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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Cancer de boca

O céncer é uma doenca genética uma vez que é desencadeado por alteracdes no DNA
da célula. No entanto, ao contrario das demais sindromes genéticas humanas, o cancer nao é
uma doenca necessariamente hereditaria. Na sua grande maioria, 0s canceres humanos séo de
origem somatica resultantes da interacdo de fatores genéticos e ambientais (QUEIROGA,;
PERNAMBUCO, 2006; MONTEIRO et al., 2009).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer no Brasil (INCA, 2014), a estimativa para o
ano de 2014, que sera véalida também para o ano de 2015, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, reforcando assim, a magnitude do problema
do céncer no pais. Estimam-se 395 mil casos novos de cancer, 204 mil para o sexo masculino
e 190 mil para sexo feminino. Em homens, os tipos mais incidentes serdo 0s canceres de
préstata, pulmao, colon e reto, estbmago e cancer de boca; e, nas mulheres, 0os de mama,
colon e reto, colo do Utero, pulméo e glandula tireoide.

Assim como as demais neoplasias malignas, o cancer de boca define-se como uma
doenga crbnica multifatorial, resultante da interagdo dos fatores etiol6gicos que afetam os
processos de controle da proliferacdo e crescimento celular. Esse processo esta aliado as
alteracdes nas interacdes entre as células e seu meio ambiente. O cancer de boca é
considerado o cancer mais comum da regido de cabeca e pescoco, excluindo o cancer de pele
(DEDIVITIS et al., 2008). A grande maioria dos casos € detectada em estagios avangados.
Isto aumenta a gravidade da sequela do tratamento e diminui a sobrevida e a possibilidade de
cura dos pacientes (PARTRIDGE, 2000; GUERRA et al., 2005).

O céncer de boca é considerado um problema de salde publica em todo o mundo.
Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2014, 11.280 casos novos de cancer bucal em homens e
4.010 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado de 11,54 casos novos a
cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres. Ocupa o quinto lugar geral entre a
populagéo masculina (INCA, 2014).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2014), os fatores de risco do
cancer podem ser encontrados no meio ambiente ou podem ser herdados. A maioria dos casos
de cancer (80%) esta relacionada ao meio ambiente, no qual encontra-se um grande nimero
de fatores de risco. A méa qualidade do ar no ambiente de trabalho é um fator importante para

0 cancer ocupacional. Durante pelo menos oito horas por dia os trabalhadores estdo expostos



ao ar poluido, pondo seriamente em risco a saude. Algumas substancias como o benzeno, que
pode ser encontrado como contaminante na producdo de carvdo, postos de combustiveis, e €
usado como solvente de tintas e colas atinge principalmente a medula 6ssea, podendo
provocar leucemia, entre outros danos a saude, especificamente relacionados a essa exposicao
ocupacional.

No que se refere a exposicdo ocupacional, esta acontece quando o trabalhador, em sua
atividade, entra em contato com substancias que podem causar algum dano em seu organismo,
sendo os efeitos imediatos ou tardios, e determinantes ainda o manuseio da substancia, o
ambiente e as condi¢Bes de trabalho. Os trabalhadores de postos de combustiveis sdo
exemplos de exposicdo diéria a essas substancias (OGA, 2008).

Deve-se considerar, ainda, que as neoplasias malignas podem ter origem em todos 0s
tecidos que compBem a boca, porém, aquelas originarias do tecido epitelial de revestimento
sd80 as mais comuns, por sua maior exposicdo a acdo de agentes potencialmente
carcinogénicos, presentes muitas vezes no ambiente de trabalho. Os tecidos epiteliais entram
em contado direto com substancias genotoxicas inaladas, esta condicdo caracteriza que a
maioria dos tumores € iniciada especificamente por células epiteliais (FENECH et al., 1999).
De acordo com ATSDR (2003) a exposi¢do humana a essas substancias ocorre principalmente

através da inalacdo do ar contaminado.

1.2 Exposi¢do Ocupacional

A Toxicologia Ocupacional estuda os efeitos nocivos causados por substancias
quimicas presentes no ambiente de trabalho, prevenindo prejuizos a longo prazo e procurando
entender as relacdes causais entre exposicdo e efeito para que se possa atuar nas etapas
iniciais do processo, quando os danos fisiopatoldgicos ainda sio reversiveis (BULCAO et al.,
2008).

Segundo Camara e Galvdo (1995) a exposicao ocupacional € o periodo em que o ser
humano se encontra suscetivel a contaminacdo por xenobidticos gque estdo presentes no
ambiente de trabalho. Em que essas substancias podem ser absorvidas através das vias
respiratoria, cutanea e digestiva, sendo que no caso dos solventes organicos, a absorcao ocorre
pela via respiratoria e/ou cutdnea, sendo predominantemente pela via respiratoria
(BERTONCELLO, 1999).

A exposicdo a agentes quimicos faz parte da vida do homem moderno, onde cerca de

100.000 substancias sdo usadas nas mais diversas atividades, sendo que muitas delas soO
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tiveram sua toxicidade determinada apés algum tempo de sua utilizacdo (MILITAO;
RAFAELI, 2007; ARAUJO, 2008).

A utilizacdo de substancias quimicas como, solventes organicos, no meio ocupacional
representa significativo risco a saide do trabalhador, sendo que o uso desses compostos €
bastante amplo em pequenas, médias e grandes industrias, no meio rural e laboratorial (OGA
et al., 2003).

A presenca de contaminantes no ar ambiente de trabalho causa uma preocupacao
particular devido a natureza continua da exposicdo (PIRES; CARVALHO, 1999). Desta
forma os produtos derivados do petrdleo, como a gasolina e o 6leo diesel representam uma
importante fonte de contaminacdo do ar nos grandes centros urbanos e principalmente um
risco a trabalhadores que estdo em contado frequente com essas substancias. Trabalhadores de
postos revendedores de combustiveis sdo potencialmente expostos a hidrocarbonetos volateis,
seja derivado de petroleo, como a gasolina, ou de outros componentes organicos, Como 0 caso
do &lcool (ABRANTESA et al ., 2005).

1.3 Postos Revendedores de Combustiveis

Os postos revendedores de combustiveis sdo instalacdes que praticam a atividade de
revenda varejista de combustiveis liquidos derivados do petroleo, alcool combustivel e outros
combustiveis automotivos (CONAMA, 2000).

No Brasil, o transporte rodoviario predomina, e o petroleo além de ser a maior fonte
de energia fossil é também o mais importante e indispensavel fonte dos combustiveis
utilizados nesse tipo de transporte. Nesse sentido, é de vital importancia para a economia do
pais a existéncia da cadeia de postos de abastecimento de combustiveis, estrategicamente,
disposta em todo territério nacional (LORENZETT; ROSSATO, 2010).

As atividades de um posto de revenda de combustivel sdo bastante diversificadas e
envolvem ndo s6 o abastecimento, mas também a troca de 6leo, lavagem de veiculo, entre
outras. Portanto, pode-se denomina-lo posto revendedor de combustiveis derivados de
petroleo, alcool e prestacdo de servicos (BARROS et al ., 2008). Segundo o Sindicom (2010)
a cada ano mais de 500 postos revendedores de combustiveis legais e ilegais surgem no pais e
esse nimero sO aumenta.

As atividades de revenda e abastecimento de veiculos sdo importantes fontes de

emissdo de compostos organicos volateis, dentre estes destacam-se 0 grupo de componentes
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aromaticos da gasolina constituida por benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX), 0s
quais constituem um risco potencial para frentistas e usuérios (CRUZ-NUNES et al ., 2003).

Estes compostos, com facilidade séo inalados pelos frentistas que ficam expostos a
esses derivados do petroleo durante o processo de abastecimento dos veiculos e exaustdo dos
carros sendo considerados como poderosos depressores da saude humana, mesmo em baixas
concentracdes (BUCZYNSKA et al., 2009).

1.4 Exposicao aos Derivados do Petroleo

Dentre os principais produtos derivados do petréleo, a gasolina é um dos combustiveis
de maior consumo no pais e no mundo. A gasolina automotiva consiste na mistura complexa
de hidrocarbonetos volateis e inflamaveis. As fracbes benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdmeros do xileno (BTEX) além de outros compostos organicos volateis, sdo encontrados na
gasolina comercial. Entretanto, a composi¢do dos combustiveis comercializados altera de
acordo com a utilizacdo, a origem, os processos de refino de petroleo e 0 uso de aditivos
especificos, onde a fracdo BTEX € a principal responsavel pelos danos a saude e apresentam
toxicidade crénica mesmo em pequenas concentragdes, podendo levar a lesdes do sistema
nervoso central (BRITO et al., 2005; GOUVEIA; NARDOCCI, 2007; SILVA et al., 2009)

A acdo do benzeno em organismos vivos é conhecida e os efeitos deletérios a
exposicoes agudas estdo bem descritas. Estudos demonstram desde o inicio do século XX o
efeito leucemogénico do benzeno, onde alteraces cancerigenas foram observadas, a partir de
estudos experimentais em animais (CAZARIN, 2005; ARAUJO, 2008). Segundo os critérios
do Programa das NacGes Unidas de Seguranca Quimica o benzeno é considerado a quinta
substancia de maior risco por ser reconhecido como agente nocivo a saide humana, sendo que
a sua principal fonte de exposicdo se da no ambiente ocupacional, em especial, por meio da
via respiratoria. A exposicdo humana a esta substancia € capaz de causar intoxica¢do aguda ou
cronica, com efeitos imunotdxico, genotdxico e carcinogénico, mesmo em doses baixas, 0 que
impede o reconhecimento ou a recomendacdo de um limite seguro de exposicdo
(GONCALVES et al., 2005; GRACIANI et al., 2008)

Os sinais neuroldgicos em seres humanos associados ao benzeno incluem tontura,
cefaleia e até perda de consciéncia. Em forma de vapor o benzeno pode irritar a pele, os olhos
e o trato respiratdrio superior. Nas intoxicagGes por benzeno as alteracdes na medula déssea

sdo imediatas. Sendo muito volatil e reconhecidamente tdxico ao homem, por mais que se
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cumpram as normas de seguranca, como 0 uso de equipamento de protecdo individual, o risco
da exposicdo é permanente (ARAUJO, 2008).

O xileno em forma de vapor pode provocar irritacdo nos olhos, nariz e garganta. Se
inalado, pode causar tontura, dificuldade respiratéria ou perda da consciéncia (ROMA-
TORRES et al., 2006). No que se diz a respeito sobre a exposi¢do ocupacional ao tolueno,
estudos indicam que sua principal acdo tdxica ocorre no sistema nervoso central, sendo bem
conhecida sua neurotoxicidade. Em exposi¢des crénicas induz também hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade (GRACIANI et al., 2008).

O monitoramento citogenético é utilizado para avaliar 0s riscos ocupacionais que ndo
sdo observados nos exames clinicos rotineiros e de laboratorio. Em casos de exposi¢es
consideraveis ou em intoxicagdes ao benzeno, por exemplo, as alteracdes na medula 6ssea sao
imediatas. Portanto, 0os monitoramentos citogenéticos em ambientes de baixas concentracoes e
frequentes exposicdes sdo importantes para determinar riscos possiveis de carcinogenicidade,
antes que os danos no DNA se tornem irreversiveis. Sabe-se que ha uma associagdo entre 0
aumento de danos no DNA com o aumento do risco para o cancer e dessa forma torna-se
importante 0 monitoramento citogenético em individuos expostos ocupacionalmente as

substancias toxicas que apresentem riscos de carcinogenicidade (LI et al., 2006)

1.5 Técnicas citogenéticas para estudo de mutagénese

Os testes citogenéticos para avaliacdo de mutagenicidade sdo importantes
biomarcadores de exposicdo, pois correspondem a expressdo de um agente ambiental. Por
isso, vém sendo utilizados no monitoramento biolégico de populacdes expostas a substancias
genotoxicas (KOHATSU et al., 2007).

O estudo de biomarcadores de exposi¢do, também considerados por alguns autores
como biomarcadores de efeito precoce, inclui a deteccéo direta, ao microscépio, de danos no
DNA. Vérios testes citogenéticos podem ser aplicados para esse fim, como trocas entre
cromatides irmas (SCE-sister chromatid exchange), teste do Cometa, também conhecido
como teste de célula unica em gel de agarose (SCGE — Single Cell Gel Electrophoresis), teste
de aberragdes cromossdmicas (CA) e o teste do micronucleo (MN) (AU et al., 2005).

Os testes de mutagenicidade visam identificar aumento na incidéncia de mutagfes em
populagdes de risco, comparadas com grupos-controle (HAGMAR et al., 2001). O teste do
micronlcleo vem sendo utilizado no monitoramento biolégico de populagdes humanas,

expostas aos agentes mutagénicos e carcinogénicos. Os Micronicleos s&o estruturas
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extranucleares compostas por cromossomos ou fragmentos do mesmo que, durante a mitose
ndo foram incorporados ao nucleo principal. Durante a tel6fase, um envoltério nuclear forma-
se em todos os cromossomos perdidos e/ou fragmentos de cromossomos, 0S quais se
desespiralizam e gradualmente assumem a morfologia de um ndcleo interfasico, com excecéo
do tamanho, sendo esse menor que o nucleo principal, surgindo dai o nome micronucleo. O
teste do microndcleo é considerado, por varios autores, como um teste auxiliar rapido e
econdmico na analise de aberra¢des cromossémicas (FENCH, 2000).

Os micronucleos sdo observados somente em células que apresentam capacidade de
divisdo, sendo que a frequéncia destes depende da cinética celular e do tecido em estudo.
Dentre os tipos celulares utilizados para o teste do microndcleo incluem-se os linfdcitos de
sangue periférico, cultivados in vitro e tratados com citocalasina-B, células epiteliais da
mucosa bucal, entre outros. A analise de células epiteliais € um método ndo invasivo que
permite coletas sucessivas, e um estudo direto das células da camada basal que sofreram
mutacdo, em média, até 20 dias apds a exposic¢do. Além disso, o estudo de microndcleos em
linfécitos necessita de estimulo para que estes entrem em divisdo, ao contrario das células
epiteliais, que estdo em constante renovacdo (KATO et al., 2002; GALIOTTE, 2006).

As células da mucosa bucal tem capacidade metabolizadora e, por se tratar da primeira
barreira contra substancias téxicas e mutagénicas, ingeridas ou inaladas, sdo consideradas
sistemas importantes para a avaliacdo de danos no DNA. A anélise citogenética utilizando
células epiteliais esfoliadas da mucosa bucal confere diversas vantagens, pois, além de ser
alvo primério de exposicdo, a obtencdo minimamente invasiva possibilita 0 monitoramento de
populacOes expostas a agentes genotdxicos (HOLLAND et al., 2008).

Nesse sentido, alguns pesquisadores tem utilizado o teste do micronucleo em células
esfoliadas da mucosa oral para a identificacdo de individuos com displasia e, portanto, com

risco aumentado para a transformacdo maligna (SARAN et al, 2008).
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2. DESENVOLVIMENTO (Anexacéo do Artigo)

Estudo de toxicologia ocupacional com énfase a atividade citotoxica e mutagénica em
trabalhadores com exposicéo a gasolina

Lourran Paula Lacerda®; Ellifran Bezerra de Siqueira Dantas!; Gilberto Santos Cerqueira?,
Ana Paula Peron®, Jodo Marcelo de Castro e Sousa®

1. Graduandos do Curso de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Piaui, CSHNB.
CEP: 64.607.670. Picos-PI, Brasil.

2. Professor do Departamento de Nutri¢cdo, Universidade Federal do Piaui, CSHNB- Picos.
CEP: 64.607.670. Picos-PI, Brasil.

3. Professores do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Piaui,
CSHNB- Picos. CEP: 64.607.670. Picos-PlI, Brasil.

Resumo

O presente trabalho teve por objetivo analisar os efeitos citotoxicos e mutagénicos do
benzeno e seus derivados em células esfoliadas da mucosa bucal de frentistas de postos de
combustiveis expostos diariamente a gasolina que em sua composi¢do contém benzeno, etil-
benzeno, tolueno e xileno (chamados BTEX). O estudo foi realizado através do levantamento
de dados, aplicacdo de questionarios de salde e andlise citogenética, através da aplicacdo do
teste de microndcleo em células da mucosa oral. A populacdo estudada foi composta de um
Grupo Teste, constituida de 20 frentistas, expostos ao benzeno e seus derivados da cidade de
Picos-Pl/Brasil e um Grupo Controle, composto por 20 individuos previamente selecionados,
apos andlise dos dados de salde e estilo de vida. Os resultados deste estudo mostraram que a
frequéncia de micronucleos dos pacientes expostos a gasolina foi significante (p<0,001) em
relacdo ao grupo ndo exposto. Indicativos de apoptose também foram observados pelos
mecanismos de fragmentacdo e de dissolucdo nuclear em todos os pacientes expostos da
amostra. Os dados foram estatisticamente significantes (p<0,001) pelo aumento de cariorrexe
e de caridlise, quando comparado aos individuos ndo expostos. Os BETX também induziram
citotoxicidade em epitélio bucal de individuos expostos (p<0,001) pelo aumento da frequéncia
de células binucleadas. Resultados estes semelhantes aos reportados na literatura, com relacéo
ao efeito mutagénico e citotoxico desses compostos. Além disso, observou-se que nenhum
dos individuos do grupo teste utiliza EPIs e nem conhecem a acgdo toxica desses compostos.
Com a obtencdo dos resultados, faz-se necessario um esclarecimento aos trabalhadores que
sdo expostos aos BTEX da acdo mutagénica e citotdxica dos mesmos, enfatizando a
importancia da utilizagdo dos EPIs haja vista o0 risco para salde que essa exposicdo pode
trazer.

Palavras-chave: Cancer. Morte celular. Genotoxicidade

Abstract

This study aimed to analyze the genotoxic effects of benzene and its derivatives in exfoliated
buccal mucosa cells of the fuel station attendants exposed daily to gasoline that its
composition contains benzene, ethylbenzene, toluene and xylene (BTEX called). The study
was conducted through survey data, questionnaires and health cytogenetic analysis, by use of
the micronucleus test in oral mucosa cells. The study population consisted of a test group
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formed of 20 attendants exposed to benzene and its derivatives in City Picos-Pl/Brazil, and
one control group consisted of 20 individuals previously selected after analysis of health data
and lifestyle. The results of this study showed that the frequency of micronuclei of patients
exposed to gasoline was significant (P <0.001) compared to the unexposed group. Indicative
of apoptosis were also observed in the mechanisms of nuclear fragmentation and dissolution
in all patients exposed in sample. The data were statistically significant (P <0.001) by
increasing and karyorrhexis karyolysis when compared to individuals not exposed. The BETX
also induced cytotoxicity in oral epithelium of exposed individuals (P <0.001) with an
increase in the frequency of binucleated cells. These results were similar to those reported in
the literature regarding the mutagenic and cytotoxic effects of these compounds. Moreover, it
was observed that none of the test subjects group uses PPE and they don’t know the toxic
action of these compounds. After obtaining the results, it is necessary clarification of
mutagenic and cytotoxic action of BTEX to exposed workers, emphasizing the importance of
using PPE considering the risk to health that can bring BTEX.

Key words: Cancer. Cell death. Genotoxicity

2.1 INTRODUCAO

O cancer é uma doenca genética que se manifesta pelo acimulo de mutagcGes no DNA
no decorrer de um espaco de tempo. No ambiente de trabalho podem ser encontrados agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos capazes de causar problemas aos trabalhadores e desencader
varios tipos de céncer como o de boca, pele, laringe, entre outros. Nesse sentido, as
exposicoes ocupacionais podem atuar como agentes silenciosos na inducdo de danos no DNA,
sendo crescente, por exemplo, o numero de processos produtivos que sdo considerados
potencialmente cancerigenos (GATTAS, 2006).

Pode-se citar como exemplo de ambiente de risco postos de combustiveis uma vez que
os trabalhadores destes locais estdo expostos a diversos compostos altamente toxicos como,
por exemplo, a gasolina que possuem em sua composi¢do benzeno, etil-benzeno, tuleno e
xileno (chamados BETX). Os efeitos toxicos e mutagénicos de derivados do benzeno podem
ser detectados com biomarcadores hematologicos e mutagénicos (TORRES et al., 2006). No
Brasil a exposi¢do ocupacional a esses solventes organicos ¢ um problema de saude publica,
sem notificacdo e negligenciados pelos administradores de postos de combustiveis
(CERQUEIRA et al., 2010).

Uma maneira de estudar os efeitos em uma populagdo exposta € conduzir estudos de
monitoramento, utilizando parametros bioldgicos, tais como ensaios citogenéticos, que podem
identificar danos resultantes da exposicdo. Varios testes de curta duragdo estdo disponiveis
para a avaliacdo de perigo genético (CEBULSKA-WASILEWSKA et al., 2007). Dentre os

testes utilizados, o ensaio de micronucleo tem emergido como um método preferencial para
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medir o dano cromossémico, pois pode detectar tanto perda quanto quebra cromossdmica,
visto que sdo biomarcadores que se manifestam em curto prazo ap0s exposicdo e sua
frequéncia encontra-se elevada em tecidos expostos antes que qualquer sinal clinico seja
evidente. Assim uma frequéncia elevada de micronucleos em células esfoliadas revela a acao
genotdxica e pode ser usada para identificar grupos de populacGes de alto risco para
desenvolver cancer (RIBEIRO et al., 2003).

Na literatura ha diversos trabalhos que demonstram a problematica da exposi¢édo
ocupacional, porém pesquisas relatando a exposicdo ocupacional a gasolina no nordeste
brasileiro sdo escassos (CERQUEIRA et al., 2010). Diante do exposto, este estudo teve por
objetivo analisar os efeitos citotoxicos e mutagénicos do benzeno e seus derivados em células
esfoliadas da mucosa bucal de frentistas de postos de combustiveis expostos diariamente a

essas substancias através do teste de frequéncia de micronucleo.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Tipo do estudo e Populacao-Alvo

Tratou-se de um estudo transversal, explicativo e quantitativo realizado por meio do
levantamento de dados, aplicacdo de questionarios de salde e andlise citotoxica e mutagénica
realizada através do teste de micronucleo em células esfoliadas da mucosa bucal. Fizeram
parte da populacdo estudada, frentistas da cidade de Picos-Pl/ Brasil. A cidade de Picos-PlI
possui 0 segundo maior entroncamento rodoviario do nordeste ligando o Piaui ao Maranhéo,
Ceara, Pernambuco e Bahia. Possuindo assim, uma ampla rede de postos revendedores de

combustiveis, justificando a realizacdo e a importancia do estudo na cidade.

2.2.2 Amostra

A amostra foi constituida por 40 individuos divididos em dois grupos: (1) Grupo
Teste, composto por 20 frentistas expostos ao benzeno e seus derivados na cidade de Picos-
P1/Brasil (2) Grupo Controle, constituido de 20 individuos previamente selecionados ap6s
analise dos dados de salde e estilo de vida. A quantidade de individuos da amostra segue 0s
padrdes de controle internacional do uso do teste de microndcleo como biomarcadores de
genotoxicidade (SILVA, 2005; UNAL et al., 2005; BAKOPOULOU et al., 2008; LEAL,
2009). Para os individuos participantes da pesquisa foram informados os detalhes do estudo.
Em seguida todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e

responderam ao questionario de salde pessoal, questionarios estes confeccionados de acordo
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com as exigéncias da International Comission for Protection against Environment
Mutagensand Carcinogens (ICPEMC) Mutation Research, 204:379-406. 1998).

No questionario foram solicitados os dados de saude e estilo de vida, como: idade,
etnia, tempo de trabalho como frentista, carga horaria de trabalho semanal, habito de fumar,
consumo de bebidas alcodlicas e alimentos e uso de EPI’s. A partir desse questionario

selecionou-se 0 grupo teste.

2.2.3 Teste de micronucleo e analise dos dados

O teste de microndcleo é atualmente usado como padrdo de teste de mutagenicidade
cromossomica e segue a norma OECD — “Guidelines for theTestingofChemicals/section 4:
Health Effects — Mammalian Erythrocytes. Micronucleos Test: n° - 474 e a recomendacéo do
Gene — Toxprogram, Enviromental Protection Agency — EPAIUS”. A analise das alteragdes
nucleares pode ser feita através da quantificacdo de micronucleos em células esfoliadas da
mucosa bucal. O teste de micronucleos pode ser usado para evidenciar a acdo mutagénica de
agentes fisicos, tanto em estudos in vivo como em estudos in vitro (FENECH et al. 2000).

O protocolo foi padronizado segundo Cerqueira et al., (2004), com algumas
modificacOes. Realizou-se raspagem na mucosa bucal com espéatulas descartaveis. O material
coletado de cada individuo foi depositado em 5 ml de solucdo salina (0,9% NaCl). Apos este
procedimento, o material foi centrifugado por dez minutos (1500 RPM) e lavado trés vezes,
com solucdo salina. Depois da Gltima lavagem colocou-se 50 a 100 pL da suspensao celular
sobre as laminas (pré-aquecidas a 37 °C) em forma de gotas, secando o material sobre a
lamina por 15 minutos em placa quente. A fixacdo se deu com metanol: &cido acético (3:1),
porl5 minutos e secas em temperatura ambiente. Apds esta Gltima etapa, as laminas foram
imersas em agua destilada por 1 minuto e coradas com Giemsa a 2% por 15 minutos. Cerca de
3.000 ceélulas por individuos (1.000 células por laminas) foram observadas em microscopia
Optica, com o aumento de 100 X e as frequéncias de microndcleos, células binucleadas,
caridlise e cariorrexe analisadas e calculadas.

2.2.4 Andlise Estatistica

As diferencas entre os dois grupos em estudo foram comparadas por ANOVA
unifatorial, seguida da aplicagdo do Pos-teste de Fisher LSD, adotando um nivel de
significancia de p < 0,01. O software utilizado foi o STATISTIC, verséo 8.0.



18

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de saude e estilo de vida, como: idade, etnia, tempo de exposi¢do, carga
horaria de trabalho semanal, habitos de fumar, consumo de bebidas alcodlicas e alimentos e
EPI’S, caracterizaram a populagdo de estudo a partir das informag6es obtidas pelos frentistas
através do questionario de salde (Tabela 1). Verificou-se que os frentistas apresentaram uma
faixa etéria entre 21 a 46 anos, com média de idade de 34 anos, apresentando, em sua maioria,
a etnia caucasiana (45%). Em relacdo aos habitos dos trabalhadores, (75%) ndo fumavam;
(65%) consumiam alcool, havendo um consumo de medicamentos nao prescritos em 45% e
prevaleceu também o consumo de carne em detrimento do uso de vegetais na dieta. Os
trabalhadores expostos ao benzeno e seus derivados informaram que estdo expostos em média
ao ambiente de trabalho durante 03 anos, cumprindo carga horaria semanal de 48 horas e

excluindo o uso de EPI’S em sua totalidade.

Tabela 1 Caracteristicas da populagéo de frentistas de posto de gasolina do municipio de Picos-Pl/Brasil. ano
2014,

Caracteristicas da populacao Expostos aos derivados de N&o expostos
benzeno (N=20) (N=20)
ldade? 34 +7,55 24 £5,82
(21-46) (19-39)
Grupo étnico
e Branco 20% 20%
e Negro 35% 25%
e Caucasiano 45% 55%
Tempo de trabalho no local (anos) 3,35+£3,42 -
(1-16)
Uso de EPI's
e Sim -
e Ndéo 100% -
Carga horaria semanal 48+ 0
Hébito de fumar
e Sim 25% -
e Ndéo 75% 100%
Consumo de alcool semanal
e Sim 65% 45%
e Néo 35% 55%
Consumo de medicamentos por dia
e  Prescritos - 15%
o Nao prescritos 45% 50%
Consumo de carne em dias da semana 100% 100%

Consumo apenas de vegetais
e Sim
e Naio 100% 100%

aMédia £ Desvio padrdo FONTE: Pesquisa Direta
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Estes dados corroboram com o de outros estudos, que demonstram baixa utilizagéo de
equipamento de protecdo individual entre trabalhadores (CERQUEIRA et al.,, 2010;
MARTINS et al., 2012). Outra recomendacdo para minimizar a exposi¢do ocupacional é
promover o uso de EPIs adequados a situacdo de risco, assim como ac¢les educacionais que
ajudem os trabalhadores locais a desenvolverem habilidades para a percepgdo do risco com
potencial dano a sua saude. Segundo Mota et al., (2011) essas medidas de salde publica
teriam como finalidade diminuir a incidéncia de casos de intoxicacdo e problemas decorrentes
e também prevenir surtos ocasionados por exposicdo a substancias quimicas, como as
investigadas neste estudo.

No presente estudo, os motivos alegados pelos trabalhadores para a ndo utilizagédo dos
EPIs sdo de incomodo, dificuldade de movimentacdo e por ndo serem necessarios, ja que o
tempo de abastecimento € relativamente curto. Esses mesmos motivos foram descritos em
outros trabalhos como de Leite et al., 2005.

Os resultados do teste de microndcleos da mucosa dos frentistas de posto de gasolina
da cidade de Picos-Pl/Brasil esta apresentado na Tabela 2. A frequéncia de micronucleos
nesses trabalhadores apresentou-se aumentada de forma estatisticamente significante
(p<0,001) em relacdo aos individuos ndo expostos a esses agentes quimicos relacionando
assim a uma possivel mutagenicidade. Indicativos de apoptose também foram observados
pelos mecanismos de fragmentacédo e de dissolucdo nuclear em todos os individuos expostos

da amostra. (Tabela 2, Figura 01, Figura 02).

Tabela 2 — Avaliagdo de mutagenicidade e de anormalidades nucleares indicativas de apoptose e de
citotoxicidade, em epitélio bucal de frentistas expostos aos derivados do benzeno.

Grupos MN em 3000 Cariorrexe em 3000 | Cariolise em 3000 [BN em 3000 células
células células células
Pacientes expostos 14,30 + 9,98 *** 124,75 + 65,47 *** | 12,70 + 7,75 ***
(n=20) 60,65 + 31,62 ***
N&o expostos 0,05+0,22 7,25+5,43 0,70+ 0,85
(n=20) 1,35+2.21

MN (microntcleos), BN (células binucleadas). Dados significantes para ***p<0,001 em relagdo ao grupo ndo
exposto. ANOVA unifatorial com Pos-Teste de Fisher LSD.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com o estudo realizado por Celik et
al., (2003) com trabalhadores de postos de gasolina, que verificaram um aumento significativo
na frequéncia de micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal, em relagdo aos
individuos ndo expostos. De forma similar a frequéncia de células binucleadas, de caridlise e
cariorrexe nesses individuos expostos, também se apresentou de forma aumentada. Hogstedt

et al., (1991), observaram um aumento significativo na frequéncia de micronucleos em
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linfocitos de trabalhadores expostos a gasolina. Um aumento no nivel de delecdes
cromossémicas em um estudo citogenético com frentistas também foi evidenciado por santos-
mello e Cavalcante (1992). Da mesma forma, Andreoli et al., (1997), também relataram danos
no DNA de linfécitos periféricos de forma aumentada nesses trabalhadores.

Em outros trabalhos descritos na literatura, foram mencionadas alteracdes metabdlicas e
funcionais ocasionados pela exposicdo a gasolina e seus derivados, em diferentes sistemas
bioldgicos apresentados ao organismo, podendo até a levar ao cancer e a morte. Quando o
contato é via dérmica, os danos observados foram as dermatites, escamacdo e hepaticos,
enquanto que por via respiratdria, os efeitos se mostram mais prejudiciais a satde, podendo
gerar efeitos respiratérios, hematoldgicos, musculoesqueléticos, oculares, imunoldgicos,
neuroldgicos, reprodutivos, de desenvolvimento, genotdxicos, cancer e morte (DAMBROS,
2012). Outros estudos sugerem que a exposicdo a gasolina pode causar danos na porcao
central do sistema auditivo ou no tronco encefélico, induzidos por solventes organicos
presentes na gasolina (TOCHETTO et al., 2012).

Ramadan et al. (2000), investigaram as consequéncias imunologicas e toxicoldgicas a
exposicdo ocupacional pela gasolina, este estudo mostrou que a exposi¢do ocupacional a
gasolina aumentou o risco de imunotoxicidade e genotoxicidade. Estudos de Gongalves e
Oliveira (2008), em trabalhadores com intoxicagdo cronica por benzeno, 0S mesmos
apresentaram em suas células, quebras e perdas cromossdémicas. Relacionando assim o dano
cromossdmico com o excesso de exposicao ao Benzeno. Santos (2012), utilizando o ensaio de
Micronucleo por CBMN em células de trabalhadores intoxicados por Benzeno, observou
valores significantes de MN e Pontes nucleoplasmaéticas trés vezes maior do que no grupo
controle. Todos esses estudos corroboram com os resultados do presente trabalho em relagéo

ao poder genotdxico da gasolina e de seus compostos.
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Figura 1 - Dados significantes para p<0,001 em células do epitélio bucal dos individuos expostos aos derivados do
petroleo. a) micronicleo e b) Indicativo de apoptose por caritlise (Dissolugdo nuclear).
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MN (micronucleos). Dados significantes para ***p<0,001 em rela¢do ao grupo ndo exposto. ANOVA unifatorial
com Pos-Teste de Fisher LSD.

Neste trabalho, também foi observado que os BTEX induziram citotoxicidade ao
epitélio bucal dos individuos expostos pelo significante (p<0,001) aumento da frequéncia de
celulas binucleadas ocasionadas pela nédo citocinese ao final da diviséo celular. (Figura 02).
Em estudos de Gongalves e Oliveira (2008), em trabalhadores com intoxicacdo crénica por
benzeno, os mesmos ndo obtiveram valores significantes de diminuicdo de indice mitdtico
quando comparados com o Grupo controle, porém, observaram uma tendéncia para essa
diminuigéo.

Figura 2 - Dados significantes para p<0,001 em células do epitélio bucal dos individuos expostos aos derivados do
petroleo.  a) Indicativo de apoptose por cariorrexe (fragmentacdo nuclear) e b) células binucleadas.
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Dados significantes para ***p<0,001 em relacdo ao grupo ndo exposto. ANOVA unifatorial com Pés-Teste de
Fisher LSD.

Anélise de células esfoliadas da mucosa bucal também fornece evidéncias de outras
alteracOes nucleares, tais como células binucleadas (presenca de dois ndcleos dentro de uma
célula), cariorrexe (fragmentacdo nuclear) e Caridlise (dissolucdo nuclear) (TOLBERT et al.,
1992). A formacao de células binucleadas é considerada como indicador de citotoxicidade,
enquanto cariorrexe e caridlise e sdo considerados como indicadores de apoptose. As
alteracdes nucleares indicativas de apoptose observadas neste estudo foram significativamente
mais frequentes no grupo exposto. Resultado similar aos observados no estudo realizado por
Revazova et al., (2001) que relataram um aumento em anormalidades nucleares em células
bucais das mulheres que vivem em uma area contaminada por dioxinas.

O teste de microndcleos em células epiteliais esfoliadas tem sido um biomarcador Util
de exposi¢cdo ocupacional a produtos quimicos genotoxicos (CELIK et al., 2003). Como
demonstrado neste estudo, outras alteracGes nucleares, tais como células binucleadas, caridlise
e cariorrexe, também sdo indicadores Uteis da exposicdo a substancias quimicas e resposta
toxica. Com isso, uma combinacdo de micronucleos e alteracdes nucleares, podem aumentar a
sensibilidade da técnica de microndcleos na avaliacdo de genotoxicidade.

Todas as alteracBes citotoxicas e mutagénicas observadas no estudo devem esta
relacionadas ao poder que a gasolina e seus compostos, principalmente o benzeno, tem de se
relacionar com o DNA causando pequenas e grandes alteracfes na estrutura do mesmo.
Outros estudos, com técnicas como o Ensaio Cometa bem como valores de indices mit6ticos,
devem ser adicionados a este trabalho para se conhecer outros tipos de danos que podem esta
sendo formados por esses compostos mais que 0 mecanismo de reparo das células deve esta

corrigindo ou eliminando com o processo de morte celular programada (apoptose).

3 CONCLUSAO

Diante dos resultados verificou-se que variaveis referentes aos dados ocupacionais dos
expostos a gasolina apresentaram efeitos significativos na presenga de microndcleos e
anormalidades nucleares sobre o grupo controle. Constatou-se também que hd um padrédo de
exposicdo ocupacional relacionado ao ndo uso de equipamentos de protecdo individual
(EPD’s).

Assim, ha a necessidade de realizacdo de campanha de seguranga no trabalho com
objetivo de esclarecer aos trabalhadores que estdo expostos aos BTEX da acdo mutagénica e

citotoxica dos mesmos, enfatizando a importancia da utilizacdo dos EPIs haja vista o risco
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para salde que os BTEX podem trazer. Podendo assim, contribuir para o desenvolvimento de
pesquisas futuras na area de exposic¢ao ocupacional em nosso estado e na regido Nordeste.
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Anexo — Questionério

QUESTIONARIO DE SAUDE PESSOAL

(De acordo com o modelo recomendado por: International Comission for Protection against
Environment Mutagens and Carcinogens (ICPEMC) Mutation Research, 204:379-406, 1998)

Este questionario, assim como o estudo a ele relacionado, deve ser de seu interesse. A
participacdo é espontanea e constara destas informacdes gerais sobre a sua salde e dieta, mais
uma coleta de material para estudo citogenético. O estudo consiste em uma avaliacdo de
mutacdes nas células de cada participante. Mutacdes ocorrem normalmente nas células de
todas as pessoas em nivel bastante baixo, e sdo apontadas, entre outros efeitos, nos processos
de envelhecimento e do cancer.

Trabalhadores em atividades de risco (por exemplo, radiologia, quimioterapia, uso de
Oxido de etileno e outras), se ndo seguirem normas adequadas de seguranc¢a, podem aumentar
a frequéncia de mutacdes cromossdmicas em suas células. Este estudo podera servir como
sinal de alerta para prevenir e melhorar as condi¢bes de seguranca. Caso ndo se encontre
diferencas entre trabalhadores de atividades de risco e outros de atividade diversas,
poderemos concluir tomando cuidados com a ida no local de trabalho.

Leia e responda cuidadosamente as seguintes questdes. A informacdo dada por vocé
ndo sera associada com seu nome, sendo conhecida apenas pelos pesquisadores associados a
este estudo. As respostas desde questionario poderdo ter influéncia direta na interpretacdo de
nossos resultados. Por isso, contamos com sua cooperagdo em fornecer informagdes corretas.

Obrigada pelo seu interesse.

1. Nome
2. Para ser preenchido pelo pesquisador: cédigo n°
Data:

Esta folha sera destacada das demais do questionario e arquivada. Apenas 0 hiumero do
codigo serd usado como identificagdo nas proximas paginas. Se espacos adicionais forem
necessarios para completar a resposta, por favor, escreva atrds da pagina e identifique o

complemento da resposta com o0 numero da questao.
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HISTORIA PESSOAL

3.
4.
S.

Data de hoje: Qual sua idade?
Sexo: () Masculino () Feminino

A qual grupo étnico vocé pertence:

( ) Caucasiano () Negro () Chinés ( ) Japonés
( ) Outro. Qualg,

6.

Quial o seu estado civil?

( ) Casado ( ) Solteiro ( ) Separado ( ) Divorciado ( ) Viuvo

7.

10.

11.
12.

13.

14.
15.

De quantos filhos vocé é pai natural¢, (Isto é, ndo inclua filhos adotados e de criagao, e
inclua filhos que moram separadamente).

Quial é a renda mensal de sua familia? salarios

HISTORIA OCUPACIONAL

Quial o seu local de trabalho?

Ha quanto tempo vocé trabalha neste local?
Se h& menos de dez anos, onde vocé trabalhou previamente e por quanto tempo?
Que tipo de trabalho vocé faz?

Qual é a carga horéria semanal?

~

EXPOSICA

Liste agentes quimicos (por exemplo, gases toxicos, benzeno, chumbo, farmacos,
agrotoxicos, etc.) ou fisicos (radiacdo) a que vocé se expds nos ultimos dez anos em
seu trabalho.

Nos ultimos 10 anos: quantas vezes por més:

Nos ultimos 12 meses:

Vocé usa algum tipo de protecdo? ( ) Sim ( ) Nao

Liste os agentes quimicos (agrotoxicos e outros que julgar necessario) ou fisicos a que
vocé se expds nos ultimos dez anos fora do seu trabalho.

Nos ultimos 10 anos:

Quantas vezes por més nos ultimos 12 meses.

HISTORIA DE FUMO

16. Alguma vez vocé fumou? ( ) Sim ( ) Néo

Se ndo, passe para a questdo 19, se sim, continue:
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a) Quanto tempo vocé fumou¢, (em anos)
b) Vocé fuma atualmente? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, passe para 18. C)
¢) Voceé fuma cigarros? ( ) Sim () Néo
Se sim, quantas carteiras por dia? ( ) Menos de meia carteira
( ) Meia carteira a uma
( ) Mais de uma carteira? Quantas?
Vocé fuma cigarros com filtro? ( ) Sim ( ) Néo
Qual a sua marca usual?
d) Vocé fuma charutos? ( ) Sim ( ) Néo
Se sim, quantos charutos por dia? ( ) 1 charuto
( ) 2 a3 charutos
( ) 4 ou mais charutos. Quantos?
e) Vocé fuma cachimbo?( ) Sim ( ) Néo
Se sim, quantas vezes por dia; ( ) 1 vez
()2a3vezes
( ) 4 ou mais vezes. Quantas?
f) O que vocé fumava no passado? ( ) Cigarros ( ) Charutos ( ) Cachimbo
g) Vocé mastiga tabaco? () Sim ( ) Nao

MEDICAMENTOS E DOENCAS
17.Vocé tem tomado algum medicamento prescrito pelo médico, no ultimo ano (por

exemplo, comprimidos para pressdo, insulina, tranquilizantes, relaxantes musculares,
etc.)? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, por favor, indigque:
Periodo:
Tipo de medicamento: dose: quantos por dia: inicio(més): termino(més)
18. Vocé tem tomado algum medicamento ndo prescrito pelo médico no ultimo ano? (por
exemplo, aspirina, anti-acidos, anti-histaminicos, sedativos ou outras drogas)?
() Sim () Nédo
Se sim, por favor, indique:
Periodo:
Tipo de medicamento: dose: quantos por dia: inicio(més): termino(més)

19. Vocé tomou alguma vitamina nos ultimos 6 meses? ( ) Sim ( ) N&o



Tipo de vitamina: dose: quantas vezes por semana.
20. A) vocé teve ou tem alguma dessas doengas?

Céancer ( ) Sim ( ) Néo

Hepatite ( ) Sim () N&o

Mononucleose ( ) Sim () Nao

Herpes ( ) Sim () N&o

AIDS () Sim () N&o

Meningite ( ) Sim ( ) Nao

Infeccédo bacteriana ou viral ( ) Sim () N&o

Doencas cardiovasculares ( ) Sim () N&o

Diabete ( ) Sim () Néo

Outras doencas importantes ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, indique abaixo.

Doenca: periodo da doenca: tratamento

B) liste os raios-X diagnésticos e terapéuticos, recebidos nos ultimos 10 anos.

Razdo para o raio-X; data(ano)

Vocé fez alguma cirurgia facial ou dentaria durante o ultimo ano?
Data: Razéo:
C) dé as datas de quando vocé teve febre nos ultimos 12 meses.
Data(més): doenca associada: medicamento tomado:
21. Vocé come apenas vegetais? ( ) Sim ( ) Néao
22.Vocé come carne? () Sim ( ) Nao
a) Se sim, com que freqliéncia vocé come o seguinte:
Dias por semana

Todos osdias 1a2dias 3a4dias 5ab6 dias

Carne bovina () () () ()
Peixe () () () ()
Porco () () () ()
Outras () () () ()

b) Como vocé prefere sua carne? ( ) mal passada ( ) no ponto ( ) bem passada
23. Vocé usa adocantes? ( ) Sim ( ) N&o; Quantas vezes por dia
24. Vocé bebe refrigerantes? ( ) Sim () Néo
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25. Comente sobre sua dieta, caso ela tenha algo de especial (por exemplo, dieta rica em
proteinas e pobre em carboidratos, etc.)
26. VVocé bebe café? ( ) Sim ( ) Nao; Quantas xicaras pequenas por diag,
27.Vocé bebe cha? ( ) Sim ( ) Ndo; Quantas xicaras por dia,
28. VVocé toma chimarrdo? () Sim ( ) Nao ; Com que frequénciay,
29. Vocé bebe cerveja? ( ) Sim ( ) Nao Se sim, por favor, indique sua media de consumo
semanal:
( ) 1 a6 garrafas por semana
( ) 7 a 12 garrafas por semana
( ) 13 a 24 garrafas por semana
( ) mais de 24 garrafas por semana. Quantas?
30. Vocé bebe vinho? () Sim () Nao Se sim, por favor, indique sua média de consumo
semanal:
( ) 1 a4 copos por semana ou menos ( )5 a8 copos por semana
( ) 9 a 16 copos por semana ( ) Mais de 16 copos por semana. Quantos?
31. Vocé bebe outras bebidas alcodlicas? (excluindo cerveja e vinho) ( ) Sim () Néo
Se sim, qual ou quais?
Por favor, indique a média de consumo semanal
( ) 1a4coposporsemana ( )5a8 copos por semana

( ) 9 a 16 copos por semana ( ) Mais de 16 copos por semana. Quantos?

HISTORIA GENETICA

Vocé tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou outra desordem genética

ou doenca hereditaria que tenha afetado seus pais, irméos, irméas ou seus filhos?

() Sim ( ) Nao Se sim, por favor, especifique:



