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RESUMO

No ambito da saude ocupacional, as exposi¢fes a agentes quimicos recebem cada
vez mais atencdo. Pela andlise de bioindicadores, se faz possivel identificar e
guantificar substancias nocivas a saude e seus efeitos. Trabalhadores de postos de
revenda de combustiveis veiculares (PRCV) estdo expostos a uma mistura de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) proveniente da gasolina, e nesta
mistura encontra-se o benzeno, composto hematotéxico e carcinogénico, sem niveis
seguros no ambiente, fato que corrobora para a importancia de acées em vigilancia
ocupacional nesta area. O presente estudo avaliou os efeitos genotoxicos, através
do teste de Aberracdes cromossOmicas (ACs), de uma exposi¢cdo ocupacional aos
vapores de gasolina em frentistas da Zona Oeste do Rio de Janeiro. O projeto
central foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Ensp/Fiocruz (CAAE
17438013.5.0000.5240, parecer 434.418). 39 trabalhadores de seis PRCV da area
programatica 5.3 (bairros de Santa Cruz, Paciéncia e Sepetiba) responderam a dois
guestionarios sobre fatores socioecondémicos, processo de trabalho e histérico de
saude; amostras de sangue e urina foram coletadas para determinacdo de
hemograma, andlises bioquimicas, ACs e &cido trans,trans-muc6nico urinario
(ATTM). Os voluntarios ndo apresentaram histérico de doencas de possivel
associacdo com a exposicdo, assim os resultados de hemograma e bioquimica, em
valores médios, ficaram dentro das faixas de normalidade. Os processos de trabalho
e habitos dos trabalhadores foram avaliados e ndo apresentaram relagdo com as
ACs. A avaliagdo do ATTM por teste ANOVA apresentou relacdo com o habito de
fumar (diferenca média de 0,22 mg/g creatinina; p < 0,05), e o valor elevado condiz
com a literatura. Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas em
guantidade de quebras cromossOGmicas por metafase em relacdo aos seis PRCV
avaliados, para fumantes (p < 0,03) e ndo fumantes (p = 0,05). Demais comparagdes
nao apresentaram significancia. Os resultados sugerem que o teste de ACs nao
deve ser utilizado de forma isolada para avaliar exposicdes a baixas doses de
benzeno por sua inespecificidade, mas ainda representa uma ferramenta util na

avaliacao de dano precoce a saude humana.

Palavras-chave: Saude do trabalhador; Toxicologia; Solventes; Genotoxicidade.



ABSTRACT

On the Occupational Health field, exposure to chemical agents is getting more
attention, since technologies’ advances allow identification of health early effects
caused by such exposures. By the use of bioindicator’'s analysis, it is possible to
identify and quantify harmful substances and their effects. Gas station workers are
exposed to a hidrocarbon’s mixture from gasoline, in which can be found benzene,
carcinogenic and hematotoxic substance, with no safe levels on environment,
reinforcing the need of occupational vigilance actions. This study evaluated the
genotoxic effecs, using the chromosomal aberration’s test (CAs), of an occupational
exposure to gasoline fumes in gas station workers from Rio de Janeiro’s West Side.
The main project was approved by Ensp/Fiocruz Research’s Ethics Committee
(CAAE 17438013.5.0000.5240, case 434.418). Thirty-nine workers from six gas
stations from the districts of Santa Cruz, Paciéncia and Sepetiba answered
guestionnaires concerning socio-demographic, work and health questions; blood and
urine samples were taken to assess CBC, biochemical factors, trans,trans-muconic
acid (TTMA) and chromosomal aberrations. The subjects did not report history of
diseases that could be related to the exposure, so the results of CBC and
biochemical factors were at normality ranges. Work processes and the subjects’
habits were assessed and were not associated to CAs. TTMA measurement and
statistical evaluation through ANOVA showed a correlation between this metabolite
and smoking habit (mean difference: 0,22mg/g creatinine; p=0,05), and the high
concentration gets along with literature. Statistically significant differences were
found when analyzing chromosomal breaks by the six gas stations, for the smokers
(p<0,05) and non-smokers (p=0,05). Others correlations showed no significance.The
results suggest chromosomal aberrations test shall not be used as the only
mechanism to evaluate benzene exposure at lower doses for its inespecificity, but

the test is, for itself, a useful feature for early human health damage evaluation.

Keywords: Worker’s Health; Toxicology; Solvents; Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A gasolina possui em sua constituicdo, entre outras substancias, o benzeno,
composto comprovadamente genotéxico e carcinogénico (ATSDR, 2011). O
desenvolvimento tecnoldgico e urbano em seu estado atual, com 0S processos
produtivos que utilizam o benzeno e o uso de combustiveis fésseis, resultou em uma
exposicdo ambiental a nivel global. Ainda mais preocupante é a exposicéo
ocupacional a esta substancia, que apesar dos valores de referéncia preconizados
por algumas agéncias (MTE, 1995; OSHA, 2013), ndo possui niveis considerados
seguros no ambiente e nos organismos, por seu carater carcinogénico (WHO, 1983).
Trabalhadores de postos de gasolina sdo expostos diariamente a altos niveis de
benzeno, ndo estando, na maioria das vezes, cientes da relevancia dessa
exposicdo, cujos efeitos sobre a saude estdo bem definidos por testes e estudos
ambientais e clinicos (ATSDR, 2007).

Indicadores biolégicos de dose interna, efeito e suscetibilidade individual
podem ser utilizados para se avaliar a magnitude da exposicdo e de seus efeitos
sobre o individuo ou populacdo. Dentre estes indicadores estdo aqueles que
permitem avaliar alteracdes genéticas provocadas pela exposicdo a determinadas
substancias, denominadas genotdxicas, como a ocorréncia de aberracdes
cromossOmicas, microndcleos, quebras de fita simples e duplas, adutos e danos
oxidativos ao DNA, de forma a permitir a identificacdo precoce dos efeitos da
exposicdo sobre a saude em uma perspectiva de vigilancia dos trabalhadores
(VALENTE et al., no prelo).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de
aberrac6es cromossdémicas em trabalhadores de postos de combustiveis da Zona
Oeste do municipio do Rio de Janeiro e investigar suas associagdes com processo
de trabalho, que inclui a exposicao aos vapores de combustiveis, e fatores sociais e
de estilo de vida dos trabalhadores. Este trabalho faz parte de um projeto
institucional do Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana, da
Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (Cesteh/Ensp/Fiocruz) que tem
como objetivo tracar o perfil de exposicdo e seus efeitos nesse grupo de

trabalhadores a partir da avaliagdo de indicadores ambientais e biol6égicos.



2 REFERENCIAL TEORICO

O uso crescente de combustiveis fosseis aumenta a preocupacdo quanto a
Saude Humana e Ambiental, dada a complexa composi¢cédo do petréleo que, mesmo

apos seu refino, apresenta uma série de compostos de potencial toxico.

Dentre a complexa mistura de substancias que compdem o petréleo, bem
como seus derivados, encontram-se Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos, HPAs
(ATSDR, 2007; ANDRADE et al., 2010). HPAs sédo uma classe de compostos
organicos lipofilicos, podendo ser liberados ao ar atmosférico, dentre outras formas,
por volatilizagdo ou queima incompleta de combustiveis fésseis como carvdo e
derivados de petroleo (NOMIYANA e NOMIYAMA, 1974a; MARCHETTI, 2009). O
uso em larga escala destes, com subsequente difusdo dos HPAs nos diversos
compartimentos ambientais eleva o interesse destes compostos para a saude
publica, dados seus potenciais genotdxicos e carcinogénicos (WHO, 1983; ATSDR,
2011).

Segundo dados da Agéncia Nacional de Petréleo (ANP, 2013a) foram
consumidos no ano de 2013, apenas no Brasil, uma média de 2.805.000 barris de
petréleo por dia, aproximadamente 446 milhdes de litros diarios. Dentre seus
diversos usos na cadeia produtiva, tem-se a producdo de combustiveis como o de
maior importancia. Os combustiveis derivados de petroleo distribuidos no Brasil
(ANP, 2013a) sdo as gasolinas (C e de Aviacdo), GLP, Oleos (combustivel e Diesel),

e Querosenes (de Aviacao e lluminante).

Os hidrocarbonetos de maior concentragcdo na gasolina sdo os chamados
BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xilenos), representando cerca de 18% da
mistura (MARCHETT]I, 2009). Apesar de determinac¢des do Governo terem garantido
uma diminuicdo dos niveis dos BTEX no ar, como a reducdo da fracdo destes na
gasolina (e a diluicdo deste combustivel em até 24% de alcool) e o incentivo ao uso
de outros combustiveis, como o alcool e o gas natural veicular (MARTINS et al.,

2007), a exposi¢cdo ambiental a eles representa risco a saude humana.
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2.1 BENZENO

Dentre os HPAs presentes na gasolina, o de maior destaque € o benzeno,
apesar de ser o de menor percentual no combustivel, podendo chegar a 1% da
mistura (ANP, 2013b). Segundo os critérios do programa das Nac¢Oes Unidas de
seguranca quimica, o benzeno € considerado a sexta substancia de maior risco para
a saude humana (ATSDR, 2011) e a substancia téxica de maior interesse para a

saude ocupacional (CHEN et al., 2007).

Além de sua presenca em emissdes de queimas incompletas, o benzeno
(CeHs) é também utilizado em processos industriais e em produtos como cigarros,
desengraxantes, vernizes e matérias-primas para a fabricacédo de borracha, plasticos
e fibras sintéticas, extracdo de Oleos, entre outros (SWANSON e COOK, 1976;
MENDES, 1987). Além das fontes antropogénicas, o benzeno também é emitido
pela erupgéao vulcanica, por queimadas naturais e pela volatilizagdo do composto
pelas plantas (GRAEDEL, 1978; BRIEF et al., 1980).

Vapores de benzeno sdo normalmente gerados na cadeia produtiva da
gasolina, desde o refino do petréleo ao seu uso, bem como em outros processos
quimicos industriais, estando presente no ar com uma média global de 6ug/m3. Na
maioria dos casos esse nivel é superior em ambientes fechados, em especial em
casas com garagens acopladas e habitadas por fumantes, tornando este
compartimento ambiental o de maior interesse nos estudos toxicoldgicos (ATSDR,
2001). Os fumantes, ativos ou passivos, tém grande exposicdo ao benzeno,
apresentando 10-20 vezes mais benzeno no ar exalado se comparado a néo
fumantes, o que representa até 90% da exposicdo deste grupo a este toxicante
(WALLACE, 1996; GORDON et al., 2002). Um estudo da Agéncia Americana de
Protecdo Ambiental (US EPA) apresentou a evolucdo dos valores médios da
concentragédo de benzeno em ambientes urbanos nos Estados Unidos (Figura 1). A
diminuicdo da concentracdo média ao longo dos anos é fruto de medidas e
determinacdes legislativas com o objetivo de diminuir o uso industrial e/ou comercial

de substancias comprovadamente nocivas e sem niveis seguros.
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Figura 1: Média e mediana das concentragdes de benzeno em ambientes urbanos dos EUA no
periodo 1994-2009. A area em azul compreende os 80% centrais, excluindo os 10% superiores e
inferiores (Adaptado de EPA, 2010).

Dadas as caracteristicas fisico-quimicas do benzeno no ambiente
(volatilidade, apolaridade, lipofilicidade, solubilidade moderada em &gua, alta
mobilidade no solo), este se encontra em maior parte no ar atmosférico. A maior
parte do benzeno liberado no solo volatiliza ou infiltra para os corpos aquaticos, de
superficie ou subterraneos, de onde também pode migrar para o ar, retendo-se
apenas uma pequena parte. Além disso, 0s corpos aquaticos e o solo recebem o
benzeno, em grande maioria, de efluentes industriais tratados e néo tratados e de
vazamentos de combustiveis fosseis, sendo encontrado em lengdis freaticos e em
sedimentos de rios em areas de influéncia de atividades que envolvem este
contaminante (ATSDR, 2007).

A degradacdo do benzeno em sua forma de vapor ocorre principalmente por
sua reacado com os radicais hidroxila livres no ar atmosférico. A substancia também
reage com ozonio e radicais nitrato, mas em por¢do insignificante se comparada

com o processo anteriormente citado. A fotdlise direta do benzeno ndo ocorre, pois
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ele absorve comprimentos de onda luminosa inferiores a 260nm e a atmosfera filtra

comprimentos inferiores a 290nm (ATSDR, 2007).

Em animais e plantas pode ocorrer a bioacumulacdo do benzeno, sendo de
maior importancia em vegetais. Collins e colaboradores (2000) cultivaram
framboesas expostas ao benzeno e, apés 40 dias, a quantidade de benzeno no fruto

era superior a disponivel no ar.

2.1.1 Toxicocinética do Benzeno

Absorcéo

A principal via de exposicado ao benzeno é a inalatéria, absorvendo entre 70%
e 80% da quantidade inalada nos primeiros minutos; a fracdo absorvida cai apés a
primeira hora de exposi¢do, fator relacionado ao aumento da concentragdo de
benzeno no sangue (SRBOVA et al., 1950). Estudos apontam absorcédo dérmica do
contaminante em animais e humanos, mas em niveis inferiores, entre 0,07% - 0,23%
(ATSDR, 2001; MODJTAHEDI e MAIBACH, 2008).

Distribuicéo

No organismo, devido as caracteristicas do toxicante, o benzeno chega ao
sangue por difusdo passiva a partir do 6rgdo de entrada no organismo (relacionado
a via de exposicdo — inalacdo, ingestdo, contato), ligando-se prontamente as
proteinas do plasma e acumulando-se entdo nos tecidos gordurosos (TRAVIS e
BOWERS, 1989; ARNOLD et al., 2013). Em estudos com animais e seres humanos,
foi possivel detectar a presenca de benzeno no cérebro, em tecidos gordurosos, nos

rins, figado, placenta, corddo umbilical e no feto (DOWTY et al., 1976; LOW et al.,
1989).

Metabolismo

Apesar de assumir-se que a toxicidade do benzeno seja dependente de sua
metabolizacdo, ndo ha evidéncias de um metabdlito especifico responsavel pelos
efeitos toxicos decorrentes da exposicdo. O esquema das rotas metabodlicas do

benzeno é apresentado abaixo na Figura 2.
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Figura 2: Esquema do metabolismo hepatico do Benzeno. Adaptado de ARNOLD et al., 2013.

O primeiro passo da metaboliza¢do do benzeno se da com o citocromo P-450
(enzima CYP2EL, presente em todos os tecidos, mas em maior quantidade no
figado), transformando-o em oOxido de benzeno, que forma uma mistura equilibrada
com oxepino. Por mecanismos diversos, estes isbmeros tém como principais
metabdlitos fendis conjugados, quinonas, acido S-fenilmercaptarico (através de
reacdo com glutationa — GSH) e &cido trans,trans-mucodnico (ATTM), por abertura de
anel (WELLS e NERLAND, 1991; ATSDR, 2007).

O metabolismo priméario do benzeno ocorre, em maior parte, no figado (no
caso de exposicao por inalagcdo, o metabolismo também ocorre nos pulmdes, mas
dada a menor concentracdo de CYP2E1, o figado é o orgédo principal no
metabolismo), e entdo os metabdlitos expressam sua toxicidade caracteristica na
medula 6ssea. No entanto, o mecanismo responsavel por esta migracdo ainda é
desconhecido, apesar de se esperar que ligacbes covalentes as proteinas
sanguineas ocorram (ATSDR, 2007).
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Eliminacao

A excrecdo do benzeno pode se dar por exalacdo do toxicante né&o
metabolizado (NOMIYAMA e NOMIYAMA 1974a, 1974b) ou por via urinaria (em
fracdo inferior a 1% da quantidade ndo metabolizada), através de derivados
conjugados. Nomiyama e Nomiyama, em seus estudos (1974a, b), observaram que
cerca de 17% da fracdo inalada era eliminada sem absor¢cdo. Através da urina,
ocorre a eliminacdo de uma série de metabolitos da biotransformacdo do benzeno:
fendis, quinonas, ATTM, AFM. Em lactantes, pode-se encontrar benzeno no leite
(FABIETTI et al., 2004). O processo de metabolizacdo e eliminacdo dos produtos
dessa etapa esta relacionado a duracédo e/ou a intensidade da exposicdo. Quando
as vias metabdlicas saturam-se, 0 corpo elimina o benzeno ndo metabolizado pela
respiracdo e na urina (MODJTAHEDI e MAIBAH, 2008).

2.1.2 Toxicodinamica do Benzeno

Os metabdlitos do benzeno podem expressar sua toxicidade através de uma
série de processos. J4 se sabe que, para a manifestacdo dos efeitos tdxicos do
benzeno sobre o sistema hematopoiético, € necessaria a metabolizacdo parcial do
toxicante e que seus metabolitos reativos, ao atingir a medula 0ssea, seu tecido-
alvo, sejam metabolizados pelas peroxidases da medula, causando dano ao tecido
e, consequentemente, ao sistema (ATSDR, 2007). O dano causado ao DNA também
pode resultar em depressdo da medula éssea, tendo como possiveis desfechos
anemia aplastica e leucemia mieloide aguda (SNYDER e KALF, 1994; TUNG et al.,
2012).

Danos ao DNA sao descritos por dois mecanismos: ligacdo covalente com o
DNA, definido como agente intercalante, fator ligado ao processo de carcinogénese
(MILLER, 1978; TUNG et al., 2012); e metabdlitos reativos do benzeno, formando
adutos de DNA e intensificando o processo de estresse oxidativo, com subsequente
mutagenicidade (SNYDER e HEDLI, 1996).

Os efeitos potenciais do benzeno a saude estdo relacionados a fatores de

exposicdo e de toxicidade, como sua estrutura quimica, frequéncia e intensidade da
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exposicao, interagdo com outros toxicantes (mesmo outro HPA, como o tolueno —
TUNSARINGKARN et al., 2012) e suscetibilidade individual.

2.1.3 Toxicidade do benzeno sobre a satde humana

O conjunto de sinais, sintomas e complicacdes decorrentes da exposicao
aguda ou cronica ao benzeno recebe o nome de benzenismo (AUGUSTO e
NOVAES, 1999; MINISTERIO DA SAUDE, 2003). As complicacdes, quando de
exposicdo a altas concentracdes, podem ser agudas, com presenca de sinais e
sintomas neurologicos, ou crbnicas, com sinais e sintomas clinicos diversos,
podendo ocorrer complicacbes a médio ou longo prazo localizadas principalmente
no sistema hematopoiético (ATSDR, 2007). O diagnostico de benzenismo, de
natureza ocupacional, € eminentemente clinico e epidemiolégico, fundamentando-se
na historia da exposi¢do ocupacional e na observacéo de sintomas e sinais clinicos
e laboratoriais e, portanto, é feito sempre de forma tardia, quando o paciente ja
encontra-se afetado pela exposicdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Os efeitos de uma exposicdo ao benzeno sdo extensos. Além de sua
carcinogenicidade comprovada (Grupo | na classificacdo da IARC, 1987), o benzeno
também é responsavel por alteragdes sanguineas, isoladas ou associadas a
exposicao, consequéncia de lesado tecidual da medula 6ssea, resultando em anemia
aplastica. Um estudo realizado com exposicdes inferiores a 1ppm em trabalhadores
revelou diminuicdo nos niveis de leucdcitos, eritrocitos e plaguetas, comparando-os

a pessoas nao expostas ocupacionalmente (LAN et al., 2004)

A mutagenicidade atribuida ao benzeno resulta em aberractes
cromossOmicas (alteracdes estruturais e numéricas do cariotipo celular), formacéo
de micronucleos, troca de cromatides irmas e malformacdo dos acrossomas dos
espermatozoides (IARC, 1987; IPCS, 1993). Estudos indicaram associagao entre a
exposicdo ao benzeno e alta prevaléncia de canceres soélidos, dano cromossémico e
leucemia, além de danos aos sistemas nervoso central e reprodutor (PITARQUE et
al., 1997; ATSDR, 2007; CHANG et al., 2009; ARNOLD et al., 2013).
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Além disso, exposicdo ao benzeno também pode causar alteracdes
neuropsicoldgicas e neuroldgicas (BASLO e AKSOY, 1982), sendo observadas
alteracdes de atencéo, percepcdo, memoaria, habilidade motora, viso-espacial, viso-

construtiva, funcéo executiva, raciocinio loégico, linguagem, aprendizagem e humor.

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (US EPA) publicou dois
documentos sobre as propriedades e efeitos carcinogénicos e ndo carcinogénicos
do benzeno (EPA, 2002). Utilizando a mesma classificacdo adotada por esta
Agéncia, de uma forma resumida, apresentam-se abaixo os perfis toxicolégicos da

exposicao ao Benzeno.

2.1.3.1 Efeitos carcinogénicos

Estudos de caso e epidemiol6gicos associaram a exposicdo ao benzeno e o
desenvolvimento de Leucemia Mieloide Aguda e, em menor escala, Leucemia
Linfocitica Crénica (AKSQY, 1989; ARNOLD et al., 2013). Hayes e colaboradores
(1997) identificaram em um estudo de coorte envolvendo mais de 100 mil
trabalhadores, entre expostos e ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno, uma
relagdo entre a exposi¢do ao toxicante e o linfoma de Hodgkin, além das neoplasias
hematoldgicas. Conhecendo o potencial confundidor de uma exposi¢do mudltipla,
estudos que limitam essa possibilidade séo tidos como mais robustos. Um exemplo
€ a coorte dos trabalhadores da industria de borracha Pliofilm (RINSKY et al., 1987),
tida como melhor fonte de dados, apesar de suas limitacbes (dificuldade de
estabelecimento de niveis de exposicdo, controle dos dados obtidos,
acompanhamento da coorte), para estimativa de exposicdo e risco de leucemia. De
acordo com Rinsky e colaboradores (1987), o risco relativo do desenvolvimento de
leucemia, em ppm/ano de exposicdo cumulativa ao benzeno respiravel, da
populacao de estudo variou de 1,1 (0-40ppm/ano) a 66,4 (acima de 40 ppm/ano). O
estudo de Rinsky et al. (1987) ndo avalia uma exposicdo a baixas doses, ja que a
menor categoria utilizada abrange uma faixa de exposi¢céo a altas concentragoes.
Um estudo de coorte, realizado pelo Instituto Americano de Céncer (The National
Cancer Institute — NCI) em parceria com a Academia Chinesa de Medicina
Preventiva (CAPM), com trabalhadores expostos e ndo expostos ocupacionalmente
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ao benzeno em diversas areas do processo produtivo industrial da China (LAN et al.,
2004), relata haver aumento do risco relativo de desenvolvimento de neoplasias

hematolégicas com exposi¢cdes cumulativas em torno de 10ppm.

Além da importancia da dosagem e da duragcdo da exposi¢cdo ao benzeno, a
temporalidade dessa exposicdo também se mostra como fator determinante. No
estudo de Rinsky (1987), a dificuldade em se estimar a exposicdo sofrida nos
primeiros anos do estudo, quando os niveis de benzeno respiravel ndo eram
monitorados, € tratada como viés por outros pesquisadores. No estudo do
NCI/CAPM verificou-se risco elevado de desenvolvimento de linfoma n&o-Hodgkin
em trabalhadores expostos pelo menos 10 anos antes do diagndstico e uma
exposicao mais recente (menos de 10 anos do diagndstico) foi relacionada com um
aumento no risco de desenvolvimento de Leucemia Mieloide Aguda e Sindromes
Mielodisplasicas (LAN et al., 2004). Outros estudos associam exposicées a benzeno
e o desenvolvimento de Leucemia Miel6ide Aguda (LMA), Linfomas (Hodgkin e ndo
Hodgkin) e mielomas multiplos (IRONS et al., 2000; INFANTE, 2006; SMITH et al.,
2007; GALBRAITH et al., 2010).

2.1.3.2 Efeitos ndo carcinogénicos

A exposicado ao benzeno gera efeitos ndo carcinogénicos a saude em todas
suas rotas de exposi¢do. Hematotoxicidade e imunotoxicidade configuram como o0s
fatores mais predominantes da intoxicacdo, sendo a medula 6ssea o 6rgao-alvo
desse processo (AKSOY, 1989; ARNOLD et al.,, 2013). A exposicdo crbnica ao
toxicante leva a deterioracdo do sistema hematopoiético através da baixa na

producdo das células sanguineas e da hiperplasia do tecido medular (EPA, 2002).

Como uma exposicao ambiental aguda € relativamente dificil de ocorrer, pois
implicariam na exposi¢cdo a 50-150ppm por 5 horas para apresentacédo de sintomas
como cefaleia e fraqueza (IPCS, 1993), prevalecem, na literatura, estudos sobre
exposi¢cdes ocupacionais. Thienes e Haley (1972) descreveram 0s sintomas do
processo de intoxicacdo aguda por via oral: tontura, vémitos, diminuicdo/aumento da

frequéncia cardiaca, sonoléncia e perda de consciéncia, seguidos de delirios,
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pneumonite, depressao do sistema nervoso central (SNC), coma e morte (com dose
letal estimada em 125mg/kg).

Nos processos de intoxicacdo por inalacdo, os principais sintomas sao
relacionados a desordens dos sistemas: hematopoiético, desde a alteracdo no nivel
da atividade medular ao aumento de urobilinogénio nas fezes (AKSOY, 1991);
nervoso, apresentando tontura, sonoléncia, cefaleia, tremor, vertigem, delirios e
perda de consciéncia (SNYDER e HEDLI, 1996); e reprodutor, causando disturbios no
ciclo reprodutivo feminino com alteracdo do fluxo menstrual e alteracdo da ovulacéo
(VARA e KINNUNEN, 1946), com consequéncias como malformagéo fetal,
diminuicdo do tempo de gestacao e aborto espontaneo (EPA, 2002). Uma exposicao
ao benzeno respiravel é considerada letal quando em doses superiores a
20.000ppm por um periodo de 5 a 10 minutos (SANDMEYER, 1981).

2.2 EXPOSICAO OCUPACIONAL AO BENZENO

Conhecidos os efeitos de uma exposicao cronica ao benzeno, estratégias tém
sido elaboradas para diminuir os riscos a qualidade de vida dos trabalhadores
expostos a este toxicante, como a adocao de tecnologias avancadas nos processos
de producdo e determinacdo de espécies no ar em niveis antes nao identificaveis,
politicas de vigilancia a saude ocupacional mais restritivas e uma tendéncia de
reducdo do uso do benzeno como solvente em processos industriais (GILLI et al.,

1996; COUTRIM et al., 2000).

Agéncias de regulamentacdo e protecdo ambiental e ocupacional tém
reduzido os niveis limitrofes de exposicdo ao benzeno como forma de tornar mais
rigoroso o processo de fiscalizacdo. A Tabela 1 apresenta valores de referéncia, em
médias ponderadas por um periodo de 8h (8h TWA — time weighted average),
equivalentes a jornada de trabalho, da presenca do benzeno no ar. De acordo com a
ATSDR (2007), os valores variam entre as agéncias devido aos métodos de
obtencdo dos mesmos, que podem variar no tempo de exposicao e tipos de testes
buscados na literatura. Cabe ressaltar que tais valores sdo recomendacdes, ndo

podendo, portanto, ter forca de lei. Cabe as agéncias fornecer informacdes corretas
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e embasadas, para que a sociedade e os trabalhadores, em suas organizagoes,

exijam adequacao, por parte de empresas e industrias, a estes valores.

Tabela 1: Valores de referéncia para exposicao ocupacional (valores ponderados por 8h diarias de
exposicdo) ao benzeno (MINISTERIO DO TRABALHO, 1995; OSHA, 2013).

Agéncia Medida Valor
Occupational Safety and Health Administration
(OSHA) PEL 1,0 ppm
The National Institute for Occupational Safety
and Health (NIOSH)
American Conference of Governmental Industrial TLV 0,5 ppm
Hygienists (ACGIH) ’
Ministério do Trabalho e Emprego/Brasil (MTE) VRT 1,0 ppm

PEL: Permitted exposure limit; REL: Reference exposure value;
TLV: Threshold limit value; VRT: Valor de referéncia tecnolégico.

REL 0,1 ppm

No Brasil, a Norma Regulamentadora (NR-15) para Atividades e Operacdes
Insalubres estabelece como valores de tolerancia (concentragcdo no ar do local de
trabalho), para uma jornada de até 48h semanais: 78 ppm (290 mg/m?3) para tolueno,
78 ppm (340 mg/m3) para xileno e 78 ppm (340 mg/m3) para etilbenzeno. A
legislacdo estabelece valores muito inferiores de tolerancia ocupacional ao benzeno
(1,0 ppm; 3,195 mg/m3), visando a protecdo da saude do trabalhador, sabido tratar-

se de um composto comprovadamente carcinogénico (MTE, 1978; IARC, 1987).

O estabelecimento de baixos limites de exposicdo, apesar da reducdo do
risco de contaminacdo, ndo assegura a protecao absoluta. E dado o uso em larga
escala dos combustiveis fosseis e do benzeno em processos industriais, garantir
gue nao havera riscos decorrentes da exposi¢cao torna-se impraticavel no contexto

social atual, em que o uso de combustiveis fosseis é a base econémica mundial.

Um informativo publicado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
Cancer (IARC, 2013), classifica a poluicdo presente no ar atmosférico como agente
carcinogénico tipo I, ou seja, com evidéncias suficientes em animais e seres
humanos. A ndo distingdo dos componentes da poluicdo (vapores de combustiveis,
materiais particulados e outros) demonstra a dificuldade em definir um ambiente livre
de contaminantes carcinogénicos, bem como a realidade sobre a multipla exposi¢cao
a substancias nocivas a saude. Tal afirmacdo pode ser mal interpretada e resultar na
minimizacdo dos impactos de uma exposicdo ocupacional, ndo apenas entre

frentistas, mas em qualquer exposicdo que represente risco carcinogénico. Por este
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motivo € importante reforcar a vigilancia ocupacional, garantindo que os riscos sejam
compreendidos e os trabalhadores respeitados e respaldados no ambito da saude

ocupacional.

2.2.1 Vulnerabilidade de Trabalhadores de Postos de Gasolina

Postos de revenda de combustiveis veiculares (PRCV) localizados em todo o
pais apresentam um potencial contaminante, tanto pelo passivo ambiental
representado pelos tanques de armazenamento desses produtos (muitas vezes
malconservados), quanto pela manipulacdo diaria dos combustiveis. Esta situacéo
de vulnerabilidade ambiental e ocupacional é sustentada por alguns fatos
(MACHADO et al., 2003):

e N&o ha uma organizacéo do setor, que se encontra bastante fragmentado;

¢ Os equipamentos (tanques, bombas, etc.) séo de propriedade de terceiros
(empresas franqueadoras), dificultando o acompanhamento, pelos

franqueados, das condicdes desses equipamentos;

e Os equipamentos em opera¢do no pais tém, em média, 20 anos de uso, 0
que, além de representar a auséncia de novas tecnologias que
minimizariam o risco ocupacional, leva a desgastes e deterioracdo de

material;

e Ha falta de incentivos a modernizacao do parque tecnoldgico, pelos custos

que representam,;

e N&o ha uma clareza entre os expostos a respeito dos efeitos nocivos
desses compostos quimicos a saude (da populacdo em geral e dos

trabalhadores) e ao ambiente.

Mesmo o benzeno estando em concentracdes menores na gasolina e em
outros produtos acabados, o passivo ambiental gerado pelo transporte de grandes
volumes e pelo uso descontrolado dos combustiveis e produtos que contém
benzeno pode atingir com maior severidade um grande contingente de trabalhadores

dos postos, além da populacéo residente no entorno destes empreendimentos e de

21



vias de trafego intenso. A populagdo em geral também se exp6e ambientalmente
devido a volatilizagdo da gasolina nos postos e nos veiculos automotores e as
emissdes veiculares dos mesmos, portanto com difusao universal (FISHBEIN, 1998;
CARRIERI et al., 2006).

O acompanhamento e a intervencao sobre fatores de risco e determinantes
dos agravos a saude de trabalhadores e trabalhadoras, no Brasil, & executado pela
VISAT (Vigilancia em Saude do Trabalhador), braco da Vigilancia em Saude do
Sistema Unico de Saude (BRASIL, 1998). Através dos Centros de Referéncia em
Saude do Trabalhador (CEREST), a vigilancia em PRCV é incorporada no
planejamento de acdes da VISAT. Além das Secretarias e CEREST, ao final de
1995, com a efetivagdo do Acordo Nacional do Benzeno, foi criada a Comissao
Nacional Permanente do Benzeno (CNPBz), resultado da mobilizacdo de
trabalhadores e instituicdes de ensino e pesquisa do pais. A CNPBz, coordenada
pelo Ministério do Trabalho e Emprego (BRASIL, 2011), estabeleceu pactuacao
tripartite (Governo, empregadores e trabalhadores) e tem trabalhado nestes 20 anos
para garantir a implementacdo de medidas para a diminuicdo da exposicao
ocupacional através de mudancas no processo de trabalho e da atualizacdo de
tecnologias de extracdo, manipulacéao, producéo e disponibilizacdo de produtos com

Benzeno.

No entanto, em nivel nacional, apesar dos esforcos de cooperacdo que tém
sido feitos neste sentido por pesquisadores, universidades e secretarias municipais
e estaduais, como discutido no Ill Encontro Nacional de Vigilancia em Saude em
Postos de Combustiveis, realizado em setembro de 2013, no Rio de Janeiro e
organizado pelo CESTEH/ENSP/Fiocruz, faltam medidas capazes de levantar
informacdes e garantir alguma prote¢cdo a saude ocupacional dos trabalhadores

deste setor, seja na producéo, transporte ou comercializacao.

Estudos tém alertado para a importancia da vigilancia em sadde neste grupo,
composto por mais de 180 mil trabalhadores e trabalhadoras (de acordo com o
CENSO - IBGE, 2010), que sofre pelas exposicdes e, principalmente, pela falta de
normas, fiscalizacdo e monitoramento (COSTA, 2001; MOURA-CORREA, 2014).
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2.3 GENOTOXICIDADE E MONITORAMENTO BIOLOGICO

A genotoxicidade esta relacionada a capacidade de um agente estressor, seja
ele quimico (como um toxicante ou 0 processo de estresse oxidativo), fisico
(radiagdo, calor) ou mesmo bioldgico (bactéria, virus), de alterar a estrutura do DNA
celular. Estas alteracbes podem ocorrer a nivel génico, como mutacdes, e/ou
cromossdmico, como dele¢des, duplicacbes, quebras simples e duplas (CLAYSON
et al., 1991).

Os mecanismos de reparo do DNA celular sdo de extrema importancia para
evitar que células perpetuem erros genéticos que possam levar a um funcionamento
imperfeito daquele tecido, ou mesmo ao processo de carcinogénese ou morte
celular. Estes mecanismos de reparo sdo eficazes para a correcdo de erros
cometidos normalmente pelas células em seu processo de replicacdo. A exposicao
ambiental e ocupacional sofrida ao longo dos anos aumenta a taxa de erros de
reparo e mutacfes, podendo, ocasionalmente, pb-las acima da capacidade de

correcdo das células.

Outro fator responsavel pelo aumento na frequéncia de danos ao material
genético é a idade. Um estudo de Fraga e colaboradores (1990) acompanhou um
Unico tipo de dano, estresse oxidativo gerando residuos de 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OHdG), em ratos. Seus resultados apontaram que, apesar da
capacidade de correcdo das lesdes ocasionadas pelo processo oxidativo,
observava-se um acumulo de cerca de 80 moléculas de 8-OHdG por célula/dia.
Dessa forma, a idade torna-se um fator intensificador dos efeitos de uma exposicéo
a agentes genotoxicos. Quando da ocorréncia de dano ao material genético de uma
célula, sao possiveis os desfechos (IYAMA e WILSON, 2013):

e No caso de ndo correcdo do dano, a célula pode entrar em processo

apoptético/necrético ou dar inicio a uma patologia tissular;

e Caso ocorra um reparo incorreto, aguela célula pode ser eliminada pelo
sistema imune do organismo, ou resultar numa mutacdo, devido a

hiperativagdo de proteinas promotoras ou a inativacdo de enzimas

supressoras de tumor;
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e A célula pode ser reparada de forma correta, voltando a ser e atuar como

as demais células daquele tecido.

E importante frisar que a extensdo do dano, bem como a capacidade de
correcdo celular, depende, além das caracteristicas do tecido afetado, como sua
taxa de divisao celular, das propriedades do toxicante e da exposi¢cdo (BERMSTEIN
et al., 2002; CLANCY, 2008).

Uma quebra da molécula de DNA, seja em simples ou dupla fita, pode ser
corrigida de duas maneiras: por recombinacdo homoéloga, onde um conjunto de
enzimas repara a quebra; e por juncao de finais ndo homdélogos (HELLEDAY, 2010).
Esse Ultimo processo é o mais comum para correcdo de danos ao DNA em células
de mamiferos. Sem um padrdo homadlogo, ocorre a juncéo aleatéria de duas pontas,
0 que é associado a um aumento na ocorréncia de recombinacdo e aberracfes

cromossomicas (TUNG et al., 2012).

Tendo em vista o risco da exposi¢do a agentes quimicos, fisicos e bioldgicos,
fez-se necessaria a adocdo de métodos de avaliacdo que busquem sinais
subclinicos, antevendo-se ao processo de adoecimento. Dessa forma, foram eleitos
biomarcadores, ferramentas importantes no monitoramento biolégico e ambiental.
De forma geral, esses biomarcadores estédo divididos, na epidemiologia molecular,
em trés grandes grupos: biomarcadores de exposicao, de efeito e de suscetibilidade
(LEE et al., 2009). Estes foram assim definidos de acordo com as metodologias de
andlise e as matrizes analisadas. Na préatica, um processo de exposicdo pode ser
monitorado em todos os niveis, desde a presenca do toxicante no ambiente aos

seus efeitos sobre o sistema biolégico de um individuo ou populacao.

2.3.1 Biomarcadores de exposicao

Um biomarcador de exposi¢cdo € um xenobidtico, metabdlito ou produto deste
(apbés interacdo com uma molécula-alvo no organismo) a ser mensurado.
Normalmente sdo definidos como marcadores de dose externa quando se avalia a
presenca e quantidade de uma substancia num compartimento ambiental especifico;

e marcadores de dose interna quando for mensurada a substancia ou seus
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metabdlitos num organismo (NAS/NRC, 1989). Os principais metabdlitos decorrentes
de uma exposi¢do ao benzeno sdo fendis, acido S-fenilmercaptarico (AFM) e acido
trans,trans-mucénico (ATTM). Por muito tempo o grupamento fenol era o
bioindicador do nivel de exposicdo, mas este se limita a exposicfes superiores a
5ppm ponderados por um periodo de 8h TWA, pois fatores alimentares pregressos
poderiam resultar em resultados similares em pessoas nao expostas
ocupacionalmente (YARDLEY-JONES et al., 1991). Como atualmente os valores de
referéncia para exposicdo ocupacional ao benzeno sdo de 1lppm ou menores, outro
marcador precisava ser utilizado. Entdo AFM e ATTM foram aceitos como
biomarcadores para exposicdo ocupacional ao benzeno (STOMMEL et al., 1989;
BOOGAARD e VAN SITTERT, 1995; SANGUINETTI et al., 2001). Apesar de um
procedimento de coleta simples e nado invasivo, a urina, matriz biolégica de escolha
em alguns estudos mais antigos, vem sendo substituida pelo sangue, pois andlises
neste material possuem altas sensibilidade e especificidade na quantificagcdo do
benzeno, assim como o ar exalado. Seguindo outra corrente, estudos recentes
sugerem o uso, no futuro, do benzeno urinario ndo metabolizado (U-Benz) como
biomarcador para avaliacdo de exposi¢cdo a baixas doses do toxicante (ANDREOLI
et al., 2012; CAMPAGNA et al., 2012).

2.3.2 Biomarcadores de efeito

Biomarcadores de efeito sdo definidos como qualquer alteragédo bioquimica ou
fisiologica mensuravel em um organismo (NAS/NRC, 1989). A pancitopenia
(diminuicdo na contagem de leucécitos, eritrécitos e plaguetas), efeito conhecido da
exposicao ao benzeno, tem sido usada como biomarcador (OSHA, 1987; ARNOLD
et al., 2013).

Marcadores do efeito genotoxico da exposicdo ao benzeno, como aberracdes
cromossOmicas, troca de crométides irmas, adutos e lesdes no DNA, bem como o
estresse oxidativo gerado pelas formas reativas dos metabdlitos do toxicante
também sdo amplamente utilizados (EASTMOND et al., 1994; ATSDR, 2007). Os
testes de genotoxicidade usados para avaliar o efeito do benzeno sobre o organismo
serdao melhor elucidados a sequir.
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2.3.3 Biomarcadores de suscetibilidade individual

Apesar do efeito protetivo das mudancas na legislacdo, as variacOes
interindividuais tém limitado o alcance das medidas de prevencao e controle, assim
como a dificuldade para determinagdo de um indicador bioldgico de alta
especificidade que permita a identificacdo precoce dos efeitos da exposicao.
Aspectos relevantes desta variabilidade estdo associados a fatores genéticos, que
devem ser considerados durante a execucdo e interpretacdo de programas de
monitorizacdo de populacdes expostas as substancias toxicas, de maneira geral.
Com esta perspectiva, pesquisadores tém investigado diferentes indicadores de
suscetibilidade individual, a fim de gerar dados especificos que complementem as
avaliacdes da exposicéo de trabalhadores comumente realizadas. Polimorfismos em
genes que codificam as enzimas de fase | e Il GSTT1, GSTM1, MPO, CYP 2E1
Rsal, CYP 2E1 Dral e NQO1 (ROSSI et al., 1999; DOUGHERTY et al., 2008) tém
sido os indicadores escolhidos, de acordo com a literatura, para definir fatores de
suscetibilidade dos individuos expostos, ambiental ou ocupacionalmente, ao
benzeno. Além destes, polimorfismos de genes ligados aos mecanismos de reparo
do DNA (APEX1, hOGG1, NBS1, XPD, XRCC1, e XRCC3) também foram descritos
como relacionados a suscetibilidade aos efeitos toxicos do benzeno (ANGELINI et
al., 2012; VALENTE et al., no prelo).

2.4  ABERRACOES CROMOSSOMICAS E OUTROS DANOS

As consequéncias das quebras cromossémicas, bem como suas
causas, sdo diversas. E o agente de maior influéncia sobre a morte
celular. (...) Além disso, as quebras cromossOmicas estdo envolvidas
no desenvolvimento espontdneo de uma série de tumores.
Juntamente com as mutag¢des genéticas, estamos ainda comecando
a compreender sua conexao, o agente de toda mudanca genética e
evolutiva. Num campo amplo e Unico, as quebras cromossémicas se
tornaram um instrumento, talvez o mais distinto, para desconstruir o
Cromossomo e 0s genes, observando como eles, e o ndcleo celular,
se compde, sdo feitos, como funcionam e o que necessitam para
funcionar (DARLINGTON, 1953, livre traducao).
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Agentes genotdxicos, como explicitado anteriormente, tem acéo direta sobre
as moléculas de DNA, com acdes deletérias diversas, que vdo de mutacbes
silenciosas a carcinogénese. A acao de um agressor, seja ele fisico, quimico ou
bioldgico, endégeno ou ndo, pode gerar modificagcdes moleculares e quebras, dando
origem a mutacdes (RIBEIRO et al., 2003).

Estes danos séo vistos durante a divisdo celular, mais especificamente na
metafase, momento do processo de divisdo celular onde o material genético celular
encontra-se em sua forma mais condensada, tornando a morfologia cromossdémica
distinta e visivel ao microscopio (NATARAJAN, 2002). Apesar do avanco tecnolégico
de metodologias moleculares de alta resolugdo, a avaliagdo do caribtipo é
largamente utilizada, ja que alteracbes no caridtipo estdo significativamente
relacionadas a doencas, bem como refletem alteracfes a nivel génico (HENG, 2010;
HENG et al., 2013). Aberracdes cromossdmicas estdo associadas ao processo de
carcinogénese, tendo sido observada correlagédo positiva entre a frequéncia de

aberracoes em linfécitos e o desenvolvimento de cancer (NATARAJAN, 2002).

Um trabalho de metanalise realizada por Zhang e colaboradores (2002)
demonstra a ocorréncia de aberragdes cromossbmicas em células de sangue
periférico e de medula 6ssea em individuos com leucemia. Os estudos elencados
por Zhang descreveram varios tipos de aberracdes, numéricas e estruturais, bem
como ceélulas de caridtipo regular. Trabalho similar foi realizado por Wang et al.
(2012), onde quase 100 artigos foram levantados e evidenciaram o aumento na
ocorréncia das aberragcdes cromossomicas em casos de exposicdo a HPAs. Essas
alteracdes sao descritas a seguir (KIRSCH-VOLDERS et al., 2002):
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2.4.1 Numéricas

As alteracBes cromossémicas numéricas incluem aneuploidia e euploidia. Ambos os
casos ja foram descritos em células de pessoas expostas ao benzeno (ZHANG et
al., 2002).

Aneuploidia: ocorre pela ndo disjungdo mitética, 0 que gera entdo duas
células-filnas com numero incorreto de cromossomos (Figura 3), normalmente
apresentando um par a mais ou a menos (trissomia e monossomia, respectivamente,
segundo FRAGOULI et al., 2011).

Em 1998, dois estudos j& haviam relacionado tipos especificos de aneuploidia
(monossomia dos cromossomos 5 e 7, e trissomia dos 8 e 21) em trabalhadores
saudaveis expostos ao benzeno, ou seja, sem qualquer sinal clinico referente a este
tipo de alteracdo (SMITH et al.,, 1998; ZHANG et al.,, 1998). Outros estudos
relacionaram a trissomia do cromossomo 21 a um estagio de “pré-leucemia”, tendo
visto que pacientes com este tipo de cancer apresentam alta incidéncia dessa
alteracado a nivel celular (ZHANG et al., 2005, JI et al., 2012).

Mitose Duas céluas filhas

§ N 1

— % 2 | \' 4 )

XY

Mitose incorreta Duas células filhas aneupléides

Figura 3: Esquema de Aneuploidia. Adaptado de Pellman, 2007.

Euploidia: fenbmeno menos comum, onde uma célula possui um valor
multiplo do nimero de cromossomos haplbides (n). A sobrevivéncia de humanos
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quando a fecundacgé&o gera células com triploidia (3n = 69) ou tetraploidia (4n = 96) é
impossivel, resultando em abortos espontaneos ou natimortos, mas pode ocorrer em
células de um individuo j& formado (ZHANG et al., 2002). Tal fenébmeno pode ter sua
origem em: (1) falhas do processo de meiose dos gametas, que passam por divisées
incompletas; (2) fertilizacdo de um ovocito por dois espermatozoides; (3) falha
mitética do embrido (GUERRA, 1988; PELLMAN, 2007).

2.4.2 Estruturais

As alteracdes cromossdmicas estruturais incluem quebras, delecbes, duplicacoes,
formacdo de anéis, translocacfes e inversdes, como descrito abaixo. Também pode
ocorrer a formacédo de adutos de DNA ou proteinas. Assim como as aberracées
numeéricas, as estruturais também ja foram observadas em casos de exposi¢do ao
benzeno (ZHANG et al., 2002).

Quebras: o dano em ligacfes fosfodiéster entre os nucleotideos que formam
as fitas de DNA sdo visiveis em sua forma mais condensada. A quebra do DNA
pode ter dois desfechos: com a quebra de dupla fita sem reparo, séo observadas as
aberracdes cromossomicas, originando cromossomos incompletos e fragmentos
cromossémicos; e uma quebra reparada pode dar origem a translocacdes, anéis
céntricos e acéntricos, fragmentos e cromossomos dicéntricos, quando as pontas de
cromossomos e fragmentos se unem em processos de reparo incompleto. Em
ambos o0s casos, os efeitos, quando da leitura dessas fitas, sdo variados, e vao
desde a ndo expressdo de um gene a expressao de um oncogene que, em sua

posicéo original, era regulado (Bl et al., 2005; HEIJINK et al., 2013).

As quebras, sejam elas simples (atingindo apenas uma das fitas) ou duplas,
podem ocorrer naturalmente, fruto dos processos naturais do organismo ou de
exposicoes a agentes genotoxicos, definidos clastogénicos (xenobioticos que
provocam essas quebras, como o Benzeno). Os mecanismos de reparo se
encarregam de impedir que esses erros tenham maiores consequéncias,
desfazendo-os. (IPCS, 1985; NATARAJAN, 2002; STRATTON et al., 2009; TUNG et
al., 2011; ZHANG et al., 2013).
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Delecbes/duplicacées: Uma delecdo € a perda de um fragmento do

cromossomo, Enquanto a duplicacdo é definida pela cépia de um fragmento
cromossOdmico. Delecbes/duplicacdes podem ser terminais, quando 0 cromossomo
perde o final de um de seus bracos, ou intersticiais, quando a delecdo ocorre no

meio do braco (Figura 4);

Formacdo de Anéis: quando um cromossomo perde as porcdes finais dos

bracos p (braco curto) e q (bragco longo), com posterior juncdo de seus bragos
(Figura 4);

Translocacdo: A translocacdo ocorre quando h& uma quebra num

cromossomo e seu fragmento se liga a um cromossomo adjacente (Figura 4). Esse
rearranjo génico pode ter consequéncias que vao do silenciamento de uma
sequéncia a erros em genes regulatérios, podendo resultar em carcinogénese
(ROUKOS e MISTELI, 2014). Outro tipo de translocacdo, chamado troca de
cromatides irmas, ocorre da mesma maneira, porém entre as cromatides de um
mesmo cromossomo durante a mitose. Estudos relacionam o aumento na ocorréncia
deste evento com exposicoes a toxicantes (BUKVIC et al.,, 1998; ROSS, 2000;
REKHADEVI et al., 2010);

Inversdo: um fragmento cromossémico € formado e realocado no mesmo
espaco de origem, mas invertido. Uma inversdo pode ser pericéntrica, incluindo seu
centrébmero no fragmento invertido, ou paracéntrica, quando o centrdmero ndo esta

incluido no fragmento invertido (Figura 5);

Adutos: diversas moléculas, por suas afinidades fisico-quimicas, ligam-se as
estruturas do DNA ou de proteinas acessérias, como as histonas. Residuos de
reacdes oxidativas, metabdlitos de xenobidticos ou a substancia ndo metabolizada
em si podem se ligar em sitios especificos, causando, na maior parte das vezes,
silenciamento da expressédo génica daquele local. Como ndo ocorre alteracdo da
estrutura génica em si, este tipo de alteracdo € chamada de epigenética, alteracdes
que ndo modificam a sequéncia de nucleotideos do DNA (CORREA et al, 2013). O
tipo mais comum de aduto, o radical metil (processo chamado de metilagcdo do
DNA), é descrito na literatura como regulador dos processos de expressao, mas uma

hipermetilagdo pode resultar na ndo-expressdo de proteinas essenciais para a
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manutencdo da vida naquela célula ou, em maior escala, num organismo inteiro
(FAKHR, et al., 2013).

Figura 4: Esquemas de aberra¢des cromossdmicas. A) formacéo de anel cromossémico;
B) delecéo e; C) transloca¢éo. Adaptado da U.S. NLM, 2014.
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Figura 5: Esquema das inversc")els paracéntrica e pericéntrica. Adaptado da U.S. NLM, 2014.

Na andlise visual do cariétipo, como nos testes de aberracdes
cromossémicas, as inversdes e translocacdes sO sdo visiveis caso a forma dos
cromossomos difira substancialmente da configuracdo normal. Entretanto, quebras e
formacdes de anéis sdo visiveis em microscopio 6tico, como mostra a Figura 6. Com
0 avanco das técnicas laboratoriais em biologia molecular, existem técnicas de alta
sensibilidade e especificidade para a detec¢do e quantificacdo dessas alteracoes,
bem como ferramentas estatisticas e epidemiologicas que nos permitem tracar o
perfil de exposicdo de uma populacédo e gerar informacdes extrapolaveis sobre os
riscos de uma exposi¢do, mesmo em doses extremamente baixas.
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Figura 6: Aberracdes cromossOmicas visualizadas ao microscoépio 6tico (ampliacdo de 1000 vezes).
Fonte: http://trialx.com/curebyte/2011/07/09/images-related-to-chromosome-aberrations.

2.5 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE

Um dos métodos diretos de avaliagdo da genotoxicidade em populacdes
expostas de forma ambiental ou ocupacional, acidental ou intencionalmente, € a
medicdo das mudancas ocorridas no DNA, visualizadas em células em metéfase
através dos cromossomos, chamado teste de aberracdes cromossdmicas (AC).
Estudos identificaram padrdes de dose-resposta entre exposicdo ocupacional ao
benzeno e presenca de ACs mesmo em doses relativamente baixas. Padrdes de
genotoxicidade em exposi¢cdes ambientais por vias inalatéria, dérmica ou oral sao
normalmente extrapolacdes dos padrdes identificados em exposi¢cées ocupacionais
em suas vias mais frequentes, inalatéria e dérmica (HEDLI et al., 1991; SUL et al.,
2002; QU et al., 20032; 2003b).

O teste de ACs consiste em cultivar uma amostra de linfécitos de sangue
periférico, interromper a divisao celular na fase de metafase — etapa do processo de
divisdo onde se observa o cariétipo — e analisar e quantificar, em microscépio 6tico
(ampliagdo de 1000 vezes), a presenca de alteragbes estruturais dos cromossomos.

E uma metodologia bem estabelecida na literatura, com reagentes e matrizes
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validadas em varios estudos, inclusive para exposi¢cfes ao benzeno (HOLECKOVA
et al., 2004; TESTA et al., 2005; BESKID et al., 2006; FRACASSO et al., 2010;
REKHADEVI et al., 2010; TUNG et al., 2012; ROSSNER et al., 2013).

Linfécitos de sangue periférico sGo uma matriz bem estabelecida para a
realizacdo do teste de AC em casos de exposicdo ambiental ou ocupacional a
agentes genotoxicos, e tém sido cada vez mais usados em estudos de exposi¢cao ao
benzeno por constituir um grupo celular que se encontra predominantemente em
estagio pré-sintético de DNA, com atividades bioguimicas e fisiologicas minimas,
assim como pela sua caracteristica de permear por diversos 6rgdos (IAEG, 1986;
CARRANO e NATARAJAN, 1987; OBE et al., 2002; ROSSNER et al., 2005).

Outros efeitos genotoxicos observados em exposicdes a benzeno em
humanos, in vivo e in vitro, sdo a formacao de micronucleos, troca de cromatides
irmas e dano oxidativo ao DNA (ROBERTSON et al., 1991; POPP et al., 1992;
BODELL et al., 1993; KOLACHANA et al., 1993; ROTHMAN et al., 1995; LIU et al.,
1996; CHANG et al., 2005).

Considerando todas as informacdes toxicolégicas sobre o benzeno
supracitadas, além da dificuldade em se tracar um perfil de toxicidade de uma
exposicdo multipla, em especial num caso complexo como a exposi¢cado ocupacional
aos vapores de combustiveis, julga-se necessaria a execucdo de estudos que
busquem garantir informacdes confidveis sobre este quadro, de forma a preservar a
salude, ndo sO da classe operaria em questdo, mas de toda a sociedade também

exposta, mesmo que em menor intensidade, a esses vapores.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar possivel associacdo entre a exposicdo ocupacional aos vapores
produzidos em Postos de Revenda de Combustiveis Veiculares (PRCV) e as
aberracdes cromossémicas em trabalhadores e trabalhadoras destes locais no

municipio do Rio de Janeiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o processo de trabalho em postos de combustiveis,
identificando fatores relacionados a exposi¢ao ocupacional a gasolina e ao

benzeno em patrticular;

e Comparar os perfis de aberra¢cdes cromossomicas em trabalhadores de
diferentes PRCV;

e Investigar possiveis associacdes entre a exposicdo ocupacional e a

incidéncia de aberracbes cromossOmicas.
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4 MATERIAL E METODOS

Este € um estudo observacional, descritivo do tipo transversal que, utilizando-
se de um teste de genotoxicidade, busca avaliar a sensibilidade de um biomarcador
ja validado para exposicoes a maiores doses de benzeno, para evidenciar o risco da
exposicdo ocupacional aos vapores de combustivel, em especial o benzeno,

composto de comprovada mutagenicidade e carcinogenicidade.

4.1 POPULACAO

Foram eleitos para o estudo homens e mulheres (exceto gravidas) com idade
minima de 18 anos que trabalhavam em Postos de Revenda de Combustiveis
Veiculares (PRCV) por ao menos um ano. Este projeto € uma parceria do Centro de
Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana (Cesteh/Ensp/Fiocruz) e a
Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro (CEREST e Vigilancia Ambiental),
gue implantou em 2012 o primeiro programa de Saude do Trabalhador (PST) na
area programatica 5.3, que compreende os municipios de Santa Cruz, Paciéncia e
Sepetiba. A atuacdo na AP 5.3 e a avaliacdo da exposicdo ao benzeno estao
previstas como acdes estratégicas no Plano de Acao da RENAST (Politica Nacional
de Saude do Trabalhador e da Trabalhadora, Portaria GM/MS n° 1.823, de 23 de
agosto de 2012). Nesta regido participaram 0s postos de combustiveis que, em
parceria com a Sinpospetro-RJ (Sindicato dos Empregados em Postos de Servigos
de Combustiveis e Derivados de Petrdleo do Estado do Rio de Janeiro), foram
convidados e concordaram com o estudo. Todos os trabalhadores desses postos,
guando enquadrados nos critérios de inclusdo, foram convidados a participar do

estudo, formando a amostra.
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4.1.1 Aspectos éticos

O projeto seguiu os preceitos da ética em pesquisa com seres humanos
(Conselho Nacional de Saude — CONEP 466/2012). Todos os individuos que
formaram a amostra leram, concordaram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). O projeto integrador foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (Parecer 434.418,
de 25/10/2013).

4.2 COLETA DE DADOS

Para a coleta dos dados sociodemogréficos, das condicdes de trabalho e de
perfil e histérico de saude dos sujeitos da pesquisa foram utilizados dois
questionarios, Individual e Clinico (Anexos | e Il), ja validados pela Comissdo

Nacional Permanente do Benzeno (CNPBz), que abordam, de forma sumarizada:
e Dados sociodemogréficos dos trabalhadores;

e Os procedimentos operacionais (etapas) realizados pelos frentistas,

guanto aos agentes de riscos inerentes ao benzeno;

e Uso dos Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) e Coletivo (EPC)

pelos frentistas;

e Fatores de riscos e agravos a saude decorrentes da exposicdo ao

benzeno;

e Habitos dos trabalhadores, identificando outras possiveis vias de

exposicao;

e As condicdbes e o ambiente de trabalho quanto a agentes de risco

inerentes ao benzeno;
e Possivel exposicao multipla a diferentes substancias;

e Histdrico familiar de doencas, correlatas ou ndo com possiveis desfechos
de sua exposicao;
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e CondicOes gerais de saude.

Além dos dois questionarios, coletas de sangue e urina foram realizadas para
o levantamento de dados biologicos. Os exames de hemograma e bioquimica foram
realizados a partir do sangue dos trabalhadores, e forneceram as seguintes
informacdes: eritrograma (contagem de hemacias, hemoglobina, hematocrito e
volume globular médio — VGM), leucograma (contagem total de leucdcitos,
bastonetes, segmentados, eosinofilos, basofilos, mondcitos e linfocitos),
plaguetograma, transaminases (oxalacética e piravica), bilirrubina (direta, indireta e
total) e Gama GT. A partir da urina foi quantificado o metabdlito &cido trans,trans-
muconico, determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a

caracterizacdo da magnitude da exposicdo aos vapores de gasolina.

4.3 TESTE DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

4.3.1 Coleta de material

O projeto multicéntrico contempla a avaliacdo de uma série de fatores, de
exames bioquimicos a testes de genotoxicidade. Portanto, para os testes de
aberracdes cromossbémicas (ACs), aliquotas de 1mL de sangue total foram

separadas em tubos contendo heparina, homogeneizados e mantidos resfriados.

4.3.2 Procedimentos do teste de ACs

Toda a metodologia para o teste de aberracbes cromossdmicas consta dos
POPs (Protocolos Operacionais Padrao) do Laboratorio de Toxicologia do Centro de
Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana (Cesteh/Ensp/Fiocruz). O

protocolo referente a este teste consta desta dissertagéo (Anexo llI).

De forma sumarizada, o teste de Aberragbes Cromossdmicas consiste em
preparar uma cultura celular que sera incubada em condi¢cbes favoraveis para a
divisdo celular dos linfocitos com o estimulo da fitohemaglutinina, e interromper a
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divisdo na metéfase. Apds a incubagcdo as células sdo lavadas e tratadas com
solugdes hipotbnica e fixadora, de modo a garantir, ao final, uma solugéo limpida
contendo apenas linfécitos em metafase. Para a conclusdo de todas as etapas do

teste de ACs, é necessaria uma semana.

Para a visualizagdo dos cromossomos metafésicos, essa solugéo é distribuida
em laminas e estas lidas em microscopio 6tico. Para o exame das laminas, um
microscopio com camera acoplada e conectado a um computador foi utilizado. O
software Metafer 4® foi utilizado para a leitura das laminas, varrendo as mesmas e
registrando as imagens de metafases (de acordo com padrdes estabelecidos no
software) para analise mais minuciosa a ser realizada pelo especialista. As
metafases foram avaliadas pelo menos em 100 células por individuo, de forma a
assegurar sua representatividade, de acordo com Carrano e Natarajan (1987), e
quantificadas, tabuladas e avaliadas por intercomparacdo — agrupando os
trabalhadores por postos e outros fatores de interesse, como processos de trabalho
e indicadores bioquimicos. Os resultados obtidos foram comparados com estudos
similares (avaliacdo da exposicdo ocupacional de frentistas através do teste de ACSs)
realizados por outros grupos e publicados em revistas cientificas. A frequéncia na
ocorréncia de quebras (cromatidicas e cromossémicas) e o numero de células
aberrantes analisadas foram os fatores que determinaram, neste estudo, o impacto

negativo da exposicdo sofrida por essa populacéo.

Além da avaliacdo das aberracdes cromossdmicas, informacdes oriundas dos
questionarios individual e clinico, do hemograma e dos exames de urina foram

utilizadas para conferir maior robustez aos achados.

4.4  ANALISES ESTATISTICAS

Todas as informacgdes coletadas foram inseridas e consolidadas em banco de
dados, tratadas e analisadas com auxilio do software estatistico SPSS®, versédo 20.
Foi realizada analise descritiva dos dados, com médias e desvios padrdo, bem como
testes de normalidade para escolha do teste estatistico adequado. Os questionarios,
apos avaliacéo, tiveram questbes com mesmo objetivo transformadas em variaveis-

resumo, cada questdo representando um ponto no somatorio da variavel-resumo, e
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esta categorizada a partir da mediana da distribuicdo obtida na populagéao do estudo.
As variaveis de desfecho, neste estudo as informacdes obtidas através de
hemograma (em especial a contagem total de leucdcitos), bioquimica e teste de
aberracdes cromossdmicas, foram cruzadas com as demais variaveis, considerando
plausibilidade biolégica, para correlacdes, comparacdo de médias (teste t ou Mann-
Whitney) e proporcbes. Para todas as andlises, foi considerada significancia

estatistica de 95%.
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5

postos

sociodemogréficos,
escolaridade, séo apresentados na Tabela 2.

de revenda de

RESULTADOS E DISCUSSAO

combustiveis

veiculares

como género, grupo étnico declarado,

Seus

renda familiar

Tabela 2: Informag8es sociodemogréficas da populacéo de estudo.

Categoria

Género n %
Masculino 36 92,3
Feminino 7,7
Grupo étnico %
Branco 12 30,8
Negro 8 20,5
Pardo 15 38,5
Indigena 2,6
Situacéo conjugal n %
Casado 26 66,7
Solteiro 1 2,6
Divorciado 12 30,8
Renda familiar n %
Até 1 salario 2 5,1
1-2 salarios 16 41,0
2-3 salarios 13 33,3
3-4 salarios 6 15,4
Mais de 4 salarios 2 51
Escolaridade n %
Fundamental Incompleto 5 12,8
Fundamental Completo 7 17,9
Médio Incompleto 12 30,8
Médio Completo 12 30,8
Superior Incompleto 3 7,7
Média d.p.

Com que idade comecou a trabalhar em postos? 24,2 7,2
Ha quanto tempo trabalha em postos? 9,0 9,2
Idade 37,9 10,1
TOTAL 39 100

A populacdo do estudo foi composta de 39 individuos distribuidos em seis

(PRCV). dados

e

Quanto a habitos de tabagismo e etilismo, 14 individuos (35,9%) declararam

gue fumam ou fumaram, enquanto 32 sujeitos (82%) afirmaram que consomem ou
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consumiam bebidas alcodlicas. Informac¢des mais detalhadas sdo apresentadas na
Tabela 3.

Tabela 3: Dados descritivos sobre consumo de alcool e fumo.
Categoria n %
Questdo: quanto ao tabagismo, vocé:

Tabagista 6 15,4
Cigarros/dia 1-10 5 83,3
11-20 1 16,7
Ex-tabagista 8 20,5
Ha quanto tempo parou? Média (em anos) 10,5 (£8,49)
Por quanto tempo fumou? Média (em anos) 11,1 (£5,9)
Cigarros/dia 1-10 2 28,6
11-20 4 57,1
40-60 1 14,3
Nunca fumou 25 64,1
TOTAL 39 100,0
Questado: quanto ao consumo de bebidas alcodblicas, vocé:
Consome 30 76,9
Tipo de bebida alcodlica N&o-destiladas 24 80,0
(n=30) Destiladas 2 6,7
Ambas 4 13,3
Frequéncia n=27) Ocasionalmente 3 11,1
1-2 vezes/semana 17 63,0
3-4 vezes/semana 4 14,8
5-6 vezes/semana 1 3,7
Diariamente 2 7,4
Consumia 2 51
Ha quanto tempo parou? Média (em anos) 13 (n=1)
Por quanto tempo bebeu? Média (em anos) 20 (n=1)
Nunca bebeu 7 17,9
TOTAL 39 100,0

Dos hébitos pessoais, 0 tabagismo € o de maior importancia em estudos de
exposicao ao benzeno, dada a influéncia, por sua composi¢cdo complexa, sobre os
metabdlitos e indicadores de genotoxicidade avaliados nesses estudos. Artigos
sobre efeitos genotdxicos de uma exposi¢ao ocupacional a vapores de combustiveis
em frentistas publicados nos ultimos anos, em sua maioria, apresentam seus
resultados agrupados por tabagismo (CARERE et al., 1998; BUKVIC et al., 1998;
FRACASSO et al., 2010; REKHADEVI et al., 2010; ROSA et al., 2012; MORO et al.,
2013; LOVREGLIO et al., 2014). Alguns outros estudos elencam o héabito de fumar
como critério de exclusdo, de modo a reduzir o impacto de variaveis confundidoras

sobre os resultados. Sellappa et al. (2010) encontrou diferencas significativas na
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ocorréncia de microndcleos num grupo de 110 frentistas e 100 sujeitos néo
ocupacionalmente expostos em relacdo ao fumo, essa diferenca sendo mais
evidente entre os sujeitos livres de exposicdo ocupacional;, Também em 2010,
Fracasso e colaboradores avaliaram um grupo composto por 28 frentistas, 21
técnicos de reparo de bombas de combustiveis e 51 sujeitos ndo expostos
ocupacionalmente quanto a ocorréncia de aberracbes cromossOmicas e nao
encontraram, em seus resultados, diferencas significativas entre fumantes e nao

fumantes nos grupos supramencionados.
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51 DADOS DE EXPOSICAO OCUPACIONAL

O questionario individual aplicado aos trabalhadores da pesquisa avalia, além
de informacfes sociodemograficas, fatores relacionados ao processo de trabalho
desses individuos. A populagdo distribuida em 6 PRCV foi organizada em funcdes
(Tabela 4). Pela avaliacdo das informagfes nota-se que, apesar da tentativa de
categorizacdo das func¢des dos individuos, todos eles desempenham a tarefa de
abastecimento de veiculos, tendo tal classificacédo sido criada com base nas demais
tarefas relatadas pelos sujeitos (Técnico de lubrificacdo, que faz lavagem e troca de
6leo dos veiculos, geréncia e subgeréncia administrativa do PRCV, frentista, que faz
controle de estoque, vendas). A variavel de interesse (ocorréncia de aberracfes
cromossOmicas) foi avaliada em funcédo desta distribuicdo, e ndo houve diferencas
estatisticamente significativas (dados nédo apresentados). O levantamento
bibliografico por estudos similares (avaliagdo da exposi¢do ocupacional aos vapores
de gasolina por frentistas) ndo encontrou artigos em que tal tipo de distincdo fosse
feita, tratando todos os trabalhadores de PRCV da mesma forma. Em 2014, Piero
Lovreglio e sua equipe avaliaram aberragcbes cromossOmicas e ocorréncia de
micronucleos em um grupo de trabalhadores do ramo de combustiveis na Italia. Com
24 frentistas, 19 motoristas de carros-tanque e 31 sujeitos de referéncia, apesar de
ter verificado niveis de benzeno no ar e seus metabdlitos (ATTM, AFM e Benz-U) em
maiores concentragdes nos postos de trabalho dos motoristas, Lovreglio et al. (2014)
nao encontrou diferencas estatisticamente significativas nos padroes de ACs e MN
entre os trés grupos. Portanto, tal agrupamento dos sujeitos da pesquisa ndo sera
incluido nas analises, tendo sido apresentado apenas para evidenciar que 0sS
trabalhadores de um posto de revenda de combustiveis ndo desempenham as

mesmas funcgodes.

Tabela 4: Distribuicdo dos trabalhadores (h=39) por posto e ocupacéo.
Técnico de lubrificacdo  Geréncia/ subgeréncia Frentista

Posto A 2 1 3
Posto B 0 1 4
Posto C 1 2 7
Posto D 0 0 6
Posto E 0 0 3
Posto F 0 2 7
TOTAL 3 6 30

44



Uma série de perguntas do questionario focava nas atividades realizadas nas

rotinas normais de funcionamento de um PRCV, e apontava o quanto o trabalhador

tem contato com os combustiveis (ou seus vapores) além da atividade de

abastecimento. As informacdes sobre essas atividades no grupo analisado

encontram-se na Tabela 5. Complementando essas informacdes, uma secdo do

questionario levantou dados sobre habitos comuns aos frentistas, mas que

representavam risco ocupacional. As perguntas e respostas do grupo analisado

estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 5: Atividades realizadas pelos trabalhadores durante o exercicio da funcéo.

Questdes

N %

Nao 23 58,97

J& coletou amostras de caminh&o-tanque? Realizou 14 35,90
Ainda realiza 2 5,13

Usa equipamentos além do uniforme durante as Sim 4 26,67
coletas? N&o 11 73,33
Realiza a analise das amostras? Ngo 23 74,19

Sim 8 25,81

. . . Lo Nao 18 46,15
J& realizou medicdo manual dos niveis dos tanques? sim 21 5385
Faz uso de algum equipamento além do uniforme Sim 2 9,52
durante a medicdo dos niveis dos tanques? N&o 19 90,48

Nao 27 69,23

Ja realizou limpeza de caixa separadora de agua e 6leo? Realizou 9 23,08
Realiza 3 7,69

Nao 19 48,72

Jé realizou troca de 6leo de carro? Realizou 7 17,95
Realiza 13 33,33

Nao 19 48,72

Jéa realizou afericdo da bomba de combustivel? Realizou 4 10,26
Realiza 16 41,02

Nao 32 82,05

Jé& realizou drenagem da bomba de combustivel? Realizou 1 2,56
Realiza 6 15,39

TOTAL 39 100,00
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Tabela 6: Lista de habitos gue aumentam o risco da exposi¢éo ocupacional.
Habitos N %

Ndo 7 179
Sim 32 821
Nao 12 30,8
Sim 27 69,2
Nao 17 43,6
Sim 22 564
Nao 30 789
Sim 8 211
Nao 23 59,0
Sim 16 41,0
Ndo 18 46,2
Sim 21 538
Nao 34 91,9
Sim 3 8,1
TOTAL 39 100,0

Usa paninho?

Aproxima o rosto quando enche até a boca?

Cheira a tampa do carro?

Confia no bico automatico

Aspira combustiveis com a mangueira?

Roupa molhada de combustivel?

Usa querosene ou outra substancia para dar brilho?

As informacdes levantadas através das questdes apontadas nas Tabelas 5 e
6 indicam a realizacdo de atividades associadas a um aumento na exposi¢cao e,
portanto, no risco das funcdes nos postos. Para inserir tais dados nas andlises, uma
Gnica variavel, denominada fator de risco, foi criada, resumindo-os. Para cada
atividade realizada (Tabela 5), um ponto foi dado. Um ponto a mais foi acrescido
guando equipamentos de protecdo individual (EPI) ndo eram utilizados no processo
da tarefa listada. E em relacdo aos habitos do frentista (Tabela 6), para cada
resposta que represente risco — usar “paninho”, aproximar o rosto ao encher até a
boca, cheirar a tampa do tanque de combustivel do carro, ndo confiar no bico
automatico, aspirar combustiveis com mangueira, usar roupa molhada de
combustivel ou usar substancias que contenham solventes para dar brilho em
carros/pneus —, um ponto era adicionado ao score. Ao final, a variavel-resumo, pode
ter de 0 a 16 pontos, sendo O minimo risco adicional (ao risco ja considerado pela
funcdo e suas atividades) e 16, o maximo de risco adicional avaliado pelo
questionario. Esta varidvel teve sua pontuagdo categorizada em dois niveis,
definidos a partir da mediana da distribuic&o: baixo risco (0 — 7 pontos) e alto risco (8

— 16 pontos).

Avaliando artigos com mesmo foco, este tipo de analise do processo de

trabalho para levantamento de maior ou menor risco decorrente das atividades
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desempenhadas pelos trabalhadores nao havia sido realizada ou, caso o tenha, ndo

foi contemplada na redacao dos artigos.

Quanto as analises do sangue coletado dos trabalhadores, os resultados do
hemograma completo e dos indicadores bioquimicos sdo apresentados nas tabelas
7 a 9, organizados por resultados de eritrograma, leucograma e plaquetograma com
bioguimica.

Tabela 7: médias dos resultados dos eritrogramas categorizados por sexo e valores de referéncia
Componente Unidade Valor +d.p. Referéncia

Hemacias M/mm3 4,99 + 0,61 45-6,0

Homens Hemoglobina g/dL 14,65 + 1,06 13-17
(n=36) Hematocrito % 42,97 £ 2,95 39-50
VGM fl 86,85 + 6,96 80— 98

Hemacias M/mm3 4,23 +0,20 40-54

Mulheres Hemoglobina g/dL 12,13+0,35 11,6 — 15,6
(n=3) Hematocrito % 36,73+ 2,84 3648
VGM pms3 86,9 + 4,36 82-92

Tabela 8: médias dos resultados dos leucogramas e valores de referéncia

Componente Valores (média+d.p.) Referéncia
un/mm3 % un/mms3

Leucdcitos totais 6.681 + 1838 - 4.000 a 10.000
Bastonetes 25,4+ 63,2 0,4+0,9 0-550
Segmentados 3.785+ 1334 55,9+9,2 1.600 — 7.700
Eosinéfilos 207,6 £195,2 31+26 40 - 550
Basofilos 52,1 +59,8 0,9+0,9 0-110
Monécitos 509,9 + 152,5 79%+20 160 — 1.320
Linfécitos 2.102,2 + 688,2 31,9+7,6 1.000 — 4.950

Tabela 9: médias dos resultados do plaquetograma e indicadores bioquimicos e seus valores de

referéncia

Componente Unidade Valor = d.p. Referéncia
Plaquetas un/mm3 251082 + 58316 150.000 — 450.000
Transaminase Oxalacética  U/L 32,26 £ 18,9 10-39

Pirdvica uU/L 31,55+ 37,5 10-45
Bilirrubina Total mg/dL 0,44 + 0,31 0-1,2

Direta mg/dL 0,15+ 0,08 0-04

Indireta mg/dL 0,33+0,23 0-04
Gama GT uU/L 46,56 + 34,9 05-58

A literatura associa a exposicdo aos vapores de combustiveis (em especial
aos solventes neles presentes, como 0 benzeno) a uma diminuicdo da contagem
total de leucdcitos, com possivel desenvolvimento de um quadro de leucopenia

(ATSDR, 2007). Na amostra analisada, apesar de a média da contagem de
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leucocitos encontrar-se dentro da faixa da normalidade, dois trabalhadores estdo em
leucopenia, ou seja, com contagem total de leucdcitos abaixo do limite minimo
aceitavel de 4000 un/mm?3 e mais da metade (51,3%) tém sua contagem na metade
inferior da faixa (4000 — 6999). Este quadro ndo representa um desfecho nocivo,
mas merece atencdo e aponta para a importadncia de acompanhamento das
condicdes de saude desses trabalhadores, em especial numa populagdo com risco
ocupacional ja estabelecido (ZHANG et al., 2002).

Através da urinalise foram determinados os niveis de &cido trans,trans-
muconico (ATTM), metabdlito que tem relagcdo com a exposicao ao benzeno, apesar
de ter sua especificidade prejudicada por fatores como dieta e outros habitos, em
especial o tabagismo. O ATTM é um dos metabdlitos gerados pela biotransformacao
do benzeno no organismo, além de ser o Indicador Biolégico de Exposicéo (IBE) por
eleicdo do MTE desde 2001 (BRASIL, 2001). O Ministério apresenta, na mesma
portaria, valores de referéncia de ATTM na populagdo nao exposta
ocupacionalmente. Dentre os artigos elencados pelo Ministério para a composi¢cao
dessa referéncia, a média do ATTM entre fumantes € de 0,15 mg/g Creatinina, e
entre nao-fumantes, 0,08. A populacdo do presente estudo teve uma média de
ATTM, em miligramas por grama de creatinina, de 0,22 (d.p. 0,2). J& é de
conhecimento da literatura (PAULA et al., 2003) que o fumo possui relacdo com as
concentracbes de ATTM e, portanto, os valores apresentados na Tabela 10 séo
categorizados por fumo (se fuma, fumou ou nunca fumou). Os valores de ATTM
obtidos na populacéo analisada neste trabalho, quando comparados com os valores
listados pelo MTE (BRASIL, 2001), s&o 42% maior entre ndo-fumantes e 37% maior
entre os fumantes. Um estudo publicado por Fracasso et al. (2010) também
evidenciou os impactos do fumo e da exposi¢cdo ocupacional sobre a concentracao
de ATTM em frentistas, mas o0s valores encontrados no presente estudo sao
maiores, nao apenas em comparacdo com este, mas outros estudos que
guantificaram este metabolito (TUNSARINGKARN et al., 2011; FRACASSO et al.,
2010; LOVREGLIO et al., 2014).
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Tabela 10: Valores médios do &cido trans,trans-mucdnico categorizados por fumo

Categoria n Valor d.p.
Nao-fumantes 24 0,19 0,19
Ex-fumantes 8 0,16 0,09
Fumantes 6 0,41 0,26
TOTAL 38 0,22 0,2

Figura 7: Distribuicdo das médias dos valores de acido trans,trans-muconico dos 39 trabalhadores, de
acordo com suas condicdes de tabagistas.
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Quanto ao tabagismo, vocé:

Carrieri e colaboradores (2010) analisaram as relacdes entre os metabdlitos
da biotransformacdo do benzeno, &acido trans,trans-mucbnico e acido S-
fenilmercaptdrico, e a exposi¢cdo ocupacional a baixas doses em industrias
petroquimicas, considerando o efeito confundidor de fumo e ingestdo de alcool.
Apesar das baixas concentracées de benzeno no ar (abaixo de 0,5 ppm), foram
identificadas correlagBes entre os metabdlitos e o benzeno no ar, entretanto o ATTM
teve maior afinidade com o habito de fumar que com a exposicdo ocupacional.
Apesar dessa diferenca, os valores de benzeno no ar estimados a partir dos valores
de ATTM, usando como base a correlacdo apresentada na Portaria 34 do MTE,
foram inferiores a 1 mg/m3 (ou 0,3 ppm), portanto ndo encontram-se acima do
permitido por lei. Entretanto, este quadro ndo pode ser tomado como auséncia de

risco ou mesmo de efeitos sobre a saude.
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5.2 RESULTADOS DO TESTE DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

De cada um dos 39 sujeitos, 6 laminas foram preparadas e lidas em
microscopio 6tico com o auxilio do programa Metafer 4®. Apesar da meta minima
estabelecida de 100 metéfases lidas por trabalhador, este valor ndo pbde 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.

Trés variaveis foram elaboradas para analisar os efeitos da exposicéo
ocupacional a qual os trabalhadores avaliados neste estudo estdo sujeitos. Elas

informam sobre:

e A fracdo de células em metéfase que apresentaram ao menos uma
aberracdo, fosse esta cromatidica ou cromossémica, a cada 100 células

analisadas — células aberrantes;

e O valor médio de quebras cromatidicas e cromossdmicas observado a

cada 100 células metafasicas analisadas — quebras por analise;

e O numero médio de células metafasicas com segregacédo centromérica
prematura (SCP, quando as croméatides dos cromossomos de
determinada célula encontram-se separadas) por sujeito avaliado pelo
teste de ACs. Um exemplo de metafase com SCP pode ser visto na figura

a sequir:
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Figura 8: Exemplo de célula em divisdo mitdtica com separagao centromérica prematura (SCP).
Imagem obtida durante as analises com auxilio do software Metafer 4°.

A ocorréncia de segregacdo centromérica prematura € um tipo de aberragéo
pouco tratado na literatura e, em especial, em casos de exposi¢coes a solventes.
Nenhum artigo foi encontrado, em busca no portal PubMed, sobre SCP e exposi¢ao
a vapores de combustiveis. Major et al. (1999) elencou a ocorréncia de SCP em
populacbes com diversas exposi¢cbes ocupacionais: trabalhadores da industria
petroquimica (entre eles grupos expostos a 6leo bruto e benzeno, especificamente),
guimica, farmacéutica e enfermeiros. Os trabalhadores da indUstria petroquimica
sdo o0s que apresentam maior taxa de ocorréncia da segregacdo centromérica
prematura, com uma media de 11,45 + 1,4 células metafasicas com até trés
cromossomos apresentando SCP (média entre todos os grupos expostos = 3,8 +
0,9; entre os nao expostos, 0,45 = 0,2). O artigo aponta alta correlacdo entre
exposicdo e ocorréncia de SCP, sugerindo mais estudos sobre o uso deste fator
como indicador em genotoxicidade. Entretanto, apesar da data da publicacdo, a

sugestédo de maiores estudos sobre este bioindicador persiste.

Os dados obtidos através do teste de Aberracbes Cromossdmicas sdo

apresentados, de forma sumarizada, na Tabela 11. O teste ANOVA para
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comparacdo de médias dos resultados de ACs revelou diferencas estatisticamente

significativas (p < 0,05) apenas entre 0s postos de combustiveis. As demais

variaveis nao apresentaram relacdo com a distribuicdo dos resultados do teste de

ACs.

Tabela 11: Resultados dos testes de ACs de acordo com grupos (n=35)
Variaveis Metafases Quebras por Metéafases
com AC (%) analise com SCP
Sexo Homens 8,7+£8,0 16 £ 15,5 3,0+£5,0
Mulheres 8,5+10 11,2+ 11,0 2,7+3,8
Nunca fumou 8,0x7,0 14,7 + 13,5 39+5,8
Tabagismo Ex-fumante 8,1+6,0 12,8 +11,1 09+14
Fumante 12,8+ 14,6 24,1+ 25,8 2,2x27
Posto A 6,7+£8,1 7,2+9,0 2428
Posto B 19.8+£124 34,1+24,9 3641
PRCV Posto C 6,9+4,1 12,6 £ 8,7 5784
Posto D 12,0£9,0 25,0+ 19,1 1,0+£0,8
Posto E 7,1+£0,9 15,0+ 2,7 33x2,3
Posto F 45+ 3,5 9,1+7,1 0914
Fator de Baixo risco 9,2+9,5 16,0 £ 16,9 2023
risco Alto risco 8,1+5,9 15,1+12,9 4,2+6,9

Figura 9: distribuicdo das médias das frequéncias de metafases com AC, categorizadas por PRCV
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Figura 10: distribuicdo das frequéncias de quebras por metafase, categorizadas por PRCV
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Conhecendo o impacto do habito de fumar sobre as variaveis de desfecho,
novos testes de comparacdo de média foram realizados, analisando cada um dos
trés grupos relacionados ao tabagismo (ndo-fumantes, ex-fumantes e fumantes)
categorizados pelo PRCV onde trabalham. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12: Valores descritivos e teste ANOVA comparando os PRCV para as variaveis de interesse.

Variaveis Média £ d.p. ANOVA

F p
Acido t-t-mucénico 0,19+0,19 3,339 0,026
Nao-fumantes Metafases com AC (%) 10,0+9,5 2,428 0,073
(n=25) Quebras/ 100 metafases 20,0 +22,1 2,709 0,052
Metafases com SCP 35+55 1,523 0,230
Acido t-t-mucénico 0,16 +0,09 1,435 0,399
Ex-fumantes Células aberrantes (%) 8,1+6,0 0,98 0,528
(n=8) Quebras/ 100 metafases 12,8+ 11,1 0,923 0,548
Células com SCP 0,88+1,4 0,386 0,810
Acido t-t-mucdnico 0,41+0,26 168,325 0,006
Fumantes Células aberrantes (%) 12,8+14,6 47,858 0,020
(n=5) Quebras/ 100 metafases 24,1+ 258 35382 0,027
Células com SCP 22+27 0,405 0,712
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Nas comparacbes entre postos de combustiveis foram identificadas
diferencas estatisticamente significativas nas médias de ATTM entre os PRCV B a F,
apenas entre os nao-fumantes, dado que os grupos de ex-fumantes e fumantes nao
foram avaliados pelo baixo numero de trabalhadores em cada posto nestes grupos.
Além dos postos de combustiveis, testes de comparacdo de médias foram feitos
categorizando as variaveis de desfecho por sexo, tempo de trabalho, aumento do
risco ocupacional, tempo X risco (variavel de quatro fatores que conjuga o tempo de
trabalho e o aumento do risco ocupacional) e contagem de leucdcitos totais. Todas
as andlises supracitadas ndo apresentaram diferencas de médias estatisticamente

significativas.

Para avaliar possiveis ligacdes entre fatores levantados através dos
questionarios e dos indicadores biol6gicos com as variaveis de desfecho, um teste
de correlacao foi realizado. Apenas ATTM apresentou correlacdo estatisticamente
significativa com a porcentagem de metafases com AC (r = 0,39; p < 0,05). Apesar
da fraca correlacdo positiva, fato que pode ser explicado por um baixo namero de
sujeitos analisados ou principalmente pela natureza mdltipla e complexa das
aberracdes cromossOmicas e seus agentes causadores, este achado reforca a
relevancia do risco da exposicdo aos vapores de combustiveis sobre a populacédo

analisada.

Os resultados dos testes de aberracées cromossémicas apontam ligacdo com
0s niveis de ATTM, além das diferencas significativas entre postos, o que pode
revelar que, independente de variaveis confundidoras, como o habito de fumar, o
benzeno contido nos vapores de gasolina e, por consequéncia, liberado no ar,
mesmo em concentragcdes que possam estar abaixo dos limites preconizados por lei,
€ metabolizado pelo organismo e, portanto, € um risco ao desenvolvimento de um

quadro nocivo.

Apesar de ter sido usado nos ultimos 14 anos como indicador de dose interna
para exposicdo ocupacional a produtos que liberam benzeno (BRASIL, 2001), em
especial os combustiveis fosseis, dadas as limitacdes de especificidade do uso do
acido trans,trans-mucénico urinario, especialmente neste momento onde as

concentragcbes do toxicante no ambiente se tornam menores, a Comissdo Nacional
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Permanente do Benzeno (CNPBz) se reuniu e convocou a sociedade e instituicdes
de ensino e pesquisa a discutir o uso deste bioindicador, bem como a adoc¢éo de um

novo metabdlito.

Em evento ocorrido em Julho/2014 na Fundacentro, em S&o Paulo, a CNPBz,
com sua representacao tripartite, reuniu pesquisadores sobre o tema para avaliar as
mudancas no cenario sobre a exposi¢cao a benzeno e seus efeitos, em especial no
que diz respeito aos frentistas e seus processos de trabalho. Foi consenso a
necessidade de mudanca na portaria 34, para que o acido S-fenilmercapturico, por
sua alta especificidade, baixa interferéncia por outras subtancias e ser mais indicado
em casos de exposicdo a baixas doses (BOOGARD, VAN SITTERT, 1995), seja
acrescentado aos bioindicadores avaliados em casos de exposi¢cdo ocupacional ao
benzeno (FUNDACENTRO, 2014). Para a tomada desta decisdo, artigos sobre
exposicdes ocupacionais a baixas doses de benzeno ao redor do mundo e o0s
métodos de maior acuricia para sua determinacdo foram discutidas com

trabalhadores, Governo e comunidade cientifica.

Alguns estudos avaliaram, no Brasil e em outros paises, o impacto da
exposi¢do ocupacional aos vapores de combustiveis a qual os frentistas estao
sujeitos através de testes de genotoxicidade, como as aberracdes cromossdmicas
(CARERE et al., 1995; CELIK e AKBAS, 2005; FRACASSO et al.,, 2010;
LOVREGLIO et al., 2014; TREVISAN et al., 2014 SANTIAGO et al., 2014).

Em 1995, Angelo Carere e sua equipe avaliaram os efeitos citogenéticos da
exposi¢do ocupacional sofrida por frentistas em Roma, na Italia. Neste estudo, 23
trabalhadores n&o-fumantes e 24 sujeitos livres de exposi¢cao ocupacional utilizando
testes de micronucleo, troca de cromatides irmas (SCE) e aberracdes
cromossOmicas (ACs) foram avaliados (CARERE et al.,1995). Além da exposicao ao
benzeno, o0s pesquisadores consideraram o chumbo, metal presente nos
combustiveis derivados de petrleo a época e, portanto, presentes na fumaca
oriunda dos escapamentos de veiculos automotores. Com uma média de 1,5 mg/m3
de benzeno no ar (d.p. 0,7) e maior nivel de chumbo no sangue em relagdo aos
controles (10,7 + 0,8 X 8,4 £ 0,7; p < 0,05), os niveis de aberra¢cdes cromossdmicas
(1,97% X 1,46%; p = 0,06), troca de crométides irmas (4,73 +0,15X 4,48 +0,11; p =

0,18) e micronucleos (9,6 + 1,5 X 7,7 £ 0,9; p = 0,26), mesmo sem significancia
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estatistica, foram maiores entre os frentistas em comparagdo com a populacao
exposta ndo-ocupacionalmente (CARERE et al., 1995). Mesmo com as limitac6es do
estudo e considerando a reducdo dos niveis dos contaminantes nos combustiveis
nos ultimos 20 anos, o estudo de Carere e colaboradores ja apontava para a
importancia de vigilancia em salude ocupacional sobre essa categoria. Dez anos
depois, Celik e Akbas (2005) publicaram um estudo similar, avaliando através de
ACs e SCE o efeito da exposi¢cdo ocupacional a vapores de combustiveis em um
grupo de 30 frentistas (15 desses fumantes), comparando-os com um grupo de 30
sujeitos (também composto por 15 fumantes) ndo expostos ocupacionalmente. Os
resultados mostraram que a exposi¢cao sofrida pelos trabalhadores, somada ao
habito de fumar, é responsavel por um aumento significativo nas taxas de ocorréncia
de aberracbes cromossdmicas e troca de cromatides irmas, evidenciando o efeito da

exposi¢cdo sobre o sistema hematopoiético.

Nos ultimos 5 anos, estudos com o mesmo objetivo (avaliar o impacto
genotoxico de uma exposicdo ocupacional a vapores de combustiveis) foram
publicados (FRACASSO et al., 2010; LOVREGLIO et al., 2014; TREVISAN et al.,
2014), e em todos eles os resultados apontam para um impacto negativo da
exposicdo sobre o material genético dos trabalhadores. Entretanto, os trés estudos
supracitados concordam que o teste de aberracdes cromossdmicas nao € sensivel o
suficiente para captar os efeitos da exposicdo a baixas doses de benzeno, tendo
visto alteracdes significativas (em comparacdo a grupos ndo ocupacionalmente
expostos pareados por idade) em outros testes de genotoxicidade, como ensaio

cometa, troca de cromatides irmas e micronucleo.

O teste de hibridizacdo fluorescente in-situ (FISH) é uma técnica de
visualizacdo de aberracbes cromossémicas mais robusta, por marcar com sondas
fluorescentes loci especificos e evidenciar em seus resultados ndo apenas quebras,
cromossomos di, tri, tetracéntricos. Através da técnica de FISH é possivel identificar
translocacdes, delecdes e aberracbes numéricas (aneuploidia, hiperploidia,
poliploidia). A técnica de FISH tem sido usada para avaliagdo de exposi¢cdes a BTEX
e seus metabdlitos ha pelo menos 20 anos (ZHANG et al., 1994) e, um estudo
publicado em 2014 (SANTIAGO et al.) avaliou o efeito da exposi¢do sofrida por
frentistas utilizando esta metodologia. Santiago e colaboradores usaram sondas
para marcar os cromossomos 1, 2 e 4 em 60 trabalhadores de PRCV do Municipio
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do Rio de Janeiro, encontrando alta frequéncia de aberragbes (superior a uma
metafase aberrante a cada 100 avaliadas) em cerca de 16% da amostra. Os
pesquisadores compararam a ocorréncia de cada tipo de aberracdo, sendo as
translocacdes as de maior numero. Desta forma, pode-se concluir também que o
teste de ACs realizado da forma tradicional (coloracdo por Giemsa) também pode
subestimar o real impacto de uma exposicdo por ndo contemplar quebras

erroneamente corrigidas pelo sistema.
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6 CONCLUSOES

Apés completar a analise dos dados produzidos por este estudo, e
considerando sua relevancia para o ambito da saude ocupacional e da toxicologia,
pode-se concluir que mais estudos de avaliagdo dos impactos de uma exposicao
ocupacional a uma substancia sem niveis seguros no ambiente precisam ser
realizados, considerando cuidados no desenho do método e visando nédo s6 apontar
as vulnerabilidades, mas principalmente agir fomentando os setores responsaveis

para a tomada de decisdo nesta area.

O estudo nédo pode demonstrar a relacdo entre a exposi¢cdo ocupacional ao
benzeno oriundo da gasolina com efeitos genotoxico através do teste de aberracbes
cromossOmicas convencional, concordando com a literatura que obteve resultados
similares, apontando para as baixas doses do toxicante no ar como possivel causa
deste resultado, e sugerindo que outros testes de genotoxicidade, como Ensaio
cometa e Micronudcleo sejam utilizados neste cenario por sua maior sensibilidade a
baixas doses de agentes de potencial genotdxico, como o benzeno. Entretanto a
relacdo entre aberragbes cromossdmicas, 4&cido trans,trans-mucbnico e a
combinacado da exposicdo com o tabagismo refletem a importancia de se monitorar
de maneira continua esses trabalhadores de modo a evitar que um quadro ainda
precoce de dano evolua para manifestacdes clinicas do efeito nocivo dessa

exposicao.

Tendo avaliado as informagbes acima, conclui-se que, para amostras
pequenas, o teste de aberragbes cromossbmicas convencional ndo € o0 mais
indicado para a avaliacdo de uma exposi¢do a baixas doses de benzeno, e assim
como o0 acido trans,trans-mucénico urinario, por sua inespecificidade, deve ser

repensado como indicador de dano precoce causado por exposicao a este toxicante.
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Avaliacéo da exposicao ocupacional ao benzeno em postos de
combustiveis no Municipio do Rio de Janeiro: uma abordagem

integrada para as a¢des de vigilancia em saude

QUESTIONARIO INDIVIDUAL

Nome do Posto:

N°do posto |_ | | N° Questionario |__|_|_|

Data da Entrevista: / /

Entrevistador:

Supervisor:
Codificador:

Digitador:

MODULO 1: CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

(MNome:| | [ |1 [ VT T VT
(S O O O O O O O ) O
(S O O O O O O O U

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

(4) Idade:| __ | _| (5) Naturalidade (UF):| __ | (6) Nacionalidade:
999-Ignorado || [] 1-Brasileira [ ] 2-Estrangeira

Pais de origem: [ ] 9-Ignorado

9-Ignorado

(7) Situagéo familiar / conjugal: [ ] 1-Casado(a) ou vive em uni&o; [ ] 2- Separado(a), ou divorciado(a);

[13-Viavo(a); [_]4- Solteiro(a) (nunca casou ou viveu em unizo)




(8) Renda Familiar:
R$:

1-[_] Até um salério (até RS 725,00)

2-[_] Entre 1-2 salarios (entre RS 725,00 e RS 1.450,00)
3-[_] Entre 2-3 saléarios (entre RS 1.450,00 e RS 2.175,00)
4-[_] Entre 3-4 salarios (entre RS 2.175,00 e RS 2.900,00)
5-[_] Mais de 4 salarios (acima de RS 2.900,00)

(9) O Censo Brasileiro (IBGE) usa os termos preta, parda, branca, amarela e indigena para classificar a cor
ou raga das pessoas. Se vocé 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: (ENTREVISTADOR LEIA TODAS AS ALTERNATIVAS)

[ ]1-Nao sabe ler e escrever

[] 2-Alfabetizacao 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

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

(13) Municipio: (14) UF:| __| __| |(15) CEP:|

(16) Cédigo IBGE (Municipio): |

(17) Telefone:| | [ [ _[-[_[_|_|_| (18) Celular: |

(19) Ha quanto tempo reside no enderego atual?

[]9-NS/NR




MODULO 2: INFORMAGOES SOBRE EXPOSICAO OCUPACIONAL

63(20) Qual sua situagao atual no mercado de trabalho?
[_] 1-Empregado registrado CLT []5-Cooperativado  [_] 9-NS/NR

[_] 2-Empregado nao registrado [_] 6-Aposentado

[ ] 3-Auténomo / conta propria [] 7-Empregador

[ ] 4-Trabalho temporario [ ] 8-Outros:

(21) Vocé é sindicalizado? [ ]1-Sim [ ] 0-Nao [ ]9-NS/NR

(21a) Se sim, qual o sindicato?

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

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

tempo?

ONDE? O QUE FAZIA? POR QUANTO TEMPQ?
No. Meses/Ano

(24) Qual sua ocupacao atual?

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

(25) Ha quanto tempo o sr (a)trabalha nesta ocupagao? [ ]19-NS/NR

(26) Qual seu horario de trabalho predominante?

-] | _las| __|_| [ 9-NSINR

(26.1)Turno:

[ ] 1-Tumo Fixo [ ] 2-Turno Alternado [ ] 9-NS/NR
[ ] 3- Outros:




(27) O sr (a) tem folga?

[ ] 1-Sim
[] 0-N&o (Passe para a pergunta 30)
[ ]19-NS/NR

(28) Quantos dias na semana o sr (a) tem de folga?
n° de dias da semana| | | []9-NS/INR

(29) Suas folga (s) sao em dias fixos ou alternados?

[]1-Fixo

[ ] 2-Alternado

[ ]19-NS/NR

(30) Quais desses procedimentos o sr (a) realiza durante o seu trabalho? ENTREVISTADOR LEIA TODAS AS OPGOES
A- Uso do paninho [ 11-Sim []0-Nao [ ]9-NS/INR

B- Aproxima o rosto quando abastece até aboca [ ] 1-Sim [_]0-Nao [ ]9-NS/NR

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

D- Confia no bico automatico [ 11-Sim [ ]0-Nao [ ]9-NS/INR
E- Aspira combustiveis com a mangueira [ 11-Sim []0-Nao [ ]9-NS/NR
F- Roupa molhada de combustivel [ 11-Sim [ ]0-Nao [ ]9-NS/INR
G- Lava carros [ 11-Sim [ ]0-Nao [ ]9-NS/NR

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

l- Outro?

II- [11-Sim Qual: [ 10-Ndo [ ]9-NS/NR
(31) Quais combustiveis o sr(a) abastece? ENTREVISTADOR LEIA TODAS AS OPGOES

[ ]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
[]9-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 | _| | _|

(34) O sr(a) usa equipamentos diferentes do uniforme durante as coletas do caminhao tanque?

[ ]1-Sim Quais:

[ ]0-Nao

[ ]9-NSNR

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

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

[]0-Nao [ ]9-NS/NR

(36) Onde sao armazenadas as amostras de combustiveis?
A-[_] escritério B-[_]sala de refeigéo/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 medi¢gao manual (com régua) dos niveis dos tanques do subsolo?

[ ]1-Sim Como:

[]0-Nzo (Passe para a questio 40)
[ ]9-NS/NR

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

[ ]9-NS/NR

(39) O sr(a) fez uso de algum equipamento além do uniforme durante a medigao dos niveis dos tanques do
subsolo?

[ ]1-Sim Quais:

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




(40) O sr(a) ja realizou limpeza da caixa separadora de agua e 6leo?
[]1-Sim - Por quanto tempo?| __|| [ meses/anos 2- [ ] Continua realizando
Quantas vezes na semana | __ || __|

[]0-N&o [ ]9-NSNR

(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/INR

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

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

(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-Nao [ ]9-NS/NR

(44) Algumas desses eventos foram sofridos pelo sr (a) nesta fungdo?

Quantas vezes?

A- Assaltos [ ]1-Sim [ ]0-Ndo [ _]9-NS/NR []

B- Atropelamentos [ ]1-Sim [ ]0-Ndo [ ]9-NSINR []

C- Incéndio / explosao [ 11-Sim []0-Nao [ ]9-NSNR []

D- Vazamento de combustivel no posto [ ]1-Sim [ ]0-Ndo [ ]9-NS/NR []

E- Exposic&o ao combustivel (banho/intoxicagdo) [ ]1-Sim [ ]0-Ndo [ ]9-NS/NR []

F- Vazamento de gas (GNV) [ ]1-Sim [ ]0-Nao [ ]9-NS/NR []

G- Queimadura [ ]1-Sim [ ]0-Nao [ ]9-NS/NR []

H- Vazamento de combustivel no carro do cliente [ ]1-Sim [ ] 0-Ndo [ ]9-NS/NR []
|- Discussao com cliente [ ]1-Sim [ ]0-Ndo [ ]9-NS/NR []
J-Outro: [ ] 1-Sim Quais: []

[ ] 0-Nao




EXPOSIGAO 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 cheiro

46. Com que freqiiéncia o (a) sr(a) tem
contato ou sente cheiro de? Entrevistador:

de? I _
Leia as alternativas
: [ ] 1-Diariamente
AD?E?[: " [] 2-Semanalmente [ | vezes da semana
[]2-Nao [ ] 3- Raramente/Nunca
[]9-NS/NR [ ] 4- Nao tem contato

[ 19-NS/NR

B. Etanol (Alcool)

[ ] 1-Diariamente
[] 2-Semanalmente D vezes da semana

% ;_E'Q; [ ] 3- Raramente/Nunca
[ ]9-NS/NR [ ] 4- Nao tem contato
[ ]9-NS/NR
: [ ] 1-Diariamente
(:D'alféﬁ: [ ] 2-Semanalmente D vezes da semana
[]2-Nao [ ] 3- Raramente/Nunca
[]9-NS/NR [ ] 4- Nao tem contato
[]9-NS/NR
[ ] 1-Diariamente
DDG1Ng|m [] 2-Semanalmente || vezes da semana
[]2-Nzo [ ] 3- Raramente/Nunca
[]9-NS/NR [ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NSINR

E. Fumagas de carro, caminhao e motos
[ ]1-Sim

[ ]2-Nao

[ ]9-NS/NR

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NS/NR

F. Querosene
[ ]1-Sim

[ ]2-Nao

[ ]19-NS/NR

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NS/NR

G. Oleo lubrificante
[ ]1-Sim

[ ]2-N3o

[ ]19-NS/NR

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NS/NR

H. Produtos de Limpeza
especificar:

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

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NSINR




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

46. Com que freqiiéncia o (a) sr(a) tem
contato ou sente cheiro de? Entrevistador:
Leia as alternativas

l. Graxa e cera
[ ]1-Sim

[ ]2-Nao

[ ]9-NS/NR

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NSINR

J. Solventes, removedores, aguarras, thinner
[ ]1-Sim

[ ]2-Nao

[ ]9-NSINR

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NS/NR

L. Outros, Especificar:

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NSINR

M. Outros, Especificar:

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NS/NR

N. Outros, Especificar:

[ ] 1-Diariamente

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

[ ] 4- Nao tem contato

[ ]9-NS/NR

PERCEPGAO DO ENTREVISTADOR:

A - Confianga nas respostas:
[] Confio totalmente

[ ] Confio Parcialmente

] Nao Confio

OBSERVAGOES:
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Avaliacdo da exposicao ocupacional ao benzeno em postos de
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QUESTIONARIO CLINICO

N°doPosto || | | N° Questionario |__|_| | |

Data da Entrevista: / /

Entrevistador:

Supervisor:
Codificador:
Digitador:

MODULO 1: ANAMNESE CLINICA

HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA

(1) Doengas Cardiovasculares: [ ] Sim [ |Nao [ ] Nao Sabe

(1.1)  Qual(is):

(1.2)  Quando? Ano:

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

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

(3) Doengas Neurolégicas: [ 1Sim [ IN&o [_]N&o Sabe

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

(4) Doengas Respiratorias: [ ]Sim [ ]Nao [ ] N&o Sabe

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




(5) Doengas Gastrointestinais:

(5.1)  Qual(is):

[ ]Sim [ ]Nado [ _]N&o Sabe

(5.2)  Quando? Ano:

(6) Doencgas Hepaticas:

[ ]Sim [ ]Nao [ ] N&o Sabe

(6.1)  Qual(is):

(6.2)  Quando? Ano:

(7) Doengas Renais: [ ]Sim [ ]Nao [ ] N&o Sabe

(7.1)  Qual(is):

(7.2)  Quando? Ano:

(8) Doengas Hematolégicas: [ ]Sim [ ]Nao [ ] N&o Sabe
(8.1)  Qual(is):

(8.2)  Quando? Ano:

(9) Doengas Endécrinas: [ ]Sim [_]Nao [ _]N&o Sabe

(9.1)  Qual(is):

(9.2)  Quando? Ano:

(10) Doencgas Psiquicas:

(10.1) Qual(is):

[ ]Sim [ JNao [ ]N&o Sabe

(10.1) Quando? Ano:

(11) Doengas Osteoarticulares:

(11.1) Qual(is):

[ ]Sim [ INao [ ] N&o Sabe

(11.1)  Quando? Ano:

(12) Doengas Uro/ginecolégicas:

(12.1)  Qual(is):

[ ]Sim [ ]Nao [ ] N&o Sabe

(12.1)  Quando? Ano:

(13) Doengas Otorrinolaringolégicas: [ | Sim

(13.1) Qual(is):

[ ]Nao [ ] Nao Sabe

(13.1) Quando? Ano:

(14) Doencas da Visao:
(14.1) Qual(is):

[ ]Sim [ ]Nao [ ] N&o Sabe

(14.1) Quando? Ano:

(15) Doencas da Pele:

(15.1) Qual(is):

[ ]Sim [ ]Nao [ ]Nao Sabe

(15.1) Quando? Ano:




(16) Neoplasias: [ ]Sim [ INao [ ] N&o Sabe

(16.1) Qual(is):

(16.1) Quando? Ano:

(17) Internagdes: [ ]Sim [_]Nao

(17.1)  Motivo(s):

(17.2) Quando? Ano:

(18) Cirurgias: [ ]Sim []Nao

(18.1) Motivo(s):

(18.2) Quando? Ano:

(19) Transfusio de sangue ou derivados: [ | Sim [ ] Nao

(19.1)  Motivo(s):

(19.2) Ano da transfuséo:

HISTORIA PATOLOGICA ATUAL

(20) Diagnéstico de Hipertenséo Arterial: [ ]Sim [_]Nao [ ]N&o Sabe

(20.1) Faz uso de remédios para controle da presséo arterial? [ ]Sim [ ]N&o [ ] N&o Sabe

(20,2) Caso afirmativo, faz uso de forma regular? []Sim []N&o [ ]Né&o Sabe

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

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

(21) Diagnéstico de Diabete Mellitus:

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

[ ]Sim [_]N&go [ ] N&o Sabe Tipo:1[ ]2[ ]

(21.2) Ha quanto tempo: :| __| __| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ignorado

(22) Tem outro(s) problema(s) de saude diagnosticado(s) por médico? [ | Sim [ |N&o [ | Nao Sabe

[

(22.1) Qual: (22.1.1) Inicio:
22.1.2) Usa alguma medicagéo regularmente: [_]Sim [_]N&o [_] N&o Sabe

(
(22.1.3) Qual(is) medicamento(s):
(22.2.1) Inicio: _[___ [

HISTORIA REPRODUTIVA
MULHERES
(23) Possui filhos: [_] Sim
[ ] Nao. Motivo:
(24) Nuimero de Gestagoes:| | _ | Gestagoes

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

(24.1) Nimero de Partos: | _[_|

(24.1.1) Namero de Natimortos: | __| __|

(24.1.2) Nimero de Nascidos Vivos:| __ | __|




(24.1.2.1) Nascidos Vivos Sadios:| __|__|

(24.1.2.2) Nascidos Vivos Nao Sadios:| __ | _|

Qual doenga (inclusive ma formag&o)?

(24.2) Namero de Abortos:| __| __| [[]Provocados |__|__| [C] 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 menstruagao: | | __| Anos []Né&o se aplica
(26) Idade em que parou de menstruar: | | __| Anos []Né&o se aplica
(26.1) Ha quanto tempo parou de menstruar? | __|__| [T] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-lgnorado

(26.2) Por que vocé ndo menstrua mais? [ ] 1 - Menopausa natural; 2 - Cirurgia para retirada de Gtero ou

ovarios; 3 — Outros tratamentos (hormdnios, quimioterapia ou radiagéo); 4 — Outra razao — especificar:

HOMENS

(27) Possui filhos: [_] Sim

[ ] Nao. Motivo:
(27.1) Caso afirmativo, quantos?
(27.2) Todos s&o saudaveis? [ ] Sim [_]Nao [_]N&o Sabe

(27.3) Caso negativo, qual ou quais doengas?

MODULO 2:ESTILOS DE VIDA

TABAGISMO

(28) Vocé é:
[] Tabagista [_] Ex-tabagista (Passe para a quest&o 30) [_] Nunca fumou (Passe para a quest&o 33)

(29) Quantos cigarros vocé fuma por dia?
[ Jmenosde10 [ Jde11a20 [ ]21a30 [ Jmaisde30

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

(32) Quando vocé fumava, quantos cigarros vocé fumava, em média, por dia:

| _|__| Cigarrospordia |__|__| Magospordia |__| N&o sabe/Nao respondeu/Variavel

CONSUMO DE ALCOOL

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

[_Parei de beber (passe para quest&o 37) [ ] Nunca bebi (passe para questéo 40)

(34) Que tipo de bebida alcodlica vocé bebe?

[ ] Cerveja [_]Vinho [ ]Cachaga [ ]Vodka []Outras:




(35) Qual freqiiéncia do seu consumo de bebidas alcodlicas?
[ ]11-2 x semana [_] 3-4x semana [_] 5 a 6 vezes por semana
[ ] Diariamente [ ] Outra:

(36) Em média, quantas doses por dia, por semana ou més o sr (a) consome?
[ ]1a3doses por més [_]1 dose por semana [ ]2 a 6 doses por semana [_]1 dose por dia
[ ]2 doses por dia [_] 3 doses pordia [ ] 4 oumais doses por dia [ ] NS/NR

(37) Ha quanto tempo vocé parou de beber: (38) Durante quanto tempo vocé bebeu:
| | __| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign. | | __| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign.

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

CONSUMO DE OUTRAS SUBSTANCIAS PSICOATIVAS

(40) Atualmente usa drogas: [ | Sim [ ] N&o (Passe para a questao 44)

(41) Qual(is):

(42) Freqiiéncia: [ ] 1 a2 vezes por semana [ |3 a4 vezes por semana [_] 5 a 6 vezes por semana
[ ] Diariamente [ ] Outra:

(43) Ha quanto tempo usa drogas: | __| __| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign.
(44) Ja usou drogas: [ ] Sim [ ] Nao (Passe para a questdo 49)
(45) Qual(is):

(46) Com que freqiiéncia usou drogas:
[ ]1a2vezesporsemana [ |3 a4 vezes por semana

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

(47) Por quanto tempo usou drogas: | __|__| [J D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign.

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

MODULO 3: HISTORIA FAMILIAR

49) Alguém da sua familia ja teve cancer: [ ] Sim [ ] N&o

(49.1) Quem da sua familia teve cancer:
[] Pai. Qual(is) tipo(s)?

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

[ ] Avé. Qual(is) tipo(s)?

[ Avé. Qual(is) tipo(s)?

[] Irmao(a). 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 [_]N&o [_] Nao sabe referir

[_] Nao se aplica

(50.1) Ha quanto tempo atrés:

| __|__| (J D-Dia; M-Més; A-Ano; I-ign
[] De forma inexplicada

(50.2) Quantos kg:| ||

(51.1) Ha quanto tempo atras:

(51) Fraqueza [ ]Sim [ ]N&o [ ]N&osabereferir || __|__| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ilgn
[] De forma inexplicada
(52) Tontura  [_]Sim [ | N&o [_]N&o sabe referir (52.1) Ha quanto tempo atras:

| __|__| (J D-Dia; M-Més; A-Ano; I-ign

[] De forma inexplicada

(53) Sonoléncia

[ ]Sim [ JNao [ ] Nao sabe referir

(53.1) Ha quanto tempo atras:
| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-lgn

[] De forma inexplicada

SISTEMA NERVOSO CENTRAL E PERIFERICO

(54) Cefaléia
[_] Nao se aplica

[ ]Sim [ ]Nao [ ] Nao sabe referir

(54.1) Ha quanto tempo:
| _|__| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign

(55) Irritabilidade

[ ] N&o se aplica (Nervosismo)

[ ]Sim [ ]Nao [ ] Nao sabe referir

(55.1) Ha quanto tempo:
| _|__| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign

(56) Ansiedade
[_] Nao se aplica

[ ]Sim [ ]N&o [ ] N&o sabe referir

[ ] excessiva

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

(57) Insonia
[_] Nao se aplica

[ ]Sim [ ]Nao [ ] Nao sabe referir

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

[ ]Sim

[ ] N&o se aplica (Depresséo)

(58) Alteracéo de Humor

[ ]Nao [ ] Nao sabe referir

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

(59) Alteragdo da atenggo [ ] Sim
[_] Nao se aplica

[ ]Nao [ ] Nao sabe referir

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

(60) Alteracdo da memoria [] Sim

[ ]Nao [ ] Nao sabe referir

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

[ ]Sim

(61) Sudorese noturno

[ ]Nao [ ] Nao sabe referir

(61.1) Ha quanto tempo:




[_] Nao se aplica

| __I__| [J D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign

(62) Formigamentos

[_] Nao se aplica

[ ]Sim [ ]Nao [ ] Nao sabe referir
(MMSS e/ou MMII)

(62.1) Ha quanto tempo:
| __|__| [ D-Dia; M-Més; A-Ano; I-ign

(63) Espasmos
[_] Nao se aplica

[ ]Sim [ ]Nao [ ] Nao sabe referir

[ ] Musculares Involuntarios

(63.1) Ha quanto tempo:
| __|__| [ D-Dia; M-Més; A-Ano; I-ign

(64) Tremores

[_] Nao se aplica

[ ]Sim [ ]Nao [ ] N&o sabe referir
(MMSS efou MMII)

(64.1) Ha quanto tempo:
| __|__| [ D-Dia; M-Més; A-Ano; I-ign

(65) Caibras
[_] Nao se aplica

[ ]Sim [ ]Nao [ ] N&o sabe referir

(65.1) Ha quanto tempo:
| __|__| [ D-Dia; M-Més; A-Ano; I-ign

(66) Diminuigéo de forga muscular [_] Sim [_] N&o

[ ] Nao sabe referir

[_] Nao se aplica

(66.1) Locais:
(66.2) Ha quanto tempo:
| __|__| [ D-Dia; M-Més; A-Ano; I-ign

(67) Convulsdes

[ ] Nao sabe referir

[ ]Sim [ ]Nao
[_] Nao se aplica

(67.1) Tipo:
(67.2) Ha quanto tempo:
| __|__| [ D-Dia; M-Més; A-Ano; I-ign

SISTEMA HEMATOLOGICO E SISTEMA |

MUNOLOGICO

(68) Petéquias:

[ ]Sim [_]Nao [ ]N&o sabe referir [_] N&o se aplica

(68.1) Ha quanto tempo:
| _|__| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign

(69) Hematomas

[ ]Sim [_]Nao [ ]N&o sabe referir [ ] N&o se aplica

(69.1) Ha quanto tempo:
| _|__| [] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-Ign

(70) Epistaxe

[ ]Sim [_]Nao [ ]N&o sabe referir [ ] N&o se aplica

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

ECTOSCOPIA

(71) Irritagé&o Ocular

[ ]Sim [_]N&go [ ]N&o sabe referir [ ] Nao se aplica

(71.1) Ha quanto tempo:
| _|__| ] D-Dia; M-Més; A-Ano; I-lgn

(72) Orientado:

[ ]Sim [ ]Nao

(73) Lucido:

[ ]Sim [ ]Nao

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

outra:

(75) Marcha: [] ataxica [] parética

[ Jembloco [ ] miopatica [_] misto [ ] outra:

(76) Deformidades: [ ] Sim [_]N&o -> 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 [ ]N&o (80) Dificuldade para enxergar: [ ] Sim [ ] Né&o

(81) Nistagmus: [_]Sim [_]N&o | (82) Diplopia: [_]Sim [ ]Nao (83) Acomodag&o: ] Sim [_] N&o

(84) Disfonia: [ ] Sim [ ] Néo

(85) Mucosas: [ ] coradas [ | descoradas (86) Ictericia: [_] Sim [_] Nao

(87) Ganglios palpaveis: [_] Sim [ _]Ndo - Quais: [_] submandibular [ ] pescogo [ ] axilares [_] inguinais
[ ] outro(s):

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

(89) Acne: [_]Sim [_]Nao
(89.1) Localizag&o: (89.2) Extenséo:

(90) Manchas: [_]Sim [_]Nao
(90.1) Localizag&o:
(90.2) Descricao:

(91) Edemas: [_] Sim [_]Nao = Onde:

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

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

APARELHO CARDIOVASCULAR (ACV)

(94) Pressao Arterial: (95) Freqiiéncia Cardiaca:| __ | __| | bpm
| [T Ixl__1_I_|mmHg
(96) Temperatura:| __| __ | .°C 97) Altura:| __[ __| __|em (98) Peso:| _ | _ | _ |kg

(99) Estase Jugular: [ ]Sim [_]N&o

APARELHO CARDIOVASCULAR (ACV)

(100) Ritmo cardiaco: (101) Sopros: [ ] Sim [_]N&o (102) Bulhas normofonéticas:
[ ] Normal [_] Alterado [ ]Sim [ ]Nao
(103) Bulhas Extras: ] Sim [_] N&o (104) Pulso Radial Esquerdo: [_] Normal [_] Alterado




APARELHO RESPIRATORIO (AR)

(105) Deformidade toracica: [ ] Sim [ ]N&ao - Qual:

(106) [_] Eupnéico  [_] Taquipnéico ipm

(107) Murmurio Vesicular bem distribuido: [_] Sim [_] N&o = Por que?

(108) Percussao: [ Normal [_] Anormal = Por que?

ABDOMEN

(109) Plano: [ ] Sim [_]Escavado [ ] Globoso

(110) Cicatrizes: [_] Sim [_]Ndo -> Qual:

(111) Massas palpaveis: [_] Sim [_]Nao = Qual:

(112) Figado palpavel: [_] Sim. Descrigao:

[ ] Nao

(113) Bago palpavel: [_] Sim. Descrigéo:

[ ] Nao

ASSISTENCIA MEDICA

(114) Outros locais onde busca atendimento médico:

[]PSF. Qual?
[_] Outra unidade de satde do SUS (que néo seja PSF). Qual?

[_] Hospital privado. Qual?

[_] Clinicas particulares. Qual?

PERCEPGAO DO ENTREVISTADOR:

A - Confianga nas respostas:
[] Confio totalmente

[ ] Confio Parcialmente

] Nao Confio
OBSERVAGOES:
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1. OBJETIVOS

Este POP fixa condi¢cdes, padroniza, define e estabelece regras que devem ser

aplicadas na avaliagdo de aberragbes cromossdmicas, atraves do método de

Carrano e Natarajan (1987). Tem como objetivo avaliar a exposi¢ao de individuos a

substancias quimicas através da determinacdo de alteracbes citogenéticas

(aberragbes cromossémicas) em linfocitos de sangue periférico humano.
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2. CAMPO DE APLICACAO
Este POP aplica-se ao Setor Executor de Indicadores de Efeito, do Laboratério de
Toxicologia do CESTEH.

3. DEFINICOES

3.1) Aberracdes cromossOmicas: sdo alteracdes no caribtipo celular, podendo ser
numericas ou estruturais, envolvendo um ou mais autoSsomos, Cromossomos
sexuais ou ambos. As aberracfes cromossdmicas numéricas incluem os casos em
que ha aumento ou diminuicdo do numero do cariétipo normal da espécie humana,
enquanto as aberracfes cromossémicas estruturais incluem os casos em que um

OuU mais cromossomos apresentam alteracdes de sua estrutura.

3.2) Linfécitos de Sangue Periférico Humano: Representam uma populacdo de
células que esta predominantemente num estagio pré-sintético de DNA (fase GO)
na qual as atividades bioquimicas e fisioldgicas sdo minimas. A capacidade dos
linfocitos de permear por diversos 6rgdos e retornar a circulacdo através de um
pool de recirculacdo permite com suas observacdes termos uma visdo ampla do

efeito genotdxico no organismo.

3.3) Genotoxicidade: Esta relacionada a capacidade de uma determinada
substancia quimica alterar a estrutura do DNA celular, como resultado de uma ou
mais alteracdes, incluindo mutagdes génicas, dele¢des, rearranjos cromossémicos

e quebras simples e duplas.

REVISAO PAGINA

01 2/10




Ministério da Salde o ( o

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA

Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca SERS%ASRgUCA

TITULO: TESTE DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS EM CcODIGO
LINFOCITOS DE SANGUE PERIFERICO CESTEH 46

4. SIGLAS
Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:
PHA Fitohemaglutinina
DNA Acido Desoxirribonucleico
mL Mililitro
KCI Cloreto de potéassio
mg/mL Miligrama por mililitro
pL Microlitro

5. FUNDAMENTO DO METODO
O método em questdo tem por finalidade avaliar a frequéncia de alteracfes

citogenéticas em linfocitos de sangue periférico.

6. CONDIQGES DE BIOSSEGURANCA

O ensaio deve ser realizado utilizando jaleco, luvas de latex descartaveis, 6culos
de seguranca e mascara ou protetor facial, na preparacdo das amostras. A
preparacao das culturas deve ser realizada em capela de fluxo laminar, e demais

0s demais processos, em capela quimica.

7. MATERIAL

7.1 — Vidrarias e Diversos:
e Erlenmeyer com tampa de rosca
e Pipeta volumétrica de 25mL
e Pipeta Pasteur

e Recipiente Coplin vertical

REVISAO PAGINA
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Recipiente Coplin horizontal
Tubo graduado do tipo Falcon (15mL)
Laminas microscoépicas de boa qualidade

Provetas de 100mL

7.2 — Reagentes:

Tampéao fosfato de sédio 0,1 mol/L e pH= 6,8 (para 500mL):
o 1,719 de Fosfato de Sédio dibasico (Na;HPOy);
o 4,299 de Fosfato de Sodio monobasico (NaH,PO,);
o 500mL de &gua Tipo .
Solucéo Hipotbdnica 0,075M (para 500mL):
o 2,7969g de Cloreto de Potassio (KCI);
o 500mL de &gua Tipo .
Fixador (para 100mL):
o 75mL de Metanol PA;
o 25mL de Acido acético glacial PA.
Solugéo de limpeza das laminas (para 500mL):
o 400mL de Etanol PA;
o 100mL de Acido cloridrico concentrado a 37%.
Meio de cultura:
o 100mL de Meio Ham F-10;
o 25mL de Soro fetal bovino;
o 5mL de Fitohemaglutinina.
Colchicina 95% (16ug/mL)

Corante azur-eosina-azul de metileno, segundo Giemsa

REVISAO
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8. EQUIPAMENTOS / INSTRUMENTOS DE MEDIQAO
e Centrifuga para tubos
e Agitador de tubos
e Estufa para cultura
e pHmetro
e Balanca analitica
e Microscopio
e Pipetador automético

e Micropipeta 100uL

9. PROCEDIMENTO

ESTERILIZAR POR AUTOCLAVACAO (20 MINUTOS A 121°C) TODO O
MATERIAL UTILIZADO NA PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA.

9.1 - Todo o procedimento de manipulacdo das amostras (preparo do meio e
obtencédo das células) devera ser realizado em capela de fluxo laminar, previamente

desinfetada com alcool etilico a 70% e luz ultravioleta germicida por 10 minutos;

9.2 - O preparo das solugdes e a coleta das células devera ser realizado em capela

quimica,;

9.3 - Coletar 5 mL de sangue venoso em tubo a vacuo estéril, contendo o

anticoagulante heparina (sal sédico — tubo Vacutainer® de tampa verde);

REVISAO PAGINA
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9.4 - Até o inicio da cultura, o tubo contendo sangue deve permanecer em baixa
temperatura. Para isso, pode-se usar isopor com gelo ou com recipientes de gel

congelavel,

9.5 - Técnica de Cultura:

9.5.1 — Pode-se utilizar o meio pronto PB MAX (Gibco®), meio para cariétipo
Cultilab® ou preparar um meio;

9.5.2 - Homogeneizar o tubo de sangue por inversdo, no minimo 6 vezes;

9.5.3 — Transferir 0,5mL de sangue total para um Erlenmeyer com capacidade para
50mL, contendo 5 mL de meio de cultura (ou um frasco de meio de cultura de 5mL,
caso tenha adquirido um meio pronto);

9.5.4 - Agitar levemente os frascos contendo as culturas e incubar em estufa, & 37°C
por 46 horas. Sempre conferir a temperatura da estufa utilizando termémetro num
Becker com agua;

9.5.5 - Apds este tempo adicionar a cada cultura 50uL de solucéo de colchicina para
interromper a mitose na fase de metafase;

9.5.6 - Incubar novamente as culturas a 37°C por mais 2 horas.

9.6 - Coleta das Células:

9.6.1 - Passadas as 48 horas de incubacdo, homogeneizar as culturas e verter em
tubos de centrifuga graduados (Falcon), com capacidade para 15mL;

9.6.2 - Centrifugar os tubos a 200g durante 10 minutos. Caso, ao final, o
sobrenadante ndo esteja limpido, centrifugar por mais 5 minutos. Ao fim do

processo, desprezar o sobrenadante com o auxilio de pipeta Pasteur;
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9.6.3 - Sob agitacdo mecéanica em agitador de tubos do tipo vértex, adicionar a cada
tubo solucéo hipotonica de KCI 0,075mol/L até o volume de 8mL. A solucédo deve
ser preparada no mesmo dia e previamente aquecida a 37°C;

9.6.4 - Incubar as células em solugdo hipotonica por 20 minutos a 37°C, para
aumentar o volume celular;

9.6.5 - Centrifugar os tubos a 200g por 10 minutos e desprezar o sobrenadante;
9.6.6 - Adicionar o fixador, preparado no momento do uso e previamente resfriado,
sob agitacdo em Vortex, gota a gota, até completar o volume de 2mL, e depois
rapidamente até o volume de 8mL;

9.6.7 - Guardar os tubos em geladeira por pelo menos uma hora (preferencialmente
até o dia util seguinte), para possibilitar um melhor espalhamento celular;

9.6.8 - Centrifugar os tubos a 600g por 5 minutos e desprezar o sobrenadante;

9.6.9 - Adicionar fixador (preparado no dia do uso e previamente resfriado) até o
volume de 3mL sob agitacdo no vortex;

9.6.10 — Os passos 9.6.8 e 9.6.9 podem ser repetidos mais uma ou duas vezes, até
gue o aspecto da solucdo no Falcon seja limpido e 0 mais transparente possivel;
9.6.11 - Centrifugar os tubos a 600g por 5 minutos e desprezar o sobrenadante;
9.6.12 - Ressuspender as células com um pequeno volume de fixador e estimar
visualmente ao microscopio 6tico, de modo que a concentracdo das ceélulas na
suspensao seja adequada para o posterior preparo das laminas;

9.6.13 - Armazenar os tubos com a suspensao das células em freezer (-20°C) por
no minimo 3 dias, para melhorar o espalhamento celular. A suspenséo celular pode

permanecer em freezer por até quatro meses, mantendo boa qualidade.

9.7 - Preparo das Laminas
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9.7.1 - Colocar as laminas em recipiente do tipo Coplin, e deixar de molho em
mistura de etanol PA e &cido cloridrico concentrado a 37%, por tempo variavel, mas
nunca inferior a um dia;

9.7.2 - AplGs enxaguar em agua corrente por 5 minutos, imergir as laminas em
Coplin com &gua tipo | e levar ao freezer por 15 minutos;

9.7.3 — Homogeneizar com cuidado a suspenséao de células e despejar 1 gota sobre
uma lamina molhada e gelada com auxilio de pipeta Pasteur. Preparar uma lamina
de cada tubo desta forma;

9.7.5 - Secar as laminas em contato com o ar, a temperatura ambiente, e marcar
com o codigo de identificacdo do individuo;

9.7.6 - Verificar a concentracdo das células e o espalhamento das metafases na
lamina ao microscépio O6ptico, sob contraste de fase. Caso a concentracdo de
células esteja baixa, centrifugar o tubo a 600g por 5 minutos e desprezar parte do
sobrenadante, ressuspendendo a seguir; Se a concentracdo estiver alta, diluir um
pouco mais com fixador (preparado no momento do uso e previamente resfriado).
9.7.7 — Tendo garantido concentracdo ideal em cada tubo, seguir com o preparo das
laminas, usando de 3 a 5 gotas por lamina. Fazer em triplicata, ou seja, trés laminas

por tubo.

9.8 - Coloracéo das Laminas:

9.8.1 - Corar as laminas em recipiente do tipo Coplin vertical, contendo 100 mL de
tampao fosfato de sddio, e 3mL de corante azur-eosina-azul de metileno segundo
Giemsa, por 4 minutos;

9.8.2 - Depois de coradas, lavar as laminas em &gua corrente com fluxo suave e

secar a temperatura ambiente, em contato com o ar.
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9.9 - Andlise das Metafases ao Microscopio:

9.9.1 - Analisar as laminas em microscoépio 6tico, equipado com lentes oculares e
lentes objetivas planocromaticas de 10x e 100x;

9.9.2 - Localizar as células em metafase com objetiva de 10x e, apds a sua
visualizacdo, examinar os cromossomos com objetivas de 100x, com O6leo de
imersao;

9.9.3 — Contar e analisar as metafases de cada célula. Observar a morfologia dos
cromossomos e a presenca de aberragBes estruturais do tipo cromatidica e

cromossémica.

NOTAS:

Numero de Células Analisadas por Individuo: Carrano e Natarajan recomendam

examinar pelo menos 100 metafases por individuo para avaliar a presenca de
aberracBes estruturais em cultura de linfécitos humanos. Para que se tenha um
bom poder de deteccédo de alteracdes de baixa frequéncia nas populacdes controle
e exposta indicamos a avaliacdo de 200 metafases por individuo.

indice Mitético: Determinar o indice mitético para cada individuo (razdo que

expressa 0 numero de metafases por 1000 células examinadas).

10. RESPONSABILIDADES

A execucdo das andlises é da responsabilidade do técnico do setor executor de
Indicadores de Efeito e de estagiarios ou alunos, devidamente treinados, e, na
auséncia destes, do Responsavel Técnico do setor. A assinatura do resultado de
analise e/ou laudo deve ser feita pelo Responsavel Técnico ou pelo Chefe do
Laboratorio de Toxicologia do CESTEH.
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