, préxima a uma avenida
de grande fluxo de carros e caminhdes e a uma refinaria de petroleo. Segundo Carrieri et al.
(2006), a populacdo em geral se expde ambientalmente devido a volatilizacdo dos solventes
presentes na gasolina oriunda tanto dos PRC, durante o abastecimento de tanques e veiculos,
quanto das emissdes veiculares, 0 que por sua vez, gera uma difusdo universal. Entretanto,
esse fato ndo descaracteriza a maior exposicdo ao benzeno relacionada as atividades do
processo de trabalho dos trabalhadores ocupacionalmente expostos de PRC.

O fato de ambos os grupos de trabalhadores terem exposi¢fes ambiental e ocupacional
ao benzeno semelhantes, provavelmente, contribuiu para a ndo identificacdo de diferencas nos
resultados da avaliagdo clinica, tanto para os exames hematoldgicos quanto para 0S
bioquimicos. E importante ressaltar que a falta de exames admissionais e periddicos
constatada reflete uma dificuldade em se estabelecer parametros mais apurados, em especial
sobre o grupo de trabalhadores de PRC, no que diz respeito a avaliacdo clinica, pois ndo se
dispde de dados anteriores para se comparar com 0s atuais.

Mesmo ndo havendo alterac@es clinicas significativas, foi encontrada uma correlagéo
positiva entre o numero de leucécitos totais (R =+ 0,275, p=0,020) e segmentados

(R=+0,272, p =0,022). Ja é senso comum a associa¢do da exposi¢do crbnica ao benzeno e
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alteracbes hematoldgicas, podendo ser alteracGes tanto de série vermelha quanto branca ou
plaquetéria (FONSECA et al., 2017). Além disso, a literatura associa a exposicdo aos
compostos de vapores de combustiveis, dentre eles o benzeno, a uma diminui¢do da contagem
total de leucocitos, com possivel desenvolvimento de um quadro de leucopenia (ATSDR,
2017). Nos resultados apresentados pelos trabalhadores do presente estudo, apesar da média
da contagem de leucdcitos encontrarem-se dentro da faixa da normalidade, treze trabalhadores
(15%) apresentaram resultados de leucocitos ligeiramente menores que 4.500 células/mm?.
Esse quadro ndo representa um desfecho nocivo, porém merece atencdo e aponta para a
importancia do acompanhamento das condi¢cdes de salde desses trabalhadores. Com isso, 0
fato dos trabalhadores ocupacionalmente e ambientalmente expostos ndo terem apresentado
alteracdo da média da contagem de leucocitos, ndo se pode excluir a auséncia de risco ou
mesmo de efeitos sobre a saude.

Apesar de ambas as populacBes serem expostas cronicamente ao benzeno, deve-se
levar em consideracdo a oscilacdo da exposi¢cdo no grupo de trabalhadores ocupacionalmente
expostos oriundos de PRC, devido aos momentos de atividades distintas que esses
trabalhadores exercem dentro do conjunto total atividades que compde o0 seu processo de
trabalho. Dentre essas atividades estdo os abastecimentos de carros e tanques subterraneos, a
analise de combustivel, a limpeza dos postos, entre outras. Isso caracteriza momentos de
maior exposicdo ao benzeno desses trabalhadores e, provavelmente, um maior risco de
adoecimento.

Sendo assim, dentre aos biomarcadores de estresse oxidativo avaliados neste estudo, o
TIOL e o MDA mostraram-se sensiveis a sutil diferenca de exposicdo entre os trabalhadores
ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno, sendo a média do TIOL e do MDA
maiores no grupo ocupacionalmente exposto. Correlacbes foram encontradas entre 0s
biomarcadores de estresse oxidativo indicam que o aumento da GST, relacionada a exposi¢do
ao benzeno, esta associada com a diminuicéo das atividades da CAT (R = - 0,387, p = 0,0001)
e da SOD (R =- 0,390, p = 0,0001) e com 0 aumento do MDA (R =+ 0,369, p = 0,001).

Isso se deve, provavelmente, devido a GST ser uma enzima de metabolizacdo de
fase Il e atuar inicialmente na conjugacdo da glutationa a molécula do benzeno, pela ligacéo
com grupamento TIOL, enquanto que as enzimas CAT e SOD atuam na degradacdo de
ERQO's. Por sua vez, o MDA é um produto da peroxidacdo lipidica, indicando o efeito da
reacdo de ERO's com membranas celulares (VALENTE et al., 2017; MORO et al., 2013).

Assim, uma maior atividade da GST, em decorréncia da exposi¢cdo ao benzeno, pode estar
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contribuindo para a diminuicdo das concentragBes dos metabolitos reativos do benzeno e,
consequentemente, relacionada a uma diminuic¢éo das atividades da CAT, da SOD e do TIOL,
além de proteger a célula e o material genético de possiveis danos, observado nesse caso pela
diminuicdo do MDA.

Entre os varios mecanismos relacionados a resisténcia celular a exposi¢do quimica, o
sistema enzimatico glutationa/glutationa S-transferases (GSH/GST) € indicado como sendo
um dos mais importantes. Os mecanismos de resisténcia via sistema enzimatico GSH/GST
envolvem alteragdes nos niveis de GSH e/ou na expressdo dos genes que codificam as
enzimas envolvidas na sintese de GSH; alteracdes do transporte dos conjugados de GSH
(aumento da eficiéncia do transporte dos conjugados como consequéncia do aumento de GSH
e/ou do aumento da expressdo dos genes que codificam os transportadores desse conjugado)
e/ ou, alteracbes na expressdo dos genes que codificam a GST (HUBER, ALMEIDA &
FATIMA, 2008). De fato, a expressao dos genes que codificam as GST se apresenta maior em
células tumorais que em ndo-tumorais. Além disso, foi demonstrado que a deplecdo da GSH
pode aumentar a sensibilidade celular a agentes alquilantes, observado em quimioterapicos.
Estes resultados ressaltam a importancia do sistema enzimatico GSH/GST no mecanismo
celular de resisténcia a substancias quimicas (HUBER, ALMEIDA & FATIMA, 2008).

Com relacdo aos danos no material genético do atual estudo, apenas AC apresentou
diferenca entre 0s grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos, ndo sendo
encontrada diferenca para o teste de EC avaliado. O fato dos trabalhadores ocupacionalmente
e ambientalmente expostos apresentarem similaridade na exposicdo ao benzeno, como
demonstrado pela determinacdo de ATTM, pode ter mascarado uma possivel diferenca nos
resultados do EC entre os dois grupos. Outra explicacédo seria devido o teste de EC com FPG
ter sido realizado em amostras de sangue total congelado, sendo menos sensivel que
resultados de amostras com linfocitos isolados (AZQUETA, et al. 2013). Além disso, recentes
lesbes gendmicas, apos serem processadas pelo aparato enzimatico celular de reparo do DNA,
podem ser possivelmente corrigidas e ndo formarem quebras no DNA, ndo sendo, portanto,
observadas no teste de EC.

Entretanto, mesmo ndo havendo diferenca dos resultados de ATTM entre 0S grupos
ocupacionalmente e ambientalmente expostos, o teste de AC foi um sensivel e importante
biomarcador para a pequena diferenca de exposicdo ao benzeno, apresentada pela avaliacdo
ambiental com a determinacdo de benzeno no ar atmosférico. A maior frequéncia de AC no

grupo de trabalhadores de PRC caracteriza um maior risco de desenvolvimento de um
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desfecho nocivo em decorréncia da exposi¢do ocupacional. Porém, isso ndo significa que os
trabalhadores ambientalmente expostos ao benzeno oriundos das Portarias ndo sejam também
levados ao adoecimento.

As AC se dividem em numéricas e estruturais, e 0 aumento de sua ocorréncia indica a
presenca de fatores estressantes sobre um determinado tecido, 6rgdo ou organismo. Por essa
razdo, as AC representam um importante biomarcador de efeito citotoxico quando se busca
prevenir um processo de doenga, ja que o aumento na frequéncia de AC ainda ndo caracteriza
um desfecho nocivo ao individuo (VALENTE et al., 2017). Santos-Mello & Cavalcante
(1992) publicaram um dos primeiros artigos brasileiros avaliando AC em atendentes de PRC,
tendo encontrada uma relagé@o entre a exposicao e a ocorréncia de dele¢cbes cromossdmicas em
49 frentistas, com ocorréncia 11 vezes maior comparada aos 24 sujeitos do grupo controle.

Por sua vez, Celik & Akbas (2005) avaliaram, por meio de AC e troca de cromatides
irmas, o efeito da exposicdo ocupacional a vapores de combustiveis em um grupo de 30
frentistas e 30 sujeitos ndo expostos ocupacionalmente, ambos compostos por 15 fumantes,
demonstrando que a exposicdo sofrida pelos trabalhadores, somada ao habito de fumar, €
responsavel por um aumento significativo nas taxas de ocorréncia de AC e troca de
cromatides irmas, evidenciando o efeito da exposicdo sobre o sistema hematopoiético. Isso
explica o fato da categoria de trabalhadores tabagistas terem apresentado frequéncia de AC
maiores que o0s ndo fumantes.

Contraditoriamente aos resultados encontrados deste estudo, Fracasso et al. (2010),
Lovreglio et al. (2014) e Trevisan et al. (2014) reportaram que o teste de AC nao foi sensivel
o suficiente na identificacdo dos efeitos relacionados a exposicdo de trabalhadores a baixas
concentracbes de benzeno, oriundo de vapores de combustiveis. Além disso, os atuais
resultados apresentaram uma significante relacdo dose-resposta entre a exposicdo a baixas
concentracdes ao benzeno e os biomarcadores AC e GST, em que 20% do aumento do
namero de Metafases com AC a da atividade da GST podem ser explicados pelo aumento do
indicador de exposicdo de dose interna ATTM.

O numero de Metafases com AC também apresentou correlacdo negativa com GST
(R=-0,368, p=0,0001) e positiva com 0s numeros de leucdcitos totais (R =+ 0,292,
p = 0,006) e com os nameros de neutrofilos (R = + 0,237, p = 0,028). O resultado de Metafase
com SPC também apresentou correlacdo positiva com grupamento TIOL (R =+ 0,244,
p =0,023), que esta associado ao aumento da GST. Sendo assim, uma diminui¢do da

atividade da GST faz com que ocorra uma detoxificagdo menos eficiente e expde o material
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genético a xenobioticos nocivos que causam lesdes genbmicas e citotdxicas, as quais foram
observadas por Metafases com AC e SPC. Consequentemente, outras enzimas do estresse
oxidativo também s&o envolvidas no processo de defesa do organismo, como a SOD.

N&o menos importante, os niveis celulares (em condi¢cbes normais) de GSH séo
elevados, indicando que o mecanismo de detoxificacdo via GSH pode representar uma
adaptacdo biologica fundamental para a sobrevivéncia e garantia da perpetuacdo de muitas
espécies. A GSH possui papel central na biotransformacéo e eliminagdo de xenobidticos e na
defesa das células contra o estresse oxidativo. Este tripeptideo é encontrado intracelularmente
em altas concentragdes, essencialmente em todos 0s organismos aerdbicos. A GSH é o mais
abundante grupamento tiol celular de baixa massa molecular; cuja concentracdo é
aproximadamente 2mM em eritrécitos humanos (HUBER, ALMEIDA & FATIMA, 2008).

Estudos indicam uma relacao entre a atividade enzimatica antioxidante e a exposicao
de trabalhadores de PRC aos vapores de combustiveis. Rekhadevi et al. (2010) e Moro et al.
(2013) descrevem uma reducdo dos biomarcadores do estresse oxidativo (GSH, SOD, CAT e
GST) e dos niveis de BTEX em trabalhadores expostos. Moro et al. (2013) ainda apresentam
uma relacdo negativa entre a concentracdo do antioxidante exdgeno do acido ascérbico e
danos ao material genético avaliado por EC.

Segundo a avaliagdo da exposicdo realizada por Costa-Amaral, et al. (2017) com
trabalhadores de postos de combustiveis, a atividade enzimatica da GST apresentou
correlacdo negativa com o aparecimento de dano no DNA, avaliado por EC, e correlagédo
positiva com o tempo de trabalho na atual funcao, ressaltando a hipotese de que a atividade da
GST pode ser influenciada por longo tempo de exposi¢cdo a BTEX.

Estudos que relacionam a exposicdo a BTEX e a atividade enzimatica da GST séo
poucos e ndo conclusivos. Dados na literatura sobre as enzimas do estresse oxidativo possuem
resultados controversos e relatam tanto o aumento quanto a deplecdo das atividades em
diferentes tipos exposicbes, necessitando ainda de mais estudos nesta area (COSTA-
AMARAL, et al. 2017; COSTA-AMARAL, et al. 2016; GOTH, 1991). Estudos ainda
revelam que a GST pode apresentar uma deplecdo de sua atividade no inicio da exposicdo
e/ou do desenvolvimento de uma determinada doenca com posterior aumento de sua atividade
até atingir niveis normais (COSTA-AMARAL, et al. 2016; EVELO, BOS & BORM, 1993).

Na presente tese, o tempo de trabalho na atual ocupacdo apresentou correlacdo positiva
com EC (R=+0,336, p=0,002), AC (R=+0,368, p=0,001) e negativa com GST (R =-

0,246, p=0,028) e MDA (R =-0,421, p=0,0001). Com isso, quanto maior o tempo de
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trabalho, maiores sdo os danos observados no material genético, observado pelo EC e AC. Por
outro lado, esse maior tempo, aparentemente, gera uma adaptacdo do organismo, ocasionando
a diminuicao da atividade da GST e do MDA, metabdlito da peroxidacéo lipidica. Entretanto,
as relacBes da GSH e das enzimas relacionadas as diversas vias metabdlicas do estresse
oxidativo devem ser melhor elucidadas para maiores informagdes de suas atuacdes no
processo bioldgico de desenvolvimento de doengas.

Evidéncias recentes mostram que os seres humanos metabolizam o benzeno de forma
mais eficiente em baixas concentra¢des ambientais do que em altas concentragdes, devido a
saturacdo de uma das duas vias metabdlicas do benzeno, sugerindo um maior risco de
leucemia em baixos niveis ambientais de exposicdo (RAPPAPORT et al., 2009). Além disso,
a influéncia do tempo na atual ocupacdo nos resultados observados no presente estudo
também pode ser explicada pelo fato das lesdes gendmicas, apds serem processadas pelo
aparato enzimatico celular de reparo do DNA, serem possivelmente corrigidas e néo
formarem quebras no DNA (AZQUETA & COLLINS, 2013; COLLINS, 2014). Porém, com
0 passar do tempo, atuando na mesma jornada de trabalho, esse dano pode ser observado com
o aumento da frequéncia de AC. Desta forma, uma menor atividade da enzima de
detoxificagdo GST, em decorréncia do longo tempo de exposicdo ao benzeno, pode estar
contribuindo para o aumento das concentragfes dos metabolitos reativos do benzeno,
deixando de proteger, consequentemente, 0 material genético dos danos oxidativos e levando
0 aparecimento de AC.

E importante ressaltar que, apesar do benzeno destacar-se como sendo o principal
composto de relevancia toxicoldgica presente nos solventes volateis de PRC, o dano no
material genémico observado por AC no presente estudo ndo pode ser atribuido
exclusivamente ao benzeno, levando-se em consideracdo a multipla exposicdo desses
trabalhadores. Além disso, ndo se tem estudos que comprovem a seguranga ocupacional da
multipla exposicdo ao BTEX para populacdes de trabalhadores de PRC. O trabalho realizado,
por ser do tipo transversal e ndo possuir um "follow-up™ possui uma limitacdo para maiores
afirmacdes sobre a influéncia do tempo de trabalho em postos e na atual ocupacdo, sendo
necessaria a realizacdo de estudos de coorte para maiores elucidacGes. Portanto, estudos que
relacionam a exposicdo ao benzeno, atividade enzimética do estresse oxidativo e
genotoxicidade sdo poucos e ndo conclusivos, sendo necessarios mais estudos nessa area.

Por fim, a utilizacdo de biomarcadores de genotoxicidade na avaliagéo da exposicao

ocupacional/ambiental ao benzeno, em conjunto com os biomarcadores de exposi¢do, mostrou
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potencial na identificacdo precoce dos danos associados a exposicdo. Apesar dos
biomarcadores de exposicdo serem quimico-especificos, eles podem ndo traduzir o amplo
potencial toxico das substancias quimicas, pois substancias genotoxicas e/ou carcinogénicas
podem exercer danos ao material genético mesmo em doses muito baixas, como no caso do
atual estudo relacionado a exposi¢do ao benzeno, em que n&do existe exposigdo segura. Por
isso, a crescente utilizacdo de biomarcadores de efeito genotdxico e citotoxicos, os quais
podem avaliar os danos causados ao material genético, como as técnicas de AC, MN e EC.

VI. CONSIDERAQ@ES FINAIS

No presente estudo, os resultados das concentragdes de benzeno no ar atmosférico
estavam dentro dos valores permitidos pela legislacdo brasileira em todos os locais de
trabalho avaliados, tanto para PRC quanto para Portarias. Entretanto, esse fato ndo excluir a
auséncia de risco ou mesmo de desenvolvimento de doencas relacionada a exposicdo ao
benzeno. Os resultados tambeém caracterizaram uma maior oscilagdo das concentracfes de
benzeno no ar atmosférico no ambiente de trabalho dos PRC, estando os trabalhadores
ocupacionalmente expostos a maiores concentracdes em decorréncia de seu processo de
trabalho. Entretanto, o ATTM ndo foi sensivel a essa pequena diferenca, demonstrando que
todos os trabalhadores apresentavam uma similaridade na exposicdo em relagdo ao benzeno.
A avaliacdo da exposicdo por meio do biomarcador ATTM foi considerada ser mais fidedigna
a real exposicdo a que esses trabalhadores estdo submetidos, em comparacdo com a avaliacéo
ambiental, devido a individualizacdo da determinacdo da exposicao.

Com relagdo a avaliacdo clinica, nenhuma diferenca foi encontrada entre 0s grupos
ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno. Falta de exames admissionais e
periddicos foi constatada, refletindo uma dificuldade de se estabelecer parametros mais
apurados no que diz respeito a avaliacdo clinica, devido a ndo disponibilidade de dados
comparativos. Mesmo assim, 15% (n=13) dos trabalhadores apresentaram resultados de
leucécitos ligeiramente menores que 4.500 células/mm?®, demonstrando a importancia do
acompanhamento das condicGes de salde desses trabalhadores.

Os biomarcadores TIOL, MDA e AC apresentaram diferencas entre 0s grupos
ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno a baixas concentraces,
demonstrando uma sensibilidade na avaliacdo dos efeitos causados pela exposicdo ao
benzeno. A maior frequéncia de AC no grupo de trabalhadores de PRC caracterizando um

maior risco de desenvolvimento de um desfecho nocivo em decorréncia da exposicao
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ocupacional. Porém, isso ndo significa que os trabalhadores ambientalmente expostos ao
benzeno oriundos das Portarias ndo sejam também levados ao adoecimento. A concentracdo
de ATTM também apresentou uma relagdo dose-resposta por meio de regressdo linear
multivariada com os biomarcadores AC e a GST. Esse resultado demonstra a intima relacdo
entre a exposicdo ao benzeno, mesmo sendo em baixas concentracles, e seus possiveis
efeitos, os quais foram caracterizados pelos biomarcadores AC e GST.

O EC com uso da enzima endonuclease FPG ndo se mostrou sensivel na diferenciacao
dos grupos ocupacionalmente e ambientalmente expostos ao benzeno, muito provavelmente
devido o fato de ambos 0s grupos apresentarem uma similaridade de exposi¢cdo ao benzeno.
Além disso, uma relacdo significativa entre a variavel "tempo de trabalho na atual ocupacéo”
e 0s biomarcadores EC, AC, GST e MDA estdo relacionados com os efeitos genotoxicos e
citotoxicos apresentados pela exposicao.

Sendo assim, apesar de ambas as populacdes serem expostas cronicamente ao
benzeno, devem-se levar em consideracdo 0s momentos de alta exposicdo a que 0s
trabalhadores dos PRC estdo submetidos durante o exercicio de suas atividades de trabalho, o
que caracteriza um maior risco de adoecimento. Porém, isso ndo significa que os
trabalhadores das Portarias expostos ambientalmente ao benzeno ndo estejam também sob
risco de adoecimento pelo mesmo.

Por fim, é importante ressaltar que, apesar do benzeno ser o principal composto de
relevancia toxicologica, os trabalhadores do presente estudo possuem multipla exposi¢do ao
BTEX, ndo se tendo estudos sobre os efeitos dessa multipla exposic¢do. Portanto, estudos que
contemplem o monitoramento biolégico de populacdes ocupacionalmente e ambientalmente
expostas devem continuar sendo realizados, assim como estudos de elucidacdo dos

mecanismos de acdo do benzeno e demais hidrocarbonetos presentes na gasolina.
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Ministério da Satde - .

FIOCRUZ

a ESCOLA NACIONAL DE SAUDE POBLICA
Fundacédo Oswaldo Cruz IACIONAL DE SAUDE |
Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca

ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Senhor (a) Participante,

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da Pesquisa “Avaliagao da Exposi¢do
Ocupacional ao Benzeno em Postos de Combustiveis no municipio do Rio de Janeiro: uma
abordagem integrada para as acdes de vigilancia em saude”, a ser desenvolvida por um grupo
de pesquisadores do Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana
(Cesteh), da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (Ensp), uma das Unidades
Técnico-Cientificas da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Instituicdo vinculada ao Ministério
da Salde, sob a Coordenacdo de Paula de Novaes Sarcinelli e Vice-coordenacdo de Rita de
Cassia Oliveira da Costa Mattos.

O objetivo da pesquisa é avaliar a exposicdo ocupacional ao benzeno em postos de
combustiveis no municipio do Rio de Janeiro, localizados em Paciéncia, Santa Cruz e
Sepetiba e vocé estd sendo convidado para participar devido a exposi¢cdo ao benzeno no seu
ambiente de trabalho. O benzeno é uma substancia toxica presente nos combustiveis, que
pode produzir efeitos graves no seu organismo como o cancer, além de efeitos no sistema
nervoso e alteracGes no sistema hematoldgico. Serdo avaliadas as condi¢cdes do postos de
combustivel com relacdo as instalacGes fisicas e obediéncia as normas de seguranca e 0S
niveis dos solventes benzeno, tolueno e xileno presentes no ar (em torno das bombas).

Informo que sua participacdo na pesquisa é voluntaria, ndo havendo qualquer
forma de pagamento, tendo plena liberdade para decidir se deseja ou ndo participar,
desistir a qualquer momento de participar, retirando inclusive o seu consentimento, sem
gue sua recusa traga para vocé nenhuma penalidade ou prejuizo em sua relagcdo com a

pesquisadora ou com a instituicao.
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Se vocé concordar em participar deste estudo responderd a perguntas de dois
questionérios, um sobre a exposicdo individual e outro clinico, sobre seu histérico de saude,
estilo de vida e seu historico de satde familiar, aplicado por um medico. O responsavel pelo
posto de combustivel também assinou um termo de consentimento que autoriza esse projeto e
vai facilitar sua participacdo no horario de trabalho. A duracéo da entrevista serd de cerca de
30 minutos e sera feita em local reservado. Vocé fard um exame clinico realizado por um
medico capacitado e concordard em doar uma amostra de urina e cerca de 20 ml de sangue. A
coleta de sangue serd feita por um profissional experiente, habilitado a utilizar o0s
procedimentos adequados para ndo haver riscos para vocé. Entretanto, ha a possibilidade de
ocorrerem riscos e desconfortos relacionados a coleta venosa, ainda que raros e passageiros,
como dor localizada, hematoma e desmaio. Se algum destes eventos acontecer vocé recebera
imediatamente o atendimento adequado.

Serdo avaliadas as concentracdes de benzeno no seu organismo através da dosagem de
um indicador (acido trans, trans-mucdnico) na urina, e no sangue as seguintes analises
serdo realizadas com o objetivo de detectar alteracbes em casos de intoxicacdo por

benzeno:
1-Hemograma completo;

2-Avaliacdo da funcdo hepatica (figado) através da avaliacdo dos niveis de transaminases,

gama glutaril transferase, bilirrubinas totais e fracdes e LDH;

3-Provas de atividade reumatica ou inflamatdrias: VHS, proteina C reativa e FAN; Estes
exames serdo realizados somente se houver alteracdo nos exames: marcadores de hepatite B e
C (anti-HBS Ag, anti-HBc-1gM e anti-HCV);

Os exames clinicos e laboratoriais poderdo indicar a necessidade de realizar analise
para detectar se ha infeccdo por HIV, o virus causador de AIDS. Neste caso, 0 exame sera
solicitado pelo médico responsavel pelo Ambulatério do CESTEH/Fiocruz, e vocé sera
encaminhado para o laboratério do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas, também da Fiocruz,
para a coleta e andalise de sangue. O laudo sera entregue primeiro ao médico que solicitou o

exame, que ira conversar com vocé, explicar o resultado e encaminha-lo para atendimento.

Na coleta de sangue, uma parte serd destinada a analise de biomarcadores de

genotoxicidade e de susceptibilidade. Essas analises sdo importantes, pois permitirdo
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investigar se o individuo tem uma maior predisposicdo a apresentar os efeitos toxicos do

benzeno e se a exposi¢do ao benzeno produziu algum tipo de dano ao material genético.

Os resultados dos exames clinicos e laboratoriais serdo entregues diretamente a vocé
em envelope lacrado. No caso de deteccdo de problema de salde, vocé sera encaminhado (a)
para atendimento pela Equipe de Profissionais de Saude do Ambulatério do
Cesteh/Ensp/Fiocruz — MS e, se necessario, o encaminhardo para um servigo de referéncia.

Os beneficios diretos relacionados a sua participacdo sdo saber como esta sua saude e
se estd contaminado, como pode ter se contaminado e aprender a se proteger para diminuir
essa contaminacdo e também os efeitos que possa apresentar. VVocé sera acompanhado pela
Equipe de Profissionais de Saude do Ambulatério do Cesteh/Ensp/Fiocruz — MS, durante toda
a pesquisa. Quanto aos beneficios indiretos as informacdes e dados obtidos alimentardo um
banco de dados sobre o assunto, o qual fornecerd subsidios para acfes estratégicas do
Ministério da Satde em Vigilancia em Satde do Trabalhador na atuacdo do Sistema Unico de
Saude (SUS). Esse estudo esta sendo realizado em todo pais e os resultados serdo Uteis para
que sejam adotadas medidas de reducdo e controle da exposi¢do a agentes toXicos presentes
nos combustiveis em todo pais.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos 0
sigilo sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificacdo. Seu nome e endereco serdo transformados em um codigo de identificacdo
anico. As informacGes coletadas nas entrevistas e nas amostras de sangue e urina serdo
identificadas apenas através deste codigo. Apos as analises, as amostras de sangue e urina que
ndo foram utilizadas serdo descartadas segundo as normas de biosseguranca. Os resultados
serdo usados em relatorios de pesquisa e artigos cientificos. Os questionarios e os termos de
consentimento serdo mantidos em total seguranca, e apenas a coordenacdo e a equipe de

pesquisa terdo acesso a essas informacoes.

Vocé recebera uma das duas vias deste Termo, cujas paginas deverdo ser rubricadas e
a ultima pagina assinada. E, para garantir o seu direito a receber todo e qualquer tipo de
esclarecimento sobre a sua participacdo na pesquisa, desde 0 seu recrutamento até apos a

finalizacdo, seguem, abaixo, 0s meus meios de contato:
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Paula de Novaes Sarcinelli
Assinatura da Pesquisadora Responséavel

Local: Data:

E-mail: | paula@ensp.fiocruz.br

Endereco Funcional: Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia
Humana (Cesteh)

Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (Ensp)
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) — Ministério da Saude

Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 — Prédio Primeiro de Maio

Telefones para contato: Telefone: (0xx) (21) 2598-2434

Declaro que entendi 0s objetivos, riscos e beneficios da minha participacdo na Pesquisa e que

concordo em participar.

Nome do Participante da Pesquisa

(por extenso)

Assinatura do Participante da Pesquisa

Local: Data:

E-mail do Participante da Pesquisa:

Telefones para contato:

Em caso de davida quanto a conducdo ética do estudo entre em contato com o: Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) Ensp/Fiocruz — MS, localizado na Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 —
Pavilhdo Ernani Braga — Térreo — Manguinhos - Telefax: (0xx) (21) 2598-2863 - E-mail:

cep@ensp.fiocruz.br - Site: hpp://www.ensp.fiocruz.br/ética

105




ANEXO II
QUESTIONARIO INDIVIDUAL

Nome do Posto:

N° do posto N° Questionario

Data da Entrevista: / /

Entrevistador:

Supervisor:
Codificador:
Digitador:

MODULO 1: CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

DADOS PESSOAIS

@ Nome:| | [ | T 11T 11TV T_ T VT T 11 _|_
S S O O S O O O O D
S S O O O O O O O N v
S N O S O

(2) Sexo: [] 1-Masculino [] 2- (3) Data de Nascimento:| | | | | | |

Feminino ||

(4) Idade:| | | (5) Naturalidade (UF):| __ | (6) Nacionalidade:

| | [ ] 1-Brasileira [ ] 2-Estrangeira

Pais de origem: 9-

999-Ignorado 9-Ignorado 9 L]

Ignorado
(7) Situacdo familiar / conjugal: [ ] 1-Casado(a) ou vive em unido; [ ] 2- Separado(a), ou

divorciado(a);

[] 3- Vitvo(a); [] 4- Solteiro(a) (nunca casou ou viveu em uniio)
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(8) Renda Familiar: R$:

(9) O Censo Brasileiro (IBGE) usa os termos preta, parda, branca, amarela e indigena para
classificar a cor ou raga das pessoas. Se voceé tivesse que responder ao Censo do IBGE hoje, como
se classificaria a respeito de sua cor ou raga?

[ ]1-Preta [ ]2-Parda [ ]3-Branca [ ]4-Amarela [ ]5-Indigena

(10) Escolaridade: (ENTREVISTADO LEIA TODAS AS ALTERNATIVAS)

[ ] 1-N&o sabe ler e escrever

[] 2-Alfabetizacdo de adultos

[] 3-Ensino Fundamental incompleto (1° Grau incompleto)
[] 4-Ensino Fundamental completo (1° Grau completo)
[]5-Ensino Médio Incompleto (2° Grau incompleto)

[] 6-Ensino Médio Completo (2° Grau completo)

[] 7-Ensino Superior Incompleto (3° Grau Incompleto)

[] 8-Ensino Superior Completo (3° Grau Completo)
[]19-NS/NR

-ENDERECO

(11) Endereco Domiciliar (Rua, Avenida, N.°, Complemento):

(13) Municipio: @y ur:| | jasycep:l I T T ]

(16) Cédigo IBGE (Municipio):| __ | | __[_[_|__|__| Codificador preenchera

posteriormente

(a7) Telefone:| | | | _[-[ [ | [ _|@8celar:|__|_| [ _|-1_|_|

(19) Ha quanto tempo reside no endereco atual?

[]9-NS/NR

107




MODULO 2: INFORMAGOES SOBRE EXPOSICAO OCUPACIONAL

(20) Qual sua situagao atual no mercado de trabalho?
[ ] 1-Empregado registrado CLT  [_] 5-Cooperativado [ ] 9-NS/NR
[] 2-Empregado ndo registrado [] 6-Aposentado

[] 3-Auténomo / conta propria (] 7-Empregador
[] 4-Trabalho temporério [ ] 8-Outros:
(21) Vocé é sindicalizado? [ ]1-Sim [ ]0-Nao [ ]9-NS/NR

(21a) Se sim, qual o sindicato?

(22) Com que idade comecou a trabalhar em postos de combustiveis? anos [ ]9-
NS/NR

(23) Antes de trabalhar neste posto de abastecimento, quais trabalhos que o sr (a) permaneceu por

mais tempo?

ONDE ? (CNAE) O QUE FAZIA? (CBO) POR QUANTO TEMPQO?

N°. Meses/Ano

(24) Qual sua ocupacéo atual?

(24.1) Qual ou quais atividade(s) que o sr (a) desempenha nessa ocupacao?

(25) Ha quanto tempo o sr (a)trabalha nesta ocupacao? ]
9-NS/NR
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(26) Qual seu horério de trabalho predominante?

-1 | las| | | [] 9-NS/NR

(26.1)Turno:
[ ] 1-Turno Fixo [_] 2-Turno Alternado [ ] 9-NS/NR

[ ] 3- Outros:

(27) O sr (a) tem folga?
[] 1-Sim
[ ] 0-No (Passe para a pergunta 30)

[ ] 9-NS/NR

(28) Quantos dias na semana o sr (a) tem de folga?
n° de dias da semana | . | _|

[]9-NS/NR

(29) Suas folga (s) sdo em dias fixos ou alternados?
[ ] 1-Fixo
[ ] 2-Alternado

[]9-NS/NR
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(30) Quais desses procedimentos o sr (a) realiza durante o seu trabalho? ENTREVISTADOR LEIA

TODAS AS OPCOES
A- Uso do paninho []1-Sim []0-Ndo []9-NS/NR
B- Aproxima o rosto quando abastece até a boca [ ] 1-Sim [ ] 0-Ndo [ ] 9-NS/NR

C- Cheira a tampa do carro antes de abastecer [ ] 1-Sim [ ] 0-Ndo [ ] 9-NS/NR

D- Confia no bico automatico []1-Sim []0-Ndo []9-NS/NR
E- Aspira combustiveis com a mangueira []1-Sim []0-Ndo [ ]9-NS/NR
F- Roupa molhada de combustivel []1-Sim []0-Ndo []9-NS/NR
G- Lava carros []1-Sim []0-Ndo [ ]9-NS/NR

H- Uso do querosene ou outra substancia para dar brilho no carro [ ] 1-Sim [ ] 0-Ndo [ ] 9-NS/NR

I- Outro?

- [ ] 1-Sim Qual: [10-Ndo []9-NS/NR

(31) Quais combustiveis o sr(a) abastece? ENTREVISTADOR LEIA TODAS AS OPCOES

[ ] 1-Gasolina Comum [ ] 4-Etanol [ ]9-NS/NR
[ ] 0-Gasolina Aditivada [ ] 5-GNV
[ ] 3-Diesel [ ] 6-Outros:

(32) O sr(a) realiza (ou) coleta de amostras do caminhao tanque?
[ ] 1-Sim

[] 0-N&o (Passe para a questdo 35) 2-[_] Continua realizando

[ ]19-NS/NR

(33) Caso o sr(a) tenha realizado amostras no caminhao tanque, por quanto tempo fez isto?
Tempo:| || __ [ meses/anos

Quantas vezes na semana | _| | _|
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(34) O sr(a) usa equipamentos diferentes do uniforme durante as coletas do caminh&o tanque?

[]1-Sim Quais:

[ ] 0-N&o

[ ] 9-NS/NR

(35) O sr(a) realiza analise de qualidade do combustivel a partir das amostras do caminhé&o
tanque?

[]1-Sim Hé quanto tempo: | || _ | meses / anos Quantas vezes nasemana | || |

[ ]0-N&do [ ] 9-NS/NR

(36) Onde sdo armazenadas as amostras de combustiveis?
A- [_] escritdrio B-[_]sala de refeicdo/refeitorio  C-[_]loja de conveniéncia D- [] banheiro

E- [ ] sala exclusiva para armazenar combustivel F-[_] outro local fora do posto

G-[]

Outros:Quais:

[]9-NS/NR

(37) O sr(a) realiza ou ja realizou medicdo manual (com régua) dos niveis dos tanques do subsolo?

[ ] 1-Sim Como:

[] 0-N&o (Passe para a questdo 40)

[]9- NS/NR

(38) Por quanto tempo o sr(a) realizou este tipo de medicdo dos niveis dos tanques do subsolo?
Tempo: | || | meses/anos Quantas vezes nasemana | || |

[]19-NS/NR

(39) O sr(a) fez uso de algum equipamento aléem do uniforme durante a medicéo dos niveis dos

tanques do subsolo?

[ ]1-Sim Quais:

[]0-N3o []9-NS/NR
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(40) O sr(a) ja realizou limpeza da caixa separadora de 4gua e 6leo?
[]1-Sim - Por quanto tempo?| || | meses/anos 2- [] Continua realizando
Quantas vezes nasemana | || |

[ ] 0-N&o [ ] 9-NS/NR

(41) O sr(a) ja realizou troca de 6leo de carro?
[] 1-Sim — Por quanto tempo?| __ || [ meses/anos 2-[] Continua realizando
Quantas vezes nasemana | || |

[ ] 0-N&o [ ] 9-NS/NR

(42) O sr(a) ja realizou afericdo da bomba de combustivel?
[] 1-Sim — Por quanto tempo?| __ || | meses/anos 2-[] Continua realizando
Quantas vezes nasemana | || |

[]0-N&o []9-NS/NR

(43) O sr(a) ja realizou drenagem da bomba de combustivel? (sump da bomba)
[] 1-Sim — Por quanto tempo?| || | meses/anos 2- [] Continua realizando

Quantas vezes nasemana | __ || __|
[ ]0-Ndo [ ]19-NS/NR
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(44) Algumas desses eventos foram sofridos pelo sr (a) nesta fungéo?

vezes?

A- Assaltos

B- Atropelamentos

C- Incéndio / exploséo

D- Vazamento de combustivel no posto

E- Exposicdo ao combustivel (banho/intoxicagéo)
F- Vazamento de gas (GNV)

G- Queimadura

H- VVazamento de combustivel no carro do cliente

I- Discussdo com cliente

J-Outro:  [] 1-Sim Quais:

[]1-Sim []0-N&o
[]1-Sim []0-N&o
[]1-Sim []0-N&o
[]1-Sim []0-N&o
[]1-Sim []0-N&o
[]1-Sim []0-N&o
[]1-Sim []0-Nao

[ ]1-Sim [ ]0-Nao
[ ]1-Sim [ ] 0-N&o

[

[ ] 0-N3o

Quantas

[ ] 9-NS/NR
[ ] 9-NS/NR
[ ] 9-NS/NR
[ ] 9-NS/NR
[ ] 9-NS/NR
[ ] 9-NS/NR
[ ] 9-NS/NR

[ ] 9-NS/NR
[ ] 9-NS/NR

o0 0DO0oO0o0o0oao
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EXPOSICAO ATUAL:

POR FAVOR, INFORME TODAS AS SUBSTANCIAS QUIMICAS AS
QUAIS O(A) SR.(A) E EXPOSTO NESTE TRABALHO ATUAL.

SUBSTANCIAS E PRODUTOS QUIMICOS

45. O (a) sr(a) tem contato ou sente o

46. Com que freqiiéncia o (a) sr(a) tem

contato ou sente cheiro de? Entrevistador:

cheiro de?
Leia as alternativas
: [] 1-Diariamente
g?ﬁ;‘”a [] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
(] 2-Nio [] 3- Raramente/Nunca
[] 9-NS/NR [] 4- N&o tem contato

[ ] 9-NS/NR

B. Etanol (Alcool)
[]1-Sim
[]2-N3o
[]9-NS/NR

[ ] 1-Diariamente

[ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
[] 3- Raramente/Nunca

[] 4- N&o tem contato

[ ] 9-NS/NR
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45. O (a) sr(a) tem contato ou sente o

46. Com que frequiéncia o (a) sr(a) tem

contato ou sente cheiro de? Entrevistador:

cheiro de? _ _
Leia as alternativas
. [] 1-Diariamente
CD[;IESSI: [ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
(] 2-Nio [] 3- Raramente/Nunca
(] 9-NS/NR [ ] 4- N&o tem contato
[] 9-NS/NR
[] 1-Diariamente
DD?NS::n [ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
(] 2-Nio [] 3- Raramente/Nunca
(] 9-NS/NR [] 4- N&o tem contato

[ ] 9-NS/NR

E. Fumacas de carro, caminh&o e motos
[]1-Sim

[]2-N&o

[ ]9-NS/NR

[ ] 1-Diariamente

[ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
[] 3- Raramente/Nunca

[] 4- N&o tem contato

[ ] 9-NS/NR

F. Querosene
[]1-Sim
[]2-N3o
[]9-NS/NR

[] 1-Diariamente

[ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
[] 3- Raramente/Nunca

[] 4- N&o tem contato

[ ]9-NS/NR

G. Oleo lubrificante
[]1-Sim

[] 2-N3o
[]9-NS/NR

[] 1-Diariamente

[ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
[] 3- Raramente/Nunca

[] 4- N&o tem contato

[ ] 9-NS/NR
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45. O (a) sr(a) tem contato ou sente o
cheiro de?

46. Com que frequiéncia o (a) sr(a) tem

contato ou sente cheiro de? Entrevistador:

Leia as alternativas

H. Produtos de Limpeza
especificar:

[ ] 1-Sim
[ ] 2-Ndo
[ ] 9-NS/NR

[ ] 1-Diariamente

[ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
[] 3- Raramente/Nunca

[] 4- N&o tem contato

[]9-NS/NR
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45. O (a) sr(a) tem contato ou sente o
cheiro de?

46. Com que frequiéncia o (a) sr(a) tem

contato ou sente cheiro de? Entrevistador:

Leia as alternativas

I. Graxa e cera
[ ]1-Sim

[ ]2-Nao
[19-NS/NR

[ ] 1-Diariamente

[ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
[] 3- Raramente/Nunca

[] 4- N&o tem contato

[]9-NS/NR

J. Solventes, removedores, aguarras,

[ ] 1-Diariamente

thinner [ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
[ ]1-Sim [] 3- Raramente/Nunca
[ ] 2-Nao [] 4- Nao tem contato
[]9-NS/NR []9-NS/NR
[ ] 1-Diariamente
L. Outros,
. [ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
Especificar:
[] 3- Raramente/Nunca
[] 4- Nao tem contato
[ ]9-NS/NR
[] 1-Diariamente
M. Outros,
. [ ] 2-Semanalmente [_] vezes da semana
Especificar:
[] 3- Raramente/Nunca
[] 4- Nao tem contato
[ ]9-NS/NR
[] 1-Diariamente
N. Outros,
. [] 2-Semanalmente [] vezes da semana
Especificar:

[ ] 3- Raramente/Nunca
[ ] 4- N&o tem contato
[ ]9-NS/NR
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PERCEPCAO DO ENTREVISTADOR:

A - Confiancga nas respostas:
[] Confio totalmente

[] Confio Parcialmente

[ ] Né&o Confio

OBSERVACOES:
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ANEXO 11

QUESTIONARIO DE AVALIACAO DO AMBIENTE DE TRABALHO DE PRC

IDENTIFICACAO DO POSTO:

DATA DA ENTREVISTA:

ENTREVISTADOR:

ENTREVISTADO:

CARGO:

1. DADOS GERAIS DA EMPRESA

Razao Social:

Nome Fantasia:

CNPJ: CNAE*: Data de inicio de operacéo:
Horario de funcionamento do PRCV*: | Bairro/Distrito: Municipio:

CEP: Telefone: FAX:

Endereco:

Bandeira: Autorizacdo de funcionamento da ANP*:
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Alvara de Funcionamento: Tem Licenga Ambiental:

( ) Sim ( ) Ndo

Licenca de Operacédo Valida:
() Sim ( ) Néo
Validade:

PCMSO*: ( ) Sim () Néo

PPRA*: ( )Sim () Nio

Restricdo da Licenca de Operagéo:

Ha uso de agua subterranea no local? ( ) Sim ( ) Néo

Nome do responsavel legal:

CNAE: Classificacdo Nacional de Atividades Econdmicas
ANP: Agéncia Nacional do Petréleo

PRCV: Posto de Revenda de Combustivel no Varejo
PCMSO: Programa de Controle Médico e Satde Ocupacional
PPRA: Programa de Prevencéo de Riscos Ambientais

2. LISTADE TRABALHADORES

. SEXO
AREA

Total

Masculino Feminino

Administrativa

Pista

Troca de 6leo

Lavagem de veiculo

Outras

Total
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2.1 - JORNADA DE TRABALHO

Periodo

Setor

T

Duracdo da
jornada diéria

(horas)

Tipo de turno

Fixo Variavel

Administrativa

Pista

Troca de 6leo

Lavagem de veiculo

Outras

3. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ECONOMICA

3.1 - SERVICOS PRESTADOS NA AREA DO PRCV (ALEM DO ABASTECIMENTO)

Servico

SIM

NAO

Lavagem de veiculos

Troca de 6leo

Borracharia

Loja de Conveniéncia e Lanchonete

Restaurante

Outros:
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4.  PRODUTOS COMERCIALIZADOS

4.1 - COMBUSTIVEIS AUTOMOTIVOS

_ o N° de
. ) . ) Quantidade média )
] N Capacidade | N”de bicos de o abastecimentos
Tipo ) comercializada por
Tanques | total (L) |abastecimento i dos tanques por
més
semana
Gasolina especial
Gasolina comum
Etanol
Diesel
GNV (m°) XXX XXX XXX

Porte do PRCV/PA em funcéo da capacidade de armazenamento de combustivel (1000 L = 1 m°):
( ) Micro (<60 m®) ( ) Pequeno (>60e < 120 m%) ( ) Médio (>120 e <180 m®)

( ) Grande (>180e <220 m’) ( ) Excepcional (> 220 m®)

4.2 - OUTROS PRODUTOS OFERTADOS NA AREA DE ABASTECIMENTO

( ) Alimentos

( ) Extintor de incéndio

() Gelo

( ) Bebidas

() Galdo de agua

( ) Agua potavel por meio de bebedouro
( ) Oleo lubrificante

QOutros
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5. CARACTERIZACAO DAS AREAS, DAS OPERACOES E EQUIPAMENTOS

DO PRCV

5.1 - BOMBAS DE ABASTECIMENTO

Item

Sim

Observacdes

Bomba automatica

Bico automatico

Bico com protecdo contra respingo

Uso de flanela ou outro material para protecao de
respingo

5.3 - DESCARREGAMENTO DE COMBUSTIVEIS E TESTE DE QUALIDADE

Item

Sim

Nao

Observacdes

Os trabalhadores que acompanham o descarregamento
possuem ciéncia dos procedimentos de seguranca para

descarregamento por escrito?

Ha armazenagem das amostras?

Quando ocorre o descarregamento, € feito teste de

qualidade?

O descarte das amostras € feito por quem? Como?

Frequéncia do descarregamento:
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5.4 — MEDICAO DE NiVEL DOS TANQUES

Item

Sim

Frequéncia

Eletronica

Uso de régua de medicédo

Nota: Obter informacédo dos dois itens (eletrdnica e uso de régua de medicdo, quando houver)

6. MEDIDAS DE PROTECAO

Item

Sim

Observacdes

Tanques providos de valvulas no respiro

Respiros providos de filtro

Procedimentos para contencao de pequenos derrames no

abastecimento

Kit para pequenos derrames

Extintores de incéndio

Sinalizacdo de seguranca

(horizontal e vertical; placas de adverténcia e de risco)

Procedimento de limpeza nas bombas?
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7.  TREINAMENTOS

Item

Sim

Frequéncia

Data do ultimo

treinamento

Treinamento de combate a incéndio

Treinamentos em seguranca do trabalho

Treinamento de CIPA* ou designado

Treinamento operacional das atividades desenvolvidas

Outros (especificar):

*CIPA: Comisséao Interna de Prevencéo de Acidentes

8. UNIFORME

Item

Sim

Observacao

Fornecimento de uniforme pelo empregador sem custo

para o trabalhador

Incluir quantidade:

Uniforme possui faixa refletora

( ) Sim

( ) Néo

Higienizacdo do uniforme realizado pelo Empregador

Onde e periodicidade:
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9. EQUIPAMENTOS DE PROTECAO COLETIVA

Item Sim | Néo Observacdes
Existem equipamentos de protecao coletiva
Se sim, quais:
Sistema de exausté@o na atividade de descarga
Sistema de exaustdo na bomba de abastecimento
Sistema de exaustdo na atividade de analise da
qualidade do combustivel
Outros (especificar):
10. EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL
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11. CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A INSPECAO

Consideracdes sobre a veracidade das informac6es fornecidas pelo entrevistado:

Local e data:

Assinatura do Entrevistador
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ANEXO IV
QUESTIONARIO CLINICO

N° do Posto N° Questionario

Data da Entrevista: / /

Nome do paciente:

ENTREVISTADOR:

Supervisor: 1|

Codificador: 111

Digitador: |||

MODULO 1: ANAMNESE CLINICA
HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA

(1) Doencas Cardiovasculares: [ _|Sim [ ] N3o [ ] No Sabe

(2.1) Qual(is):
(1.2) Quando? Ano:

(2) Doencas Infecciosas: [ ]Sim [ ] N&o [ ] Nao Sabe

(2.1)  Qual(is):
(2.2) Quando? Ano:

(3) Doencas Neuroldgicas: [ ]Sim []N&o [ ] Nao Sabe

(3.1) Qual(is):
(3.2) Quando? Ano:

(4) Doencas Respiratdrias: [ ]Sim []N&o [ ] N&o Sabe

(4.1) Qual(is):
(4.2) Quando? Ano:

(5) Doencas Gastrointestinais: [ ] Sim [ ] Ndo [ ]| N3o Sabe

(5.1) Qual(is):
(5.2) Quando? Ano:

128




(6) Doencas Hepaticas: [ ]Sim [ ] Na&o [ ] Nao Sabe

(6.1)  Qual(is):
(6.2) Quando? Ano:

(7) Doencas Renais: [ ]Sim [ ]Na&o [ ] Nao Sabe

(7.1) Qual(is):
(7.2)  Quando? Ano:

(8) Doencas Hematoldgicas: [ ]Sim [ ]N&o [ ] N&o Sabe

(8.1)  Qual(is):
(8.2) Quando? Ano:

(9) Doencas Endocrinas: [ ]Sim [ ] N& [ ] N&o Sabe

(9.1) Qual(is):
(9.2) Quando? Ano:

(10) Doencas Psiquicas: [ ]Sim [ ]N&do [ ] N&o Sabe

(10.1) Qual(is):
(10.1) Quando? Ano:

(11) Doencas Osteoarticulares: [ ]Sim [ ] N&o [ ] Nao Sabe

(11.1) Qual(is):
(11.1) Quando? Ano:

(12) Doengas Uro/ginecologicas: [ ]Sim []N&o [ ] N&o Sabe

(12.1) Qual(is):
(12.1) Quando? Ano:

(13) Doengas Otorrinolaringolégicas: [ ] Sim [ ] N&o [ | N&o Sabe

(13.1) Qual(is):
(13.1) Quando? Ano:

(14) Doengas da Visdo: [ ]Sim [ ] N& [ ] Nao Sabe

(14.1) Qual(is):
(14.1) Quando? Ano:

(15) Doencas da Pele: [ ]Sim [ ]Nao [ ] Nao Sabe

(15.1) Qual(is):
(15.1) Quando? Ano:
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(16) Neoplasias: [ ]Sim [ ] Na&o [ ] N&o Sabe

(16.1) Qual(is):
(16.1) Quando? Ano:

(17) Internagdes: [ ]Sim []Né&o

(17.1) Motivo(s):
(17.2) Quando? Ano:

(18) Cirurgias: [ ]Sim [ ] Né&o

(18.1) Motivo(s):
(18.2) Quando? Ano:

(19) Transfusdo de sangue ou derivados: [ ] Sim [ ]| Ndo

(19.1) Motivo(s):
(19.2) Ano da transfusdo:

HISTORIA PATOLOGICA ATUAL

(20) Diagndstico de Hipertensio Arterial: []Sim []Nao [ ]Nao
Sabe
(20.1) Faz uso de remédios para controle da pressdo arterial? []Sim []N&o []Nao
Sabe
(20,2) Caso afirmativo, faz uso de forma regular? []Sim [ ]Nao [ ]Néo
Sabe

(20.3) Quais os remédios que usa para controle da pressdo arterial?

(20.2) Ha quanto tempo utiliza esses remédios : | _ | | [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-
Ignorado

(21) Diagnostico de Diabete Mellitus: [ ]Sim [ ] Nao [ ] N&o Sabe
Tipo: 1[]12[]

(21.1) Faz uso regular de qual(is) medicacdes:

(21.2) Ha quanto tempo: :| __| | [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ignorado
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(22) Tem outro(s) problema(s) de satide diagnosticado(s) por médico? [ ] Sim [] Ndo
[ ] Ndo Sabe
(22.1) Qual: (22.1.1) Inicio: __ /[

(22.1.2) Usa alguma medicacdo regularmente: [ ] Sim [ ] Ndo [ ] N&o Sabe
(22.1.3) Qual(is) medicamento(s):
(22.2.1) Inicio: __ [ |

HISTORIA REPRODUTIVA

MULHERES
(23) Possui filhos: [_] Sim
[ ] Nao. Motivo:
(24) NGmero de Gestacdes: | | | GestacBes

(No caso de nenhuma gestagao, marcar “00” e passar para a questdo 25)

(24.1) NUmero de Partos: |1

(24.1.1) NGmero de Natimortos:| | | (24.1.2) NUmero de Nascidos Vivos: |

(24.1.2.1) Nascidos Vivos Sadios:| | |

(24.1.2.2) Nascidos Vivos N&o Sadios: | | |

Qual doenca (inclusive ma formacéo)?

(24.2) Ntmero de Abortos:| | | [J Provocados | | | [J Espontaneos
(24.2.1) Periodo em que ocorreu (ram) a(s) perda(s) gestacional (is):

| | | 1°Trimestre | __| | 2.°Trimestre | | | 3.°Trimestre
(25) Idade em que ocorreu a primeira menstruacdo: | | | Anos [_] N&o se aplica

131




(26) Idade em que parou de menstruar: | | | Anos [] Ndose aplica
(26.1) H& quanto tempo parou de menstruar? | | | O D-Dia; M-Més; A-Ano; I-
Ignorado
(26.2) Por que vocé ndo menstrua mais? [ ] 1 — Menopausa natural; 2 — Cirurgia para
retirada de Gtero ou

ovarios; 3 — Outros tratamentos (horménios, quimioterapia ou radiacdo); 4 — Outra

razao — especificar:

Homens

(27) Possui filhos: [_] Sim

[ ] N&o. Motivo:
(27.1) Caso afirmativo, quantos?
(27.2) Todos sdo saudaveis? [ ]Sim [ ] N&do [ ] No Sabe
(27.3) Caso negativo, qual ou quais doencas?

MODULO 2:ESTILOS DE VIDA

TABAGISMO

(28) Vocé é:
[ ] Tabagista [ ] Ex-tabagista (Passe para a questdo 30) [| Nunca fumou (Passe para a
questdo 33)

(29) Quantos cigarros vocé fuma por dia?
[ Jmenosde10 [ Jdel11a20 [ ]21a30 [ ]maisde 30

(30) Ha quanto tempo vocé parou de fumar: |(31) Durante quanto tempo vocé fumou:
| | | O D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign. | | | O D-Dia; M-Més; A-Ano;
I-Ign.

(32) Quando vocé fumava, quantos cigarros vocé fumava, em média, por dia:
| | __| Cigarros por dia | | | Magos por dia | | Né&o sabe/Néo

respondeu/Variavel
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CONSUMO DE ALCOOL

(33) Vocé costuma ingerir bebidas alcodlicas? [ ] Sim [ ] Néo (passe para 40)

[Parei de beber (passe para questdo 37) [] Nunca bebi (passe para questdo 40)

(34) Quie tipo de bebida alcodlica vocé bebe?

[] Cerveja [ ]Vinho []Cachaca [ ]Vodka []
Outras:

(35) Qual frequiéncia do seu consumo de bebidas alcoblicas?
[]1-2xsemana [ ] 3-4x semana [_| 5 a 6 vezes por semana
[ ] Diariamente [ _] Outra:

(36) Em media, quantas doses por dia, por semana ou més o sr (a) consome?
[]1 a3 doses por més [_]1 dose por semana [_]2 a 6 doses por semana [_]1 dose por dia
[] 2 doses por dia [_] 3 doses por dia [ ] 4 ou mais doses por dia [_] NS/NR

(37) Ha quanto tempo vocé parou de |(38) Durante quanto tempo vocé bebeu:

beber: | | | 0 D-Dia; M-Més; A-Ano; I-
| | | 0 D-Dia; M-Més; A-Ano; I- Ign.

Ign.

(39) Quando vocé bebia, quantos doses vocé bebia, em média, por dia: | _| _|
Bebida:

Consumo de outras Substancias Psicoativas

(40) Atualmente usa drogas: [_|Sim [ ] N3o (Passe para a questio 44)

(41) Qual(is):

(42) Frequéncia: [_] 1 a 2 vezes por semana [ | 3 a4 vezes por semana [_|5 a6 vezes por

semana
[ ] Diariamente [ _] Outra:

(43) Ha quanto tempo usa drogas: | __| | [[] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign.

(44) Ja usou drogas: [ ] Sim [ ] N&o (Passe para a questio 49)

(45) Qual(is):

(46) Com que frequéncia usou drogas:
[ ]1a2vezes por semana [ ]3a4vezes por semana

[]5 a6 vezes por semana [_| Diariamente [_] Outra:

(47) Por quanto tempo usou drogas: | | | [ D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign.
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(48) Ha quanto tempo deixou de usar drogas: | __| | [[] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign.

MODULO 3: HISTORIA FAMILIAR

[ ]Sim
[] N&o (Passe para a questio 63)

(49) Alguém da sua familia ja teve cancer:

(49.1) Quem da sua familia teve cancer:

[] Pai. Qual(is) tipo(s)?

[] Mae. Qual(is) tipo(s)?

] Avd. Qual(is) tipo(s)?

] Avo. Qual(is) tipo(s)?

[ ] Irm&o(&). Qual(is) tipo(s)?

[] Filho(a). Qual(is) tipo(s)?

[] Esposo(a). Qual(is) tipo(s)?

[] Outro:

. Qual(is) tipo(s)?

(49.2) Outras doencas familiares :

MODULO 4: SINAIS E SINTOMAS

DATADACONsULTA:| | | | | | |

(50) Emagrecimento [ ] Sim [ | Ndo [ ] No
sabe referir

] N&o se aplica

(50.1) Ha quanto tempo atras:

| | | [ D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign
[] De forma inexplicada

(50.2) Quantos kg:| | |

(51) Fraqueza []Sim []Ndo [ ] Nédo

sabe referir

(51.1) Ha quanto tempo atras:
| | __| [J D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign

[] De forma inexplicada

(52) Tontura []Sim []Nao [ ] Nao

sabe referir

(52.1) Ha quanto tempo atras:
| | __| [J D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign

[] De forma inexplicada

[ ]Sim [ ]Nao [ ] Nio

(53) Sonoléncia

sabe referir

(53.1) Ha quanto tempo atras:
| | __| [J D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign

[] De forma inexplicada
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Sistema Nervoso Central e Periférico

(54) Cefaléia []Sim [ ] Nao [_] Nao sabe

(54.1) Ha quanto tempo:

referir | | | [0 D-Dia; M-Més; A-

[] Néo se aplica Ano; I-Ign

(55) Irritabilidade [ ]Sim []N&o [ ] Né&o sabe |(55.1) Ha quanto tempo:

referir | | | [0 D-Dia; M-Més; A-

] N&o se aplica (Nervosismo) Ano; I-Ign

(56) Ansiedade []Sim []N&o [ ] Néo |(56.1) Ha quanto tempo:

sabe referir | | | 0 D-Dia; M-Més; A-

] N&o se aplica [ ] excessiva Ano; I-Ign

(57) Insdnia [ ]Sim []N&o [ ]Né&o|(57.1) Ha quanto tempo:

sabe referir | | | 0 D-Dia; M-Més; A-

] N&o se aplica Ano; I-Ign

(58) Alteracdo de Humor [ ]Sim [ ] N&o [ ] N&o |(58.1) Ha quanto tempo:

sabe referir | _|__| [0 D-Dia; M-Més; A-

[ ] N&o se aplica (Depressdo) Ano; I-Ign

(59) Alteragdo da atencdo [ ] Sim [ ] Ndo [ ] N&o|(59.1) Ha quanto tempo:

sabe referir | | | [0 D-Dia; M-Més; A-

] N&o se aplica Ano; I-Ign

(60) Alteragdo da meméria [ ] Sim [ ] Ndo [_] N&o |(60.1) Ha quanto tempo:

sabe referir | | | [0 D-Dia; M-Més; A-
Ano; I-Ign

(61) Sudorese noturno []Sim []N&o [ ]N&o|(61.1) Ha quanto tempo:

sabe referir | | | [0 D-Dia; M-Més; A-

] N&o se aplica Ano; I-Ign

(62) Formigamentos []Sim []N3o [ ] N3o|(62.1) Ha quanto tempo:

sabe referir | | | [0 D-Dia; M-Més; A-

] N&o se aplica (MMSS e/fou MMII)

Ano; I-Ign
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(63) Espasmos

[] Sim [] Ndo

(63.1) Ha quanto tempo:

[] NZo sabe | | | [0 D-Dia; M-Més; A-
[] Néo se aplica [] Musculares | Ano; I-Ign
Involuntérios
(64) Tremores [ ] Sim [] N&o|(64.1) Ha quanto tempo:
["] Nio sabe referir | | | [J D-Dia; M-Més; A-
] N&o se aplica (MMSS e/ou MMII) Ano; I-Ign
(65) Céibras [] Sim [] Né&o |(65.1) Ha quanto tempo:
["] Néo sabe referir | | | [J D-Dia; M-Més; A-
] N&o se aplica Ano; I-Ign
(66) Diminuicéo de forca muscular [ ] Sim [ ] Ndo (66.1) Locais:
[ ] Nao sabe referir ] N&o se aplica (66.2) Ha quanto tempo:
| | | [0 D-Dia; M-Més; A-
Ano; I-Ign
(67) Convulsdes []Sim []N&o (67.1) Tipo:
[] N&o sabe referir [] N&o se aplica (67.2) Ha quanto tempo:
| | | 0 D-Dia; M-Més; A-
Ano; I-Ign
SISTEMA HEMATOLOGICO E SISTEMA IMUNOLOGICO
(68) Petéquias: (68.1) Ha quanto tempo:
] Sim ] Néo [] N&o sabe referir|]| | | [J D-Dia; M-Més; A-
] N&o se aplica Ano; I-Ign
(69) Hematomas (69.1) Ha quanto tempo:
] Sim ] Néo [] N&o sabe referir|| | | [J D-Dia; M-Més; A-
] N&o se aplica Ano; I-Ign
(70) Epistaxe (70.1) Ha quanto tempo:
] Sim ] Néo [] Nao sabe referir|| | | [J D-Dia; M-Més; A-

] N&o se aplica

Ano; I-Ign

ECTOSCOPIA
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(71) Irritacdo Ocular (71.1) Ha quanto tempo:

[] Sim [] Nao [] Nao sabe referir|| | | [] D-Dia; M-Més; A-
] N&o se aplica Ano; I-Ign

(72) Orientado: [ ] Sim [ ] N&o (73) Lacido:  [] Sim [ ] N&o

(74) Facies: [ ] atipico [] inexpressivo [ ] indiferente [ ] tristeza [ ] euforia
[ ] ansiedade [ ] outra:

(75) Marcha: [ ] ataxica [ ] parética [ ] em bloco [ ] miopatica [ ] misto
[ ] outra:

(76) Deformidades: [ ] Sim [_] No
Qual:

(77) Equilibrio: Dinamico:  [_] normal Estatico: [ ] normal
[] alterado [] alterado

(78) Tremores: [_] Sim [_] Ndo - Onde: [_] facial [_] membro superior [_] membro inferior

[ ] outro(s):

(79) Pupilas isocéricas: ] Sim [ ] Ndo (80) Dificuldade para enxergar: [ ] Sim [_]N&o

(81) Nistagmus: [ | Sim [ ]| (82) Diplopia: [] Sim|(83) Acomodacdo: [ ] Sim
Nao [ ] Nao [ ] Nao

(84) Disfonia: ] Sim [] Néo

(85) Mucosas: [] coradas [ | descoradas | (86) Ictericia: ] Sim [_] N&o

(87) Ganglios palpaveis: [ ] Sim [] Ndo - Quais: [_]| submandibular [ ] pescoco [ ]

axilares [] inguinais [_] outro(s):

(88) Lesdes de pele: [ ]Sim [ ] Ndo = Quais: [_] manchas [ ] furdnculos [ ] pruridos
[] dermatite irritativa [_] eritema [_] outra(s):

(89) Acne: []Sim [] N3o
(89.1) Localizagdo: (89.2) Extensdo:

(90) Manchas: [_] Sim [_] Néo
(90.1) Localizagéo:
(90.2) Descricao:
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(91) Edemas: [ ] Sim [_| Ndo - Onde:

(92) Faneros [_] Normal [_] Alterado = Qual:

(93) Tiredide: [_] Normal [ ] Alterado = Qual:

APARELHO CARDIOVASCULAR (ACV)

(94) Pressdo Arterial: (95) Freqgiiéncia Cardiaca:| | | |bpm
| I T Ix T _1_I__| mmHg
(96) Temperatura:| | |°c [97) Altura: | | | | ©@8)Peso:| | | |kg
| cm
(99) Estase Jugular: [_] Sim [_] N&o
APARELHO CARDIOVASCULAR (ACV)
(100) Ritmo cardiaco: (101) Sopros: []Sim [ ] N&do |(102) Bulhas
[ ] Normal [ ] Alterado normofonéticas: [ ] Sim
[ ] Nao

(103) Bulhas Extras: [_] Sim [_] N&o

(104) Pulso Radial Esquerdo: [_] Normal []
Alterado

APARELHO RESPIRATORIO (AR)

(105)  Deformidade  toracica: [] Sim [] Nao >
Qual:

(106) [_] Eupnéico  [] Taquipnéico ipm

(107) Murmdrio Vesicular bem distribuido: [] Sim [] Ndo = Por que?
(108) Percussio: ] Normal (1  Anormal > Por  que?
ABDOMEN

(109) Plano:  []Sim [] Escavado [ ] Globoso
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(110) Cicatrizes: ] Sim ] Nao >

Qual:

(111) Massas palpaveis: ] Sim ] Né&o >

Qual:

(112) Figado palpavel: ] Sim. Descricéo:

[ ] Ndo
(113) Baco palpavel: ] Sim. Descrigéo:
[ ] Nao

ASSISTENCIA MEDICA

(114-) Outros locais onde busca atendimento médico:
[] PSF. Qual?
[] Outra unidade de saide do SUS (que ndo seja PSF). Qual?
] Hospital privado. Qual?
[] Clinicas particulares. Qual?

139




MODULO 5: RESULTADOS EXAMES LABORATORIAIS

TIPO DE DATA DE REALIZAQAO DOS EXAMES
EXAME
. _ I A I A
Resultados Alterado Resultados Alterado Resultados Alterado
HEMOGRAMA
COMPLETO
Reticulécitos [ ]Sim [ ]Ndo [ ]Sim [ ] Nao [ ]Sim [ ] Nao
SERIE VERMELHA: [ ]Sim [_]N&o [ ]Sim [_]N&o [ ]Sim [ |N&o

Hemaceas
VCM: [ ]Sim [_]N&o [ ]Sim [_]N&o [ ] Sim [ ]N&o
HCM: [ ]Sim [_|N&o [ ]Sim [_]N&o [ ] Sim [ ]N&o
CHCH: [ ]Sim [_|N&o [ ]Sim [_|N&o [ ] Sim [ ]N&o
Eritrocitos: [ ]Sim [ ]Ndo [ ]Sim [ ]Ndo [ ] Sim [ ]N&o
SERIE BRANCA:
Leucdcitos [ ] Sim[ ] Ndo [ ] Sim[ ] Ndo [ ] Sim[ ] Ndo
Plaquetas [ ]Sim[ ] N&o [ ]Sim[ ] N&o [ ]Sim[] N&o
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MODULO 5: RESULTADOS EXAMES LABORATORIAIS

TIPO DE DATA DE REALIZACAO DOS EXAMES
EXAME
I A
Resultados Alterado PROTEINA C Resultados Alterado
TGO ou AST
REATIVA
TGP ou ALT [ ] Sim [ ] Nao FAN [ ] Sim [ ] Nao
CREATININA SERICA
[ ] Sim [] Néo Anti-HBS Ag [ ] Sim [] Néo
GGT [ ]Sim[ ] Ndo Anti-HBC
BILIRRUBINA [ ]Sim[ ] Ndo Anti- HCV [ ] Sim[ ] Ndo
LDH Anti-HIV
[ ] Sim[ ] Ndo [ ] Sim[ ] Ndo
PROVA DE ATIVIDADE
REUMATICA [ ] Sim[ ] Ndo
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