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RESUMO

O benzeno é uma das substancias mais produzidas em quantidade e diversidade e esta
presente na composicdo de diversos produtos entre eles a gasolina. Por sua agdo carci-
nogénica, exige maior controle e precaucdo, admitindo-se que para substancias carcinogénicas
e genotdxicas ndao ha limite seguro de exposi¢do. No Brasil, trabalhadores de postos de
combustiveis sdo expostos ao benzeno cronicamente através da inalagdo e/ou absor¢édo
dérmica de concentracdes da substancia durante o processo de trabalho e por se tratar de uma
substancia cancerigena € minimamente necessaria a vigilancia de todas as formas de
contaminacéo, inclusive relacionadas ao ambiente de trabalho. A Vigilancia Sanitaria assume
um papel fundamental, dando suporte ao monitoramento a exposicdo ocupacional dos
trabalhadores ao benzeno e a outras substancias quimicas a fim de avaliar os riscos e
implementar estratégias para melhorar as condi¢des ocupacionais e estabelecer um ambiente
de trabalho seguro. O objetivo deste estudo foi investigar a associagdo entre a exposi¢cdo ao
benzeno e os efeitos genotoxicos, utilizando o teste do micronicleo (MN). Ensaios
citogenéticos, como é o caso do teste do MN, sdo capazes de fornecer informacGes
fundamentais para o estabelecimento do potencial genotéxico de agentes quimicos e fisicos,
pois avaliam a formacdo de danos decorrentes de exposicdo prévia. Os resultados desta
pesquisa mostraram um aumento significativo de células com microndcleo no grupo exposto
ocupacionalmente ao benzeno, comparado com o grupo de trabalhadores ndo expostos. Além
disso, foi possivel identificar a maior frequéncia de sinais e sintomas,como sudorese noturna e
tremores, caracteristicos de benzenismo em trabalhadores com contagem de microndcleos
indicativa de efeitos genotoxicos. Foi possivel identificar também, a execucdo de atividades
caracterizadas por aumentar a exposi¢cdo ao benzeno e associa-la aos efeitos genotoxicos e
manifestacdes clinicas presentes na intoxicacdo por benzeno. As informacgdes resultantes
dessa pesquisa poderdo ser consideradas para a execucgdo e interpretacdo de programas de
monitorizacdo de populacBes expostas as substancias genotoxicas e irdo subsidiar estratégias

de prevencdo, controle e vigilancia do céncer relacionado ao trabalho e ao ambiente.

Palavras-chave: Vigilancia Sanitaria. Benzeno. Teste do Micronucleo.



ABSTRACT

Benzene is one of the substances produced in quantity and diversity and is present in the
composition of various products such as gasoline. For its carcinogenic action requires greater
control and caution, assuming that for genotoxic carcinogens and there is no safe limit of
exposure. In Brazil , gas stations workers are exposed to benzene chronically through
inhalation or dermal absorption of substance concentrations in the process of work and
because it is a carcinogen is minimally necessary surveillance of all forms of contamination ,
including related the working environment. The health surveillance plays a key role in
supporting the monitoring occupational exposure of workers to benzene and other chemicals
to assess the risks and implement strategies to improve occupational conditions and establish
a safe working environment. The aim of this study was to investigate the association between
exposure to benzene and genotoxic effects , using the micronucleus test (MN). Cytogenetic
assays, such as the MN test, is capable of providing key information for establishing the
potential mutagenic chemical and physical agents, for evaluating the formation damage
resulting from prior exposure. Our results showed a significant increase of cells with
micronuclei in the occupationally exposed to benzene group compared to the group of
workers not exposed. Moreover, it was possible to identify the highest frequency
characteristic signs and symptoms, such as night sweats and tremors, of benzene poisoning
workers with micronuclei count indicative genotoxic effects. It was possible to identify also
the execution of activities characterized by increasing exposure to benzene and associate it to
the genotoxic effects and clinical manifestations present in benzene poisoning. The result of
this research information may be considered for implementation and interpretation of
population monitoring programs exposed to mutagenic substances/genotoxic and will support

strategies for prevention, control and surveillance of cancer related to labor and environment.

Keywords: Health Surveillance. Benzene. Micronucleus Test.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define salde ndo apenas como a auséncia
total de doencas, mas uma situacdo de perfeito bem-estar fisico, mental e social (WHO,
1946). No entanto, o conceito de saude e qualidade de vida engloba diversos determinantes,
caracterizados por promover mecanismos que influenciam a ocorréncia de agravos na saude
da populacdo (BUSS; PELLEGRINI, 2007). Desse modo, deslocando-se do eixo puramente
individual, ampliando sua atuacdo a diversos segmentos, o conceito ampliado de salde
demanda necessariamente a visdo intersetorial e interdisciplinar (ALVES, 2003). Partindo
desses pressupostos, fatores relacionados ao estilo de vida, disponibilidade de alimentos e
acesso a ambientes e servigos essenciais, como de saude e educacdo e condicOes ideais de
trabalho exercem papel fundamental para garantia da saude como direito fundamental.

Por isso, diferentes 6rgdos de Estado desempenham papel fundamental para a salde.
Na éarea da saude, propriamente dita, as &reas componentes da Vigilancia em Salde
(Vigilancia Epidemioldgica, Vigilancia Sanitaria e Vigilancia Ambiental e do Trabalhador)
devem atuar de forma integrada de modo a prevenir danos a salde decorrentes da exposicdo a
agentes quimicos, fisicos e bioldgicos de maneira mais efetiva. Suas aces tém por objetivo a
observacdo e analise permanente da situacdo de salde da populacdo destinando-se, mais
diretamente, a controlar os riscos, determinantes e danos a salde visando proteger, prevenir e
controlar doencas e promover a satde (BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).

A salde do trabalhador constitui um campo da salde publica e parte do principio de
que o trabalho é um determinante fundamental para o processo saude-doenca. Sendo assim,
0s principais constituintes que desencadeiam danos a salde do trabalhador devem ser
detectados e analisados para que medidas possam ser tomadas a fim de prevenir 0s riscos e
garantir o nivel mais elevado de bem-estar e qualidade de vida durante a jornada de trabalho
(MENDES; DIAS, 1991; BUSS; PELLEGRINI, 2007). E importante ressaltar que o conceito
saude do trabalhador nédo significa somente a auséncia de doencas ocupacionais e acidentes de
trabalho, mas também a transformacéo dos processos de trabalho objetivando a eliminacao de
riscos pontuais que podem ocasionar agravos a satde (BRITO; PORTO, 1991).

A necessidade de maior articulacdo das diferentes areas da Vigilancia em Saude é
incontestavel. Nesse sentido, a Portaria que definiu o Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitéria e sua abrangéncia definia no seu artigo 3°, Vigilancia Sanitaria como o conjunto de

acOes, dentre outras, capaz de “exercer fiscalizagdo e controle sobre o meio ambiente e 0s
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fatores que interferem na sua qualidade, abrangendo os processos e ambientes de trabalho, a
habitacédo e o lazer” (BRASILa, 1994). A Portaria ressalta ainda que cabe, necessariamente, a
Vigilancia Sanitaria “as ag¢0es destinadas a promogdo e protecdo da saude do trabalhador
submetido aos riscos e agravos advindos dos processos € ambiente de trabalho” (BRASILa,
1994). Por consequéncia, a Vigilancia Sanitaria tem um papel fundamental para diminuir e/ou
prevenir os riscos de exposicao a substancias que podem prejudicar a satde dos trabalhadores
durante a sua jornada de trabalho. Porém, na préatica observa-se o distanciamento das a¢Ges de
Vigilancia Sanitaria sobre os riscos a saude humana no ambiente de trabalho, resultando em
lacunas regulatorias que terminam por contribuir para a complexidade da determinag&o social
do processo saude-doenca em certas atividades laborais como as do campo petroquimico.

O exercicio de atividades laborais em ambientes com riscos ocupacionais nem sempre
estd acompanhado do conhecimento do potencial danoso que esses agentes possuem. Muitas
vezes essa percepcao do risco por parte do trabalhador, dos profissionais de salde e agéncias
regulatérias é dificultada, pois ndo é uma tarefa simples identificar o nexo causal, levando em
conta as inumeras substancias, as quais sdo expostos no cotidiano e também devido ao tempo
decorrente entre a exposi¢do ocupacional e a manifestacdo da doenga (D’ALASCIO et al,
2013; CAMPQOS, 2013). Este fato reforca a importancia do monitoramento dos efeitos a satde
dos trabalhadores apds a exposicdo a esses agentes quimicos e a adocdo de medidas de
protecdo da saude e de intervengdes regulatdrias mais efetivas por parte dos 6rgaos publicos

competentes.

1.1  ASPECTOS ENCONOMICOS E IMPACTOS A SAUDE RELACIONADOS A
POSTOS DE REVENDA DE COMBUSTIVEIS

As alteracbes na organizagdo do trabalho e consequentemente na saude dos
trabalhadores, estdo relacionadas com diversas mudangas ocorridas durante o
desenvolvimento mundial. Na perspectiva da globalizacao é possivel observar um aumento na
producéo industrial levando ao incremento de novas tecnologias, processos produtivos, entre
outros, gerando grande impacto nas formas de trabalho, salide e ambiente. Para a grande
maioria dos trabalhadores pertencentes a paises menos desenvolvidos, a liberacdo do

comércio acompanhou a transferéncia de processos de trabalho e produtos potencialmente
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perigosos e danosos a salde, muitas vezes ndo mais utilizados nos paises de origem, mas com
potencial para o desenvolvimento de diversas doencas dificeis de serem reconhecidas e
correlacionadas com a atividade ocupacional (COSTA, 2009).

Neste cenério de globalizacdo, a inddstria quimica possui um papel de destaque
estando presente em praticamente todos os bens de consumo e em todas as atividades
econémicas contribuindo para a melhoria dos processos e a qualidade dos produtos. A
industria quimica brasileira ocupa em termos de faturamento liquido a nona posicdo no
ranking mundial do setor (ABIQUIM, 2010). E responsavel pela producdo de grande
quantidade e variedade de insumos para todos oS outros setores da economia, entre eles
encontra-se o0 setor do petroleo. O estado do Rio de Janeiro, no ano de 2012, foi o maior
produtor de petroleo do Brasil, com 40% da producdo nacional (BASTOS, et al, 2007; ANP,
2015). Em 2014, a producdo nacional de petroleo atingiu 822,9 milhdes de barris (média de
2,3 milhdes de barris/dia) ficando na 13?2 colocagdo do ranking mundial de produtores de
petréleo. A producdo do Estado do Rio de Janeiro passou de 1,46 milhdo de barris/dia em
2013 para 1,54 milhdo de barris/dia em 2014, sendo responsavel por 68,4% da producéo total
de petroleo ressaltando a importancia da industria petroquimica aos niveis Estadual e
Nacional (ANP, 2015).

Dentre as atividades de comercializacdo petroquimica, encontram-se 0S postos
revendedores de derivados de petroleo. No final de 2014, 39.763 postos revendedores de
derivados de petréleo operavam no pais, com aproximadamente 40,2% localizados no Sudeste
e 13% destes situados no estado do Rio de Janeiro (Figura 1). No mesmo ano, 0S postos
revendedores gque operavam com bandeira branca no territério nacional corresponderam a
40,7%. Cabe ressaltar que postos de bandeira branca sdo aqueles que optam por ndo exibir
nenhuma marca comercial de nenhuma distribuidora (ANP, 2015).

A atividade de revenda varejista de combustiveis automotivos somente pode ser
exercida por pessoa juridica constituida sob as leis brasileiras, que possuir em carater
permanente, registro de revendedor varejista expedido pela Agéncia Nacional do Petroleo
(ANP) e dispuser de posto revendedor com tancagem para armazenamento, i.e.,
armazenamento de liquidos em tanques e equipamento medidor de combustiveis automotivos
(BRASIL, 2000). Os produtos que podem ser comercializados em um posto revendedor de

combustiveis sdo gasolina, etanol, diesel e gas natural veicular (GNV).
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Figura 1 - Distribuicdo de postos revendedores de combustiveis (PCR) por regido geogréfica.
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Fonte: ANP, 2015. Adaptado.

A gasolina é um combustivel de composi¢do complexa, consistindo de uma mistura
de hidrocarbonetos volateis e inflaméaveis derivados do petrdleo. Sdo hidrocarbonetos leves,
pois sdo constituidos predominantemente por cadeias carbonicas menores com 4 a 12 &tomos
de carbono (SILVA, 2004). Os hidrocarbonetos arométicos, em particular benzeno, tolueno,
etilbenzeno e os isdmeros do xileno (BTEX) constituem um grupo de substancias presentes na
gasolina, com sua concentracdo controlada, uma vez que podem causar efeitos prejudiciais a
salude (PERIAGO; ZAMBUDIO; PRADO, 1997). A Portaria n® 775 de 28 de abril de 2004
proibe a comercializagdo de produtos que contenham em sua composicdo o benzeno,
admitindo-se somente a sua presenga como agente contaminante em um percentual nao
superior a 1% para os combustiveis derivados do petréleo (BRASIL, 2004). O benzeno é
adicionado na gasolina para o aumento da octanagem. A capacidade de auto-igni¢édo de uma
gasolina estd relacionada com o numero de octanas. Uma alta octanagem significa que a
gasolina suporta altas pressfes e temperaturas, resultando em um desempenho melhor dos
veiculos. Hidrocarbonetos aromaticos, como o benzeno, possuem valores de octanagem muito
elevados (CHANG, 2007) .

A exposicdo de trabalhadores ao benzeno em suas atividades diarias € chamada
exposicdo ocupacional incluindo atividades que vao desde o seu processo de sintese as
atividades que possam liberar gases e vapores como emissdes fugitivas. No setor de revenda
de combustiveis sdo envolvidos trabalhadores como gerentes/encarregados de pista,
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lubrificadores, lavadores de carros, trabalhadores de lojas de conveniéncia e frentistas. Esses
trabalhadores estdo expostos a fumaca de escapamentos automotivos e expostos também ao
contato direto com o benzeno presente na gasolina (MARTINS, 2009).

A importancia da avaliagdo da exposicdo ocupacional se deve ao fato dos
trabalhadores se encontrarem muitas vezes expostos diariamente a concentracOes elevadas de
produtos toxicos sem 0 uso de equipamentos de protecdo adequados e ndo terem consciéncia
dos seus agravos a saude (COSTA, 2001). A principal fonte de exposi¢do ao benzeno se da
através da sua evaporacdo, portanto, os ambientes gerais de trabalho das empresas que o
produzem, que o distribuem e o0s postos de revenda de combustiveis podem sofrer
contaminacdo por benzeno e gerar impactos a salde humana e ao meio ambiente
(LAUWERYS; HOET, 1993; CASTRO et al., 2003; BOND et al., 1986).

1.2 BENZENO

O benzeno é um hidrocarboneto policiclico aroméatico com férmula molecular CsHe.
Apresenta-se em temperatura ambiente como um liquido volétil, estavel e incolor, encontrado
principalmente no petréleo, como subproduto na transformacdo do carvdo em coque em
siderurgicas e em processos de sintese quimica (CAMPOS, 2013). Possui 0 odor adocicado
caracteristico dos hidrocarbonetos aromaticos e um ponto de ebulicdo relativamente baixo
(80,1°C). E altamente inflamavel, pouco solivel em agua e miscivel na maior parte dos
solventes organicos (MARTINS, 2009). Além disso, devido ao seu elevado poder de
volatilizagdo, possui grande repercussao na contaminacdo atmosférica (FERNANDES et al.,
2002).

A Norma Regulamentadora n°® 15 do Ministério do Trabalho e Emprego (MTE),
restringiu em seu anexo 13, a utilizagdo do benzeno para industrias e laboratorios que o
produzem e o utilizem em processos de sintese quimica e também como constituinte de
combustiveis derivados de petrdleo e nas analises laboratoriais onde ndo haja outra substancia
que o substitua (BRASIL, 1995). Atualmente, 0 benzeno é uma matéria-prima de grande
utilizacdo em todos os setores produtivos, desde a agricultura até o setor aeroespacial, com
valor de uso e de troca extremamente lucrativo para o sistema econdmico e produtivo

(CORREA, 2008). Esta presente na industria do petrdleo e em seus derivados (naftas,
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gasolinas, solventes e outros), sendo matéria-prima basica importante na industria quimica
para fabricacdo de varios produtos como pléasticos, resinas, fibras, detergentes, corantes,
pesticidas, entre outros. Também € utilizado como solvente e na composicdo de outros
quimicos, caracterizando-se como matéria-prima para a producao de produtos e subprodutos
que fazem parte dos insumos e base para artigos como vestuério, habitacdo, transporte,
limpeza, fertilizantes, entre outros (CORREA, 2008).

1.2.1 Exposicdo humana ao benzeno

A exposi¢cdo humana ao benzeno pode ocorrer a partir de diferentes fontes, presentes
em ambientes ocupacionais e ndo-ocupacionais. A liberacdo do benzeno para o ambiente
ocorre devido a fontes naturais e/ou antropogénicas, através de emissbes de gases de
escapamento de veiculos automotores, pela queima de combustiveis, pelas emissdes como
efluente industrial e pela fumaca de cigarros (MARTINS, 2009).

As principais vias de exposi¢cdo ao benzeno sdo as vias respiratdria e oral. A via
cuténea possui alto indice de absor¢do, mas é menos frequente, sendo necessario contato
dérmico com essa substancia na forma liquida (JOHNSON; LANGARD; LIN, 2007). Em
termos de salde publica, a via de contamina¢do com maior relevancia é a inalatoria. Por esta
via, a maior parte do benzeno inalado é eliminada pela expiracdo, a porcdo absorvida
rapidamente chega a corrente sanguinea, distribuindo-se pelos tecidos principalmente aqueles
com alto teor lipidico (COSTA, 2001, WHO, 1996). Apos a absorcdo, a metabolizacdo do
benzeno ocorre preferencialmente no figado. No processo de excre¢do dos metabolitos
gerados, o rim € o principal responsavel por tal funcdo (DOUGHERTY, et al., 2008).

O desenvolvimento e crescimento dos grandes centros urbanos contribuem para um
aumento da emissdo de poluentes quimicos para a atmosfera. A principal fonte de exposicao
ambiental ao benzeno ocorre através da evaporagdo da gasolina. Nos grandes centros urbanos,
onde h& maior concentracdo de veiculos, a populacdo em geral estd exposta a concentraces
altas de benzeno no ar (LARSEN; LARSEN, 1998). As fontes principais variam desde o ar
exterior, oriundas de industrias e fumacas de veiculos, até os habitos e costumes da populacao
como o hébito de fumar, por exemplo. A fumaca de cigarro € uma das principais fontes néo-
ocupacionais de benzeno em ambientes fechados (LARSEN; LARSEN,1998) .
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A exposicdo ocupacional ao benzeno ocorre em diversos setores incluindo inddstrias
quimicas e petroguimicas, siderargicas e locais revendedores de derivados de petréleo, como
0s postos de combustiveis. Segundo a OMS, estima-se que no mundo, cerca de 1% dos
trabalhadores estdo expostos ocupacionalmente ao benzeno a concentragdes acima de 10 ppm;
4% na faixa compreendida entre 1 e 5 ppm e 95% expostos a niveis ndo superiores a 1 ppm
(PEZZAGNO, 1995). Diante deste cenario, diversos 6rgdos do campo da Saude Publica
estabeleceram valores limites de benzeno no ar, a fim de restringir o maximo possivel o limite
de exposicdo ao benzeno. Desta forma, a National Institute for Occupational Safety and
Health (NIOSH) estabeleceu IPVS (indice imediatamente perigoso a vida e a salde) de 0,1
ppm (0,3 mg.m3), a American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH), em
1997, estabeleceu o valor de 0,5 ppm (1,6 mg.m=) para o TLV-TWA (Time Weight Average)
- média ponderada por 8 horas de exposi¢cdo (ACGIH, 1999). Na Alemanha e no Brasil séo
utilizados valores de referéncia tecnoldgicos (VRT) com niveis de 1,0 ppm (3,3 mg.m3) e 2,5
ppm (8,1 mg.m?3), dependendo da tecnologia da fonte emissora (PEZZAGNO, 1995;
BRASIL, 1995).

No Brasil, como dito acima, foi estabelecido através da Portaria n® 14 de 20 de
dezembro de 1995, do Ministério do Trabalho e Emprego, o Valor de Referéncia Tecnoldgico
com o intuito de diminuir a exposi¢do ocupacional ao benzeno, considerando a inexisténcia de
um limite seguro para a exposi¢ao a substancia (BRASIL, 1995). Os valores a serem adotados
pelas empresas séo relativos a concentragdo de benzeno no ar e correspondem a 2,5 ppm para
as industrias siderdrgicas e 1,0 ppm para as industrias quimicas e petroquimicas. Este conceito
contrapBe ao Limite de Tolerancia e corresponde as concentracbes ambientais maximas
aceitas, ndo excluindo risco a saude, devendo ser utilizado como base para programas de
melhoria continua (BRASIL, 1995).

1.2.2 Metabolismo do benzeno

Existem trés principais vias de absorcdo do benzeno, a via inalatoria, via oral e via
dérmica. A inalagdo de vapores atmosféricos contendo benzeno é uma via importante de
absorcéo, pois a area do sistema respiratorio capaz de absorver o benzeno é muito extensa

(FUNDACENTRO, 2012). Por ser um composto altamente lipossoltvel, tende a sofrer
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acumulacdo no tecido adiposo, além de atravessar a barreira placentaria (WHO, 1993;
USEPA, 2002).

O benzeno presente na gasolina, quando em contato dérmico, é absorvido e passa
para a corrente sanguinea podendo provocar 0s mesmos danos de quando é inalado. A
absorcdo de vapor de benzeno pela pele, no entanto, é muito baixa e ndo excede 1% do que é
absorvido pela respiracdo na mesma condicdo (HANKE; DUTKIEWICZ; PIOTROWSKI,
2000). A baixa absorcdo cutanea de benzeno ocorre, pois esta via € influenciada por diversos
fatores como a temperatura corporal, integridade e hidratacdo da pele. Todavia, por se tratar
de uma substancia cancerigena, é significante do ponto de vista do risco a saide (CAMPOS,
2013). A absorcédo pode ser mais rapida no caso de pele com ferimentos e quando o benzeno
estd presente em uma mistura (gasolina, por exemplo) ou como contaminante em solventes
(OSHA, 2014).

A exposicdo oral ocorre nos ambientes ocupacionais e, em geral, esta relacionada a
ingestdo acidental, devido ao habito de comer, beber no ambiente de trabalho e também
devido a praticas inadequadas como “puxar” a gasolina do tanque com a boca, no caso dos
frentistas de postos de combustiveis (FUNDACENTRO, 2012).

A excrecdo do benzeno ndo metabolizado acontece, principalmente, através do ar
expirado, cerca de 10 a 50 %, dependendo da dose absorvida, da atividade metabdlica e da
quantidade de lipideos presentes no organismo. Também pode ser encontrado na sua forma
inalterada, em menores concentracdes, no sangue € na urina. Ja seus metabdlitos sdo
eliminados principalmente via trato urinario (WHO, 1993). A avaliacdo da exposicdo do
individuo ao benzeno se da através da identificacdo de seus metabdlitos ou da sua forma
inalterada nas diferentes matrizes bioldgicas aos quais sdo encontrados (FUNDACENTRO,
2012).

Devido a sua lipossolubilidade seu metabolismo ocorre primeiramente no figado, e em
menor extensdo nos tecidos alvos, como a medula 6ssea (WHO, 1993). As principais vias
metabolicas do benzeno estdo expostas na Figura 2. O benzeno é oxidado via citocromo P-450
(CYP2EL) a 6xido de benzeno (BO), um metabolito muito reativo que possui tempo de meia-
vida in vivo estimado entre 7 e 9 minutos. Este intermediario é metabolizado por diferentes
vias, gerando varios metabolitos como fenol, catecol, hidroquinona, benzoquinonas, acidos
mercaptlricos e o0 acido trans,trans-mucénico, que sdo eliminados pela urina (SNYDER,;
HEDLI, 1996; USEPA, 2002; JOHNSON; LANGARD:; LIN, 2007).
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Figura 2 — Vias de metabolizag&o do benzeno.
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1.2.3 Indicadores Bioldgicos de Exposi¢cdo ao Benzeno

A monitorizacdo biologica, realizada através de Indicadores Biologicos de Exposicao
(IBE) ou biomarcadores de exposicéo, tem como objetivo estimar a relacdo entre a exposicéo
ambiental ou ocupacional e os subsequentes efeitos individuais e em grupo prevenindo a
exposicdo excessiva a agentes toxicos através da identificagdo precoce de uma exposicdo
excessiva ou perigosa (FUNDACENTRO, 2012). Os biomarcadores podem ser substancias
toxicas ndo reativas, 0s seus metabolitos ou os produtos de reacdo desses toxicos com
substancias que ocorrem naturalmente no corpo (COUTRIM, 2000). Muitos parametros
bioldgicos podem estar alterados em decorréncia da interacdo entre o agente quimico e o

organismo, assim presenca destas substancias em fluidos bioldgicos como o sangue e a urina,
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tecidos ou ar exalado indica se ocorreu ou ndo exposi¢do a um determinado agente toxico
(FUNDACENTRO, 2012). O IBE deve ser especifico e o seu nivel no organismo deve se
correlacionar com a extensdo da exposicdo (MEDEIROS; BIRD; WITZ, 1997;
FUNDACENTRO, 2012).

Matrizes biologicas como ar exalado, sangue e urina sdo utilizadas como indicadores
de exposicdo ao benzeno, para a determinacdo da substancia toxica ou de seus metabolitos
(COSTA, 2001). O benzeno na sua forma inalterada pode ser detectado através do ar exalado,
urina e sangue. O benzeno excretado atraveés do ar exalado é um indicador bioldgico
especifico e sensivel a baixas concentracfes ambientais e coletado através de processo ndo
invasivo, porém a sua utilizacdo como indicador bioldgico de exposicdo apresenta a
desvantagem do ar expirado ndo ser uma amostra homogénea. A utilizacdo do benzeno
inalterado na urina como indicador bioldgico de exposicdo € prejudicada, pois a fracdo
eliminada é muito pequena, cerca 0,1 a 0,3% do total absorvido. O benzeno no sangue é um
indicador especifico e sensivel, mas ndo é muito utilizado por se tratar de um processo
invasivo ndo muito aceito pelos trabalhadores (COSTA, 2001).

Dentre as possiveis matrizes bioldgicas utilizadas como indicadores bioldgicos de
exposicdo ao benzeno, a urina é a mais utilizada e mais conveniente por ser coletada através
de um processo ndo invasivo e permitir que grandes volumes sejam amostrados (COSTA,
2001). Além disso, a urina coletada no final da jornada de trabalho tem sido indicada por
apresentar uma resposta mais eficaz da média da exposicdo ao longo do dia de trabalho
quando comparada ao ar exalado e ao sangue (HOET, 1996).

Aproximadamente 40% do benzeno absorvido pelo organismo é transformado em
compostos fenolicos. Sua excrecdo se da principalmente pela urina, livre ou combinado com
o0s acidos glicurdnico ou sulfarico (PEZZAGNO, 1995). O fenol urinério era utilizado como
biomarcador de exposi¢do ao benzeno. Porém, a determinagéo do fenol urinario ndo apresenta
sensibilidade para avaliar exposicoes inferiores a 10 ppm. Este fato levou a Secretaria de
Seguranca e Saude no Trabalho do Ministério do Trabalho brasileiro (SSST-MTb) a suprimir,
em 1994, o uso do fenol urinario como indicador de exposicdo ao benzeno (BRASILDb, 1994).
Nos ultimos anos estdo sendo feitos estudos para avaliar e adotar novos biomarcadores e
novas metodologias analiticas, que apresentem sensibilidade para avaliar a exposicéo
ocupacional a baixas concentracGes de benzeno (BECHTOLD et al., 1992, BECHTOLD;
HENDERSON, 1993; BECHTOLD; STRUNK, 1996; ONG et al., 1995; KIVISTO et al.,

1997). Entre eles estdo os acidos trans,trans-mucénico (AttM) e o acido S-fenilmercapturico
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na urina. Na Legislacdo brasileira, o acido trans, trans-muconico urinario (AttM-U) foi
adotado como IBE ao benzeno. Como se trata de uma substancia cancerigena, ndo €
estabelecido um limite bioldgico para este biomarcador, considerando que ndo existe um valor

seguro para tais substancias (BRASIL, 2001).

Quadro 1 - Possiveis Indicadores Bioldgicos de Exposi¢cdo ao Benzeno.

Matriz
IBE-Bz ) ) Sensibilidade Especificidade
Bioldgica
Ar exalado Sim Sim
Benzeno Sangue Sim Sim
Urina Sim Sim
Fenol Urina Nao Nao
Acido trans, trans-mucdnico Urina Sim Nao
Acido S-fenilmercapiturico Urina Sim Sim
Catecol e Quinol Urina Nao Nao
Benzenotriol Urina Néo Sim
N-Acetilcisteina e Tiofenol Urina Nao Nao
Hidroquinona Urina Né&o Né&o
N-7 Fenilguanina Urina Né&o Sim
Adutos de hemoglobina, de
albumina e Sangue Né&o Sim
adutos de N-Fenilvalina

Fonte: WHO, 1996; Costa, 2001. Adaptado.

O é&cido S-fenilmarcaptdrico € um metabdlito especifico do benzeno (COUTRIM,
2000). Van Sittert e colaboradores (1993) observaram que apenas 0,11% do benzeno que
penetra no corpo humano é biotransformado em acido S-fenilmercapturico com tempo de
meia vida de eliminacdo proxima a 9 horas. Devido a isso, este metabolito apresenta
potencialidade para ser usado como IBE, preferencialmente em turnos longos de trabalho.
Porém, mesmo dispondo das vantagens anteriormente citadas, o acido S-fenilmercapturico
ndo foi regulamentado como IBE para 0 benzeno pois ainda sd@o necessarios estudos mais
aprofundados para validar seu uso rotineiro em avaliacdes biologicas, j& que depende de
metodologia complexa que envolve procedimentos de extragdo e derivatizacdo para posterior
determinacdo por cromatografia a gas com deteccdo por espectrometria de massas (POPP et
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al., 1994) ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por espectroscopia de
fluorescéncia (EINING & DEHNEN, 1995; GHITORI et al., 1995).

O AttM é produto secundario de biotransformacao, originado de um intermediario
altamente reativo, o aldeido trans,trans-muconico, ao qual tem sido atribuida, dentre outros
produtos da biotransformacdo benzénica, a agdo mielotoxica e leucemogénica do benzeno
(COOPER; SNYDER, 1988; SCHERER; RENNER; MEGER, 1998). Durante o metabolismo
do benzeno, o benzeno di-hidrodiol é biotransformado primeiramente a cis,cis-muconaldeido,
em seguida a cis,trans-muconaldeido e, entdo a trans,trans-muconaldeido para finalmente ser
oxidado ao &cido trans,trans-muconico. Segundo Zhang et al., (1995) o cis,cis-muconaldeido
e 0 cis,trans-muconaldeido sdo muito instaveis para serem oxidados a acidos mucénico e
somente o trans,trans-muconaldeido é convertido a &cido trans,trans-muconico.

Existem diversas vantagens inerentes a sua utilizacdo, dentre as quais se pode destacar
a facilidade e a sensibilidade analitica de sua determinacdo urinaria, além de apresentar boa
correlagdo com os niveis de benzeno no ar (FUNDACENTRO, 2012). Estudos demonstram
correlacdo linear entre o AttM-U e a concentracdo ambiental do benzeno, caracteristica esta
essencial para a validade de um bioindicador (SCHERER; RENNER; MEGER, 1998). O
AttM deve ser utilizado como ferramenta de acompanhamento de higiene do trabalho e da
vigilancia da satde do trabalhador. A correlacdo entre AttM e benzeno é detectada em niveis
ambientais do solvente inferiores a 1,0 ppm, este fato permite o seu uso como biomarcador de
exposicdo em trabalhadores de postos de combustiveis, pois a concentragdo maxima de
benzeno permitida pela legislagcdo nesses ambientes € 1,0 ppm (Quadro 2). Valores acima dos
correspondentes ao VRT indicam que o ambiente de trabalho ndo estd em conformidade com
o0 preconizado no Anexo 13 A, da Norma Regulamentadora n°® 15 da Portaria n° 3.214 de 08
de junho de 1978, da SSST/MTb (FUNDACENTRO, 2012).

O quadro 2 demonstra a correlacdo das concentraces de AttM-U com benzeno no ar,
corrigidos para miligrama/grama de creatinina (admitida concentragdo media de 1,2 grama de

creatinina por litro de urina).
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Quadro 2 - Correlacdo das concentragdes de AttM-U com benzeno no ar.

Benzeno no ar Ac. t,t mucbnico (urina)
(ppm) (mg/grama creatinina)

0,6 1,3

1,0 1,6

2,0 2,5

4,0 4,2

6,0 5,8

Fonte: Portaria n° 34 (BRASIL, 2001).

O AttM-U apresenta como desvantagem a influéncia de alguns fatores que podem
modificar os niveis de concentracdo urinaria. O AttM-U pode ser excretado na urina de
individuos ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno quando hé ingestdo de alimentos que
contétm o conservante alimentar acido sorbico, porém a fracdo eliminada na urina é
desprezivel na avaliacdo ocupacional ao benzeno (DUCQOS, et.al., 1990).

Além disso, o consumo de bebidas alcodlicas também pode ser um fator que altera as
avaliacGes bioldgicas desse indicador (FUNDACENTRO, 2012). Javelaud e colaboradores
(1998) registraram um aumento, em torno de 5 vezes, nos niveis urinarios do &cido
trans,trans-mucénico, em trabalhadores do setor informal, ap6s o consumo de bebidas
alcodlicas.

A coexposicao a tolueno pode inibir a biotransformacdo do benzeno por competi¢ao
reduzindo em 25% a concentracdo de benzeno quando a exposicdo é concomitante a tolueno
nas mesmas concentracdes (INOUE et al., 1989; WHO, 1996, apud COSTA, 2001). Outro
fator que pode influenciar nas concentracbes de AttM-U é o tabagismo. O tabaco pode
aumentar em até 8 vezes a concentracdo de AttM-U de tabagistas quando comparado com
individuos ndo fumantes, porém existem estudos que avaliam que a eliminacdo de AttM-U
devido ao fumo nédo € consideravel se comparada a exposi¢do ocupacional (DUCOS et al.,
1992; LEE, et al., 1993).

Varios autores desenvolveram diferentes metodologias de detecgcdo do AttM-U, sendo
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) a mais utilizada. Dentre os métodos por
CLAE encontrados na literatura, o de Ducos et al. (1990), vem sendo modificado por varios
autores, mas continua a ser o método mais empregado na determinacdo do AttM urinario. Na

técnica modificada ocorre uma etapa de purificacdo e extracdo prévia da urina em colunas
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preparatdrias de troca idnica, condicionadas com &gua e metanol. Esta etapa analitica tornou
as analises de AttM urinario mais especificas e sensiveis, uma vez que inimeras substancias
interferentes presentes na urina passaram a ser eliminadas durante a etapa de extracdo em fase
solida (PAULA; SILVEIRA; ALVAREZ-LEITE, 2003).

Levando em conta as diversas vantagens e desvantagens dos possiveis biomarcadores
de exposicdo ao benzeno, o AttM-U é o metabdlito de escolha como IBE ao benzeno devido
as caracteristicas inerentes deste biomarcador e a existéncia de metodologias analiticas

satisfatérias.

1.2.4 Efeitos Toxicos do Benzeno

Os primeiros relatos dos efeitos danosos a salude ocasionados pelo benzeno surgiram
no final do século XIX, com o aparecimento de anemia em mulheres envolvidas na producédo
de pneus de bicicletas na Suécia e um caso de hemorragia em um trabalhador de um processo
de lavagem a seco na Franca (MACHADQO, et al., 2003). Os primeiros estudos realizados em
fabricas que utilizavam o benzeno como solvente detectaram o aparecimento de doengas
como anemia, leucemia e trombocitopenia (SNYDER; KOCSIS, 1975, apud SNYDER;
HEDLI, 1996).

O benzeno estd na sexta posicdo em uma lista que classifica as substancias
potencialmente tdxicas aos seres humanos pela Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR) e a US-EPA, ap06s arsénio, chumbo, mercdrio, cloreto de vinila e bifenila
policlorada, respectivamente em ordem decrescente de toxicidade (ATSDR, 2007).

No Brasil, 0 conjunto de sinais, sintomas e complicacdes, decorrentes da exposi¢do ao
benzeno é chamado de benzenismo. As complicacGes podem ser agudas, quando ocorre
exposicao a altas concentragdes, ou croénicas quando a exposicéo se d& por um longo periodo
de tempo a concentragdes baixas com manifestacBes clinicas diversas. O quadro clinico
contempla sinais e sintomas de repercussdo organica maultipla, onde o comprometimento da
medula dssea € mais frequente e significativo (MS, 2006). Outros sintomas incluem fraqueza,
dor muscular, sonoléncia, tontura e sinais infecciosos de repeticdo (RUIZ, 1985; RUIZ;
SOUZA, 1991).
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Em altas concentracfes o benzeno leva a efeitos agudos como caréater de irritante
moderado de mucosas respiratorias e oculares e edema pulmonar quando inspirado
(FUNDACENTRO, 2012). Também pode levar a efeitos toxicos para o sistema nervoso
central, causando narcose e excitacdo seguida de sonoléncia, tonturas, cefaleia, néuseas,
taquicardia, dificuldade respiratoria, tremores, convulsdes, perda da consciéncia e morte
(ATSDR, 2007).

Efeitos cronicos sdo caracterizados por exposi¢des continuas a baixas concentracfes
de benzeno. AlteracGes da atengdo, percepcdo, memoria, habilidade motora, funcdo executiva,
raciocinio légico, linguagem, aprendizagem e humor também sdo observadas durante os
efeitos cronicos da exposicdo ao benzeno (MS, 2006). No sistema auditivo, podem ser
observadas perdas auditivas neurossensoriais, zumbidos, vertigens e dificuldades no
processamento auditivo (MS, 2006). Exposicdes prolongadas ao benzeno podem também
levar a alteracfes dermatoldgicas como eritema e dermatite irritativa (FUNDACENTRO,
2012).

As manifestacdes de imunotoxicidade ap0s a exposicdo crénica ao benzeno estdo
relacionadas diretamente as alteracBes na producdo de leucécitos e indiretamente aos efeitos
que provocam na imunidade que as pessoas podem adquirir através da producdo de
anticorpos. Ramadan, e colaboradores (2000), trataram das consequéncias imunotdxicas da
exposicdo ocupacional de 60 trabalhadores frentistas, ndo fumantes, de postos de
combustiveis. Foram dois grupos de estudo sendo 30 expostos a gasolina por um periodo
entre 3 e 5 anos e 30 trabalhadores expostos por mais de 5 anos. O estudo permitiu concluir
qgue houve um aumento no risco de imunotoxicidade e genotoxicidade nos trabalhadores
expostos a este combustivel, risco esse proporcional ao tempo de exposicao a gasolina.

O efeito toxico do benzeno independe da via de exposic¢éo, sendo que a principal via
de intoxicacdo ocorre pela inalacdo dos seus vapores, que causam irritagdes das mucosas
oculares e respiratorias, podendo estar relacionado com sua acgdo direta ou pela acdo de seus
metabdlitos (COSTA, 2001). Mesmo contando com avangos tecnoldgicos e cientificos, o
mecanismo de acdo toxica do benzeno como a relacdo dose-resposta entre a exposicao
ocupacional a esta substancia e o desenvolvimento de cancer no homem ainda ndo estdo
completamente entendidos (BECHTOLD; HENDERSON, 1993; LARSEN; LARSEN, 1998).
Porém, acredita-se que sua toxicidade medular deve-se a capacidade de ligagdo de um ou mais
de seus metabdlitos a macromoléculas, como DNA e proteinas (RUIZ, et al., 1993). Espécies

reativas de oxigénio (peroxido de hidrogénio, radical hidroxila, a&nion superoxido) resultantes
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do metabolismo do benzeno podem danificar biomoléculas e levar a quebras nas fitas de
DNA, formacéo de micronucleos e de aberra¢ées cromossdmicas (MORO et al, 2013).

A exposicdo ao benzeno danifica principalmente a medula 6ssea, podendo levar a
diversos tipos de alteracfes hematoldgicas como a hipoplasia, displasia e aplasia (MS, 2006).
A aplasia da medula 6ssea corresponde a depressdo de todas as linhagens hematoldgicas,
expressando-se no sangue periférico por leucopenia, plaquetopenia e anemia
(WAKAMATSU, 1976). Outras alteracbes como macrocitose, pontilhado basofilo,
hipossegmentacdo dos neutrdfilos, eosinifilia, linfocitopenia e macroplaguetas estéo
associadas com a toxicidade benzénica (RUIZ, 1988; RUIZ; SOUZA, 1993). A toxicidade do
benzeno também esta relacionada ao aparecimento de doencgas onco-hematoldgicas como a
leucemia mieldide aguda, linfoma ndo-Hodgkin, mieloma mdltiplo e mielofibrose (MS,
2006).

Quando esta associado a outros poluentes atmosféricos, o benzeno pode causar danos
oxidativos ao DNA (MARTINS, 2009). Estudos realizados comparando a presenca de tais
danos entre criancas que residem em zonas urbanas com criangas residentes em zonas rurais
mostram que as residentes em zonas urbanas, que sofrem maior exposi¢do ao benzeno,
principalmente de origem automotiva, e a outros poluentes ambientais, apresentaram mais
casos de danos oxidativos ao DNA que as residentes em zonas rurais (BUTHBUMRUNG et
al., 2008).

Chanvaivit e colaboradores (2007) mostraram em sua pesquisa realizada com
trabalhadores expostos ocupacionalmente que este grupo apresenta uma diminuicdo na
capacidade de reparo das fitas de DNA, o que pode elevar o risco de efeitos genotdxicos como
crescimento celular irregular e a casos de cancer. De acordo com a International Agency for
Research on Cancer (IARC), o benzeno é classificado como Grupo 1, o que significa que é
considerado uma substancia cancerigena ao homem (IARC, 1987).

1.2.5 Mutagénese e Carcinogénese

O aparecimento de mutagdes ocorre em todos o0s seres vivos e faz parte de um dos
processos fundamentais para a evolucéao e diversidade das espécies. Agentes mutagénicos séo
aqueles capazes de alterar a sequéncia das bases do DNA, podendo acelerar ou aumentar o

aparecimento de mutacGes. Apds passar por vérias divisdes, uma célula poderd acumular
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mutacdes que, se em nimero elevado, poderdo determinar a perda do controle de sua divisao,
determinando, assim, o aparecimento de neoplasias (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese parecem estar intrinsicamente ligados.
A mutacdo é uma consequéncia do dano ao DNA e pode ser o primeiro estagio do processo
pelo qual a maioria dos carcin6genos quimicos inicia a formacdo do tumor (RIBEIRO;
SALVADORI; FENECH, 2003). Os agentes mutagénicos, que causam mutacao, sdo toxicos
para 0 gene sendo, portanto, denominados agentes genotoxicos (RIBEIRO; SALVADORI;
FENECH, 2003). Agentes mutagénicos interagem com o DNA celular e causam mutagdes,
podendo ocorrer tanto em células sométicas quanto em células germinativas, sendo estas
alteracdes chamadas de mutacdes somaticas e germinativas, respectivamente. As mutacoes
somaticas ndo podem ser transmitidas para a prole, enquanto as germinativas podem. Estas
alteracdes podem ser classificadas como génicas ou cromossdémicas (GRIFFITHS, et. al.,
1998).

Um agente cancerigeno é aguele responsavel por induzir o aparecimento de neoplasias
malignas ou aumentar a sua incidéncia. O carcindégeno produz um novo crescimento
(neoplésico), aumenta a taxa de formag&o de tumores ou aumenta o nimero de combinagdes
de tumores malignos ou benignos em uma populagdo (MS, 2013). Os agentes cancerigenos
podem ser divididos em genotoxicos quando interagem com o DNA produzindo alteragdes em
sua estrutura ou funcdo causando mutacdes, e ndo genotdxicos quando influenciam a
progressao de células iniciadas, aquelas células com potencial para se tornarem células
tumorais, por mecanismos ndo genéticos, geralmente promovendo o estimulo da proliferacéo
através da continuidade da fase de promocéo celular (KAUNING; KAMENDULLIS, 2008).

Acredita-se que o mecanismo genotdxico do benzeno, que produz leucemia, esteja
relacionado com seus metabdlitos reativos através de promoc¢do de mutacbes nos genes
criticos relacionados com a proliferacdo celular e diferenciacdo das células progenitoras da
medula dssea, levando a aberragdes cromossémicas, recombinagdes mitoticas aberrantes,
mutacdes de genes e/ou alteracdes epigenéticas (SMITH, et al., 2011).

Os testes que avaliam a genotoxicidade de determinadas substancias podem ser
classificados como in vitro e in vivo e tém como objetivo identificar e estudar os efeitos de
agentes fisicos, quimicos e bioldgicos capazes de produzir danos genéticos direta ou
indiretamente. A positividade nestes testes pode indicar que 0s agentes testados sejam

potenciais mutagenos e carcindgenos para a espécie humana.
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Os principais biomarcadores de genotoxicidade aos efeitos de agentes genotdxicos
vem sendo aplicados a muitos anos. Dentre estes encontramos o teste de aberracOes
cromossoémicas, troca de cromatides irmas e o ensaio do microndcleo que detectam alteracdes
citogeneticas em linfocitos do sangue periférico cultivados in vitro (NORPPA, 2004).

O teste do micronucleo é um parametro de grande validade para a deteccdo de
alteracdes genéticas devido ao potencial para identificagdo precoce dos efeitos de agentes
genotoxicos, capacidade de identificar alteracfes hereditarias e predicdo para um possivel
surgimento de cancer (MATEUCA et al., 2006).

1.3  TESTE DO MICRONUCLEO EM LINFOCITOS PERIFERICOS

A avaliacdo da frequéncia de microndcleos (MN) (Figura 3) foi proposta
primeiramente por Schimid (1975) e Heddle (1973) para avaliacdo genotdxica de substancias
de maneira mais simplificada. E uma técnica utilizada no campo da toxicologia genética para
a determinacdo da presenca e extensdo de dano cromossdmico em populagdes humanas
expostas a agentes genotoxicos (FENECH, 2000). A avaliacdo do potencial genotoxico
através do teste do micronucleo é recomendado pelas diretrizes da Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD) (OECD, 2014).

O teste do micronlcleo é utilizado para detectar algumas formas de alteracdes
cromossémicas. O micronucleo se constitui em uma pequena massa nuclear delimitada por
membrana, separada do nucleo principal e formado durante o processo de divisdo celular
(meiose ou mitose). Sua formacao se deve a alteracGes estruturais cromossémicas espontaneas
ou decorrentes de fatores ambientais (RIEGER, 1968) ou, ainda, a falhas no fuso mitético,
sendo, portanto, excluido do novo nucleo formado na tel6fase. Como os MNs sdo formados
durante a meiose/mitose, 0s danos causados no DNA somente serdo expressos em MN apds
um ciclo de divisao celular (FENECH, 1997). S&o resultados de fragmentos cromossémicos
acéntricos ou de cromossomos inteiros que ndo foram incluidos ao nucleo principal,
representando a perda de cromatina devido ao dano cromossémico estrutural (fragmento) ou
dano no aparelho mitético (RIBEIRO; SALVADORI; FENECH, 2003).

O teste do MN € o ensaio in vitro mais utilizado para a deteccdo de agentes

clastogénicos e de agentes aneugénicos. Por ser um método considerado como “cytome”, a
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sua utilizagdo fornece a possibilidade de avaliar de maneira precisa cada célula, ou seja, é
possivel avaliar o seu estado mitético (mononucleada, binucleada, multinucleada) e danos
cromossémicos ou instabilidade (presenca de micronucleo, ponte nucleoplasmatica e broto
nuclear) (MATEUCA et al., 2006; FENECH et al., 2011).

As pontes nucleoplasmaticas (PNP) sdo biomarcadores de instabilidade genémica.
Ocorrem quando os centrdbmeros de cromossomos, cromatides ou anéis dicéntricos sao
tracionados para polos opostos da célula durante a anafase (Figura 3) e se expressam como
ligagdes continuas entre os nucleos das células binucleadas (PALAZZO; MALUF, 2011). A
ligacdo deve ser continua entre os nucleos, com uma largura que ndo ultrapassa um quarto do
didametro dos nucleos e deve ter a mesma coloracdo dos nucleos principais (RIBEIRO;
SALVADORI; FENECH, 2003).

O broto nuclear (BN) é uma estrutura morfologicamente semelhante ao microndcleo,
mas que permanece ligado ao nucleo principal (Figura 3). Também é considerado um
marcador de instabilidade gendmica e de acordo com Shimizu et al. (1998), os brotos
nucleares correspondem a DNA amplificado que estaria sendo eliminado do nucleo por um
processo ativo, durante a fase S do ciclo celular, formado por fragmentos cromossémicos
acéntricos, intersticiais ou terminais e em menor Proporgao por Cromossomos inteiros
(SHIMIZU, N. et al., 1998). Lindberg e colaboradores. (2007) propuseram gque Cromossomaos,
fragmentos cromossdmicos decorrentes de pontes anafasicas e material genético amplificado
na fase S do ciclo celular seriam separados no citoplasma durante a mitose e encapsulados
pelo envoltdrio nuclear ao final da tel6fase formando micronucleos ou seriam encapsulados
posteriormente durante a reconstituicdo do envelope nuclear, formando um broto nuclear,
entretanto estes processos ndo estdo esclarecidos (FENECH; CROTT, 2002; LINDBERG et
al., 2007).



38

Figura 3 — Formacdo de MN a partir de quebra ou perda cromossdmica; formacdo de PNP a

partir de cromossomos dicéntricos; e BN a partir da amplificacdo génica.

Célula exposta a
agente genotoxico

————

Cultura celular
(citocalasina - B)

Ponte Micronicleo Bud nuclear
nucleoplasmatica

Fonte: Adaptacdo de FENECH, 2006.

Os fragmentos cromossémicos, que caracterizam o MN, sdo resultantes de quebra do
DNA, replicacdo sobre o0 molde de DNA danificado ou inibicdo da sintese de DNA. Assim, 0
aumento na frequéncia de células micronucleadas é um biomarcador de efeitos genotoxicos,
que podem refletir a exposicdo a agentes clastogénicos ou aneugénicos (ALBERTINI, et.al.,
2000). Em virtude disso, o teste do micronucleo é de extrema importancia para a toxicologia
genética e ambiental, uma vez que, possibilita a deteccdo precoce de alteracdes
cromossémicas.

O teste do MN foi desenvolvido para avaliar a capacidade de substancias induzir dano
cromossémico estrutural e/ou numérico em ceélulas, durante o estagio de divisdo celular. Ao
realizar o teste é possivel utilizar a citocalasina B (CtB), um agente inibidor da polimerizacdo
da proteina actina, necessaria durante a citocinese para a separac¢ao da célula em duas células
filhas (CARTER, 1967). Essa substancia bloqueia a citocinese, mas nao impede 0 processo de
divisdo nuclear e como resultado, observam-se células binucleadas a partir de células que
passaram por um ciclo de divisdo nuclear (FENECH, 2000; RIBEIRO, SALVADORI,
FENECH, 2003).
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O teste do MN com citocalasina B (MNCtB) é um teste simples que avalia varios tipos
de danos citogenéticos, com aplicacdo nas areas da ecotoxicologia, nutricdo, avaliagdo do
risco para o cancer, epidemiologia molecular, assim como em teste para a identificacdo do
potencial genotoxico de novos produtos farmacéuticos, agroquimicos ou agentes quimicos e
fisicos em geral e no biomonitoramento de popula¢cBes humanas expostas a esses agentes
(GAUTHIER et al., 1999; FENECH; FERGUSON, 2001). Em qualquer malignidade a
presenca de MN é sempre aumentada em relacdo a lesdo benigna ou em relacdo a pessoas
saudaveis, portanto, este ensaio pode ser utilizado como um biomarcador para identificar
precocemente condi¢des pré-neopldsicas muito antes das manifestagdes clinicas
caracteristicas do cancer (SWAPAN; PRANAB, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Doencas ocupacionais, resultantes de processos de trabalho obsoletos e néo
controlados sdo em muitos casos, pouco Visiveis e ndo sdo devidamente reconhecidos em
paises em desenvolvimento, como o Brasil. Além disso, algumas doencas sdo dificeis de
serem correlacionadas com as atividades ocupacionais, o que dificulta as notificacOes
necessarias para o estabelecimento de medidas de promocgdo e protecdo a saude do
trabalhador.

No Brasil, a exposicdo ocupacional de trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis € uma questdo que esta gerando preocupacéo por diversos 6rgdos de saude. 1sso
porque, diariamente, trabalhadores de postos de combustiveis estdo expostos a diversos
compostos com potencial para causar efeitos prejudiciais a salde dos trabalhadores. Existem
mais de 39.000 postos de combustiveis no Brasil, muitos operando em condicdes de risco, 0
que expde ainda mais os trabalhadores desses servigos. O benzeno € uma substancia que esta
presente na gasolina com concentragdo controlada, porém como se trata de uma substancia
mutagénica e carcinogénica para seres humanos ndo existe limite seguro de exposicéo.
Infelizmente, devido a condi¢bes econémicas, sabe-se que a eliminacdo de determinados
compostos dos ambientes de trabalho possui diversas limitacdes e nem sempre é possivel.
Portanto, as a¢Ges de monitoramento e vigilancia de trabalhadores ocupacionalmente expostos
a tais substancias geram informagdes importantes para adogdo de medidas que reduzam a
exposicdo desses trabalhadores.

O monitoramento bioldgico é uma ferramenta importante para a avaliacdo da
exposicdo ao benzeno nesses trabalhadores e os efeitos associados, pois através dele é
possivel verificar os indicadores que avaliam 0s possiveis efeitos das substancias toxicas na
salde do trabalhador. O teste do micronucleo é um exemplo e pode ser utilizado para
avaliacdo de risco genotoxico de populacdes expostas ocupacionalmente a substancias

quimicas, como o benzeno.
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2.1  ANTECEDENTES DA PESQUISA

Este estudo é parte de um projeto maior intitulado “Desenvolvimento de metodologia
para avaliar os efeitos da exposicdo a BTXs (benzeno, tolueno e xileno) na salde dos
trabalhadores de postos de combustiveis” iniciado em 2010, na Unidade Técnica de
Exposigdo Ocupacional, Ambiental e Céncer, com trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis da Zona Norte do Rio de Janeiro. Em 2014, foi iniciada outra etapa do projeto
intitulada “Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e imunotoxicos do benzeno na salde dos
trabalhadores dos postos de combustiveis do Rio de Janeiro” (Projeto de Pesquisa
contemplado pelo Edital E.35/2013 PPSUS/Faperj), com participacdo de trabalhadores de
postos de combustiveis do Centro e da Zona Sul do Rio de Janeiro. Nesta segunda etapa as
analises de toxicidade genética (Teste do Micronucleo e Ensaio Cometa) e imunotoxicidade
estédo sendo realizadas no Departamento de Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude - INCQS/FIOCRUZ. O Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO, realiza o0 monitoramento da
exposicdo através da pesquisa de metabdlitos do benzeno, tolueno e xileno na urina dos
trabalhadores através do metodologia desenvolvida por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). As andlises hematoldgicas, bioquimicas e de polimorfismos genéticos
estdo sendo realizadas, respectivamente, nos laboratérios de Patologia Clinica e de
Oncovirologia/CEMO ambos do Hospital do Céancer I (HCI/INCA). O projeto incluindo as
analises referentes ao monitoramento de efeito e de exposicdo foi enviado como Adendo e
aprovado pelo CEP/INCA e conta com recurso financeiro da Organizagcdo Panamericana de
Saude/Centro de Estudos e Pesquisa em Salde Coletiva - OPAS/CEPESC (SISPLAN),
disponibilizado em maio de 2014 e da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de
Janeiro - FAPERJ (Edital E.35/2013 PPSUS/Faperj) para o desenvolvimento das analises
laboratoriais.

Os trabalhadores foram entrevistados por profissionais previamente treinados e a
coleta de material biologico (sangue e urina) e a ectoscopia (avaliagéo clinica) séo realizadas
por enfermeiro e médico, respectivamente, no local de trabalho tanto dos voluntarios expostos
qguanto dos ndo expostos. Alem disso, 0 projeto maior contempla as seguintes analises
laboratoriais: hematologicas e bioquimicas, genotoxicidade e imunotoxicidade, investigacéo
dos polimorfismos genéticos (suscetibilidade e reparo do DNA) e as analises de indicadores
bioldgicos de exposicao (IBE) ao benzeno, tolueno e xileno.
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Com todo o conjunto de informacGes adquiridas através desta pesquisa pretende-se
definir um cenério de exposicdo e mostrar os fatores que podem aumentar o risco de
aparecimento de efeitos genotdxicos relacionados a exposicdo ao benzeno, o que
consequentemente esta associado ao desenvolvimento de cancer futuro. Assim, esse estudo
pretende subsidiar medidas para maior articulagdo das areas da vigilancia em sadde, incluindo
a Vigilancia Sanitaria, para propiciar acdes efetivas que diminuam os riscos a saude do
trabalhador e promovam a salde, incluindo o aprimoramento das acdes de fiscalizacdo em

postos de combustiveis no municipio do Rio de Janeiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as condicdes de salde e a sua correlacdo com os efeitos genotoxicos
relacionados & exposicdo ocupacional ao benzeno dos trabalhadores de postos de

combustiveis localizados na Zona Sul e no Centro do municipio do Rio de Janeiro.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

i.  Descrever a distribuicdo das doencas caracteristicas da intoxicacdo por benzeno na

populacédo de estudo;

ii.  Caracterizar 0s procedimentos ocupacionais e as atividades exercidas por
trabalhadores de postos de combustiveis que aumentam a exposicdo ao benzeno e

aumentam os efeitos genotdxicos;

iii.  Investigar associacdo entre a exposicdo ao benzeno e surgimento de efeitos

genotdxicos na populacdo de estudo através do teste do MN;

iv.  Analizar a correlacdo entre a contagem de microndcleos e os niveis de acido trans-

trans muconico (AttM-U) nos trabalhadores de postos de combustiveis.



44

4 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo epidemioldgico transversal para avaliar as condi¢es de salde e
0s possiveis efeitos genotdxicos dos trabalhadores de postos de combustiveis do municipio do

Rio de Janeiro expostos ao benzeno presente na gasolina.

41  SELECAO DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS

De junho de 2014 a dezembro de 2015, foram realizadas visitas em postos de
combustiveis localizados no Centro e na Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro. Foram
convidados apenas 0s postos que ndo sdo de bandeira branca (ex: BR, Esso, Ipiranga, Shell) e
que os proprietarios-gerentes permitiam a liberacdo dos funcionarios para as entrevistas e para
a coleta de amostra bioldgica (sangue e urina) durante a jornada de trabalho. A selecdo dos
postos de combustiveis ocorreu por conveniéncia e a permissdo dos gerentes foi dada através
da assinatura de uma carta de apresentacdo, na qual consta os detalhes do projeto (ANEXO

A). No total, sete postos de combustiveis aceitaram participar da pesquisa.

4.2  POPULACAO DO ESTUDO

Para a presente dissertacdo foram estabelecidos dois grupos de estudo, cada um com a
presenca de 60 trabalhadores. O primeiro grupo foi formado por trabalhadores
ocupacionalmente expostos ao benzeno presente na gasolina nos postos de revenda de
combustiveis do municipio do Rio de Janeiro, nomeado como ‘“grupo exposto”, na qual
fazem parte todos os trabalhadores que declararam em suas atividades ocupacionais algum
contato direto com a gasolina, seja durante o abastecimento automotivo, recebimento ou
coleta amostras de combustivel do caminhdo tanque. Foram selecionados, portanto, frentistas,
gerentes/encarregados de pista, lubrificadores e lavadores de carros. N&o foram considerados

trabalhadores de loja de conveniéncia, limpeza, escritério, entre outros, pois esses
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trabalhadores sdo considerados ambientalmente expostos. O segundo grupo, denominado
“grupo ndo exposto” foi formado por trabalhadores de escritorio do INCA e da UNIRIO, isto
é, individuos que ndo trabalham em postos de combustiveis e ndo sdo ocupacionalmente
expostos ao benzeno.

Os critérios de inclusdo dos voluntarios do estudo para a andlise dos efeitos
genotoxicos através do teste do microndcleo foram:

- “grupo exposto”: tempo de trabalho minimo de 6 meses em postos de revenda de
combustiveis, concordancia em responder ao questionario estruturado para a coleta de
informacgdes, além da realizacdo dos exames clinicos e laboratoriais, incluindo coleta de
sangue e de urina.

- “grupo ndo exposto”: trabalhadores de escritorio, isto ¢, ndo expostos
ocupacionalmente ao benzeno presente na gasolina, concordancia em responder as perguntas
e realizar exames clinicos e laboratoriais, incluindo coleta de sangue e de urina.

Foram adotados os mesmos critérios de exclusdo para o “grupo exposto” ¢ para o
“grupo ndo exposto”: individuos com problemas comportamentais como alcoolismo,
agressividade, problemas mentais que impossibilitem a entrevista, trabalhadores com
dificuldade de locomocéo e individuos que tenham sido expostos a radiacdo ionizante ou
tratamento quimiotrapico nos ultimos 3 meses.

Todos os trabalhadores foram apresentados ao termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE - ANEXOS B e C) antes da realizacdo do estudo. Apos leitura e
compreensdo do TCLE, os voluntarios decidiam se desejavam ou ndo fazer parte do estudo.

Apenas 0s participantes que assinaram o0 TCLE foram incluidos no estudo.

43 COLETA DE DADOS

a) Caracteristicas sociodemograficas, de exposi¢ao ocupacional e clinicas.

Durante os anos de 2014 e 2015, os trabalhadores responderam a um questionario
individual com perguntas relacionadas ao perfil sociodemografico e de exposicdo a agentes

guimicos durante a jornada de trabalho, e também dados ocupacionais a fim de avaliar todos
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os fatores do histérico de vida do trabalhador que pudessem interferir nos resultados dos
ensaios.

O questionario individual contempla os seguintes mddulos: MODULO 1:
caracteristicas sociodemograficas; MODULO 2: informac@es sobre exposicdo ocupacional
(ocupacéo atual. tempo de trabalho, atividades ocupacionais e procedimentos ocupacionais);
MODULO 3: informagdes sobre exposicio a substancias quimicas (ANEXO D).

Os dados clinicos, principais queixas, sinais e sintomas dos trabalhadores foram
obtidos através de relatos provenientes da aplicagdo do questionario clinico. O questionario
clinico aborda os seguintes médulos: MODULO 1: Anamnese clinica (historia patologica
pregressa, historia patoldgica atual e histdria reprodutiva); MODULO 2: Estilos de vida
(tabagismo, consumo de bebidas alcodlicas e consumo de substancias psicoativas);
MODULO 3: Historia familiar; MODULO 4: Sinais e sintomas caracteristicos para a
exposicdo ao benzeno (ANEXO E). A aplicacdo dos questionarios e a avaliagdo clinica
ocorreu no proprio local de trabalho dos voluntarios. Ambos os questionarios foram aplicados
para 0 grupo exposto e ndo exposto, porém, as perguntas pertinentes as atividades e
procedimentos ocupacionais realizados somente por trabalhadores de postos de combustiveis
nédo foram aplicadas para os trabalhadores do grupo nao exposto.

b) Avaliacéo clinica

Apbs a aplicacdo dos questionarios, 0s participantes passaram por uma avaliacdo
clinica por médicos treinados. No momento da entrevista, eram agendadas as datas referentes
a realizacdo da avaliacdo clinica e da coleta do material biologico. O exame clinico inclui a
avaliacdo de problemas neuropsicolégicos e neurocomportamentais, com investigacdo da
presenca de alteracGes cognitivas e disturbios afetivos e identificacdo de alteracfes sutis, a

fim de detectar as alteragfes ainda em estagios iniciais.

c) Amostras de sangue periférico e urina

Durante todo o ano de 2015, as amostras de sangue periférico dos voluntarios foram
coletadas em tubos contendo heparina sodica, por profissional qualificado e armazenadas em
isopor com gelo em temperatura de 2 a 8 °C e encaminhadas e processadas no

INCQS/Fiocruz, para anélise de genotoxicidade. Além disso, 50 mL de urina foram coletadas
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para o biomonitoramento da exposic¢do ao benzeno, através das anélises do &cido trans-trans-
muconico.

Nesta etapa, objetivou-se manter intervalos parecidos entre 0 momento da coleta e o
momento em que as amostras eram tratadas para manutencdo da sua viabilidade. Para a
pesquisa de metabdlitos de benzeno na urina, os trabalhadores expostos foram orientados a
apos quatro horas de exposicao/trabalho a esvaziar a bexiga, beber aproximadamente 3 copos
de agua e reter a proxima urina por duas horas. Logo apds isso, o trabalhador deveria coletar
aproximadamente 50 ml de urina. Ao fim da jornada de trabalho as amostras foram
encaminhadas para o Laboratorio de Analises Toxicologicas da UNIRIO pra anélise do AttM-
U - indicador biolégico de exposicdo ao benzeno. As analises foram realizadas sob
supervisdo da Dra. Barbara Geraldino através metodologia de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) modificada por Ducos et al., 1990. Os resultados das anélises foram
fornecidos para este trabalho com a finalidade de estabelecer uma correlagdo entre o indicador
biolégico de exposicdo ao benzeno e os marcadores de efeitos genotdxicos de trabalhadores
de postos de combustiveis. A atividade laboratorial de analise do acido trans-trans muconico
ndo fez parte dos ensaios executados nesta dissertacdo, porém os resultados obtidos foram
cedidos para as interpretacdes dos achados do potencial genotdxico.

4.4  TESTE DO MICRONUCLEO EM LINFOCITOS PERIFERICOS

4.4.1 Cultura de linfécitos binucleados

As amostras dos voluntarios foram preparadas em duplicata, sendo o volume de 1 ml do
sangue total do voluntario adicionado ao meio de cultura contendo 5 ml de meio RPMI 1640,
20% de soro fetal bovino e um agente estimulador de divisdo celular (fitohemaglutinina —
4%), para que os possiveis MNs decorrentes da exposicdo ocupacional sejam produzidos.
Apbs as amostras serem incubadas por 44 h a 37 °C, foi adicionada a citocalasina B (CtB - 4
pg/ml) para bloquear a citocinese e incubacgao por mais 28 h a 37 °C.

Finalizado o tempo de cultura (72 h) as amostras foram homogeneizadas e as amostras
foram centrifugadas a 800 rpm (16,1 g) durante 5 minutos e o sobrenadante (meio de cultura)

desprezado com auxilio de pipeta Pasteur. Em seguida, adicionou-se vagarosamente pela
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parede do tubo 5 ml de solucéo hipotonica de KCI gelada (0,075 M), preparada no mesmo
dia. Centrifugou-se novamente a 800 rpm (16,1 g) por 5 minutos e o sobrenadante foi
descartado. A seguir foram adicionados 5 ml do fixador 5:1 (metanol e acido acético),
preparado no momento do uso, e trés gotas de formaldeido para auxiliar na preservacao do
citoplasma. As amostras foram novamente centrifugadas a 800 rpm (16,1 g) por 5 minutos.
Apdbs desprezar o sobrenadante foram realizadas mais duas etapas de fixacdo, através da
adicdo de 5 mL de fixado metanol / &cido acético (3:1), com centrifugacdo e descarte de
sobrenadante entre as etapas. Apds as trés etapas de fixacdo, o sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se de 0,5 a 1 ml de fixador (3:1) no tubo, de acordo com volume do depdsito
celular com o objetivo de manter as células até o momento da analise. As células fixadas
foram gotejadas sobre laminas limpas, secas e coradas com Giemsa 5% por 5 minutos. A

seguir, as ldaminas foram analisadas em microscopio dptico (Figura 4).

Figura 4 - Esquema Teste do Micronucleo.
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A andlise de cada réplica (amostras em duplicata) foi realizada através de dois tipos de
leitura (genotoxicidade e citotoxicidade), ap6s as laminas serem preparadas e coradas com
solucdo de Giemsa 5%. Para avaliar o potencial genotoxico foi avaliada a frequéncia de MN
em 1000 linfocitos binucleados por réplica (total de 2000 células avaliadas por voluntério).
Foram considerados MN as formagdes que apresentem tamanho entre 1/16 a 1/3 dos nucleos
principais e os mesmos padrdes de coloracdo. Para o potencial citotoxico foi avaliada a
frequéncia de células com 1, 2 ou 3 divisbes celulares em um total de 500 linfocitos por
réplica, com o total de 1000 células avaliadas por voluntario (FENECH, 2007). As laminas
foram analisadas em objetiva de 40X para a avaliagdo da citotoxicidade (aumento final de
400X) e em objetiva de 100X, utilizando 6leo de imersdo, para a avaliacdo da genotoxicidade
(aumento final de 1000X).

4.4.2 AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO

A avaliagdo do efeito citotoxico foi dada através do célculo do indice de divisdo
nuclear (IDN), através do método de Eastmond & Tucker, 1989. Este indice mostra o nimero
de divisbes celulares de uma célula, durante sua exposicao a CitB. O célculo consite na
contagem de 500 células vidveis com um, dois e trés ou mais nucleos. Os resultados séo

introduzidos na férmula:

M1 + 2(M2) + 3(M3)
IDN =

N

Onde M1, M2 e M3 representam o nimero de células viaveis com respectivamente
um, dois e trés ou mais nucleos e N o total de células viaveis contadas (total de 1000
celulas/voluntério).

Ap0s a obtencdo o IDN, para cada voluntario exposto e ndo exposto, foi calculada a
média e desvio padrdo para a comparacdo dos resultados obtidos em cada um dos grupos e

entdo determinar se houve ou ndo diferenca na proliferacédo celular entre eles.
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443 AVALIACAO DO EFEITO GENOTOXICO

A genotoxicidade foi determinada pela frequéncia de micronucleos (MN) em 2000
linfocitos binucleados para cada amostra, sendo 1000 linfécitos binucleados por cada réplica
da duplicata. Os resultados foram interpretados de maneira continua e categorica, ou seja, foi
feita a frequéncia de células binucleadas com micronicleo em 1000 células binucleadas
juntamente com a média e desvio padrdo, para ambos 0s grupos (exposto e ndo exposto).
Como nao ha um valor basal para ser usado em individuos ndo expostos, a média de células
binucleadas com micronucleo do grupo ndo exposto foi utilizada para avaliacdo dos efeitos
genotoxicos. Sendo assim, o valor de 4 MN ou menos foi cosiderado como valor aceitavel de
micronucleos nos trabalhadores selecionados. Também foi realizada a frequéncia seguida da
média e desvio padrdo dos resultados relacionados com a presenca de broto nuclear e ponte
nucleoplasmatica para ambos 0s grupos (exposto e ndo exposto). Neste estudo foram
considerados 0s seguintes critérios para a classificacdo de um linfécito binucleado, segundo
Fenech (2007).

a) Nucleos com membranas nucleares intactas e com mesma delimitacdo citoplasmatica;

b) Tamanho e padrdo de coloracdo semelhantes para os dois nucleos;

c) Os dois nucleos da célula binucleada podem estar ligados por residuos nucleares mas
esta ligacdo ndo pode ser mais espessa do que um quarto do didmetro nuclear;

d) Os nucleos podem estar “colados”, mas nunca sobrepostos. As células com nicleos
sobrepostos somente serdo contadas se as membranas nucleares de cada nucleo
estiverem bem delimitadas;

e) A membrana celular intacta e separada da membrana celular da célula vizinha;

f) Células mono, tri ou multinucleadas ndo sdo contadas ao se avaliar a presenca de MN.

Da mesma maneira, células em apoptose ou necrose nao sao consideradas.
Segundo Fenech (2007) os critérios para se considerar um MN s&o:
a) O MN é morfologicamente idéntico, mas menor que o nicleo, com seu diametro

variando entre 1/16 a 1/3 do tamanho do ndcleo;

b) O MN ndo pode ser refringente, diferenciando-se assim dos artefatos;
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c) O MN pode tocar, mas ndo sobrepor o nucleo principal. A membrana nuclear do MN
deve ser perfeitamente identificada;
d) O MN possui 0 mesmo padrdo de coloracdo que o nucleo principal, mas pode

apresentar coloracdo mais intensa.

Para considerar uma PNP, utlizam-se os seguintes critérios:

a) Ligacdo continua entre os nucleos, cuja largura, ndo ultrapasse ¥ do diametro dos
nacleos;

b) Mesma coloracédo dos ndcleos;

c) Raramente € observada mais de uma ponte por célula binucleada;

d) Células binucleadas com PNP frequentemente apresentam um ou mais MN.

Para andlise de BN, sdo considerados os mesmos critérios de analise de MN, porém as
estruturas estdo conectadas a um dos nucleos principais do linfécito binucleado (FENECH,
2007). Abaixo estdo ilustrados alguns dos tipos celulares encontrados durante o teste do

micronucleo (Figura 5).

Figura 5 - Tipos de células encontradas no teste do microndcleo.

a b c

Legenda: (a) célula mononucleada; (b) célula binucleada; (c) célula multinucleada; (d) célula binucleada com
microndcleo; (e) célula binucleada com microntcleo e ponte nucleoplasmatica; (f) célula binucleada com dois
brotos nucleares. Fonte: Fenech, 2007.
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45  AVALIACAO DO INDICADOR BIOLOGICO DE EXPOSICAO — AttM-U

Foram analisadas somente as urinas dos voluntarios ocupacionalmente expostos. A
metodologia adotada para analise de AttM-U foi adaptada de Ducos et al., (1990), atraves do
método de HPLC. A partir de uma solucdo padrdo estoque de AttM em metanol (100 pg/mL)
foram preparadas solugdes intermediarias em fase movel (acido acético 1% - metanol (90-10
v/v) em pH de 2,7) nas concentra¢des 100,00; 50,00; 25,00; 12,50; e 3,12 pg/mL, que foram
utilizadas no preparo das solucGes de trabalho. Também foram preparadas em fase moével nas
concentragdes 4,00; 2,00; 1,00; 0,50; 0,06; 0,03 e 0,01 pg/mL.

Algumas modificacbes foram realizadas no método original durante a etapa de

validacdo analitica. A primeira delas foi a substituicdo da coluna cromatografica por uma
semelhante disponivel no laboratério, a LiChrosorb RP18 (250 x 4,2 mm), 5 um da Merck®,
avaliadas no comprimento de onda de 264 nm e o forno foi mantido a temperatura de 40 °C.
A etapa de extracdo em fase solida necessita de um condicionamento prévio do cartucho para
ativacdo dos sitios disponiveis que sdo 0s responsaveis por reterem o composto de interesse.
O condicionamento utiliza solventes adequados que variam de composto para composto. Em
particular, para o AttM utilizou-se como fase mdvel metanol: acido acético 1:10. Os cartuchos
(Applied Separations, N+ Quaternary Amino (SAX), 500 mg/3mL) foram acondicionados da
seguinte forma: 3 mL de metanol, 3 mL de &gua ultrapura. Foi adicionado 1 mL de urina,
seguida de pré-lavagem de 3 ml de acido acético 1%. Por fim a eluicdo foi em acido acético
10% (pH 2,7), injetou-se uma aliquota de 20 pL no HPLC, por meio de inje¢do manual.

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia da Shimadzu, equipado com bomba isocratica, termostato, coluna cromatogréfica
(250 x 4,2 mm) Lichrosorb RP 18, 5 um, detector de ultravioleta e ChemStation software. A
fase movel utilizada foi uma solucdo aquosa de acido acético 1% - metanol (90-10 v/v), pH
2,72 em fluxo de 1,0 mL/min ( pressdo de 80 bar). A temperatura do termostato da coluna foi
mantida a 40 °C, o comprimento de onda 264 nm e o tempo total da corrida cromatografica
foi 12 minutos. Foram estudados e estabelecidos os seguintes parametros analiticos:
linearidade, limite de deteccdo do equipamento e limite de quantificacdo, interferéncia da
matriz biologica, precisdo e recuperacdo. Apos a validacdo analitica, o0 método otimizado foi
aplicado em amostras de urina de trabalhadores expostos ao benzeno, objetivando confirmar a

validade de seu uso na monitorizacdo da exposic¢ao ocupacional ao solvente.
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46 VARIAVEIS DO ESTUDO

Para avaliacdo da exposicdo principal ao benzeno utilizou-se como variavel
independente o tipo de trabalhador (exposto/ndo exposto). Exclusivamente para o0s
trabalhadores de postos de combustiveis foram analisadas como varidveis independentes as
atividades e procedimentos ocupacionais, que aumentavam a exposicdo ao benzeno, além da
avaliacdo dos niveis de AttM-Ucomo indicador bioldgico de exposicéo.

Como variavel dependente do estudo foram considerados os efeitos genotoxicos,
caracterizados neste estudo pela contagem de micronucleos em 2000 linfocitos binucleados
para cada voluntario, pelo numero de brotos nucleares e pontes nucleoplasmaticas.

Para as possiveis varidveis de confusdo foram exploradas as variaveis demogréaficas,
socioecondmicas, tempo de trabalho, varidveis relacionadas ao estilo de vida, histérico
patolégico pregresso e a exposicdo a substancias quimicas. As varidveis dependentes e

independentes do estudo estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis do estudo dos efeitos genotdxicos em trabalhadores de escritério da UNIRIO e do
INCA ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores de postos
de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro expostos
ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) que foram inserido no estudo entre os anos de 2014 e
2015.

Variavel Continua Categorica
Tipo de trabalhador - N&o Exposto/Exposto
Exposicdo a AttM-U mg/g creatinina  N&o/Sim
Abastece - N&o/Sim
Realiza leitura dos tanques do subsolo - N&o/Sim
Recebe combustivel - N&o/Sim
Coleta ou analise de amostras de combustivel do A e
S - N&o/Sim
caminhdo tanque
Uso de pano/flanela - N&o/Sim
Aproxima o rosto ao abastecer até a borda - N&o/Sim
Cheira tampa do veiculo antes de abastecer - N&o/Sim
Confia no bico automatico - N&o/Sim
Aspira combustivel com mangueira - N&o/Sim
Trabalhou com a roupa molhada de combustivel - N&o/Sim

Continua
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Tabela 1 — (Continuacéo).

Variavel Continua Categorica
Variaveis de desfecho

C¢élulas binucleadas com microntcleo n°® MN <4 MN/>4 MN
Células binucleadas com broto nuclear n° BN Sim/Nao
Células binucleadas com ponte nucleoplasmaética n° PNP Sim/Né&o

Covariaveis

Masculino/Feminino

Sexo -
24 anos ou menos
dade i De 25 a 34 anos
Mais de 35 anos
Nao brancos
Cor da pele - Brancos
Casado
Estado marital - Separado, vilvo ou solteiro
Fundamental
Escolaridade - Medlq
Superior
Renda média familiar R$ -
Nunca fumou
Tabagismo _ Ex-fumante
Fumante
Ingestdo de bebida alcodlica - N&o/Sim

Né&o consome
1-2 vezes por semana

Consumo de alimentos industrializados - 3-6 vezes por semana

Diariamente
Doengas respiratorias - N&o/Sim
Doencas neurolégicas - N&o/Sim
Doengas hematoldgicas - N&o/Sim
Doencas gastrointestinais - N&o/Sim
Doencas otorrinolaringoldgicas - N&o/Sim
Doengas oftlamoldgicas - N&o/Sim
Doencas dermatoldgicas - N&o/Sim
Emagrecimento - N&o/Sim
Fraqueza - N&o/Sim
Tontura - N&o/Sim
Sonoléncia - N&o/Sim

Continua
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Tabela 1- (Continuag&o).

Variaveis Continua Categorica
Dificuldade para enxergar - N&o/Sim
Cefaleia - N&o/Sim
Irritabilidade - N&o/Sim
Ansiedade - N&o/Sim
Insdnia - N&o/Sim
Alteracdo do humor - N&o/Sim
Alteracdo da atencéo - N&o/Sim
Alteracdo da memdria - N&o/Sim
Sudorese noturna - N&o/Sim
Formigamentos - N&o/Sim
Movimentos involuntarios - N&o/Sim
Tremores - N&o/Sim
Caibras - N&o/Sim
Diminuicéo da forga muscular - N&o/Sim
Petéquias - N&o/Sim
Hematomas - N&o/Sim
Epistaxe - N&o/Sim
Menos de 1 ano
De 1 a5 anos

Tempo de trabalho (anos) - De 6 a 10 anos

De 11 a 20 anos
Mais de 20 anos

Legenda: MN: micronucleo; PNP: ponte nucleoplasmética; BN: broto nuclear.

47  ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados obtidos através da coleta de informag6es foram armazenados em um banco
construido para essa finalidade. Para a realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o
programa Statistical Package for the Social Sciences for Windows (SPSS), verséo 20.0.

Foi feita a analise descritiva das caracteristicas da populacdo de estudo a partir das
variaveis demograficas, socioecondmicas, habitos de vida, histérico patoldgico, sinais e
sintomas e varidveis ocupacionais considerando grupo exposto e grupo nao exposto, através
da sua distribuicdo de frequéncias e analise univariada, para variaveis categoricas, utilizando
0 teste Qui-quadrado e teste exato de Fisher. Do mesmo modo, foram determinadas as
frequéncias das variaveis relacionadas a atividades e procedimentos ocupacionais somente

para 0 grupo exposto. A medida das frequéncias de células binucleadas com microndcleo,
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células com broto nuclear e com ponte nucleoplasmatica foi feita pelo calculo de frequéncia,
média e desvio padréo.

A distribuicdo das variaveis continuas média de idade, renda, nimero de células
binucleadas com micronucleo, com broto nuclear e com ponte nucleoplasmatica foi analisada
quanto a sua distribui¢cdo normal através do teste Kolmogorov- Smirnov e como desviaram da
normalidade foi aplicado o testes ndo paramétrico Mann-Whitney.

Para determinar a associacdo entre as variaveis de exposicao e cada um dos valores
obtidos para as varidveis que avaliam os efeitos genotoxicos atraves de células binucleadas
com microndcleo foi realizado um teste bivariado para a obtencdo de varidveis com um p-
valor menor ou igual a 0,20, para a sua posterior insercdo no modelo multivariado. Para a
analise de regressdao multivariada logistica ndo condicional foi considerado o nimero de
células binucleadas com microntcelo de forma categdrica. As varidveis idade e sexo foram
mantidas no modelo multivariado, independente da sua significancia estatistica, uma vez que
existem dados na literatura que reforcam a relacdo entre o numero de micronucleos
encontrados e as duas varidveis (FENECH, 1993; FENECH, 2007). Quanto as demais
variaveis, foram mantidas no modelo multivariado final aquelas com um p-valor menor ou
igual a 0,05 ou que modificaram o efeito (coeficiente beta da regressdo) da variavel de

exposicdo sobre o desfecho em 10% ou mais.

48 ASPECTOSETICOS

Durante o convite para a participagdo na pesquisa, todos os voluntarios foram
informados sobre o objetivo do estudo em caracterizar os riscos relacionados a exposicéo
ocupacional ao benzeno entre trabalhadores de postos de combustiveis do municipio do Rio
de Janeiro, ndo possuindo nenhum caréater de fiscalizagdo. Além disso, os trabalhadores foram
instruidos sobre o sigilo de todas as informacdes coletadas e dos resultados dos exames, na
qual somente o voluntario do estudo teria acesso. Foi explicado também que a participagdo na
pesquisa seria voluntaria, sem riscos a saude dos trabalhadores e a recusa para a participacao
do estudo ndo levaria a nenhuma penalidade para o trabalhador. Também foi informado que

no caso de deteccdo de qualquer problema de salde, haveria o encaminhamento para
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atendimento no Sistema Unico de Satde no municipio do Rio de Janeiro e acompanhamento
do voluntario.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Nacional de Céancer
(INCA), sob o nimero de registro 121/09. Todos os trabalhadores convidados a participar do
estudo foram apresentados ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes da coleta de
dados e de material biologico (ANEXOS B e C). Apenas 0s participantes que assinaram 0

Termo de Consentimento foram incluidos.
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5 RESULTADOS

5.1  DESCRICAO DA POPULACAO DE ESTUDO SEGUNDO A CATEGORIA DE
EXPOSICAO

No presente estudo foram incluidos e analisados 60 trabalhadores de postos de revenda
de combustiveis ocupacionalmente expostos ao benzeno presente na gasolina (“grupo
exposto”) e 60 trabalhadores de escritorio da UNIRIO e do INCA ndo expostos
ocupacionalmente ao benzeno (“grupo ndo exposto”). O grupo exposto foi composto por 56
homens (93,3%) e 4 mulheres e 0 grupo ndo exposto por 44 (73,3%) homens e 16 mulheres
(Tabela 2).

As andlises das variaveis demogréaficas, cor da pele e estado marital, demonstraram
que a maioria dos individuos expostos (73,3%) se declararam nao brancos e 61,7% pertencia
ao grupo de casados ou em unido estavel. No grupo ndo exposto 63,3% dos trabalhadores se
autodeclararam ndo brancos e, para o estado marital, 56,7% declararam ser casados ou em
unido estavel. Os individuos ndo expostos apresentaram maior média de idade quando
comparados aos individuos expostos (Tabela 2).

As variaveis socioecondmicas foram caracterizadas pela avaliacdo do nivel de
escolaridade e renda média familiar. Houve diferenca significativa em relacdo as duas
variaveis, ambas com p-valor < 0,01. Os trabalhadores expostos declararam em sua maioria
(61,7%) ter ensino médio completo ou incompleto, ja entre os trabalhadores ndo expostos,
60% apresentavam ensino superior completo ou incompleto. A renda média familar foi maior

no “grupo nao exposto” quando comparado ao “grupo exposto” (Tabela 2).
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Tabela 2 - Analise descritiva das variaveis demogréficas e socioecondémicas dos trabalhadores de escritério da UNIRIO e do INCA ndo expostos
ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores de postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de

Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015, segundo a categoria de exposi¢do da

populacgdo de estudo.

o » NAO EXPOSTOS EXPOSTOS

Variaveis demograficas % " %
Masculino 44 73,3 56 93,3 L

Sexo Feminino 16 26,7 04 6,7 <001
Média em anos 42,5 (10,1) 36,9 (9,99) <0,01?
Até 24 anos 00 0,0 07 11,7

Idade De 25 a 34 anos 16 26,7 16 26,7 0,02t
35 anos ou mais 44 73,3 36 60,0
NS/NR 00 0,0 01 1,7

Cor da pele N&o brancos 38 63,3 44 73,3 0.241
Brancos 22 36,7 16 26,7 '
Casado 34 56,7 37 61,7 0.551

Estado marital Solteiro, vilivo ou solteiro 25 41,7 23 38,3 :
NS/NR 01 1,7 00 0,0
Ensino fundamental 11 18,3 18 30,0 < 0,01t

Escolaridade Ensino médio 13 21,7 37 61,7
Ensino superior 36 60,0 05 8,3

Renda familiar 6461,8 (5743,4) 2605,2 (1523,2) < 0,012

lteste Qui-quadrado. 2 teste Mann-Whitney. 3N3o sabe/ Nao respondeu
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Quando questionados sobre estilo de vida, 70% do “grupo exposto” e 61,7% do
“grupo ndo exposto” declararam nunca ter fumado. Os fumantes representaram 16,7% do total
de trabalhadores do “grupo exposto” e 10% dos trabalhadores do “grupo ndo exposto”. Com
relacdo ao habito de ingerir bebidas alcodlicas 65% do grupo exposto e 66,7% dos
entrevistados do grupo ndo exposto responderam que ingeriam bebidas alcodlicas.

A variavel relacionada ao consumo de alimentos industrializados e processados,
mostrou-se diferente para as duas categorias do estudo. No grupo ocupacionalmente exposto,
25,0% relataram ndo consumir nenhum tipo desses alimentos e a maioria dos trabalhadores
(43,3%) relatou o consumo em torno de 3 a 6 vezes por semana, entretanto, 26,7% diz nao
consumir tais produtos e 25,0% relata consumir de 3 a 6 vezes por semana no grupo ndo
exposto (Tabela 3).

As variaveis tabagismo (p-valor = 0,10), consumo de bebidas alcodlicas (p-valor =
0,85) e consumo de alimentos industrializados (p-valor = 0,28¢) ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas.

Tabela 3 - Anélise dos habitos de vida dos trabalhadores de escritorio da UNIRIO e do INCA néo
expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores de postos de revenda
de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro expostos ocupacionalmente
ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015, segundo a categoria de

exposicao.
NAO EXPOSTOS
Habitos EXPOSTOS p-valor”
N ) \
Nunca fumou 37 61,7 42 70,0
. Ex-fumante 17 28,3 08 13,3
Tabagismo Fumante 06 10,0 10 16,7 0,10
Ingestdo de Néo 20 33,3 21 35,0
bebidas Sim 40 66,7 39 65,0 0,85
alcoolicas
q Né&o consome 16 26,7 15 25,0
Cc_)nsumo € 1-2 vezes/semana 13 21,7 09 15,0
alimentos 15 250 26 433 0,28
industrializados 8-6 vezes/semana : :
Diariamente 11 18,3 07 11,7
NS/NR# 05 8,3 03 5,0

“teste Qui-quadrado. “N&o sabe/ N&o respondeu.
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No que diz respeito a histdria patoldgica pregressa, somente para doengas respiratorias

encontrou-se diferencas significativas entre 0s grupos exposto e ndo exposto. Para todas as

doencas analisadas, o grupo ndo exposto declarou em seu histérico patologico pregresso

maior percentual quando comparado ao grupo exposto (Tabela 4).

Tabela 4 — Anélise do histdrico de doencas pregressas relacionadas com a exposi¢do

ao benzeno dos trabalhadores de escritério da UNIRIO e do INCA ndo expostos

ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores de postos de

revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro

expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre 0s

anos de 2014 e 2015.
NAO

Histdrico de doencas EXPOSTOS
N %

Doenca respiratoria

Néo 35 58,3
Sim 25 41,7
Doenga neuroldgica

Né&o 58 96,7
Sim 02 3,3
Doenca hematoldgica

Néo 55 91,7
Sim 05 8,3
Doenga gastrointestinal

Né&o 46 76,7
Sim 14 23,3
Doenca otorrinolaringoldgica

Néo 45 75,0
Sim 15 25,0
Doenca oftalmoldgica

Né&o 29 48,3
Sim 31 51,7
Doenca dermatol6gica

Néo 53 88,3
Sim 07 11,7

EXPOSTOS
N %
50 83,3
10 16,7
58 96,7
02 3,3
57 95,0
03 5,0
51 85,0
09 15,0
53 88,3
07 11,7
39 65,0
21 35,0
54 90,0
06 10,0

<0,01*

1,00*

0,72*

0,32*

0,06*

0,07*

0,77%

* teste Qui-quadrado. * teste exato de Fisher.
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A anélise estatistica dos sinais e sintomas dos trabalhadores de ambos 0s grupos
indicou que, diferente dos resultados encontrados para doencas pregressas, os trabalhadores
do “grupo exposto” apresentaram maior percentual de relato dos seguintes sintomas quando
comparados com os trabalhadores do grupo “ndo exposto”: emagrecimento, fraqueza, tontura,
sonoléncia, irritabilidade, alteragdo da memdria, sudorese noturna, formigamentos, tremores,
hematomas e epistaxe. E importante ressaltar que varios desses sintomas sio especificamente
relacionados a exposicdo ao benzeno. J& outros sintomas menos especificos relatados pelos
trabalhadores, tais como dificulade de enxergar, cefaléia, ansiedade, insonia, alteracdo do
humor, alteracdo da atencéo entre outros, apresentaram frequéncia muito parecida para ambos
os grupos estudados, “grupo exposto” e “grupo nao exposto”. Sudorese noturna e tremores

foram os sintomas que apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Tabela 5).

Tabela 5 - Analise de sinais e sintomas relatados pelos trabalhadores de escritério da UNIRIO e do
INCA néo expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores de postos
de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro expostos
ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015,

segundo a categoria de exposicao.

NAO EXPOSTO EXPOSTO
N % N %

Sinais e sintomas

p-valor

Emagrecimento

Nao 58 96,7 53 88,3 0.16"

Sim 02 3,3 07 11,7 '
Fraqueza

Nao 56 93,3 52 86,7 0.22*

Sim 04 6,7 08 13,3 '
Tontura

Nao 57 95,0 52 86,7 011"

Sim 03 5,0 08 13,3 !
Sonoléncia

Nao 40 66,7 36 60,0 0.45"

Sim 20 33,3 24 40,0 !
Dificuldade para enxergar

Néo 36 60,0 40 66,7 0.45"

Sim 24 40,0 20 33,3 '
Cefaleia

Nao 40 66,7 42 70,0 0.70*

Sim 20 33,3 18 30,0 '
Irritabilidade

N&o 40 66,7 34 56,7 0.26"

Sim 20 33,3 26 43,3 '

Continua
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Tabela 5 — (Continuacéo)

. NAO EXPOSTO EXPOSTO

Sinais e sintomas p-valor
N % N %

Ansiedade

Né&o 24 40,0 32 53,3 0.14*

Sim 36 60,0 28 46,7 ’
Insénia

Né&o 47 78,3 48 80,0 0.82"

Sim 13 21,7 12 20,0 ’
Alteracdo de humor

Né&o 43 71,7 49 81,7 0.20"

Sim 17 28,3 11 18,3 ’
Alteracdo da atengéo

Né&o 45 75,0 48 80,0 051"

Sim 15 25,0 12 20,0 ’
Alteracdo da memoria

Né&o 40 66,7 43 71,7 0.55"

Sim 20 33,3 17 28,3 ’
Sudorese noturna

Né&o 56 93,3 49 81,7 0.05"

Sim 04 6,7 11 18,3 ’
Formigamentos

Né&o 53 88,3 48 80,0 0.21"

Sim 07 11,7 12 20,0 ’
Movimentos involuntarios

Né&o 45 75,0 49 81,7 0.38"

Sim 15 25,0 11 18,3 ’
Tremores

Né&o 58 96,7 49 81,7 0,01"

Sim 02 3,3 11 18,3
Caibras

Né&o 40 66,7 43 71,7 0.55"

Sim 20 33,3 17 28,3 ’
Diminuicéo da forca muscular

Né&o 53 88,3 53 88,3 100"

Sim 07 11,7 07 11,7 '
Petéquias

Né&o 57 95,0 58 96,7 1.00*

Sim 03 5,0 02 33 ’
Hematomas

Né&o 59 98,3 57 95,0 0.62*

Sim 01 1,7 03 5,0 ’
Epistaxe

3 58 96,7 57 95,0
Nao 1,00*
Sim 02 3,3 03 5,0

“teste Qui-quadrado; *teste exato de Fisher
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Quanto as caracteristicas ocupacionais do grupo exposto e do grupo nao exposto, foi

analisado o tempo de trabalho indicando que a maioria dos trabalhadores dos dois grupos

trabalha de 1 a 5 anos na mesma ocupagdo, representando 46,7% do “grupo ndo exposto” e

38,4% do “grupo exposto” (Tabela 6).

Tabela 6 - Analise do tempo de trabalho dos trabalhadores de escritorio da UNIRIO e do

INCA ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores

de postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de

Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre os

anos de 2014 e 2015, segundo a categoria de exposi¢ao.

NAO
Variaveis Ocupacionais EXPOSTOS
%
<lano 02 3,3
1a5anos 28 46,7
Tempo de trabalho 6 a 10 anos 07 11,7
11 a 20 anos 13 21,6
> 20 anos 10 16,7

EXPOSTOS
N %
14 233
23 384
16 267 <001
05 8,3
02 3,3

*teste Qui-quadrado

E importante avaliar todas as substancias as quais os trabalhadores de ambos os grupos

sdo expostos durante as suas jornadas de trabalho. A analise demonstrou que 0 grupo exposto

declarou, em maior frequéncia, contato com os combustiveis gasolina, etanol, 6leo diesel e

GNV. Quanto a fumaca de veiculos, 75% dos trabalhadores expostos e 28,3% dos

trabalhadores ndo expostos, afirmaram contato. Para oleo lubrificante, produtos de limpeza e

solventes também houve maior percentual de contato para o grupo exposto (Tabela7).
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Tabela 7 - Anélise da exposicdo a substancias quimicas dos trabalhadores de escritério da UNIRIO e

do INCA ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores de

postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro expostos

ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015,

segundo a categoria de exposic¢ao.

Exposicado a substancias quimicas

NAO
EXPOSTOS SRFOSIIE p-valor

N % N %

Gasolina

Etanol

Diesel

Gas natural veicular

Fumaca de veiculos

Querosene

Oleo lubrificante

Produtos de limpeza

Graxas e ceras

Solventes

Néao
Sim
Néo
Sim
Néao
Sim
Néo
Sim
Néo
Sim
Nao
Sim
Néo
Sim
Néo
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim

54 90,0 07 11,7

06 100 53 gs3 00T
5w B B an
9w ouom
s W E
5 omE B
A R T
IR
s omoaw
S
%50 s 00

03 50 06 10,0

*teste Qui-quadrado. “teste exato de Fisher.

5.1.1 Caracteristicas ocupacionais do grupo exposto

Existem atividades e habitos ocupacionais de trabalhadores de postos de combustiveis

que aumentam a exposi¢do ao benzeno. As atividades que apresentaram maior frequéncia de
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trabalhadores realizando foram: o abastecimento de veiculos (93,3%), 0 uso de pano/flanela

durante o abastecimento (73,3%) e nao utilizar o bico automatico (60%) (Tabela 8).

Tabela 8 — Distribuicdo das atividades e habitos ocupacionais que aumentam a exposi¢do a
benzeno realizados por trabalhadores de postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona
Sul do municipio do Rio de Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto)
inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015.

Atividades ocupacionais - EXPOSTOS

Néo 04 6,7
Abastece Sim 56 93,3 <0,01
. Né&o 43 71,7
Leitura dos tanques do subsolo sim 17 28.3 <0,01
. Né&o 43 71,7
Recebe combustivel sim 17 283 <0,01
. Néo 47 78,3
Coleta de amostras de combustivel sim 13 217 <0,01
. Né&o 16 26,7
Uso de pano/flanela durante abastecimento sim 44 733 <0,01
A ) . do abast . " Nao 40 66,7
proxima o rosto quando abastece o tanque até a )
borda Sim 19 31,7 <0,01
NS/NR?# 01 1,6
Cheira a tampa do veiculo antes de abastecer N_ao 47 783
Sim 12 20,0
<0,01
NS/NR?# 01 1,7
Sim 36 60,0
N3
Nao confia no bico automatico a0 23 38,3 0,09
NS/NR?# 01 1,7
Né&o 52 86,7
. . . Sim 07 11,7
Aspira combustivel com mangueira NS/NR* 01 16 <0,01
Trabalha com a roupa molhada de combustivel Néo 42 70,0 <001
Sim 17 28,3 ’
NS/NR* 01 1,7

“teste Qui-quadrado. “N&o sabe/ N&o respondeu.
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5.1.2 Caracteristicas do grupo exposto segundo a analise do AttM-U

A analise do indicador bioldgico de exposicdo ao benzeno, o acido trans-trans-
muconico (AttM-U), foi realizada somente nos trabalhadores expostos ocupacionalmente ao
benzeno. O valor de referéncia adotado foi 0,5 mg/g de creatinina, como recomendado pela
Portaria n® 34 de 2001 (BRASIL, 2001).

Os resultados demonstraram um valor médio de AttM-U de 0,29 mg/g de creatinina
(desvio padrdo = 0,49) para os trabalhadores de postos de combustiveis analisados. A faixa de
idade que apresentou maior valor de AttM-U foi até 24 anos, com 0,57 mg/g de creatinina. Os
trabalhadores que tém o habito de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas apresentaram valores

de 0,29 mg/g de creatinina e 0,26 mg/g de creatinina, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9 - Média de AttM-U dos trabalhadores de postos de revenda de
combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro

expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no

estudo entre os anos de 2014 e 2015, de acordo com os idade e estilos de

vida.

D Média (DP)
Variaveis - EXPOSTOS AttM-U (ma/a
Idade
Até 24 anos 0,57 (1,09)
De 25 a 34 anos 0,33 (0,39)
35 anos ou mais 0,23 (0,33)
Tabagismo
Nunca fumou 0,32 (0,56)
Ex-fumante 0,14 (0,20)
Fumante 0,29 (0,36)
Consumo de bebida alcodlica
Nao 0,36 (0,46)
Sim 0,26 (0,51)
Consumo de alimentos industrializados
N&o consome 0,32 (0,77)
1-2 vezes por semana 0,39 (0,49)
3-6 vezes por semana 0,27 (0,33)

Diariamente

0,27 (0,39)
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Os valores de AttM-U encontrados nos trabalhadores expostos foram agrupados em
duas categorias. A primeira correspondeu aos trabalhadores que apresentaram um valor de
AttM-U abaixo de 0,5 mg/g de creatinina e a segunda categoria foi formada pelos
trabalhadores que apresentaram um valor acima de 0,5 mg/g de creatinina. Dos 60
trabalhadores do grupo exposto, 47 apresentaram o valor de AttM-U acima de 0,5 mg/g de
creatinina. Também foi realizada a analise entre o valor de AttM-U e a realizacdo de
determinadas atividades/habitos oupacionais que aumentam a exposi¢do ao benzeno. Dos 60
trabalhadores recrutados, 59 responderam as perguntas relacionadas as atividades
ocupacionais. Observou-se que 0s trabalhadores que afirmaram executar tais atividades,
apresentaram uma quantificacdo de AttM-U superior a 0,5 mg/g de creatinina, com excecao
de aproximar o rosto ao abastecer até a boca e confiar no bico automatico, porém com

resultados muito semelhantes (Tabela 10).

Tabela 10 - Niveis de AttM-U de acordo com as atividades/habitos ocupacionais dos
trabalhadores de postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do
municipio do Rio de Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo

exposto) inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015.

AttM-U <0,5 AttM-U >0,5

Variaveis p-valor®
N N %

Abastece

N_ao 00 0,0 04 8,5 0,57

Sim 12 100,0 43 91,5

Leitura dos tanques do subsolo

N_ao 10 83,3 32 68,1 0,48

Sim 02 16,7 15 31,9

Recebe combustivel

Né&o 09 75,0 33 70,2 100

Sim 03 25,0 14 29,8 ’

Coleta de amostras de combustivel

N_ao 11 91,7 35 74,5 0,27

Sim 01 8,3 12 25,5

Uso de pano/flanela durante o abastecimento

N_ao 05 41,7 11 23,4 0,28

Sim 07 58,3 36 76,6

Aproxima o rosto quando abastece o tanque até a borda

Né&o 07 58,3 33 71,7 0.49

Sim 05 41,7 13 28,3 '

Continua.
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Tabela 10 — (Continuagao)

Variaveis AttM-U <0,5 AttM-U >0,5
N %
Cheira a tampa do veiculo antes de abastecer
Né&o 10 83,3 38 80,9 1,00
Sim 02 16,7 09 19,1
Confia no bico automatico
Sim 05 58,3 30 63,8 0,75
Né&o 07 41,7 17 36,2
Aspira combustivel com mangueira
N_ao 11 91,7 41 87,2 1.00
Sim 01 8,3 06 12,8
Trabalha com a roupa molhada de combustivel
Néao 09 75,0 33 70,2 1,00
Sim 03 25,0 14 29,8

#teste exato de Fisher.

5.2  ASSOCIACAO ENTRE EFEITOS GENOTOXICOS E EXPOSICAO AO BENZENO

A andlise citogenética para avaliacdo a frequéncia de células com MN foi realizada
nos 120 trabalhadores recrutados para a pesquisa, sendo 60 no grupo exposto
ocupacionalmente a benzeno e 60 para 0 grupo ndo exposto ocupacionalmente ao benzeno.
Foram analisadas 2000 células por individuo, porém o resultado foi descrito considerando
1000 células por individuo, conforme Fenech (2007). Durante as analises, foram identificadas
celulas binucleadas com 1 ou mais micronucleos, células binucleadas com ponte
nucleoplasmatica e com broto nuclear.

A frequéncia de células binucleadas com MN foi duas vezes maior no grupo exposto
ocupacionalmente ao benzeno quando comparado ao grupo ndo exposto a benzeno (Tabela
11). O mesmo foi observado para o total de micronucleos encontrados em 1000 células
analisadas, onde o grupo exposto apresentou uma frequéncia duas vezes maior do que 0 grupo
ndo exposto.

A cinética da divisdo celular foi calculada por meio do indice de divisdo nuclear
(IDN). Foi observada diferenca estatisticamente significativa (p-valor <0,01) na comparacao

do IDN entre os trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno e os trabalhadores do
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grupo ndo exposto ao benzeno apos as analises de 1000 células vidveis para cada voluntério

dos dois grupos estudados revelou (Tabela 11).

Tabela 11 - Frequéncia dos desfechos para os potenciais genotoxico e
citotdxico avaliados em trabalhadores de escritorio da UNIRIO e do INCA
ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos
trabalhadores de postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul
do municipio do Rio de Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno

(grupo exposto) inseridos no estudo entre 0s anos de 2014 e 2015.

Né&o Exposto Exposto

p-valor*
Potencial Genotoxico (N =60) (N =60)
Frequéncia (N)
Células binucleadas 120.000 120.000
Binucleadas com MN 484 1.050 <0,01
Total microndcleos nas células 510 1.153 <0,01
binucleadas

Frequéncia (MédiatDP)

MN-BN / 1000BN* 408+212  868+485 <001
Potencial Citotoxico

Frequéncia (MédiatDP)

MN-BN / 1000BN* 123+015  137+018 <001
! Frequéncia de microntcleos em 1000 células binucleadas.*teste Mann-Whitney.

A frequéncia de células binucleadas contendo ponte nucleopasmatica mostrou-se duas
vezes maior no grupo exposto ao benzeno, quando comparado ao grupo nao exposto, porém
ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa. A presenca de broto nuclear revelou
uma frequéncia trés vezes maior nos trabalhadores do grupo exposto quando comparado com
os trabalhadores do grupo ndo exposto (Tabela 12). Para esta alteracdo, houve diferenca
estatisticamente significativa (p-valor < 0,01).
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Tabela 12 - Outros marcadores de dano citogenético avaliados nos linfocitos
binucleados dos trabalhadores de escritorio da UNIRIO e do INCA ndo expostos
ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores de postos
de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de
Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no
estudo entre os anos de 2014 e 2015.

N&o Exposto Exposto

Potencial de dano citogenético

p-valor*

Frequéncia (N)

Células binucleadas 120.000 120.000
Ponte nucleoplasmatica 05 10 0,17
Broto Nuclear 24 86 <0,01

Frequéncia (MédiatDP)
Ponte nucleoplasmatica 0,08 0,28 0,18 + 0,43 <0,01

Broto nuclear 040+069  142+207 <001
*teste Mann-Whitney.

5.2.1 Analise descritiva das caracteristicas da populacdo segundo a contagem de

micronucleos

Analises das varidveis demograficas, socioeconémicas, estilo de vida e varidveis
ocupacionais foram utilizadas para avaliar o percentual de efeitos genotdxicos em cada grupo
do estudo. Os resultados foram interpretados de maneira continua e categorica, ou seja, foi
feita a frequéncia de células binucleadas com micronicleo em 1000 células binucleadas
juntamente com a média e desvio padrdo, para ambos 0s grupos (exposto e nao exposto).
Como nédo ha um valor basal para ser usado em individuos ndo expostos, a média de células
binucleadas com microndcleo do grupo nédo exposto foi utilizada para avaliacdo dos efeitos
genotoxicos. Sendo assim, o valor de 4 MN ou menos foi considerado como valor aceitavel
de micronucleos nos trabalhadores selecionados.

As analises mostraram que a frequéncia de micronucleos foi maior no sexo masculino
(87,9%), porém este fato pode ser justificado pelo reduzido numero de mulheres incluidas no

estudo. A faixa de idade em que se encontrou maior contagem de MN foi de 35 anos ou mais
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(62,5%). Individuos que se autodeclararam ndo brancos (69,4%), que nunca fumaram
(76,4%), que possuem o habito de ingerir bebidas alcodlicas (68,1%) e que consomem
alimentos industrializados de 3 a 6 vezes por semana (42,4%) também apresentaram uma
frequéncia maior do que 4 MN (Tabela 13).

Foram feitas trés analises estatisticas a fim de correlacionar a presenca de celulas
micronucleadas e o historico de doengas pregressas. A primeira analise contemplou toda a
populacdo do estudo, incluindo o grupo exposto e ndo exposto; a segunda contemplou
somente 0 “grupo exposto” e a terceira somente o “grupo nio exposto”. A andlise das doengas
pregressas com 0s dois grupos estudados revelou que individuos que relataram doencas
hematoldgicas (8,3%) apresentaram uma frequéncia maior na contagem de micronucleos.
Doencas respiratorias (33,3%), gastrointestinais (23,4%), oftalmologicas (54,2%) e
dermatoldgicas (10,4%) se encontraram presentes em individuos que apresentaram contagem
igual ou inferior a 4 MN (Figura 6).

A andlise das doencas pregressas relatadas pelos trabalhadores do grupo “exposto”
indicou indicou maior frequéncia para doencas respiratdrias (27,3%), gastrointestinais
(27,3%), oftalmoldgicas (45,5%) e dermatoldgicas (18,2%) relacionadas com uma contagem
de microndcleos menor ou igual a 4 MN (Figura 6). A analise das doencas pregressas
relatadas pelos trabalhadores do “grupo ndo exposto” indicou resultados semelhantes para a

presenca de tais doencas e a contagem de MN (Figura 6).
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Tabela 13 — Relacdo entre a contagem de micronucleos e as caracteristicas demograficas, socioecondmicas e estilo de vida dos trabalhadores ndo expostos

ocupacionalmente ao benzeno e dos trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015.

>4 MN

Média (DP)

4131

p-valor

0,05*

0,59*

0,75*

0,69*

0,09*

0,23*

0,01*

0,53*

0,48*

VARIAVEIS <4 MN o
% Meédia (DP) %
Demogréficas e socioecondmicas

Masculino 36 75,0 64 88,9
Sexo Feminino 12 250 08 111
Até 24 anos 02 4,2 05 6,9
Idade Categorica De 25 a 34 anos 11 22,9 21 29,2
35 anos ou mais 35 72,9 45 62,5
NS/NR? 00 0,0 01 1,4
N&o Branco! 32 66,7 50 69,4
Cor da pele Branco 16 333 22 306
] Casado 27 57,4 44 61,1
Estado marital Separado, viGvo ou solteiro 20 426 28 389
Ensino fundamental 10 20,8 19 26,4
Escolaridade Ensino médio 16 33,3 34 47,2
Ensino superior 22 45,8 19 26,4

Renda familiar (R$) 3129
Nunca fumou 24 50,0 55 76,4
Tabaglsmo EX'fUmante 15 31,2 10 13,9
Fumante 09 18,8 07 9,7
3 ) o Né&o 18 37,5 23 31,9
Ingestéo de bebida alcodlica gjmy 30 62,5 49 68,1
N&o consome 14 30,4 17 25,8
Consumo de alimentos 1-2 vezes por semana 10 21,7 12 18,2
industrializados 3-6 vezes por semana 13 28,3 28 42,4
Diariamente 09 19,6 09 13,6

“teste Qui-quadrado. #teste Mann-Whitney.  Negros, pardos e indigenas. 2N&o sabe/N&o respondeu.



Figura 6 — Comparagdo do historico de doencas pregressas segundo a contagem de micronucleos da populagéo total do estudo e de ambos o0s grupos

estudados (grupo ndo exposto e grupo exposto) analisados separadamente e inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015.
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A andlise das manifestacfes clinicas (sintomas) comuns durante a exposi¢cdo ao
benzeno foi realizada separadamente para ambos os grupos estudados (exposto e néo
exposto). Foi observado que os trabalhadores do “grupo exposto” que afirmaram as queixas
clinicas mais comuns relacionadas a intoxicacdo por benzeno concentraram-se mais

frequentemente no grupo com contagem de micronucleos superior a 4 (Figura 7).

Figura 7 — Sinais e sintomas caracteristicos da exposi¢do ao benzeno apresentados pelos trabalhadores
de postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro
expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre os anos de 2014 e

2015 de acordo com a contagem de microndcleos.
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A andlise do grupo ndo exposto de acordo com os sintomas autorrelatados revelou que
a maior parte dos trabalhadores que afirmaram a presenca das manifestacfes clinicas
estudadas se encontraram no grupo com contagem de células micronucleadas considerada

basal (Figura 8).

Figuraa 8 — Sinais e sintomas caracteristicos da exposi¢do ao benzeno dos trabalhadores de escritério
da UNIRIO e do INCA néo expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) de acordo

com a contagem de microndcleos.
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Com relacdo as caracteristicas ocupacionais, foram avaliados o tempo de trabalho e a
exposicao ocupacional a substancias quimicas tanto para o grupo exposto quanto para 0 grupo
ndo exposto. Foi realizada uma segunda andlise do tempo de trabalho e execucdo de
atividades/habitos ocupacionais que aumentam a exposi¢do ao benzeno utilizando somente os
trabalhadores de postos de combustiveis. Todas as variaveis foram agrupadas segundo a
contagem de micronucleos. Analisando os dois grupos foi observada maior frequéncia de
microndcleos em individuos de ambos os grupos que trabalham de 1 a 5 anos na mesma
ocupacdo. Além disso, os individuos expostos ocupacionalmente a maior parte das
substancias quimicas relatadas, apresentaram aumento na contagem de micronucleos (Tabela
14).

Tabela 14 - Avaliacdo do tempo de trabalho e exposi¢do a substancias quimicas, segundo a
contagem de micronucleos dos trabalhadores de escritério da UNIRIO e do INCA nédo
expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo ndo exposto) e dos trabalhadores de postos de
revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro expostos
ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre os anos de 2014 e
2015.

Variaveis Ocupacionais

<lano 03 6,2 13 18,1
1 a5anos 20 41,7 31 43,1
0,13*
Tempo de trabalho 6 a 10 anos 08 16,7 15 20,8
11a20anos 11 22,9 07 9,7
> 20 anos 06 12,5 06 8,3
Sim 13 27,1 46 63,9
Nao 38 79,2 28 38,9 <0.01*
Etanol Sim 10 208 44 611
Diesel Nao 41 85,4 32 44 4 <0,01*
Sim 07 14,6 40 55,6
Gas natural veicular ~ N&o 43 89,6 60 833  0,34*
Sim 05 10,4 12 16,7
Fumaca de veiculos ~ Nao 29 604 29 403  go3*
Sim 19 39,6 43 59,7
Sim 02 4,2 01 14

Continua.



Tabelal4 — (Continuagéo)

Exposicao a substancias quimicas

%

78

p-valor*

Oleo lubrificante Nao
Sim
Produtos de limpeza N_ao
Sim
Néo
Graxas e ceras .
Sim
Solventes N_ao
Sim

39
09

28
20

43
05

43
05

81,2
18,8

58,3
41,7

89,6
10,4

89,6
10,4

38
34

36
36

67
05

68
04

52,8
47,2

50,0
50,0

93,1
6,9

94,4
56

<0,01*

0,37*

0,52*

0,48*

*teste Qui-quadrado.

Analisando separadamente o tempo de trabalho dos trabalhadores de postos de

combustiveis de acordo com a contagem de microndcleos foi possivel observar que os

individuos com tempo de trabalho abaixo de 5 anos apresentaram maior frequéncia de células

micronucleadas (Tabela 15).

Tabela 15 — Tempo de trabalho segundo a contagem de micronicleos dos trabalhadores de postos de

revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro expostos

ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre 0s anos de 2014 e 2015.

Tempo de trabalho

Menos de 1 ano
De 1 a5 anos
De 5a 10 anos
De 10 a 20 anos
Mais de 20 anos

02
06
03
00
00

18,2
54,5
27,3
0,0
0,0

24,5
34,7
26,5
10,2
4,1

0,62*

*teste Qui-quadrado.

5.2.2 Caracteristicas ocupacionais do grupo exposto segundo a contagem de micronucleos

A avaliagéo das atividades ocupacionais foi realizada somente para os trabalhadores

de postos de combustiveis. Para todas as atividades ocupacionais desenvolvidas pelos
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trabalhadores do grupo exposto foi observada maior frequéncia na contagem de micronucleos

acima de 5 micronucleos (Tabela 16).

Tabela 16 - Atividades ocupacionais que aumentam a exposi¢do ao benzeno, segundo o
numero de micronucleos, em trabalhadores de postos de revenda de combustiveis do Centro e
da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo

exposto) inseridos no estudo entre 0s anos de 2014 e 2015.

Atividades ocupaconais

Abastece

Né&o 01 9,1
Sim 10 90,9
Leitura dos tanques do subsolo

Né&o 10 90,9
Sim 01 9,1
Recebe combustivel

Né&o 10 90,9
Sim 01 9,1
Coleta de amostras de combustivel

Né&o 09 81,8
Sim 02 18,2
Uso de pano/flanela

Né&o 03 27,3
Sim 08 72,7
Aproxima o rosto quando abastece o tanque até a borda
Né&o 05 45,5
Sim 06 54,5
Cheira a tampa do veiculo antes de abastecer

Né&o 09 81,8
Sim 02 18,2
N&o confia no bico automatico

Sim 07 63,6
Né&o 04 36,4
Aspira combustivel com mangueira

Né&o 10 90,9
Sim 01 9,1
Trabalha com a roupa molhada de combustivel

Né&o 04 36,4
Sim 07 63,6

03
46

33
16

33
16

38
11

13
36

35
13

38
10

29
19

42
06

38
10

6,1
93,9

67,3
32,7

67,3
32,7

77,6
22,4

26,5
73,5

72,9
27,1

79,2
20,8

60,4
39,6

87,5
12,5

79,2
20,8

0,57#

0,16#

0,16#

1,00#

1,00#

0,15#

1,00#

1,00#

1,00#

<0,01#

*teste Qui-quadrado. * teste exato de Fisher.

A andlise realizada a seguir foi a comparagdo entre os valores de AttM-U e o

surgimento de efeitos genotoxicos através das categorias de contagem considerada basal (4
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MN ou menos) e considerada sugestiva de efeitos genotoxicos (mais de 4 MN). Observa-se
que 81,2% dos individuos com valores de AttM-U acima de 0,5mg/g de creatinina,
apresentaram uma contagem de MN sugestiva de efeitos genotdxicos (Tabela 17).

Tabela 17 - Niveis de AttM-U de acordo com a contagem de micronulcleos dos
trabalhadores de postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do

municipio do Rio de Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo

exposto) inseridos no estudo entre os anos de 2014 e 2015.

o AttM-U <0,5 AttM-U >0,5
Variaveis p-valor*
N % N %
<4 MN 03 27,2 08 72,7 0.68#
>4 MN 09 18,8 39 81,2

*teste exato de Fisher

5.2.3 Andlise de regressdo multivariada

As variaveis selecionadas para a contrucdo no modelo bivariado foram:

» Variavel independente: tipo de trabalhador (exposto ou ndo exposto);

» Variavel dependente: contagem de microndcleos em linfécitos binucleados (4 MN ou
menos ou mais de 4 MN);

» Covariaveis: variaveis demogréaficas (sexo, idade, estado marital, cor da pele);
variaveis socioeconémicas (renda, escolaridade); estilo de vida (tabagismo, ingestao
de bebidas alcoodlicas, consumo de alimentos industrializados); histdrico patoldgico
pregresso (doencas respiratdrias, neurologicas, gastrointestinais, hematoldgicas,
otorrinolarngologicas, oftalmoldgicas e demartoldgicas); variaveis ocupacionais

(tempo de trabalho, exposicao a substancias quimicas).

Foram mantidas no modelo bivariado as variaves que obtiveram um nivel de
significancia menor ou igual a 0,20, para a posterior inser¢cdo no modelo multivariado. As

variaveis selecionadas para analise multivariada foram: sexo, idade, escolaridade, tabagismo,
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doencas respiratdrias, exposic¢ao a gasolina, exposicdo a diesel, exposicédo a etanol e exposi¢do
a gas natural veicular.

Para a analise de regressdo multivariada logistica ndo condicional foram mantidas no
modelo final as variaveis que apresentaram uma significancia menor ou igual a 0,05 ou que
modificaram o efeito (coeficiente B de regressao) da variavel de exposi¢ao sobre o desfecho
em 10% ou mais. As variaveis sexo e idade foram mantidas no modelo multiviarado final
independente da sua significancia estatistica, devido ao fato de haver indicios na literatura que
reforcam a relacéo entre o nimero de MN com o sexo e a idade.

Foi observada uma chance de exposicdo ao benzeno 7 vezes maior entre trabalhadores

que apresentaram mais de 4 MN independente da idade, sexo e tabagismo (Tabela 18).

Tabela 18 - Analise de regressdo logistica multivariada entre a exposi¢do ao benzeno e efeitos
genotoxicos através da contagem de micronucleos ajustada por fatores de confundimento, em
trabalhadores de postos de revenda de combustiveis do Centro e da Zona Sul do municipio do Rio de
Janeiro expostos ocupacionalmente ao benzeno (grupo exposto) inseridos no estudo entre 0s anos de
2014 e 2015.

Variavel ] IC - 95% p-valor
Tipo de trabalhador (Ref: Nédo exposto) 7,630 2,878 — 20,230 <0,01
Idade - até 24 anos (Ref)

25 a 34 anos 2,133 0,271 - 16,799 0,47
35 anos ou mais 1,506 0,224 - 10,144 0,67
Sexo (Ref: Masculino) 0,503 0,153 - 1,657 0,26
Tabagismo - Nunca fumou (Ref)

Ex fumante 0,377 0,131 -1,087 0,38
Fumante 0,203 0,056 — 0,744 0,20

Cat. Ref: Categoria de referéncia. R 2=0,378.



82

6 DISCUSSAO

O presente estudo buscou investigar os possiveis efeitos genotdxicos dos trabalhadores
de postos de revenda de combustiveis, apos a exposicdo ao benzeno presente na gasolina
através do teste do micronucleo em linfocitos do sangue periférico. O monitoramento da
exposicdo ao benzeno em trabalhadores de postos de combustiveis € uma ferramenta
importante para caracterizar os possiveis efeitos genotdxicos desta substancia. A utilizagéo do
teste do micronucleo permite identificar danos ao DNA e/ou cromossomos resultantes da
exposicdo ocupacional, previamente ao desenvolvimento de problemas mais graves a saude
do trabalhador (AU, 1991). A partir dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel verificar

uma associacao entre o dano genotdxico e a exposicao ocupacional ao benzeno.

6.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO

Para descrever a populacdo de estudo foram realizadas analises comparando o grupo
exposto ocupacionalmente ao benzeno (trabalhadores de postos de combustiveis) e o grupo
ndo exposto (trabalhadores de escritério). O objetivo do estudo é avaliar a exposicdo de
trabalhadores ao benzeno durante suas atividades ocupacionais e devido a isso, foram
selecionados trabalhadores que declararam, durante a coleta de dados, algum contato com a
gasolina. Frentistas, gerentes/encarregados de pista, lubrificadores e lavadores de carro foram
os trabalhadores selecionados para o estudo. Foi observado na analise de comparacdo de
géneros do grupo exposto, maior percentual de trabalhadores do sexo masculino. Somente
quatro mulheres inseridas na pesquisa declararam contato direto com a gasolina. O fato de
haver maior predominancia do sexo masculino em tais profissdes € justificado, pois sdo
considerados trabalhos onde ha riscos mais evidentes se comparados a outras profissoes.

Houve maior predominéncia de trabalhadores, de ambos os grupos estudados, com
idade superior a 35 anos. Alguns estudos que avaliavam a exposi¢do ocupacional ao benzeno
de trabalhadores de postos de combustiveis mostraram resultados semelhantes em relacdo a
idade, como o realizado por Grendele e Teixeira em trabalhadores de postos de combustiveis
no municipio de Concdrdia/Santa Catarina, onde 46% dos trabalhadores se possuiam mais de
31 anos (GRENDELE; TEIXEIRA, 2009). Em um estudo realizado em Santarém/Para
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analisando a protecdo e qualidade de vida de trabalhadores frentistas mostrou que 47% dos
trabalhadores analisados encontravam-se na faixa etaria compreendida entre 30 e 39 anos
(PORTELA, et al., 2011).

No que concerne ao estado civil, observou-se maior frequéncia de trabalhadores
expostos que declararam ser casados ou viver em unido. Esse resultado foi observado em
outros trabalhos que avaliavam exposi¢cdo ocupacional, como por exemplo, o estudo de
avaliacdo da exposicdo ocupacional de trabalhadores de postos de combustiveis no Sertdo
Paraibano, onde 82,5% dos trabalhadores eram casados (CERQUEIRA, et al., 2010). Arruda
(2006), estudando a exposicdo ocupacional a agrotoxicos em trabalhadores rurais no
Distrito de Engenheiro Avidos /Cajazeiras /Paraiba observou que 72,5% dos trabalhadores
eram casados e sugere que a frequéncia é maior nestes grupos devido a necessidade destes
individuos de manter uma atividade econdmica estavel para o sustento da familia.

Quanto aos habitos/estilos de vida a avaliacdo de tabagismo mostrou um maior
precentual de trabalhadores ndo fumantes, para ambos os grupos estudados. Em relagdo ao
consumo de bebidas alcodlicas, houve maior percentual de trabalhadores de ambos 0s grupos
que declararam ingerir tais bebidas. Os trabalhadores dos dois grupos estudados mostraram no
consumo de alimentos industrializados, maior percentual de trés a seis vezes por semana.

O histérico de doencas pregressas permitiu visualizar a frequéncia das doencas
relacionadas com a exposic¢ao ao benzeno. Os resultados desta pesquisa mostraram que dentro
da populagdo de estudo, houve maior frequéncia de trabalhadores do grupo ndo exposto
relantando a presenca de tais doencas durante a vida. A comparagdo entre 0 grupo exposto e o
grupo ndo exposto apresentou diferenca estatisticamente significativa somente para doencas
respiratdrias, sendo o grupo ndo exposto 0 que apresentou mais trabalhadores relatando esta
doencga. Como os trabalhadores de postos de combustiveis estdo expostos ao benzeno através
da via respiratoria, era esperado que estes trabalhadores apresentassem maior frequéncia
guando comparados aos trabalhadores ndo expostos. Em trabalhos descritos na literatura
foram mencionadas alteracbes metabdlicas e funcionais ocasionadas pela exposicdo a
gasolina, oleo diesel e etanol, em diferentes sistemas bioldgicos como o respiratorio, nervoso,
hematologico, oftalmoldgico, entre outros, podendo levar a formacdo de céncer e morte.
Cerqueira et al., (2013) em um estudo com trabalhadores de postos de combustiveis no
municipio de Ico/Ceara, identificou na populacdo estudada a manifestacdo de alguns
sintomas relacionados com a anemia, provocada por solventes, como cefaléia, algia em

membros inferiores, nuseas e tontura.
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A desigualdade em saude existente no Brasil pode explicar este fato. O acesso a saude
é caracterizado pela disponibilidade de servigos de saude ao alcance dos usuarios e pela
acessibilidade no que se refere aos custos diretos e indiretos dos cuidados em relacdo a
capacidade de pagamento do usuario (ASSIS; JESUS, 2012). A distingdo socioeconémica
persistente no Brasil promove acesso desigual aos servigos de salde pelas diversas classes
sociais. O grupo de trabalhadores ndo expostos foi caracterizado por individuos de maior
renda, comparando com trabalhadores expostos ao benzeno. O acesso dos trabalhadores aos
sevicos de salde propicia diagnosticos mais rapidos e potencial conhecimento sobre tais
doencas. Trabalhadores com dificuldades no acesso a salde podem nao obter o conhecimento
sobre determinadas doencas, s6 sendo reconhecidas por profissionais de saude em estagios
tardios.

No que concernem as manifestacdes clinicas relacionadas com os sinais e sintomas
caracteristicos de intoxicacdo por benzeno, os resultados se mostraram contrarios aos
encontrados em doencas pregressas autorrelatadas. A comparacdo foi feita entre os
trabalhadores que responderam “Sim” do grupo exposto e nio exposto. E possivel notar que a
maior parte das queixas clinicas foram relatadas pelos trabalhadores expostos. Sudorese
noturna e tremores apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. A
prevaléncia de manisfestacdes clinicas nos trabalhadores expostos reforca a ideia de que
muitas doenc¢as podem estar presentes neste grupo, porém devido a dificuldade ao acesso de
servicos de saude, muitas doengas podem ndo ter sido diagnosticadas até 0 momento.

A avaliacdo do tempo de trabalho permitiu identificar que a maior parte dos
trabalhadores expostos estavam na mesma ocupacdo entre 1 e 5 anos. A possivel explicacdo
para a rotatividade deste setor pode estar relacionada a diversos fatores como politica salarial;
a politica de beneficios, oportunidades de progresso profissional oferecidas pela empresa; tipo
de supervisdo; as condicOes fisicas ambientais de trabalho; a motivacdo do pessoal, entre
outros. Além dos fatores citados, também ha o fato de que o perfil de trabalho em postos de
combustiveis € caracterizado por multiplas fungbes que aumentam a carga de trabalho
(FERREIRA; FREIE,, 2000).

O ambiente dos postos de combustiveis propicia aos trabalhadores inimeros riscos e
agravos a saude, os quais devem ser considerados ofensivos ao processo saude-doenga do
profissional exposto (ROCHA, et al., 2014). As suas atividades rotineiras sdo caracterizadas
por expor os trabalhadores aos compostos presentes nos combustiveis, inclusive ao benzeno.

O carater de exposicdo difere para cada trabalhador, devido principalmente ao tempo
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dedicado a atividade ocupacional e o cuidado ao exercé-la (KAMENOPOULOU; DRIKOS;
DIMITRIOU, 2001). Aliado a isso, habitos ocupacionais que afrontam normas de seguranca
em relacdo a exposicdo ao benzeno tém sido relatados como condi¢bes potencialmente
associadas ao aumento do risco de danos causados por esta e outras substancias que compdem
os combustiveis utilizados no pais (D’ALASCIO et al., 2013). No presente estudo, o
procedimento ocupacional de abastecimento de veiculos, é executado por quase todos os
trabalhadores do grupo exposto. As bombas de combustivel utilizadas no pais ndo apresentam
sistemas de captacdo/recuperacdo de vapores nos bicos das bombas durante as operacOes de
abastecimento de veiculos. Por conta disso, a cada abastecimento, os trabalhadores sdo
expostos a grandes concentragcdes desses vapores que contém benzeno. Outras atividades
como a leitura de tanques localizados no subsolo do posto de combustivel, o recebimento do
caminhdo tanque e a coleta de amostras de combustivel ndo esteve presente em todos 0s
trabalhadores do grupo exposto, ja que sdo procedimentos realizados geralmente por
gerentes/encarregados de pista. Porém, estas atividades também aumentam a exposi¢do ao
benzeno, ja que se tratam de procedimentos com contato direto com a gasolina.

Alguns dos habitos relatados pelos trabalhadores de postos devem ser eliminados do
cotidiano uma vez que podem aumentar a exposicao ao benzeno presente na gasolina. O uso
de pano/flanela préximo ao corpo é um desses habitos e foi relatado por 73,3% dos
trabalhadores expostos. A absor¢do do benzeno ocorre em maior ou menor concentracdo de
acordo com a parte do corpo. Em homens, regifes proximas aos testiculos absorvem
concentragdes muito altas de benzeno. Regides proximas a cabeca e costas também possuem
alta capacidade de absorcdo (FUNDACENTRO, 2012). Geralmente, os trabalhadores que
utilizam flanelas para protecdo dos veiculos durante o abastecimento, as mantém préximo da
cintura ou ombros e como foi dito anteriormente, essas areas tém alta capacidade de absorcao
de benzeno. Ainda durante o abastecimento algumas gotas do combustivel sdo liberadas e
podem entrar em contato com esses panos (KAY, 2005., apud DIB, et al, 2007). O ideal é nao
utlizar panos ou flanelas durante o abastecimento, mas caso utilizem, tais trabalhadores
devem ser orientados a manté-los longe do corpo. Algumas tecnologias desenvolvidas podem
diminuir a exposi¢do dos trabalhadores. Uma pesquisa da Universidade Federal da Paraiba,
desenvolvida em parceria com a SEBRAE, Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico, Instituto Euvaldo Lodi e Federacdo de Industrias do Estado da
Paraiba, desenvolveu um equipamento denominado Gasolimp, feito de esponja poliuretana,

que absorve os residuos de combustiveis lancados durante o abastecimento. Este equipamento
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poderia reduzir o contato do trabalhador com as gotas de combustivel liberadas durante o
abastecimento e com isso haveria uma reducdo da exposicdo do trabalhador (KAY, 2005
apud., DIB, et al, 2007).

Aproximar o rosto ao abastecer para verificar se 0 tanque esta cheio e cheirar a tampa
do tanque de combustivel para deduzir o tipo de combustivel a ser utilizado sdo habitos que
devem ser eliminados pelos trabalhadores. As bombas de abastecimento automaticas tém por
finalidade verificar se o tanque de combustivel estd completamente cheio, ndo havendo
necessidade de aproximar o rosto do taque com o mesmo objetivo. Do mesmo modo que antes
de abastecer o trabalhador pode perguntar qual o combustivel sem ter a necessidade de cheirar
a tampa do tanque de combustivel (D’ALASCIO et al., 2013).

Uma das acOes para prevencdo da exposicdo ocupacional ao benzeno esta no
desenvolvimento de acdes de educacdo aos trabalhadores, para que possam ser esclarecidos 0s
riscos aos quais sdo submetidos diariamente e quais as medidas de protecdo devem ser
tomadas pelos mesmos para minimizar essa exposi¢cdo. A execucdo de estudos com
envolvimento dos proprios trabalhadores, isto €, como sujeitos das pesquisas, permite maior
entendimento e esclarecimento dos riscos ocupacionais, pois além de ser uma estratégia de
comunicacdo do risco, a informacdo ao trabalhador dos riscos inerentes a sua atividade é um
direito fundamental que deve ser garantido. Estudos demonstraram a importancia dessas acdes
que contribuindo para o empoderamento da forca de trabalho, tornam-nas capazes néo
somente de proteger a satde individual, mas de reivindicar melhores condicdes de vida e de
transformacéo da realidade do coletivo (AUGUSTO, 1991; CORREA, 2008).

6.2 EFEITOS GENOTOXICOS

Em ambito mundial, tem-se encontrado forte relacdo entre a exposicdo a agentes
genotoxicos e o desenvolvimento de diversos efeitos nocivos a saude, principalmente
relacionados a incidéncia de canceres em pessoas ocupacionalmente expostas (MARQUEZ et
al., 2005). O teste do MN permite identificar eventuais aumentos na frequéncia de mutacées
nas celulas expostas a agentes genotoxicos, expressando danos cromossémicos atraves do MN
(FENECH, 2007). Segundo Bonassi (2007), o aumento da frequéncia de MN numa

determinada populagdo esta associada a um maior risco de cancer. Diversos estudos
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relacionam a frequéncia de MN em linfocitos do sangue periférico como biomarcador
preditivo de cancer em populagdes humanas (FARMER; EMENY, 2006; BONASSI et al.,
2007; IARMARCOVAI et al., 2008; GARCIA-SAGREDO, 2008).

A anélise dos possiveis efeitos genotoxicos nos trabalhadores foi feita a partir da
contagem de micronucleos em linfocitos do sangue periférico. Nos estudos de monitoramento
de populagdes expostas, é importante analisar caracteristicas como sexo, idade, habitos/estilos
de vida, habitos alimentares, entre outros, presentes na populacdo de estudo. Para isso, foi
calculada a frequéncia do numero de células micronucleadas para os dois grupos que revelou
gue a média do grupo ndo exposto foi de 4 MN e esta foi utilizada como valor basal para a
contagem de micronucleos, visto que ndo existe um valor para popula¢fes ndo expostas a ser
seguido. Os trabalhadores foram agrupados, portanto, de acordo com seus resultados: 4 MN
ou menos (valor basal) e mais de 4 MN (indicativo de efeitos genotdxicos).

Diversos estudos tém demonstrado esta associacdo entre género e o nimero de células
micronucleadas. Fenech (1998) apresenta resultados em que a frequéncia de MN em mulheres
€ 1,2 a 1,6 vezes mais elevada que a encontrada nos homens, aumentando significativamente e
de forma gradual com a idade. Uma possivel explicacdo € maior probabilidade de
aneuploidias associados ao cromossomo X (CATALAN et al., 1998; BUKVIC et al., 2001;
BOLOGNESI et al., 2002; BARELE et al., 1998). No presente estudo, essa associacao ndo foi
encontrada. Houve uma maior frequéncia de trabalhadores do sexo masculino com mais de 4
MN, o que pode ser justificado pela grande diferenca entre o nimero total de mulheres e de
homens incluidos na pesquisa.

Sexo e idade sdo consideradas as variaveis demograficas que mais influenciam a
frequéncia de MN em linfdcitos humanos (CARBONELL et al., 1993; GOMEZ-ARROYO et
al., 2000). Analisando a idade ndo foi possivel verificar diferencas significativas quanto a
contagem de MN, mas os resultados obtidos demostram maior frequéncia de células
micronucleadas em idades mais avancadas, como esperado, apesar de ndo ser significativo.
Esses resultados séo similares a outros estudos, que demostram uma associagdo positiva entre
a idade e a frequéncia de micronucleos, devido ao significante aumento nas alteracGes
cromossdmicas, tanto em homens como mulheres, com o aumento da idade (CALVERT,
TALASKA, MUELLER, 1998).

Em relacdo aos habitos de vida como tabagismo, houve diferenca estatisticamente
significativa entre as categorias de contagem de micronucleos. Individuos que nunca fumaram

apresentaram uma contagem de micronucleos superior quando comparados aos que afirmaram
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ser tabagistas. Esse resultado é contrario a muitos estudos relacionando individuos tabagistas
e 0 nimero de micronucleos encontrados. Um fator que pode ter contribuido para o resultado
do presente trabalho pode estar relacionado com o pequeno nimero de trabalhadores fumantes
do estudo, onde 70% dos trabalhadores expostos e 61,7% dos trabalhadores ndo expostos
pertenceram a classe de “Nao fumantes”.

O consumo de bebidas alcoodlicas tem sido descrito como um agente que influencia de
forma genotoxica as células, sendo citado como um forte agente potenciador do
desencadeamento de lesGes cancerigenas (RAMIREZ; SALDANHA, 2002). Neste estudo os
resultados obtidos confirmam tais achados, pois 68,1% dos individuos que apresentaram uma
contagem de MN maior do que 4, possuiam o0 habito de ingerir bebidas alcodlicas, porém a
diferenga estatistica encontrada entre os grupos de contagem de microndcleos ndo foi
significativa.

As analises de doencas pregressas e sinais e sintomas relacionados a exposicdo a
benzeno foram feitas de trés maneiras. Analisando os trabalhadores dos dois grupos juntos em
relagdo a contagem de microndcleos; analisando somente os trabalhadores de postos de
combustiveis em relacdo a contagem de micronucleos; e por fim analisando somente 0s
trabalhadores do grupo ndo exposto. A realizacdo dessas analises separadamente permitiu
comparar os resultados encontrados em cada uma delas. Verificou-se uma frequéncia de
alteracOes sugestivas de efeitos genotdxicos, desde doencas pregressas até os sinais e sintomas
clinicos caracteristicos de intoxicag¢do por benzeno, maior no grupo exposto ao benzeno.

A exposicdo a gasolina aliada outras substancias quimicas como diesel e etanol podem
aumentar os efeitos toxicos a saude do trabalhador. Holgate e colaboradores (2002) indicam
que a exposicdo a concentragdes baixas de emissdes de diesel induzem ao aparecimento de
inflamacGes no trato respiratorio. Também afirmaram que doencas cardiovasculares podem
estar associadas diretamente a exposicédo a diesel e a fumaca de veiculos.

A andlise das atividades exercidas no posto de combustivel relacionada com a
contagem de micronucleos foi feita comparando os trabalhadores que afirmaram executar tais
atividades. Todos os trabalhadores que afirmaram executar os procedimentos e habitos
ocupacionais que aumentam a exposic¢ao a gasolina, encontraram-se em maior percentual no
grupo com mais de 4 MN. Porém, foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos com a contagem de micronucleos considerada basal e a contagem de
micronucleos sugestiva de efeitos genotdxicos apenas para os trabalhadores que permanecem

com a roupa molhada de combustivel ao longo do dia. Este fato € um indicativo da relagéo
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entre a execucdo de atividades que facilitam ou aumentam a exposicdo ao benzeno e o
aumento de marcadores de efeitos genotoxicos. Porém, é importante fazer uma anélise critica
e ndo responsabilizar o trabalhador, uma vez que, a permanéncia com a roupa molhada de
gasolina ao longo do dia se deve ao fato do trabalhador ndo ter um uniforme extra e nao ter
condicoes adequadas para tomar banho e se trocar nos ambientes dos postos de revenda de
combusiveis.

A frequéncia de celulas micronucleadas e o total de micronucleos revelou diferencas
estatisticamente significativas entre 0s grupos exposto e nao exposto (p-valor < 0,01). Os
trabalhadores expostos apresentaram o ndmero de células binucleadas com microndcleo e o
namero total de microndcleos duas vezes maior do que o grupo ndo exposto. Esses resultados
também reforcam a hipotese de que a exposicao ocupacional ao benzeno esta levando a danos
genotoxicos que podem levar a sérios agravos a saude do trabalhador.

A avaliacdo citotoxicidade pode ser considerada como indicador precoce de dano
celular, a qual é decorrente do aumento da apoptose e diminuicdo da viabilidade celular
(PEREIRA e cols., 2005; PEREZ e cols., 2005). O célculo do IDN permite avaliar o estado
proliferativo das células viaveis e, portanto, pode ser utilizado como um indicador de efeito
citostatico. O valor do IDN aumenta de acordo com os ciclos de divisdo celular, por esse
motivo, valores proximos a 1 indicam que as células ndo conseguiram passar por um ciclo de
divisdo, apresentando-se em maior nimero como mononucleadas (FENECH, 2007). Na
avaliacdo do potencial citotdxico, houve um aumento significativo da proliferacdo celular em
individuos expostos a benzeno, quando comparados aos individuos ndo expostos.

A frequéncia de outros marcadores de dano citogenético como ponte nucleoplasmatica
e broto nuclear foram maiores no grupo de trabalhadores expostos ao benzeno. O grupo
exposto apresentou 3 vezes mais células com broto nuclear quando comparado ao grupo nao
exposto, sendo a diferenca considerada estatisticamente significante. A formacdo de brotos
nucleares ocorre quando ndo ha a incorporagdo do fragmento cromossémico, levando a
exteriorizacdo nuclear e acredita-se que seja um estagio precoce ou inicial da formacdo do
MN (SALAZAR; SORDO; OSTROSKY-WEGMAN, 2009).

A avaliacdo da frequéncia de células binucleadas com ponte nucleoplasmética é
importante, pois através dela verifica-se a possibilidade de ocorréncia de eventos de
quebra/translocacdo de um cromossomo (PALAZZO; MALUF, 2011). A inducdo de
micronucleos na auséncia de PNP pode indicar acdo de um agente aneugénico, pois assim o

MN néo seria resultado de uma quebra cromossémica que poderia gerar uma PNP, mas sim
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de um evento de perda cromossémica decorrente de falha no fuso mitético. Quando ha a
presenca de uma PNP, essa pode ser decorrente da acdo de um agente clastogénico
(PALAZZO; MALUF, 2011). A presenca de uma PNP sem microndcelo pode ser devido a
fusdo de porc¢des terminais de cromatides que sofreram encurtamento telomérico, assim as
PNP ndo precisam acompanhar a formacdo de um fragmento cromossémico acéntrico
(PALAZZO; MALUF, 2011).

A andlise de regressdo multivariada indicou uma chance sete vezes maior do grupo
exposto a benzeno de apresentar células micronucleadas (como indicativo de efeitos

genotoxicos) quando comparado com 0 grupo nao exposto a benzeno.

6.3 AVALIACAO DO AttM-U

O valor maximo permitido de AttM-U é 0,5 mg/g de creatinina corresponde ao valor
encontrado nas concentracBes maximas recomendadas pela legislacdo, mas como se trata de
uma substancia carcinogénica, qualquer exposicdo € importante para o surgimento de danos a
salde. A analise de AttM-U em trabalhadores de postos de combustiveis mostrou que 78,3%
dos trabalhadores expostos apresentaram o valor acima de 0,5 mg/g de creatinina. Mesmo
apresentando uma média de 0,29 mg/g de creatinina, dos 60 trabalhadores estudados, 38
apresentaram uma contagem de microndcleos indicativa de efeitos genotdxicos e

apresentaram valores de AttM-U acima de 0,5 mg/g de creatinina.

6.4 ALTERNATIVAS PARA A REDUCAO DA EXPOSICAO DE TRABALHADORES DE
POSTOS DE COMBUSTIVEIS AO BENZENO

Os dados sobre as doencas provocadas pela exposi¢do ao benzeno, no Brasil, sdo
dispersos e raros. H& uma dificuldade de estabelecimento de nexos causais e de notificacdes,
pois em uma grande parte dos casos, as doencas relacionadas a exposi¢do ocupacional ao
benzeno costumam se manifestar distante do local onde foram contraidas, podendo ocorrer
muitos anos depois (CERQUEIRA et al., 2010). Além disso, a alta rotatividade, o fato de que
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0 controle médico rigoroso dos trabalhadores ocorreu somente apés a legislacdo de 1995, a
inexisténcia de trabalhos epidemioldgicos de busca ativa de casos junto a populacfes expostas
ocupacionalmente, além da pouca cobertura dos servigos publicos de saude para diagnostico
das doencas relacionadas ao trabalho e ao meio ambiente, sao fatores que contribuem para que
0 conhecimento institucional continue fragmentado acerca das doengas ocupacionais relativas
a exposicao ao benzeno (BRASIL, 2009).

O impacto econbmico da industria quimica a torna extremamente influente na
definicdo de medidas regulatérias, definicao de limites de exposicao e acdes de educacdo. Por
isso, a participacdo de diferentes areas e 6rgdos da Vigilancia em Saude é de fundamental
importancia para agregar diferentes olhares voltados & protecdo dos interesses publicos.
Também sdo de extrema relevancia a participacao sindical nos processos decisorios, devendo
incluir também outros grupos de trabalhadores expostos (comerciantes, motoristas, entre
outros). Acbes de informacdo voltadas a todos os que circulam em postos de combustiveis
sobre os danos e as medidas de prevencdo sdo primordiais para a prote¢do dos individuos
(trabalhadores e consumidores), e também permitem o controle social e as dendncias de
irregularidades.

As areas componentes da Vigilancia em Saude (Vigilancia Ambiental, Epidemioldgica
e Sanitaria) devem atuar de maneira integrada a fim de minimizar os riscos inerentes a
exposicdo ocupacional ao benzeno. A Vigilancia Ambiental possui um campo de atuagéo
relacionado as substancias quimicas, como o benzeno. A sua forma de atuacdo se baseia nas
acOes sistematicas e articuladas entre diferentes setores de governo, e da sociedade civil,
visando detectar e controlar os fatores ambientais de risco a salde da populacdo exposta. A
Vigilancia Epidemiolégica tem ampliado seu escopo nas Ultimas décadas para além das ja
tradicionais doencas transmissiveis e imunopreveniveis, englobando acbes de prevencdo e
controle da populacdo exposta a fatores de risco inclusive para acidentes e doencgas de
trabalho. Portanto, a vigilancia a populagéo trabalhadora exposta ao benzeno entra no campo
de atuacgdes da Vigilancia Epidemioldgica (BRASIL, 2013). Neste contexto, a interlocucdo da
Vigilancia Sanitaria e da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) deve ser ampliada, uma vez que, ¢ fungdo da vigilancia fiscalizar diretamente ou
mediante 0Orgdos conveniados da administracdo publica, a atividade de revenda de
combustiveis (Lei n® 9.847, de 28/10/1999) com o objetivo de garantir a qualidade e
seguranca dos produtos revendidos e verificar se a legislacdo estd sendo cumprida (BRASIL,

1999). A necessidade do estabelecimento da integracdo dos varios niveis do governo, das
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areas da Vigilancia em Saude, do setor produtivo, e dos demais Orgdos publicos permite
desenvolver agBes articuladas, e utilizar varios instrumentos e métodos para auxiliar o
conhecimento, a detec¢do e o controle dos fatores de risco, e as doengas ou agravos a saude da
populacéo trabalhadora exposta (BRASIL, 2013).

Existem diversas medidas que podem ser adotadas a fim de reduzir a exposicéo e 0s
efeitos a salde dos trabalhadores de postos de combustiveis em suas atividades didrias.
Avaliar a qualidade das medidas de protecdo adotadas para os trabalhadores de postos de
combustiveis € um ponto muito importante, assim como, 0 incentivo para adogdo de novas
tecnologias que reduzam essa exposicdo e acdes em saude para o manuseio adequado dos
equipamentos do posto de combustivel. Outras medidas incluem o controle da concentracdo
de benzeno presente na gasolina e o controle do benzeno no ar, acbes educativas para 0s
danos e possiveis danos a saude dos trabalhadores, a capacitacdo dos peritos da previdéncia
social para que as doencas ocupacionais possam ser mais facilmente detectadas, campanha
informativa sobre a exposi¢do do trabalhador ao benzeno junto aos sindicatos, cursos de
atualizacdo para o conselho de medicina, sobre as doengas ocupacionais, com materiais
informativos que auxiliem no diagndstico das alteracBes hematoldgicas decorrentes da
exposicdo ao solvente, entre outros.

O monitoramento biolégico deve ser realizado sempre que necessario para avaliar a
exposicdo de trabalhadores em atividades de maior risco ou em situagdes onde houve algum
descontrole. A aplicacdo correta da legislacdo e a fiscalizagdo, é possivel que se controle o

risco dos trabalhadores expostos a benzeno.
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7 CONCLUSOES

Os resultados desse trabalho indicam a existéncia de associacdo entre os efeitos
genotoxicos encontrados nos trabalhadores de postos de combustiveis e a exposicdo ao
benzeno durante suas atividades ocupacionais. A frequéncia de alteracGes indicativas de
efeitos genotoxicos aumentou significativamente nos trabalhadores expostos quando
comparados aos nao expostos.

Com relacdo as doencas relacionadas a intoxicacdo por benzeno foi possivel
identificar maior frequéncia de trabalhadores expostos com alteracdes indicativas de efeitos
genotdxicos que afirmaram presenca de tais doencas e sinais clinicos. Também foi possivel
visualizar que os trabalhadores ndo expostos que afirmaram possuir as doencas e 0s sinais
clinicos analisados possuiam um numero de micronucleos considerados basais. Porém, essas
analises ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas, sendo necessario
aumentar o numero de trabalhadores de ambos os grupos para confirmar os resultados
encontrados.

O procedimento ocupacional exercido por trabalhadores de postos de combustiveis
gue aumentou significativamente o marcador de efeito genotoxico (aumento de células
binucleadas com microndcleo) foi: trabalhar com a roupa molhada de combustivel. Todas o0s
demais procedimentos ocupacionias e atividades exercidas estiveram presesntes em maior
frequéncia em individuos com contagem de microndcleos sugestiva de efeitos genotoxicos,
porém nao apresentaram significancia estatistica.

Associacdo entre a exposicdo ao benzeno e o surgimento de efeitos genotoxicos
demostrou que individuos expostos ao benzeno tem sete vezes mais chance de apresentar
efeitos genotdxicos quando comparados aos individuos ndo expostos a benzeno.

A associacdo entre os efeitos genotoxicos e os niveis de AttM-U na populacdo de
estudo ndo encontrou diferencas estatisticamente significativas. Nao foi possivel realizar
analises mais profundas a partir do indicador bioldgico de exposicdo — AttM-U, pois a
presente dissertacdo ndo contou com a analise deste metabdlito em voluntarios do grupo néo
exposto. Acreditamos que isso ocorreu devido ao pequeno nimero amostral do estudo. Porém
ao analizar a frequéncia entre a contagem de micronucleos e 0s niveis de &cido trans-trans
muconico (AttM-U) nos trabalhadores de postos de combustiveis vimos que dos 60

trabalhadores estudados, 38 apresentaram uma contagem de microndcleos indicativa de
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efeitos genotdxicos e apresentaram valores de AttM-U acima de 0,5mg/g de creatinina. Este
fato reforca a necessidade de aumentar o numero amostral para a confirmacgéo dos resultados
obtidos.
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ANEXO A - CARTA DE APRESENTA(;AO’AO RESPONSAVEL DO POSTO DE
COMBUSTIVEL

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JO~8E ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)
COORDENACAO GERAL DE PREVENCAO E VIGILANCIA
UNIDADE TECNICA DE EXPOSICAO OCUPACIONAL, AMBIENTAL E CANCER

CARTA DE APRESENTACAO AO RI’ESPONSAVEL DO POSTO DE
COMBUSTIVEL

TI’TULO:A "MONITORAMENTO BIOLOGICO E AVALIACAO DOS EFEITOS
MUTAGENICOS E IMUNOTOXICOS DO ~BENZENO NA SAUDE DOS
TRABALHADORES DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO RIO DE JANEIRO"

Prezado Sr,

O Posto de Combustivel que o senhor é responsavel (gerente ou proprietario) foi
selecionado para fazer parte de um projeto que busca identificar os efeitos a salde de
trabalhadores expostos a combustiveis. Este projeto ndo fiscalizard seu estabelecimento e
as informac0es coletadas serdo mantidas em sigilo. O objetivo desse projeto é caracterizar
0s riscos relacionados a exposi¢cdo ocupacional ao benzeno entre trabalhadores de postos
de combustiveis do municipio do Rio de Janeiro.No entanto, para que vocé possa decidir
se 0 Posto que é responsavel (gerente ou proprietario) participara ou ndo deste estudo,
precisa conhecer um pouco mais sobre este projeto.

OBJETIVOS DO ESTUDO

O objetivo do presente projeto é caracterizar os riscos relacionados a exposicao
ocupacional ao benzeno entre trabalhadores de postos de gasolina do municipio do Rio de
Janeiro.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Em relagéo aos trabalhadores e rotina do Posto de Combustivel

Uma vez que o senhor concorde que o Posto de Combustivel pelo qual é responsavel
participe desse estudo é importante saber que:

Havera necessidade que os funcionarios realizem entrevista, exame clinico, coleta de
sangue e urina. Sera organizada, juntamente com o responsavel pelo Posto de Combustivel,
uma agenda para que haja revezamento dos trabalhadores de forma que n&o atrapalhe as
atividades do posto
Com relacéo aos exames laboratoriais:
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Serdo feitas coletas de sangue e urina destinadas a realizacéo de:

¢+ Hemograma completo e bioquimica

%+ Andlise genética e Imunofenotipagem

++ Avaliacdo dos indicadores de exposicado na urina através da analise dos niveis de acido
trans-trans-muconico.

Com relacéo aos exames clinicos:

Esses exames s0 serdo realizados com o aceite do funcionario constante no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido devidamente assinado. O exame clinico sera realizado por
um profissional de salde capacitado que aplicard um questionario com perguntas sobre
historico de saude, estilo de vida e histdrico de satde familiar.

CUSTOS

A participacdo nesse estudo sera voluntaria e ndo havera qualquer forma de pagamento
ao voluntério pela sua participacao.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que saiba que vocé pode se recusar a participar desse estudo sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

NOs estimulamos vocé a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Neste caso,
por favor, ligue para a Dra Ubirani Barros Otero ou para a Dra Marcia Sarpa de Campos
Mello da Unidade Técnica de Exposicdo Ocupacional, Ambiental e Cancer, Coordenacédo
Geral de Prevencdo e Vigilancia do Instituto Nacional de Céancer Jose Alencar Gomes da
Silva/MS, nos telefones (21) 3207-5967 ou 3207-5969 e/ou para a Dra Karen Friedrich do
Departamento de Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz, nos telefones (21) 3865-5157 ou 3865-5235. Se vocé
tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode contar
com o Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa Dr. Carlos Henrique Debenedito Silva -
Rua do Resende, n[1128 no telefone (021) 3207-4450 ou 3207-4556.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacOes acima e entendi o propoésito deste estudo assim como a necessidade
de liberagdo de funcionarios para as entrevistas e exames clinicos/laboratoriais. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, como representante do Posto

de Combustivel ,  dou

livremente meu consentimento para participar neste estudo.

Entendo que ndo receberei compensacdo monetaria por minha participacdo neste

estudo.

Eu recebi uma cdpia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Participante) dia més ano
(Nome do Participante — letra de forma )
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao

responsavel pelo Posto de Combustivel indicado acima.

/ /

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano
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ANEXO B — TCLE TRABALHADORES DE POSTOS DE COMBUSTIVEIS

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)
COORDENACAO GERAL DE PREVENCAO E VIGILANCIA
UNIDADE TECNICA DE EXPOSICAO OCUPACIONAL, AMBIENTAL E CANCER

TERMO DE  CONSENTIMENTO LIVRE E  ESCLARECIDO DOS
TRABALHADORES DE POSTOS DE COMBUSTIVEIS

PROJETO DE PESQUISA: "MONITORAMENTO BIOLOGICO E AVALIACAO DOS
EFEITOS MUTAGENICOS E IMUNOTOXICOS DO BENZENO NA SAUDE DOS
TRABALHADORES DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO RIO DE JANEIRO"

Nome do Voluntario:

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto que busca identificar os efeitos da
exposi¢do ao benzeno em trabalhadores de postos de combustiveis. O Projeto visa
implementar medidas de prevencdo de doencas relacionadas a exposi¢do ocupacional a
substancias quimicas. No entanto, para que vocé possa decidir se quer participar ou nao
deste estudo, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicacdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo do presente projeto é caracterizar os riscos relacionados a exposicdo
ocupacional ao benzeno entre trabalhadores de postos de combustiveis do municipio do Rio
de Janeiro.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

O sr(a) foi escolhido(a) para participar deste projeto por trabalhar em uma atividade
gue o exponha a produtos derivados da gasolina. Se o(a) sr(a) concordar em participar deste
estudo serdo aplicados 2 questionarios por entrevistadores treinados. As perguntas abrangem
suas condicBes socio-demograficas e seu historico de saude.

Se 0 senhor concordar em participar do estudo, respondera a algumas perguntas; fara
exame clinico e doara em torno de 10ml de sangue e 5ml urina para realizacéo das seguintes
analises:



112

¢+ Hemograma completo e bioguimica

¢+ Andlise genética e Imunofenotipagem

+ Avaliacdo dos indicadores de exposicdo na urina através da analise dos niveis de acido
trans-trans-muconico.

Essas andlises sdo importantes, pois permitirdo avaliar os niveis de exposi¢do ao
benzeno e os efeitos das substancias presentes nos combustiveis sobre as suas células e a sua
salde.

TODOS OS RESULTADOS SERAO MANTIDOS EM SIGILO E DEVOLVIDOS
APENAS A VOCE.

O exame clinico seré realizado por um profissional de salde capacitado que aplicara
um questionario com perguntas sobre seu histérico de salde, estilo de vida e seu historico de
saude familiar.

METODOS ALTERNATIVOS

N&o havera outro método alternativo de coleta de informacdes.

RISCOS

Vocé ndo estara correndo nenhum risco por participar deste estudo. O responsavel
pelo posto de combustivel também assinou um termo de consentimento que autoriza esse
Projeto e vai facilitar sua participacdo no horério de trabalho. Cabe destacar que apenas vocé
vai receber os resultados dos exames clinicos e laboratoriais.

BENEFICIOS

Estudo semelhante a esse estd ocorrendo em todo o pais e sua proposta é avaliar as
condicBes de saude dos funcionarios dos postos de combustiveis. O acompanhamento sera
individual e caso necessario vocé serd encaminhado para o servico de satde de referéncia.

Os resultados desse estudo serdo Uteis para que sejam adotadas medidas de reducéo e
controle da exposicdo a agentes toxicos presentes nos combustiveis em todo pais.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Estdo previstos 3 encontros. No primeiro, 0s questionarios sécio demografico e
clinico serdo aplicados por entrevistadores, no segundo encontro serdo coletadas as amostras
de sangue e urina e no terceiro o resultado do seu exame sera entregue. Caso seja identificado
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algum problema, vocé serd encaminhado(a) para atendimento em um servico de saude do
SUS para melhor avaliacao.

Os profissionais que atuam nesse projeto pertencem a Unidade Técnica de Exposi¢do
Ocupacional, Ambiental e Cancer, Coordenagéo Geral de Prevencéo e Vigilancia do Instituto
Nacional de Céncer José Alencar Gomes da Silva - INCA / MS e ao Departamento de
Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde da
Fundacao Oswaldo Cruz.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe da pesquisa, seus dados poderao ser consultados pelo Comité de Etica
do Hospital do Cancer | -INCA. No entanto, os seus dados individuais serdo mantidos em
sigilo e os resultados serdo divulgados em forma de relatdrios estatisticos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

A sua participacdo neste estudo ndo implica em danos a sua salde. No caso de
deteccdo de problema de salde, vocé serd encaminhado (a) para atendimento no Sistema
Unico de Satde no municipio do Rio de Janeiro.

CUSTOS

A participacao neste estudo sera voluntaria e ndo havera qualquer forma de pagamento
ao voluntério pela sua participacao.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que pode se recusar a participar deste estudo sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

NOs estimulamos vocé a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Neste caso,
por favor, ligue para a Dra Ubirani Barros Otero ou para a Dra Marcia Sarpa de Campos
Mello da Unidade Técnica de Exposicdo Ocupacional, Ambiental e Cancer, Coordenagéo
Geral de Prevencdo e Vigilancia do Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da
Silva/MS, nos telefones (21) 3207-5967 ou 3207-5969 ou para a Dra Karen Friedrich do
Departamento de Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Salde da Fundagdo Oswaldo Cruz, nos telefones (21) 3865-5157 ou 3865-5235. Se vocé
tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode contar
com o Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa Dr Carlos Henrique Debenedito Silva -
Rua do Resende, n[1128 no telefone (021) 3207-4450 ou 3207-4556.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacGes acima e entendi o proposito deste estudo assim como os beneficios e
riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para
participar neste estudo.

Entendo que ndo receberei compensacdo monetaria por minha participacdo neste
estudo.

Eu recebi uma cdpia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Participante) dia més ano
(Nome do Participante — letra de forma)
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao
voluntério indicado acima.

/ /
(Assinatura da pessoa gque obteve 0 consentimento) dia més ano
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ANEXO C - TCLE VOLUNTARIO NAO EXPOSTO OCUPACIONALMENTE A
GASOLINA

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)
COORDENAGAO GERAL DE PRE\{ENQAO E VIGILANCIA R
UNIDADE TECNICA DE EXPOSICAO OCUPACIONAL, AMBIENTAL E CANCER

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA VOLUNTARIO
NAO EXPOSTO OCUPACIONALMENTE A GASOLINA

PROJETO DE PESQUISA: "MONITORAMENTO BIOLOGICO E AVALIAC,;AO DOS
EFEITOS MUTAGENICOS E IMUNOTOXICOS DO BENZENO NA SAUDE DOS
TRABALHADORES DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO RIO DE JANEIRO"

Nome do Voluntario:

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto que busca identificar os efeitos
da exposicdo ao benzeno em trabalhadores de postos de combustiveis. O Projeto visa
implementar medidas de prevencdo de doencas relacionadas a exposicdo ocupacional a
substancias quimicas. No entanto, para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste
estudo, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicacdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo do presente projeto é caracterizar os riscos relacionados a exposicdo
ocupacional ao benzeno entre trabalhadores de postos de gasolina do municipio do Rio de
Janeiro.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA:

O sr(a) foi escolhido(a) para participar deste projeto por ndo exercer nenhuma
atividade ocupacional que o exponha a produtos derivados da gasolina. Se o(a) sr(a)
concordar em participar deste estudo serdo aplicados 2 questionarios por entrevistadores
treinados. As perguntas abrangem suas condi¢Bes sécio-demograficas e seu histérico de
salde.

Se o senhor concordar em participar do estudo, respondera a algumas perguntas; fara
exame clinico e doara em torno de 10ml de sangue e 5ml urina para realizagdo das seguintes
anélises:

¢+ Hemograma completo e bioguimica
«+ Analise genética e Imunofenotipagem
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¢+ Auvaliacdo dos indicadores de exposi¢do na urina através da analise dos niveis de
acido trans-trans-muconico.

Essas analises sdo importantes, pois permitirdo avaliar os niveis de exposi¢do ao
benzeno e os efeitos das substancias presentes nos combustiveis sobre as suas células e a sua
saude.

TODOS OS RESULTADOS SERAO MANTIDOS EM SIGILO E DEVOLVIDOS
APENAS A VOCE.

O exame clinico sera realizado por um profissional de saude capacitado que aplicara
um questionario com perguntas sobre seu histdrico de salde, estilo de vida e seu historico de
satde familiar.

METODOS ALTERNATIVOS
N&o havera outro método alternativo de coleta de informacGes.

RISCOS

N&o existe risco associado com a participacao neste estudo. Cabe destacar que apenas
vocé vai receber os resultados dos exames clinicos e laboratoriais.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Estdo previstos 3 encontros. No primeiro, 0s questionarios socio demografico e
clinico serdo aplicados por entrevistadores, no segundo encontro serdo coletadas as amostras
de sangue e urina e no terceiro o resultado do seu exame sera entregue.

Os profissionais que atuam nesse projeto pertencem a Unidade Técnica de Exposi¢do
Ocupacional, Ambiental e Cancer, Coordenacdo Geral de Prevencdo e Vigilancia do Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva - INCA / MS e ao Departamento de
Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde da
Fundacao Oswaldo Cruz.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe da pesquisa, seus dados poderdo ser consultados pelo Comité de Etica
do Hospital do Cancer I —INCA. No entanto, os seus dados individuais serdo mantidos em
sigilo e os resultados serdo divulgados em forma de relatérios estatisticos.
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CUSTOS

A participagdo neste estudo sera voluntaria e ndo havera qualquer forma de pagamento
ao voluntario pela sua participacao.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que pode se recusar a participar deste estudo sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

NOs estimulamos vocé a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Neste caso,
por favor, ligue para a Dra Ubirani Barros Otero ou para a Dra Marcia Sarpa de Campos
Mello da Unidade Técnica de Exposicdo Ocupacional, Ambiental e Céancer, Coordenacédo
Geral de Prevencdo e Vigilancia do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva/MS, nos telefones (21) 3207-5967 ou 3207-5969 ou para a Dra Karen Friedrich do
Departamento de Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Salde da Fundacdo Oswaldo Cruz, nos telefones (21) 3865-5157 ou 3865-5235. Se vocé
tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode contar
com o Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa Dr Carlos Henrique Debenedito Silva -
Rua do Resende, n[1128 no telefone (021) 3207-4450 ou 3207-4556.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacdes acima e entendi o propdsito deste estudo assim como os beneficios e
riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para

participar neste estudo.

Entendo que ndo receberei compensacdo monetaria por minha participacdo neste

estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Participante) dia més ano
(Nome do Participante — letra de forma)
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao

voluntario indicado acima.

(Assinatura da pessoa gue obteve 0 consentimento) dia més ano
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ANEXO D — “QUESTIONARIO INDIVIDUAL”

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JO§E ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)
COORDENACAO GERAL DE PREVENGAO E VIGILANCIA R
UNIDADE TECNICA DE EXPOSICAO OCUPACIONAL, AMBIENTAL E CANCER

PROJETO DE PESQUISA: "MONITORAMENTO BIOLOGICO E AVALIAGAO DOS EFEITOS MUTAGENICOS E
IMUNOTOXICOS DO BENZENO NA SAUDE DOS TRABALHADORES DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO
RIO DE JANEIRO"

QUESTIONARIO INDIVIDUAL

8 Nome do Posto:

9 N°doposto | | N° Questionario | | |

Data da Entrevista: / /

MODULO 1: caracteristicas Sécio demograficas

DADOS PESSOAIS

(2) Sexo: 0-[_] Masculino 1-[_] Feminino | (3) Data de Nascimento: |
|

(4) Naturalidade (UF):| __| |
9-[Jignorado 8-NA[]

(5) Situagéo Familiar / Conjugal: 1-[_] Casado(a) ou vive em unigo; 2-[_| Separado(a), ou divorciado(a);

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

(6) Renda Familiar:  RS$:

(7) 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
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(8) Escolaridade: (ENTREVISTADO LEIA TODAS AS ALTERNATIVAS)

1-[_] Nao sabe ler e escrever

2-[_] Ensino Fundamental incompleto (1° Grau incompleto)
3-[_] Ensino Fundamental completo (1° Grau completo)

4-[_] Ensino Médio Incompleto (2° Grau incompleto)

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

6-_] Ensino Superior Incompleto (3° Grau Incompleto)

7-[_] Ensino Superior Completo (3° Grau Completo)

9-[ INSINR

ENDEREGO

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

(11) Municipio: (12) UF:| | | [(3)ycePe] [ |1 | _|_|_I_]

(14) Telefone:| __ | _|_|

(15)Celular:| | | | | _[-1_|_|_|_|_|




Mddulo 2: Informacdes sobre Exposicdo Ocupacional

121

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

2-[_] Empregado nAo registrado 6-_| Aposentado
3-[_] Autdnomo / conta propria 7-[_] Empregador
4-[_] Trabalho temporario 8-[ ] Outros:

(17) Vocé é sindicalizado? 1-{ ] Sim 0- | Nao 9- |NS/NR

(17a) Se sim, qual o sindicato?

(18) Com que idade comegou a trabalhar em postos de combustiveis? anos 9-{ |NS/NR

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

mais tempo?

ONDE (local / estabelecimento)? O QUE FAZIA(nessa POR QUANTO TEMPO?
(CNAE) ocupag&o)? (CBO) Ne. Meses/Ano

(20) Qual sua ocupagao atual?
1-[_] Frentista

2-[_] Gerente / Encarregado de pista
3-[_] Lubrificador

4-[ ] Lavador de carro

5-[_] Loja de conveniéncia

6-[_] Seguranga

7-[_] Escritério

8-[_] Outros:
9L ]NS/NR
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(21) Qual ou quais atividade(s) que o sr (a) desempenha nessa ocupagao?

A- Abastece 1-L ]Sim 0 ] Ndo 9-[ ] NS/NR

B- Caixa 1- ] Sim 0-{_]Nao 9-{ ]NS/NR

C- Calibra pneus 1- ] Sim 0-{_]Ndo 9-[ ]NS/NR

D- Lava carros /vidros 1-[ ] Sim 0 ]Nado 9-[ JNS/NR
E- Verifica 4gua 1-{ ] Sim 0- ] Ndo 9-[ ]NS/NR
F- Verifica / troca 6leo 1-[]Sim 0-{ ]Nao 9- ]NS/NR
G- Realiza leitura dos tanques dos subsolo do posto 1-[]Sim 0-{ ]Nao 9-[ JNS/NR
H- Recebe combustivel 1-L ]Sim 0- ] Nao 9-[ ] NS/NR
|- Coleta amostras do caminhao tanque 1-[ ] Sim 0-{ ]Nao 9- ] NS/NR
J- Outros :

(22) Ha quanto tempo o sr (a)trabalha nesta ocupagao? []9-

NS/NR

(23) Qual seu horario de trabalho predominante?

-l | _lasl | | [] 9-NS/NR

(24) O sr(a) tem folga?
0-[_] 1x /semana

1-[ ] 2x/ semana

2-[_] 3x ou mais por semana
3-[1Nao

9-[ INSINR
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(25) Quais desses procedimentos o sr (a) realiza durante o seu trabalho? ENTREVISTADOR LEIA TODAS AS

OPGOES

A- Uso do paninho / flanela 1L ] Sim 0- ] Ndo 9-[ ] NS/NR
B- Aproxima o rosto quando abastece até a boca 1-L ]Sim 0- ] Ndo 9-[ ]NS/NR
C- Cheira a tampa do carro antes de abastecer 1-{_]Sim 0-[ ] Ndo 9-[ ]NS/NR
D- Confia no bico automatico 1-L ]Sim 0-[ ] Ndo 9-[ ] NS/NR
E- Aspira combustiveis com a mangueira 1-L ]Sim 0- ] Ndo 9-[ ]NS/NR
F- Roupa molhada de combustivel 1-L ]Sim 0-[ ] Ndo 9-[ ]NS/NR
G- Lava carros 1-L_]Sim 0 _]Ndo 9 ]NS/NR

H- Uso do querosene ou outra substancia para dar brilho no carro  1-[ ] Sim 0-[ ] Ndo 9-[ ] NS/NR
I- Outro?[_] 1-Sim Qual:

0-L_INao 9-[ INSINR

(26) Quais combustiveis o sr(a) abastece? ENTREVISTADOR LEIA TODAS AS OPGOES

A - Gasolina Comum 1-{ ] Sim 0- ] Ndo 9-[ ] NS/NR
B - Gasolina Aditivada 1-L_]Sim 0 _]Ndo 9 ]NS/NR
C - Diesel 1-{ ] Sim 0- ] Ndo 9-[ ] NS/NR
D - Etanol 1-L ]Sim 0 ]Nao 9- ]NS/NR
E- GNV 1-L ]Sim 0-[ ] Ndo 9-[ ]NS/NR
F- Outros:

(27) O sr(a) realiza (ou) coleta de amostras do caminhéo tanque?

1-[_] Sim, realiza atualmente 2-[_] N&o realiza atualmente, mas j4 realizou

0-[ ] Nuncafez 9-[ ]JNS/NR

(28) Por quanto tempo o sr(a) realiza (ou) coleta das amostras do caminhao tanque?
Tempo:| || __ | meses/anos 9 INSINR
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(29) O sr(a) usa (va) equipamentos diferentes do uniforme durante as coletas do caminhao tanque?

1-[]Sim Quais:

0-[]Nao 9- [ INSINR

(30) Onde sdao armazenadas as amostras de combustiveis?
1-[_] Escritorio

2-[ ] Sala de refeigao / refeitorio

3-[_]Loja de conveniéncia

4-[ ] Banheiro

5-[ ] Sala exclusiva para armazenar combustivel

6-[_] Outro local fora do posto
7]

Outros:Quais:

9-L_INS/NR

(31) O sr(a) realiza ou ja realizou medi¢édo dos niveis dos tanques do subsolo?
1- ] Eletrdnica

2-[_] Manual com régua

0-[ ] N&o realiza

9-[_]NSINR

(32) Por quanto tempo o sr(a) realiza(ou) este tipo de medi¢ao dos niveis dos tanques do subsolo?

Tempo: | __|| __| mESES/ANoS 8- ]NA 9- INS/NR

(33) O sr(a) usa (ou) algum equipamento de protegado, alem do uniforme, durante a medigao dos niveis

dos tanques do subsolo?

1-[ ] Sim Quais:

0-[_] N&o 9-L_INS/NR 8-L_]NA
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(34) O sr(a) realiza(ou) limpeza da caixa separadora de agua e 6leo?

93 1-[ |Sm-PorauanToTEMPO?]| || | MESES/ANOS
0-|:| Nao 9-|:| NS/NR
9.4

(35) O sr(a) realiza (ou) troca de 6leo de carro?
1-[] Sim — Por quanto tempo? | __|| __| meses /anos

9.5 0 |NAo 9-0 |NSINR

(36) O sr(a) realiza (ou) aferigdo da bomba de combustivel?
1-[] Sim — Por quanto tempo? | __|| __| meses/ anos

0-[_] Nao 9-L_INS/NR
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(37) Alguns dos eventos a seguir foram sofridos pelo sr(a) nesta fun¢ao?

A- Assaltos 1-[]Sim 0-{ ]Nao 9-[ JNS/NR
B- Atropelamentos 1-[ ]Sim 0- ] Nao 9- ]NS/NR
C- Incéndio / exploséo 1-[1Sim 0- ]Nao 9- |NS/INR
D- Vazamento de combustivel no posto 1L ]Sim 0-{ JNao 9- ]NS/NR
E- Exposigao ao combustivel (banho/intoxicagdo)  1-[ ] Sim 0-_]N&o 9- ] NS/NR
F- Vazamento de gas (GNV) 1-L_] Sim 0-_|N&o 9 ]NS/NR
G- Queimadura 1-L ] Sim 0-{_]N&o 9-{ ]NS/NR
H- Vazamento de combustivel no carro do cliente  1-[ ] Sim 0-[ ] Ndo 9-[ ] NS/NR
|- Discuss&o com cliente 1-L ]Sim 0-[ ] Nao 9-[ ]NS/NR
J- Assedio (moral / sexual) 1-{_]Sim 0-[_]Ndo 9- ] NS/NR

H- Outro:  1-[ ] Sim Quais:

0-L_IN&o 9-{ |NSINR

(38) Nos ultimos 12 meses o sr(a) realizou algum exame de imagem? (raio x, tomografia, ressonancia?)
0-L_] Nao
1-[_] Sim Especifique abaixo o(s) local(is) do corpo, tipo de exame e més que realizou o tltimo exame

Cabega: tipo: més:
Térax: tipo: més:
Braco: tipo: més:
Perna: tipo: més:
Outra parte do corpo: Especifique: tipo: més:

9-[_JNSINR
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(39) O Sr (a) realizou algum tipo de tratamento com radioterapia ou quimioterapia?

0-[ ] N&o
1-[_] Sim Qual:

Local do corpo:

9-L_INS/NR




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

SUBSTANCIAS E PRODUTOS QUIMICOS
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olfativo, etc)?

40- O (a) sr(a) algum tipo de contato (dérmico,

40- Com que frequiéncia o (a) sr(a) tem
contato ? Entrevistador: Leia as alternativas

9.6 A. GASOLINA
1-[ ] Sim

0-[ ] Nao

9-[ ] NS/NR

1-[_] Diariamente

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

4-[ ] Nao tem contato

9-[ ] NS/NR

B. Etanol (Alcool)

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

(1)% Sr\llr;o 3-[ ] Raramente/Nunca
o] NSINR 4-[ ] Nao tem contato
9-[ ] NS/NR

97 C.DIESEL 1-[_] Diariamente

. 2-[ ] Semanalmente [_] vezes da semana
1-L] Sim 3-[_] Raramente/Nunca
0-[ ] Nao 4-[ ] Nao tem contato
9-[ ] NS/NR 9-_ | NS/NR
98 D.GNV 1-[_] Diariamente

. 2-[ ] Semanalmente [ ] vezes da semana
1-L] Sim 3-[_] Raramente/Nunca
0-[ ] Néo 4-[ ] Nao tem contato
9-[ ] NS/NR 9-_ | NS/NR

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

0-[ ] Nao

9-[ ] NS/NR

1-[_] Diariamente

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

4-[ ] Nao tem contato

9-[ ] NS/NR

F. Querosene
1-[_] Sim
0-[ ] Nao
9- ]NS/INR

1-[_] Diariamente

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

4-[ ] Nao tem contato

9-[ ] NS/NR

G. Oleo lubrificante

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

(1)% S[\'lrp 3-[_] Raramente/Nunca
) a0 4-[ ] Nao tem contato
9-[ ] NS/NR
9-[ ] NS/NR
H. Produtos de Limpeza 1-[ ] Diariamente
Especificar: 2-[ ] Semanalmente [_] vezes da semana
1-[ ] Sim 3-[ ] Raramente/Nunca
0-[ ] Nao 4-[ ] Nao tem contato
9-[ ] NS/NR 9-[ ] NS/NR
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40- O (a) sr(a) algum tipo de contato (dérmico,
olfativo, etc)?

40- Com que frequiéncia o (a) sr(a) tem
contato ? Entrevistador: Leia as alternativas

9.9 |. GRAXAE CERA
1-[ ] Sim

0-[ ] Nao

9-[ ] NS/NR

1-[_] Diariamente

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

4-[ ] Nao tem contato

9] NS/NR

9.10 J. SOLVENTES, REMOVEDORES, AGUARRAS,

THINNER
1] Sim
0-[_] Nao
9-L ] NSINR

1-[_] Diariamente

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

4-[ ] Nao tem contato

9-[ ] NS/NR

9.11 L. OUuTROS
ESPECIFICAR:

1-[ ] Diariamente

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

4-[ ] Nao tem contato

9-[ ] NS/NR

9.12 M. OUTROS
ESPECIFICAR:

1-[ ] Diariamente

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

4-[ ] Nao tem contato

9-[ ] NS/NR

9.13 N.OUTROS
ESPECIFICAR:

1-[_] Diariamente

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

4-[ ] Nao tem contato

9-L | NS/NR

PERCEPGAO DO ENTREVISTADOR:

A - Confianga nas respostas:
D Confio totalmente

D Confio Parcialmente

D Nao Confio

OBSERVAGOES:
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ANEXO E - “QUESTIONARIO CLINICO”

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JO§E ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA)
COORDENAGAO GERAL DE PREVENGAO E VIGILANCIA R
UNIDADE TECNICA DE EXPOSICAO OCUPACIONAL, AMBIENTAL E CANCER

PROJETO DE PESQUISA: "MONITORAMENTO BIOLOGICO E AVALIAGAO DOS EFEITOS IVJUTAGENICOS E
IMUNOTOXICOS DO BENZENO NA SAUDE DOS TRABALHADORES DOS POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO RIO DE
JANEIRO"

QUESTIONARIO CLINICO
10 Nome do Posto :
11 Nome Completo:
12 N° do Posto; N° Questionario ||

Data da Entrevista: / /

12.3 ENTREVISTADOR:

MODULO 1: ANAMNESE CLINICA
HiSTORIA PATOLOGICA PREGRESSA

(1) Doengas Cardiovasculares: 1-[_] Sim 0-[ ] Ndo 9-{ | NS/NR

(1.1) Qual(is):

(2) Doengas Infecciosas: 1-[_] Sim 0-[ ] N&o 9- | NS/NR

(2.1)  Qual(is):

(3) Doengas Neurolégicas: 1-[_]Sim 0-[_]Nao 9 |NS/NR

(3.1)  Qual(is):

(4) Doengas Respiratorias: 1-[]Sim 0-[_]Nado 9 |NS/NR

(4.1)  Qual(is):

(5) Doengas Gastrointestinais: 1-[_] Sim 0-[_|Ndo 9-L | NS/NR
(6.1)  Qual(is):
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(6) Doengas Hepaticas: 1-[_] Sim 0-[_] N&o 9-[ | NS/NR
(6.1)  Qual(is):

(7) Doengas Renais: 1-[ ] Sim 0-[ | N&o 9-[ ] NS/NR
(7.1)  Qual(is):

(8) Doengas Hematoléogicas: 1-[_] Sim 0-[_]N&o 9-{ ] NS/NR
(8.1)  Qual(is):

(9) Doengas Enddcrinas: 1-[_] Sim 0-[_]N&o 9 ] NS/NR

(9.1)  Qual(is):

(10) Doengas Psiquicas: 1-[_] Sim 0-[_] Ndo 9-[ ] NS/NR

(10.1)  Qual(is):

(11) Doengas Osteoarticulares: 1-[]Sim 0-[ ] Nao 9-[ | NS/NR

(11.1)  Qual(is):

(12) Doengas Uro/ginecolégicas: 1-[_] Sim 0-[_]N&o 9-{ ] NS/NR

(12.1)  Qual(is):

(13) Doengas Otorrinolaringolégicas: 1-[ ] Sim 0-[ | Ndo 9-[ ] NS/NR

(13.1) Qual(is):

(14) Doengas da Vis3o: 1-[_] Sim 0-[_]N&o 9-{ ] NS/NR

(14.1)  Qual(is):

(15) Doengas da Pele: 1-[_] Sim 0-[ ] N&o 9- | NS/NR

(15.1)  Qual(is):

(16) Neoplasias: 1-[_] Sim 0-[_]N&o 9-{ ] NS/NR

(16.1) Qual(is):

(17) Internagdes: 1-[_] Sim 0-[_]N&o 9-{ ] NS/NR

(17.1)  Motivo(s):

(18) Cirurgias: 1-[]Sim 0-[_]Nao 9-[ ] NS/NR

(18.1)  Motivo(s):

(19) Transfuséo de sangue ou derivados: 1-[ ] Sim 0-[ | Nao 9- | NS/NR

(19.1) Motivo(s):
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Histéria Patolégica Atual

(20) Diagnéstico de Hipertensio Arterial: 1-[] Sim 0-[_] Nao 9-[ ]
NS/NR

(20.1) Faz uso de remédios para controle da pressao arterial?

1- ] Sim, de forma regular 2-[ ] Sim, de formairregular 0-[ ] Nao 9- ] NS/NR

(21) Diagnéstico de Diabete Mellitus: Tipo1-[_] Tipo2 -] 0-[ ]N&o 9 ]NS/NR
(21.1) Faz uso de remédios para controle DB? 1-[ ] Sim, de forma regular 2-[ | Sim, de forma

irregular
0-[_IN&o 9-{ |NS/NR

(22) TEM OUTRO(S) PROBLEMA(S) DE SAUDE DIAGNOSTICADO(S) POR MEDICO? 1-[ | Sim 0-[ | Ndo 9-
[]NS/NR
(22.1) Qual:
(22.2) Usa alguma medicacao? 1- [_] Sim, de forma regular 2- ] Sim, de forma irregular 0- [_]
Ndo 9- ] NS/NR

Historia Reprodutiva

MULHERES
(23) Possui filhos:
1-[] Sim 0-[] Néo 9-INS/NR
(24) Numero de filhos:| __ | __|
(24.1) Ndmero de Partos: | __|_|

(25) Sra ja sofreu algum aborto? (Esponténeo)
0-[ Jndo 1-[ ]sim 9-[ ]NS/NR

(25.2) Qual periodo gestacional?
1-[]1.° Trimestre Quantos:
2-[ ] 2.° Trimestre Quantos:
3-[ ] 3.°Trimestre Quantos:

(26) A sra ja provocou algum aborto?
0-[ ] Nao 1- ] Sim Quantos? 9-[ ] NS/NR

(27) Numero de Natimortos:| _ | |

(28) Nascidos Vivos Sadios:| _ | _|
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(29) Nascidos Vivos Nio Sadios:| _ | _|

Qual doenca (inclusive ma formagéo)?
(30) Idade em que ocorreu a primeira menstruagdo: | | | Anos
(31) Idade em que parou de menstruar: |__ | | Anos  []NA

(31.1) Ha quanto tempo parou de menstruar?

(31.2) Por que sr(a) ndo menstrua mais? 1-[_]Menopausa natural 2-[ |Cirurgia para retirada de
utero ou
ovarios 3-[_]Outros tratamentos (horménios, quimioterapia ou radiagéo);

4-[_]Outra razéo - especificar:

Homens

(32) Possui filhos: 1-[_] Sim
9- INS/INR
0-[_]Nao
(32.1) Caso afirmativo, quantos?
(32.2) Todos sdo saudaveis? 1- ] Sim 0-[ | Ndo 9-[ ]NS/NR

(32.3) Caso negativo, qual ou quais doengas?

MODULO 2:Estilos de Vida

TABAGISMO

(33) Sr(a) é:
2-[ ] Tabagista 1-[ ] Ex-tabagista ~ 0-[_] Nunca fumou

(34) Quantos cigarros sr(a) fuma por dia?
0-[ Jmenosde 10  1-[ ]Jde 11a20 2 ]21a30 3 Jmaisde30 88 JNA 9 ]
NS/NR

CONSUMO DE ALCOOL

(35) Sr(a) costuma ingerir bebidas alcodlicas? 1[_]Sim 0[ INao 9-{ INS/NR
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(36) Que tipo de bebida alcodlica o sr (a) bebe com maior freqiiéncia?
A-Cerveja  1-[ ] Sim 0-_]Ndo 9- |NS/NR 88 |NA
B-Cachaca 1-{ ] Sim 0-{ ]Ndo 9-[ |NS/NR 88 |NA
C- Vodka  1-[ ]Sim 0-[_JNdo 9-[ JNS/NR 88-[ ] NA
D- Vinho 1-L_1Sim 0-__]Nao 9-[ [NS/NR 88 |NA
D- Energético 1-[ ] Sim 0-__]Ndo 9- JNS/NR 88 | NA

E- Outras: Quais:

(37) Qual freqiiéncia do seu consumo de bebidas alcodlicas?

0-[ ]1a2xsemana 1 ]3a4xsemana 2 ]5a6xporsemana

3- [_] Diariamente 4-[ ] Outra: 9-[ INS/NR 88-[ |
NA

(38) Em média, quantas doses o sr (a) consome?

0-[_] 1 dose por dia

1-[_] 2 -3 doses por dia

2-[_] 4 -5doses por dia

3-[_] Mais de 6 doses por dia

4- [ ] Outra: especifique: 9-[_INS/NR 88- |
NA

Consumo de outras Substancias Psicoativas

(39) O sr(a) usa algum tipo de medicamento?

A- Analgésicos 1-{ ]Sim 0- ] Ndo 9-[ INS/NR 88-[ ]NA
B- Anti-inflamatérios 1-[ ] Sim 0-_]Nao 9 JNS/NR 88-[ | NA
C- Antibidticos 1-L_]Sim 0-_]Nao 9 INS/NR 88-[ |NA
D- Controlados 1-{ ] Sim 0-{ JNdo 9 |NS/NR 88-[ |NA

E- Outros? Quais?

(40) O sr(a) usa algum tipo de droga:
1-L_] Sim 0-[_]N&o 9-[ ] NS/NR
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(41) Quais drogas o sr(a) usa?
A- Maconha 1-L ] Sim 0-{_]Ndo 9- JNS/NR 88 ] NA
B- Cocaina 1L ] Sim 0- ] Ndo 9-[ INS/NR 88-[ ]NA

C- Remédios sem prescricdo médica 1-[_] Sim 0-_|N&o 9-[ INS/NR  88-{ ] NA

D- Colas / solventes 1-L ] Sim 0-[ | Ndo 9 INS/NR 88- | NA
E- Crack 1L ]Sim 0-[ ] Ndo 9-[ INS/NR 88-[ ]NA
F- Ecstasy 1L ]Sim 0-[ ] Nao 9-[ INS/NR 88-[ ]NA

G- Outras? Quais?

(42) Freqliéncia do uso de drogas:
1-[_]1 a2 vezes por semana 2-[_] 3 a4 vezes por semana
3[ ] 5 a 6 vezes por semana 4- [] Diariamente 5 ] Outra:

MODULO 3: Histéria Familiar

(43) Alguém da sua familia ja teve cancer: 1-[ ]Sim  0-[ ] Nao 9-_]NS/NR
(43.1) Quem da sua familia ou do seu convivio teve / tem cancer:

A- Pai 0-[_IN&o 1-[_]Sim Qual(is) tipo(s)? 0-
[]NS/NR

B-Mze 0-[_]Nao 1-[_]Sim  Qual(is) tipo(s)? 9-
[ INS/NR

C- Avd 0- INdo 1-[_]Sim  Qual(is) tipo(s)? 9-
[]NS/NR

D- Avo 0-L_INao 1-[]Sim  Qual(is) tipo(s)? 9-
[]NS/NR

E- Irm&o(3) 0-[_]Nao 1-[_] Sim Qual(is) tipo(s)? 9-
[ INS/INR

F- Filho(a) 0-_]Nao 1-[_] Sim Qual(is) tipo(s)? 9-
[]NSINR

G- Esposo(a) 0-L_] Nao 1-[_] Sim Qual(is) tipo(s)? 9-
[]NS/NR

H- Outro 0-L_] Nao 1-[_] Sim Qual(is) tipo(s)? 9-

[_1NS/NR
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(43.2) Outras doengas familiares :

MODULDO 4: Sinais e Sintomas

(44) Emagrecimento 1- ] Sim Quantos kg: 0-[_]Nao 9-[ ]
NS/NR

(45) Fraqueza 1-[]Sim  0-[_]Nao 9- INS/INR

(46) Tontura 1-[]Sim  0-[ ] Nao 9-[ ] NS/NR

(47) Sonoléncia 1-[_] Sim 0-[_]Nao 9- [ ]NS/NR

Sistema Nervoso Central e Periférico

(48) Dificuldade para enxergar 1-[] Sim Qual motivo:

0-[_] Nao 9-[_INSINR
(49) Cefaléia / dor de cabeca 1-[_] Sim 0-[_]Nao 9-[_INSINR
(50) Irritabilidade / Nervosismo 1-[ ] Sim 0-[ ] N&o 9-[ ]NS/NR
(51) Ansiedade 1-[_] Sim 0-[_]Nao 9- INS/INR
(52) Insénia 1-[ ] Sim 0-[ ] N&o 9-[ JNS/INR
(53) Alteragao da Humor / Depresséo 1-_] Sim 0-[_] Nao 9- INS/NR
(54) Alteragio da atengio 1-_] Sim 0-{_] Nao 9-[_INS/NR
(55) Alteragao da meméria 1-_] Sim 0-L_] Nao 9- INS/NR
(56) Sudorese Noturno 1-_] Sim 0-{_] Nao 9-_]NS/NR
(57) Formigamentos 1-_] Sim 0-[_] Nao 9-L INS/NR
(58) Movimentos Involuntarios 1-[_] Sim 0-[_]Nao 9-[_INSINR
(59) Tremores 1-[_] Sim 0-[_]Nao 9-[_INSINR
(60) Caibras 1-_] Sim 0-[ ] Nao 9-_INS/INR
(61) Diminuigéo da forga muscular 1-_] Sim 0-{_] Nao 9-[ INS/NR
(62) CONVULSOES 1L 1Sm 0L INAo 9-L INS/NR

Sistema Hematolégico e sistema Imunolégico
(63) Petéquias: 1-L ]Sim 0-[ ] Nao 9-[ ]NS/NR
(64) Hematomas 1-{_]Sim 0-{_]N&o 9-[ ] NS/NR
(65) Epistaxe 1-L]Sim 0-__]Nao 9{ |NS/NR

ectoscopia

(66) Irritagdo Ocular 1-[_] Sim 0-[_] Nao
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(67) Orientado: ~ 1-[_] Sim 0-[_] Nao (68) Lucido:  1-[ ] Sim 0-[ ] Nao

(69) Facies: 1-[ ] Atipico 2-[ ] Inexpressivo 3-[_] Indiferente 4-[ ] Tristeza

5-[ ] Euforia 6- ] Ansiedade 7-[ ] Outra:

(70) Marcha: 0- | Normal  1-[ ] Alterada

(71) Deformidades: 1- ] Sim 0- |Ndo >
Qual:

A- Dindmico:  0-[_] Normal B- Estatico: 0-[_] Normal
1-[_] Alterado 1-[_] Alterado

(72) Equilibrio:

(73) Tremores: 1-[_] Sim 0-[_|Nao -> Onde: 0-[_] Facial 1-[_] Membro superior 2-[ ] Membro

inferior

3-[_] Outro(s):

(74) Pupilas isocéricas: 1L ]Sim  0-[_]Nao
(75) Nistagmus: 1-L1Sim  0-[_]Nao
(76) Diplopia: 1-[]Sim 0-[_] Nao

(77) Acomodagao: 1-[ ] Sim 0-[_] |(78) Disfonia: 1- [ _]Sim 0-[_] Nao

Nao

(79) Mucosas: 0-[ ] coradas 1-L_]| (80) Ictericia: 1-[ ] Sim 0-[ ] N&o

descoradas

(81) Ganglios palpaveis: 1-[ ] Sim 0-__|N&o > Quais: 1- [_] Submandibular 2-[ ] Pescogo
3-[_] outro(s):

(82) Lesdes de pele: 0- ] Nao 1-[ ] Sim > Quais: 1-[_] Manchas 2-[] Furinculos 3-[ ]

Pruridos
4-[ ] Dermatite irritativa ~ 5-[_| Eritema  6-[_] Outra(s):

(82.1) Localizag&o:
(82.2) Descricao:

(83) Acne:  1-[ ] Sim 0-[ ] N&o
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(84) Edemas 1-[ ] Sim
—>0nde:

0-[ ] Néo

(85) Faneros: 0- [_] Normal 1- [_] Alterado
Qual:

(86) Tiredide: 0-[ ] Normal 1-[ ] Alterado

APARELHO CARDIOVASCULAR (ACV)

(87) Pressdo Arterial:| [ | _[x|__[_[_|mmHg

(88) Freqiiéncia Cardiaca:| __ | | __|bpm

(89) Ritmo cardiaco 0-[_] Normal 1-[_] Alterado:

(90) Bulhas normofonéticas (91) Pulso Radial Esquerdo: 0-[ | Normal 1-[_] Alterado
1-[ ]Sim  0-[ ] Nao

APARELHO RESPIRATORIO (AR)

(92) Deformidade toracica: 1-[ ] Sim > Qual: 0-[ ] N&o

(93) Freqiiéncia Respiratoria: 0-[ | Eupnéico  1-[_] Taquipnéico  2-[_] Bradipneico

(94) Murmaurio Vesicular bem distribuido: 1-[_] Sim
0-[_] Nao = Por que?

OBSERVACOES:
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