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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pos-Graduacéo
em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente
tese foi redigida na forma de encarte para publicacfes e esta organizada em secodes
dispostas da seguinte maneira: Parte I: Introducéo e Objetivos; Parte Il: Manuscritos
1, 2 e 3, e demais resultados do trabalho; Parte Ill: Discussao, Conclusao,
Perspectivas; Referéncias Bibliograficas e Anexos.

A Introducdo apresenta o embasamento tedrico que nos levou ao
desenvolvimento desta proposta de trabalho. Nos Objetivos constam o0s principais
guestionamentos do trabalho realizado.

Os Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo e as
Referéncias especificas encontram-se no corpo de cada manuscrito, apresentados
na forma de Capitulo |, Capitulo Il e Capitulo IlI.

O Capitulo IV contém os demais Materiais e Métodos e Resultados néo
contemplados nos manuscritos.

A secédo Discussao contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos e
que estao descritos nos capitulos.

A secéo Conclusdes aborda as conclusdes gerais dos principais resultados da
tese. Em seguida, esta apresentada a sec¢ao Perspectivas, a qual aborda os proximos
estudos a serem realizados com os resultados gerados neste Doutorado.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas secdes
Introducao e Discusséao da tese.

A secdo Anexos contém o aceite do Comités de Etica em Pesquisa da UFRGS,
os modelos de termo de consentimento livre e esclarecido e termo de assentimento e

do questionario aplicado aos participantes do estudo.






RESUMO

A exposicdo a poluicdo atmosférica é fator de risco para inidmeras doencas e
faz milhares de vitimas anualmente. Essa poluicdo € composta por uma mistura
complexa de substancias inorganicas e organicas, material particulado (MP) e gases,
oriundos da emissdo de industrias e da combustdo incompleta de veiculos
automotores. Além da poluicdo atmosférica, ha de se considerar a polui¢cdo interna
presente em residéncias e diferentes locais de trabalho, sejam eles industrias ou até
mesmo escritorios. Diversos poluentes ficam adsorvidos no MP e juntos a ele séo
inalados, acarretando efeitos deletérios a saude. Dentre estes poluentes presentes no
MP é comum observar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), bem como
metais e metaloides, substancias sabidamente toxicas e classificadas como
carcinogénicas. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa envolvendo taxistas
associaram a exposicdo ocupacional destes trabalhadores a efeitos deletérios.
Portanto, o presente estudo objetivou avaliar a potencial associacdo da exposicao
ocupacional de taxistas a poluicdo atmosférica quando comparados a um grupo de
nao expostos ocupacionalmente, bem como investigar possiveis mecanismos
oxidativos e inflamatérios que podem levar ao aumento da suscetibilidade ao cancer
nestes trabalhadores expostos. Para tanto, este estudo contou com a participacéao de
100 taxistas da cidade de Porto Alegre, RS, uma cidade com alto indice de polui¢éo
externa (outdoor). Além disso, como grupo de ndo expostos a poluicdo atmosférica,
participaram 70 trabalhadores com funcbes administrativas que, portanto, estao
expostos a uma polui¢do interna (indoor) durante a jornada de trabalho. Amostras de
sangue, urina e células da mucosa oral foram coletadas. Foram realizadas anélises
de quantificac@o de biomarcadores de exposicdo a HPAs, pelo seu metabdlito urinério
1-hidroxipireno (1-OHP), e aos elementos metalicos em sangue total. Adicionalmente,
foram avaliados biomarcadores de efeito relacionados a processos oxidativos,
inflamatérios, bioquimicos e de dano ao DNA. Dentro dos biomarcadores de efeito
também foram avaliados marcadores moleculares de expressdao de genes
antioxidantes, de reparo ao DNA e relacionados a processos de iniciacdo e
progressdo tumoral. Avaliou-se também a suscetibilidade individual através da
genotipagem de polimorfismos enzimaticos da biotransformagéo de xenobidticos. O

manuscrito 1 da presente tese demonstra a maior exposicao de taxistas a HPAs e aos



metais As e Ni. A essa exposicdo pdde-se associar mecanismos oxidativos e
respostas inflamatorias em células imunes, com consequentes alteracfes em niveis
transcricionais de proteinas envolvidas em processos de iniciagdo e progressao
tumoral. O segundo manuscrito apresentou a importancia do equilibrio de elementos
metalicos essenciais frente a exposicdo ocupacional. Neste estudo foi possivel
observar a exposicéo indoor de trabalhadores com atividades administrativas, apesar
de os efeitos deletérios da exposi¢cao outdoor de taxistas serem mais significativos. A
exposi¢do outdoor foi novamente relacionada a processos inflamatorios. Além disso,
foi demonstrado a reducédo da expressao génica e inibicdo de diferentes enzimas,
além de maiores danos ao DNA em taxistas. O manuscrito 3 foi uma complementacéo
aos demais resultados, apresentando diferentes metais e trazendo o Hg como o
principal poluente relacionado aos processos inflamatorios observados em taxistas
dos estudos prévios de nosso grupo de pesquisa. Os resultados adicionais, por sua
vez, trazem dados complementares ao presente estudo. Taxistas apresentaram
poucas diferencas de marcadores imunes em relacdo ao grupo de trabalhadores
administrativos, mas apresentaram hiperglicemia e maiores marcadores precoces de
dano renal. Em relacdo aos polimorfismos, o polimorfismo nulo das enzimas de fase
Il glutationa-S- transferases T1 e M1 (GSTT1 e GSTM1), bem como polimorfismo de
alelo mutado da enzima delta-aminolevulinato desidratase (ALAD1-2), parecem
proteger dos danos resultantes da exposicdo. Nossos resultados demonstraram
novamente que taxistas sdo mais um grupo de risco para a exposi¢cdo a poluicao
atmosférica e que esta exposicao exacerba processos oxidativos e inflamatérios que,
por sua vez, agem a nivel molecular danificando o DNA e alterando a expressao de
genes importantes para o controle de danos e supresséo de processos tumorigénicos.
Por fim, maiores niveis de alguns antioxidantes exdgenos mostraram-se associados
a habitos dietéticos saudaveis, além de efeitos protetivos sobre o estresse oxidativo,

inflamac&o e o risco de cancer.

Palavras-chave: Exposicdo ocupacional; poluicdo ambiental; estresse oxidativo;

inflamagéo; risco para cancer; suscetibilidade individual.



ABSTRACT

Exposure to air pollution is a risk factor for numerous diseases and makes
thousands of victims annually. This pollution is composed of a complex mixture of
inorganic and organic substances, particulate matter (PM) and gases, from the
emission of industries and the incomplete combustion of motor vehicles. In addition to
air pollution, indoor pollution in homes and workplaces, whether they are industries or
even offices, must be considered. Several pollutants are absorbed in the MP and
together with it are inhaled, causing deleterious effects on health. Among these
pollutants present in the PM it is common to observe polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHS), as well as metals and metalloids, substances known to be toxic and classified
as carcinogenic. Previous studies by our research group involving taxi drivers have
associated occupational exposure of these workers to deleterious effects. Therefore,
the present study aimed to evaluate the potential association of occupational exposure
of taxi drivers to air pollution when compared to a group of non-occupationally exposed
individuals, as well as to investigate possible oxidative and inflammatory mechanisms
that may lead to increased susceptibility to cancer in these workers exposed. In this
way, this study was comprised by 100 taxi drivers from the city of Porto Alegre, RS, a
city with a high rate of external traffic pollution. In addition, as a group of non-exposed
to air pollution, 70 workers with administrative functions participated, which are
therefore exposed to indoor pollution during their working day. Samples of blood, urine
and oral mucosa cells were collected. Quantitative analysis of biomarkers of exposure
to PAHSs by their urinary metabolite 1-hydroxypyrene (1-OHP) and metal elements in
whole blood were performed. In addition, biomarkers of effect related to oxidative,
inflammatory, biochemical and DNA damage were evaluated. Within the biomarkers of
effect, molecular markers of expression of antioxidant genes, DNA repair and related
to initiation and tumor progression processes were also evaluated. Individual
susceptibility was also evaluated through the genotyping of biotransformation
enzymatic polymorphisms of xenobiotics. The manuscript 1 of this thesis demonstrates
the greater exposure of taxi drivers to PAHs and As and Ni metals. Oxidative
mechanisms and inflammatory responses in immune cells could be associated with
this exposition, with consequent changes in transcriptional levels of proteins involved

in initiation and tumor progression processes. The second manuscript presented the



importance of the balance of essential metallic elements in front of the occupational
exposure. In this manuscript it was possible to observe the indoor exposure of workers
with administrative activities, although the deleterious effects of outdoor exposure of
taxi drivers were more significant. The outdoor exposure was again related to
inflammatory processes. In addition, it has been demonstrated the reduction of gene
expression and inhibition of different enzymes, in addition to greater DNA damage in
taxi drivers. The manuscript 3 was a complement to the other results, presenting
different metals and bringing the Hg as the main pollutant related to the inflammatory
processes observed in taxi drivers of the previous studies of our research group. The
additional results, in turn, bring data complementary to the present study. Taxi drivers
showed few differences in immune markers in relation to the group of administrative
workers, but presented hyperglycemia and higher early markers of renal damage. In
relation to polymorphisms, the null polymorphism of phase Il glutathione-S-transferase
enzymes T1 and M1 (GSTT1 and GSTM1), as well as mutated allele polymorphism of
the enzyme delta-aminolevulinate dehydratase (ALAD1-2), appear to protect against
the resulting damage from exposure. Our results reforce that taxi drivers are another
group at risk for exposure to air pollution and that this exposure exacerbates oxidative
and inflammatory processes, which in turn act at a molecular level, damaging the DNA
and altering the expression of genes important for control of damage and suppression
of tumorigenic processes. Finally, higher levels of some exogenous antioxidants have
been shown to be associated with healthy dietary habits, as well as protective effects

on oxidative stress, inflammation and the risk of cancer.

Keywords: Occupational exposure; environment pollution; oxidative stress;

inflammation; risk for cancer; individual susceptibility.
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INTRODUCAO

1.1 Exposicao ocupacional a poluicdo atmosférica

A Organizagao Internacional do Trabalho (OIT) define a doenga ocupacional
como a doenga adquirida em decorréncia da exposi¢ao a fatores de risco durante a
atividade laboral e, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a doenca
ocupacional ndo pode ser simplesmente definida pela doenca por si s, mas sim pela
associacao entre doenca e exposicado (Karjalainen, 1999; Lee, 2002). As doencas
ocupacionais sdo caracterizadas como doencas crbnicas nao transmissiveis e a
exposicao a agentes quimicos, fisicos e biolégicos ocorre, principalmente, pelas vias
respiratoria e dérmica. Os agravos a saude podem ser distarbios respiratorios,
hematoldgicos, hepéticos, renais, neuroldgicos, musculo-esqueléticos, dérmicos e até
contribuir para o desenvolvimento do cancer (Kang e Kim, 2010). O vasto crescimento
industrial ao longo dos anos € o principal responsavel pelo respectivo aumento da
incidéncia de doencas relacionadas ao trabalho. Diante deste risco, medidas de
prevencado ou reducdo de riscos ocupacionais devem ser tomadas pelas empresas
para proteger a saude dos trabalhadores (Papadopoulos et al., 2010).

A principal medida de protecdo a contaminantes presentes no ar do ambiente
de trabalho € a substituicdo do agente toxico, seja pela eliminacdo do mesmo da area
de trabalho ou pela troca de atividade do trabalhador. Quando a substituicdo ndo é
possivel, a reducado da exposicdo deve ser o proximo passo a ser tomado. Esta
reducado da exposicao pode ser alcancada através da reducéo ou isolamento da fonte
emissora, alteracao de processo ou formulacdo, melhoria geral da higiene, ventilagéo
ou uso de equipamentos de protecdo individual. Na pratica, esta reducéo da exposicao
depende da combinacdo de diferentes intervencbes, tanto técnicas como
organizacionais (Heederik et al., 2012).

Motoristas de taxi (taxistas) compdem um grupo de trabalhadores que se
encontram diariamente expostos aos poluentes atmosféricos durante sua jornada de
trabalho, principalmente a poluentes do trafego de veiculos automotores estando,
assim, ocupacionalmente expostos. O exercicio da profissdo de taxista se d4 em um
ambiente sob constante exposicdo a poluicdo atmosférica, sendo suscetivel a

inimeras fontes emissoras e tipos de contaminantes. E de extrema importancia
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considerar que a poluicdo atmosférica € composta por uma mistura complexa de
substancias. Deste modo, ndo ha exposicao a apenas um agente toxico, mas sim uma
coexposicado simultdnea a xenobidticos que podem apresentar diferentes mecanismos
de toxicidade, apresentando efeitos aditivos (sinergia) ou ndo, bem como podem

apresentar efeitos antagbnicos (Da Silva, 2016).

1.2 Exposicao a poluicdo atmosférica e efeitos sobre a saude

A exposicdo ocupacional dos taxistas a poluicdo atmosférica durante o
exercicio de sua profisséo € associada ao aumento da morbidade e mortalidade de
doencas respiratorias e cardiovasculares (Brook, Robert D et al., 2010; Newby et al.,
2014). Isso porque a poluicdo atmosférica € uma mistura complexa de milhares de
componentes, como material particulado (MP), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), metais, além de poluentes gasosos como diéxido de nitrogénio
(NO2), monoxido de carbono (CO), ozbnio (O3), dioxido de enxofre (SO2) e compostos
organicos volateis como o benzeno (Uzoigwe et al., 2013; Newby et al., 2014).

A maioria dos xenobioticos encontra-se adsorvida no MP, cujo tamanho, area
de superficie e composicdo é que determinam os efeitos biolégicos potenciais de
estresse oxidativo e inflamacéo. Quanto menor o tamanho do MP, maior sera a sua
penetracdo nas vias respiratorias e maior sera a superficie de contato das substancias
adsorvidas nele com o organismo. A composi¢cao de substancias adsorvidas no MP
depende de diferentes fatores, sendo os principais componentes compostos organicos
como HPAs, metais de transicao e ions (De Kok et al., 2006; Valavanidis et al., 2006;
Valavanidis et al., 2008).

HPAs sao substancias quimicas que contém 2 ou mais anéis de benzeno e sédo
formadas a partir da combustdo incompleta de material organico. As fontes de
emissao de HPAs sao diversas, dentre as quais estdo as industrias de coque e carvao
e a emissdes dos escapes de veiculos a diesel, sendo os motoristas em geral um
importante grupo de expostos a esta ultima fonte emissora. Como constituintes da
poluicdo, os HPAs sdo comumente encontrados adsorvidos no MP principalmente
como misturas cuja composicdo depende da matéria-prima e das condi¢cdes de

combustdo (Schauer et al., 2003). As vias de exposicdo em humanos se da por
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inalacédo, ingestéao e contato dérmico, sendo a inalacdo de HPAs adsorvidos no MP a
principal via de exposicdo ocupacional (Boffetta et al., 1997; De Kok et al., 2006).

Com a rapida industrializacé@o e urbanizacao de paises em desenvolvimento, a
emissao de metais e metaloides como arsénio (As), niquel (Ni), mercuario (Hg), cAdmio
(Cd), chumbo (Pb), zinco (Zn), cobre (Cu), entres outros, tem sido uma importante
contaminacdo do meio ambiente, como consequéncia de processos industriais e de
mineracao, emissdo de escapamentos de veiculos e pelo uso pesticidas e fertilizantes
quimicos (Fang et al., 2014). Assim como os HPAs, os metais também estao
presentes na poluicdo atmosférica adsorvidos em MP, o que influencia sua
biodisponibilidade, transporte e acao sobre a saude humana (Bibby e Webster-Brown,
2006). A contaminacdo ambiental por metais € uma grande preocupacao, uma vez
que eles persistem no meio ambiente por tempo indeterminado por ndo serem
biodegradaveis, além de apresentarem acéo toéxica em humanos mesmo em baixas
concentracfes (Adham et al., 2011).

Duas séo as vias propostas pelas quais o MP fino (tamanho abaixo de 2,5 pum),
juntamente com os contaminantes adsorvidos em sua superficie (HPAs e metais)
penetram e provocam danos ao organismo (Figura 1). A primeira hipétese,
classificada como via classica, sugere que as particulas inaladas se deslocam até os
alvéolos e provocam uma resposta inflamatoria local nos pulmdes, com consequente
liberacdo de mediadores inflamatérios para a circulacdo sanguinea. A segunda
hip6tese, a via alternativa, propde que o MP fino (tamanho menor que 1 um) é capaz
de translocar-se rapida e diretamente dos alvéolos para a circulacéo e, por sua vez,
estas particulas e as substancias a elas adsorvidas podem interagir com o endotélio
vascular ou agir diretamente sobre placas ateroscleroticas, causando efeitos locais de
estresse oxidativo e inflamacdo semelhantes aos observados nos pulmdes (Mills et
al., 2009).
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Figura 1. Provéaveis vias de toxicidade do material particulado, com HPAs e metais
adsorvidos, que influenciam as doencas pulmonares e cardiacas atraves de efeitos
oxidativos e inflamatorios (adaptado de Mills e colaboradores (2009)).

O aumento do processo inflamatério resultante da exposicdo crbnica a
poluentes atmosféricos é associado a efeitos de morbidade e mortalidade (Hoek et al.,
2013). Além disso, esta inflamacédo causada pela poluicdo pode agravar doencas
inflamatorias pré-existentes como asma e doenca pulmonar obstrutiva, precipitando
exacerbacfes agudas, bem como agir sobre placas ateroscleréticas, precipitando
sindrome coronaria aguda por favorecer a progressdo, desestabilizacdo ou ruptura
destas placas (Smeeth et al., 2004; Newby et al., 2014). Desta forma, a exposi¢ao a
poluentes atmosféricos pode contribuir para o inicio e progressao de aterosclerose,
hipertenséo e diabetes, e é um fator de risco para eventos corondrios agudos e outros
problemas cardiacos (Brook, R. D. et al., 2010; Pope et al., 2016).

2. Biomonitoramento

A quantificacdo da exposicdo a agentes quimicos pode ser realizada,
basicamente, pelo monitoramento ambiental e biomonitoramento. Este Ultimo estima

a exposicdo atraves de marcadores bioldgicos que podem ser usados dentro de
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qualquer nivel da organizacéo biologica (molecular, celular ou em nivel de 6rgaos)
(Morais et al., 2012). O biomonitoramento € realizado através de protocolos
padronizados que objetivam a deteccdo de alteragBes biolégicas precoces e
preferencialmente reversiveis (biomarcadores). Estes biomarcadores podem entao
ser comparados a valores de referéncia adequados de uma condicdo potencial de
exposicao capaz de gerar danos ou doencgas ao individuo (Manno et al., 2010).

Os biomarcadores sao classificados em trés tipos: 1) biomarcadores de
exposicdo, que inferem a exposicao a algum agente quimico pela determinagédo dos
niveis do proprio agente, seus metabdlitos ou sua ligacdo a moléculas-alvo em tecidos
ou fluidos corporais; 1) biomarcadores de efeito, que quantificam a alteracdo de
substancias enddgenas corporais em tecidos ou fluidos, podendo englobar efeitos
precoces ou clinicos; e lll) biomarcadores de suscetibilidade, que se referem a uma
habilidade inerente ou adquirida do organismo (ex: metabolismo ou sensibilidade de
moléculas-alvo) para responder a exposicdo a determinada substancia (Aitio et al.,
2007).

Para o biomonitoramento é interessante que amostras biologicas sejam de facil
acesso, permitindo coletar-se volume suficiente de amostra sem causar desconforto
e risco para a saude do individuo. As amostras de sangue e urina sdo as mais
utilizadas, uma vez que o sangue representa 0 compartimento central do organismo,
estando em equilibrio com todos os 6rgéos, e a urina permite a coleta de grandes
volumes de forma ndo invasiva, além de ser a principal via de excrecdo de muitos
xenobidticos e seus metabdlitos (Angerer et al., 2007; Angerer et al., 2011).

As amostras biologicas usuais para quantificacdo da exposicdo a metais sao
sangue e urina. Fios de cabelo também sao coletados de forma simples e ndo invasiva
e podem ser usados na quantificacdo da exposi¢cédo a metais em conjunto com outras
matrizes biolégicas, com a vantagem de que o cabelo € capaz de refletir exposicdes
cronicas (acumulo de substancias ao longo do crescimento dos fios), ao passo que

sangue e urina limitam-se a detectar exposi¢cdes recentes (Kordas et al., 2010).

2.1 Biomarcadores de exposicao

Na avaliacdo da exposicdo através da quantificacdo de biomarcadores que
determinem a concentracdo do xenobiotico ou seu metabolito na amostra bioldgica, €

importante que haja uma boa correlagédo da concentracao obtida dos biomarcadores
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com a efetiva exposicao. Além disso, € de extrema importancia entender as diferentes
vias de absorcdo dessa substancia, sua distribuicdo para os diferentes
compartimentos do organismo, sua biotransformagédo e excrecdo, ou seja, a
toxicocinética do xenobidtico precisa ser conhecida (Moreau e Siqueira, 2014; Terry
et al., 2016).

A Conferéncia Governamental Americana de Higienistas Industriais (ACGIH)
estabelece valores de biomarcadores de exposicdo ou indices biologicos de
exposicao (IBEs), como limites de concentragdes abaixo das quais os trabalhadores
nao teriam efeitos adversos a saude. Os IBEs séo estabelecidos para substancias
carcinogénicas e nao carcinogénicas (Acgih, 1995). Varios paises tém agéncias
reguladoras que estabelecem valores de referéncia méximos permitidos
biologicamente para os diferentes tipos de xenobioticos, seja pela sua quantificacao

direta ou através de metabdlitos.

2.1.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e biomarcador 1-
hidroxipireno (1-OHP)

ApoOs a sua absorcao, a primeira fase de biotransformacao dos HPAs envolve
as enzimas do citocromo P450 (CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1 e CYP3A4), através da
formacao de epoxidos reativos com propriedades mutagénicas e carcinogénicas e
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A biotransformacdo destes
metabdlitos secundarios € realizada por enzimas de fase Il da classe das glutationa-
S-transferases (GST), através da conjugacdo destes elementos com a glutationa,
facilitando assim sua excrecao (Fanou et al., 2006)

Os efeitos adversos de HPAs, principalmente os relacionados a
carcinogenicidade destes compostos, sdo bem estabelecidos. Sabe-se que esses
efeitos sdo secundarios a sua biotransformacao, a qual leva a formacao de derivados
responsaveis por causar danos a macromoléculas (Ciarrocca et al., 2014), fazendo
com que os HPAs sejam reconhecidos pela IARC (Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer) como provaveis carcindgenos para humanos (Cancer, 2012).

O 1-OHP é o principal metabdlito dos pirenos e € considerado o principal
biomarcador para avaliar a exposicdo a HPAs, uma vez que o pireno esta presente
em altas concentragdes em misturas de HPAs e ha uma boa correlacdo entre os niveis

externos de exposicédo e de excregcdo do 1-OHP na urina. Este biomarcador tem a
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vantagem de fornecer uma quantificacdo integrada de varias vias de exposicéo
(inalatéria, dérmica ou digestiva). No entanto, ele apresenta como desvantagem a nao
distincdo entre as diferentes fontes de exposicao (Leroyer et al., 2010; Ciarrocca et
al., 2014). O estudo de (Jongeneelen, 2014) apresenta como valor maximo

recomendado a concentracao de 1 umol 1-OHP/mol de creatinina.

2.1.2 Poluentes ambientais

Os metais ocorrem naturalmente na crosta terrestre e sua distribuicdo no
ambiente pode variar entre diferentes locais devido a propriedades dos metais e
influéncia de fatores ambientais. Dos 92 elementos de ocorréncia natural,
aproximadamente 30 metais e metaloides sdo potencialmente toxicos para 0s
humanos e dentre eles estdo o arsénio (As), cobre (Cu), niquel (Ni), mercuario (Hg),
chumbo (Pb), titanio (Ti) e vanadio (V) (Morais et al., 2012).

Além das fontes naturais, diversas sao as fontes de poluicdo ambiental de
metais, mas como principais € possivel citar as emissdes industriais e do trafego, bem
como efluentes agrarios através do uso de pesticidas. Estas emissdes tém aumentado
cada vez mais nos ultimos anos devido as atividades antropogénicas (De Souza
Araujo et al., 2014; Gil et al.,, 2016). Desta forma, a exposicdo humana a estes
elementos ocorre pela inalacdo de poluentes ambientais que apresentam MP
contendo metais adsorvidos em sua superficie, e através da ingesta de alimentos e
agua contaminados pelo uso indiscriminado de agrotoxicos (Nasreddine e Parent-
Massin, 2002; Nordberg et al., 2014).

2.1.2.1 Arsénio

O As é considerado um metaloide, pois possui caracteristicas de metais e ndo
metais, e a exposicdo a sua forma inorganica através do consumo de alimentos
contaminados, dgua e ar. A exposi¢cao cronica a baixas doses de As pode gerar
inUmeras complicagbes denominadas “arsenicoses” (Abdul et al., 2015).

A contaminacdo da agua pode ocorrer pelo uso de agrotdxicos arsénicos,
depdsitos minerais naturais ou atraves do uso inapropriado de reagentes quimicos
contendo As (Jaishankar et al., 2014). As fontes de poluicdo atmosférica de As séo as

mais diversas possiveis, podendo ser naturais (crosta terrestre, oceanos, queima de
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florestas), como antropogénicas, através de emissfes do trafego e de industrias
metallrgicas (Duan e Tan, 2013).

A IARC classifica 0 As como carcinogénico do grupo 1, pois ha evidéncias de
relacdo entre a exposi¢cdo ao As inorganico e o desenvolvimento de alguns tipos de
cancer (pulmao, pele, bexiga e rins) (Organization, 2004). Um dos mecanismos por
tras dos efeitos genotoxicos e carcinogénicos do As € o estresse oxidativo, onde
espécies reativas sao formadas durante sua biotransformacéo, e este metaloide é

associado ao aumento do risco a diversos tipos de cancer (Faita et al., 2013).

2.1.2.2 Chumbo

As fontes de exposicdo ambiental ao chumbo podem ser naturais ou
antropogénicas, sendo que a ultima é a maior causa de acumulo de Pb em humanos
e esta fortemente associada a poluicdo emitida por veiculos automotores (Poreba et
al., 2011). Os humanos se contaminam com Pb normalmente através da alimentacao,
seguido pela exposicdo do ar e pela agua e tendo a toxicidade em células vivas por
mecanismo idnico e estresse oxidativo como consequéncia.

A exposicdo ocupacional ocorre principalmente em profissées desempenhadas
no trafego, postos de gasolina, oficinas e industrias de tintas e baterias (Driscoll et al.,
2015). A IARC classifica o Pb como provavel carcinégeno, e a exposi¢cao ocupacional
ao metal também mostra associagdo com alguns tipos de cancer (Wynant et al., 2013).

2.1.2.3 Cobalto

O metal de transicdo cobalto (Co) é obtido através da dieta em quantidades
minimas através de vegetais, carnes vermelhas, peixes e 4gua e € um micronutriente
essencial na formacdo da hidroxicobalamina (vitamina B12) em ruminantes. A
vitamina B12, por sua vez, funciona como cofator enzimatico em duas vias diferentes:
na via da enzima metilmalonil-coenzima-A-mutase na formacéo da glicose, e na via
da metionina sintase para sintese de metano, acetato e metionina (Al-Habsi et al.,
2007), sendo a B12 essencial para a producdo de células vermelhas sanguineas e

para a manutencgéo do sistema nervoso (Sanjari et al., 2014).
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Por outro lado, o Co inorganico ndo € necessario ao organismo, podendo o
proprio metal e seus sais terem efeitos genotoxicos, principalmente através da
producdo de EROs e dano ao DNA combinados a inibicdo do reparo do DNA
(Simonsen et al., 2012).

2.1.2.4 Cobre

O cobre (Cu) tem ocorréncia natural e € ubiquo no meio ambiente, sendo que
0s humanos sdo expostos a ele através da alimentacdo, agua, solo e lixo
contaminado. O Cu é essencial para o funcionamento e desenvolvimento normal do
organismo e também é cofator para diversas enzimas, dentre elas a citocromo C
oxidase e superoxido dismutase (SOD). Embora seja um elemento nutricionalmente
necessario, quando em altos niveis pode ser téxico e levar a dano hepéatico, uma vez
qgue o figado é o primeiro sitio de deposicdo de Cu apds sua absorcdo (Gaetke e
Chow, 2003; Reis et al., 2015).

O excesso de Cu livre é muito mais comum na populacdo humana do que a
deficiéncia cuprica, principalmente devido a ingesta de Cu inorganico presente em
suplementos vitaminicos e minerais e aos encanamentos de cobre (Pal, 2014). Muitos
Sa0 0s mecanismos propostos para explicar a toxicidade celular do Cu, dentre eles
esta a participacdo de ions Cu livres na formacgédo de EROs. Tanto os ions cupricos
guanto os cuprosos podem participar de reacdes de reducdo e oxidacdo. Agentes
redutores como vitamina C ou glutationa reduzida (GSH) e também o anion
superéxido (O27) podem reduzir o ion cuprico (Cu?*) ao ion cuproso (Cu), formando
perdxido de hidrogénio (H202), que pode, por sua vez, ser decomposto a radicais
hidroxilas (OH") (Reacao de Fenton) (Gaetke e Chow, 2003; Kalyanaraman, 2013).

2.1.2.5 Manganés

O manganés (Mn) é um elemento trago essencial para diversas funcdes
fisiol6gicas como sistemas de transporte biolégico, sendo a sua ingestao estritamente
regulada pela sua excrecdo e a exposicdo ambiental a Mn é geralmente pequena.
Portanto, é através da inalacdo de Mn em ambientes ocupacionais que a exposi¢ao
excessiva normalmente ocorre, e esta exposicao tem sido associada a efeitos

neurotoxicos através de disfungdes continuas provocadas por este elemento (Aschner
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et al., 2005; Pesch et al., 2012). Acredita-se que os efeitos neuroldgicos relacionados
a inalacdo de Mn acontecem pelo fato de que, apés inalado, o metal € absorvido e
atravessa a barreira hematoencefalica antes de ser eliminado do organismo, sendo

entdo o Mn sanguineo um bom biomarcador da exposicao (Baker et al., 2016).

2.1.2.6 Mercurio

O mercurio (Hg) € um metal toéxico para os seres humanos que se encontra
extensivamente distribuido no ambiente, sendo considerando um dos maiores
poluentes ambientais, pois € amplamente utilizado na industria, agricultura e medicina
(Park e Zheng, 2012). O Hg é também um poluente atmosférico emitido,
principalmente, a partir de atividades de combustéo, incineracdo e gaseificagéo
(Pudasainee et al., 2017).

Exposicao ocupacional a vapores de Hg pode afetar o sistema imune e resultar
no aumento de suscetibilidade a infec¢des, cancer ou desregulacdes imunes que
podem favorecer o desenvolvimento de alergia ou autoimunidade, bem como
aumentar o risco de doencas cardiovasculares (Park e Zheng, 2012; Eom et al., 2014).
A concentracéo total de Hg no cabelo € normalmente utilizada para avaliar a exposicéo
ambiental ao metal (Abad et al., 2016), enquanto amostras de urina sao mais
adequadas para avaliar a exposicdo crénica ao Hg inorgéanico e o Hg sanguineo reflete
melhor as exposi¢des recentes ao metilmercurio oriundo da contaminacgao alimentar
(Eom et al., 2014).

2.1.2.7 Niquel

O niquel (Ni) é um elemento metélico que esta naturalmente presente na crosta
terrestre. Devido a propriedades fisicas e quimicas, o niquel metdlico e seus
compostos sdo amplamente utilizados na industria moderna. O alto consumo de
produtos contendo Ni leva, inevitavelmente, a poluicAo ambiental com seus
subprodutos em todas as fases de producéo, reciclagem e descarte. A exposi¢cao
humana ao Ni ocorre principalmente por inalacdo e ingestédo (Denkhaus e Salnikow,
2002).

A exposicao ocupacional ao Ni se da principalmente via inalacéo e a exposi¢cao

cronica a baixas doses induz diversas doencas pulmonares com danos a cavidade e
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mucosa nhasais (Schaumléffel, 2012). O Ni € reconhecidamente genotoxico, pois seu
metabolismo envolve a formacédo de EROs, sendo capaz de afetar tanto a atividade
antioxidante de enzimas celulares como também depletar os niveis de glutationa
intracelular (Beyersmann e Hartwig, 2008; Ni et al., 2014). Ademais, acredita-se que
as predisposicdes genéticas, incluindo variacbes no metabolismo e capacidade
antioxidante também podem desempenhar um papel importante na carcinogénese do
Ni (Denkhaus e Salnikow, 2002).

2.1.2.8 Selénio

O selénio (Se) é um oligoelemento encontrado no solo, agua, vegetais (alho,
cebola, graos e oleaginosas), alimentos marinhos e carne. O Se pode reduzir 0 risco
de céncer através da estimulagcdo de células do sistema imune, mas também por
protecdo contra os radicais livres. O papel protetivo do Se contra o dano oxidativo se
da pelo fato de que o elemento compde o sitio ativo de varias enzimas antioxidantes,
incluindo a GPx (Jaworska-Bieniek et al., 2015).

Em baixas concentracdes, o Se é antioxidante, anticarcinogénico e
imunomodulador. O Se j4 mostrou ser preventivo em cancer de pulmao, de célon e
reto e de préstata. Humanos normalmente ingerem este oligoelemento através de
produtos animais e vegetais e algumas vezes em alimentos funcionais ou

suplementos (Hurst et al., 2013).

2.1.2.9 Titanio

A principal de exposicéo ao titanio (Ti) ndo se da em sua forma metalica, mas
na forma de o6xidos, como principal exemplo citam-se as particulas de TiO2
(Vijayaraghavan et al., 2012), muito usado em cosméticos e alimentos (Fage et al.,
2016). A inalacdo de particulas de TiO2 causa toxicidade por mecanismos oxidativos
e inflamatdrios em ratos (Liu et al., 2009), incluindo efeitos pré-oxidantes e deplecao
de antioxidantes (Afaq et al., 1998), além de danos ao DNA e instabilidade genética
(Trouiller et al., 2009).
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2.1.2.10 Vanéadio

O vanadio (V) é considerado elemento essencial por ter funcdes no
metabolismo da glicose e dos lipidios. Entretanto, sua concentracao circulante precisa
ser rigorosamente controlada para evitar efeitos toxicos adversos (Srivastava, 2000).
Compostos de vanadio usados em suplementacdo j4 foram associados a danos
oxidativos ao DNA (Stemmler e Burrows, 2001). Além disso, esses compostos
vanadicos ja mostraram ter efeito pré e antitumorais, a depender da dose e do tipo de

composto (Gruzewska et al., 2014).

2.1.2.11 Zinco

O zinco (Zn) age como catalisador, coativo ou como unidade estrutural de
algumas enzimas, além de ser cofator de metalo-enzimas. A deficiéncia de Zn pode
afetar o crescimento, o desenvolvimento, a reproducao e o sistema imune, bem como
a deficiéncia cronica de Zn pode aumentar a suscetibilidade ao estresse oxidativo
(Tapiero e Tew, 2003). O Zn é capaz de proteger de forma indireta as estruturas
celulares do dano oxidativo por participar da manutencdo de metalotioneinas (que
capturam e eliminam metais e radicais livres também), por ser um componente
essencial da enzima SOD e por agir como um agente protetor de grupamento tiélicos
(Bray e Bettger, 1990; Tapiero e Tew, 2003).

O elemento Zn por si sé dificilmente causa toxicidade a humanos. Contudo, o
desenvolvimento industrial e o crescente uso de nanomateriais tém exposto 0s
humanos a nanoparticulas de Zn, como o 6xido de zinco (ZnO), utilizados em varios
tipos de industrias como as de tintas, cosméticos e produtos biomédicos (Huang et al.,
2015). O zinco atmosférico € emitido a partir de incineradores, veiculos a motor e
varias industrias, e existe principalmente sob formas oxidadas, sendo o ZnO um
exemplo (Nriagu e Coker, 1980). Estudos recentes tém mostrado que 0 processo
inflamatorio decorrente desta exposicdo a nanoparticulas de Zn, inclusive no meio
ocupacional, pode ser associado a problemas alérgicos e respiratérios (Adamson et
al., 2000; Ahsan et al., 2009; Huang et al., 2015).
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2.2 Biomarcadores de efeito

A partir do biomonitoramento da exposicdo ocupacional e estudo de
biomarcadores de efeito que indicam possiveis alteragbes decorrentes dessa
exposicao, pode-se tentar estabelecer uma relacdo dose-resposta dos diferentes tipos
de xenobioticos estudados. A Figura 2 traz as principais matrizes bioldgicas utilizadas
para o biomonitoramento da exposi¢céo ocupacional a HPAs e metais, bem como as
principais alteracdes fisioldgicas que podem ser observadas apoés tal exposicéo e que

podem ser usadas como biomarcadores de efeito.
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Figura 2. Exposicao a HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) e elementos
metalicos: matrizes para biomonitoramento e potenciais efeitos deletérios.
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2.2.1 Biomarcadores do estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) tém uma meia-vida muito curta e
consequentemente ndo podem ser medidas precisamente de forma direta, desta
forma costuma-se avaliar as substancias por elas danificadas, as quais incluimos nos
grupos de biomarcadores de efeito. Compostos enddgenos celulares que neutralizam
as EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) em excesso podem ser
classificados como antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos (Pamplona e
Costantini, 2011).
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A principal funcéo do citocromo P450 é a detoxificacdo de compostos exdgenos
em produtos menos toxicos e, para isto, este conjunto de enzimas faz uso do oxigénio
para oxidar estes compostos. Além disso, a citocromo P450 também realiza reac6es
de hidroxilacdo para remover ou inativar compostos tdxicos do organismo. Durante
estas reacOes de oxidacdo e hidroxilacdo, elétrons podem ser perdidos para
moléculas de oxigénio, formando radicais superoxido (O2) (Valko et al., 2004). Ja a
producdo de radicais hidroxila (OH™) proximo ao DNA facilita a reacdo deste radical
com bases ou com a propria cadeia do DNA, o que causa danos as bases ou até
mesmo quebras nas fitas de DNA. A maior parte da producéo de radicais hidroxila in
vivo ocorre pela quebra de peroxido de hidrogénio (H202) catalisada por metais de

transicao (reacdo de Fenton) (Figura 3).

P450 Radicais superomdo
IPAHS B (0'(37:¥) e

Biotransformacgédo

; FASE |
Glutationa L-Glutationa oxidada Superoxido dismutase
redutase (GSSG) (SOD)
(GRx)
NADH + H* Peréxido de hidrogénio
AT L-Glutationa reduzida 202 Catalase
(GSH) (caT)
Glutationa H, O + 0,
peroxidase |
(GPx) [
I
| Danos oxidativos a
macromoléculas:
QC/@ Lipidios (MDA)
" Farton O] Pproteinas (PCO)
Cu + HZOZ —p OH' Carboidratos
\ DNA

Figura 3. Esquema representativo da biotransformacdo de HPAs e metais, sua
relacdo com sistema de defesa antioxidante enddgeno e possiveis danos oxidativos
ocasionados pelo desequilibrio redox durante a exposi¢do ocupacional (adaptado de
Carocho e Ferreira (2013)).
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2.2.1.1 Enzimas antioxidantes

Como enzimas antioxidantes podemos citar a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRXx) e glutationa
transferase (GST). A enzima SOD catalisa a reducédo do anion superoxido (0O27) a
peroxido de hidrogénio (H202), que por sua vez é convertido em agua e oxigénio pelas
enzimas CAT ou GPx. A enzima GPx é dependente de Se, e reduz o peroxido de
hidrogénio através da oxidagdo da glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada
(GSSG). A GRXx, por sua vez, regenera a GSH a partir da GSSG, utilizando NADPH
como agente redutor. A GPx também reduz hidroperoxidos lipidicos e néo lipidicos
enquanto oxida a GSH (Rocha et al., 2012).

2.2.1.2 Antioxidantes nao enzimaticos

Os antioxidantes ndo enziméticos sao divididos entre enddgenos (ou
metabdlicos) e exdgenos (ou nutrientes). Os antioxidantes enddgenos GSH, L-
arginina, coenzima Q10, melatonina, &cido urico, bilirrubina e proteinas quelantes de
metais sdo produzidos pelo metabolismo. Ao passo que os antioxidantes exdgenos
como vitamina E, C e A, licopeno, beta caroteno, oligoelementos (Se, Mn e Zn),
flavonoides e dBmegas 3 e 6 sdo compostos que nao sao produzidos pelo metabolismo

e por isso precisam ser adquiridos através da alimentacédo ou suplementacao.

2.2.1.2.1 Antioxidante ndo enziméatico endégeno

Glutationa é um tripeptideo formado por acido glutamico, cisteina e glicina. Ela
pode existir em duas formas: oxidada (GSSG), apenas 1%, ou reduzida (GSH). A GSH
€ um antioxidante tiélico enddgeno ndo-enzimético que fornece prote¢do contra o
estresse oxidativo no organismo, através da doacao de atomos de hidrogénio de seus
grupos tidlicos para reduzir os radicais livres, tornando-os menos reativos. Nos
eritrocitos, mais de 90% dos grupamentos tiolicos existentes sao representados pela
GSH (Raftos et al., 2010).

2.2.1.2.2 Antioxidantes ndo enzimaticos exdégenos
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A vitamina E € uma vitamina lipossolluvel com alto potencial antioxidante, sendo
o a-tocoferol o seu estereoisdmero mais bioativo. Devido a sua lipossolubilidade, o a-
tocoferol protege as membranas da peroxidacao lipidica causada por EROs. Embora
a vitamina E tenha sido proposta na prevencéo de alguns tipos de cancer e doencas
cardiovasculares, alguns estudos a apontam como fator de risco (Kong, 2013).

A vitamina C ou &cido ascérbico € uma vitamina hidrossoluvel essencial para o
coldgeno, carnitina e biossintese de neutotransmissores, sendo benéfica como
antioxidante, anti-aterogénica, anti-carcinogénica e imunomoduladora. Esta vitamina
ja foi relatada como prevencéao a diversos tipos de cancer (Naidu, 2003).

O betacaroteno (B-caroteno) € o membro lipossoluvel dos carotenoides, sendo
considerado uma pré-vitamina, uma vez que pode ser convertido em vitamina A ativa.
O B-caroteno € convertido a retinol, que é essencial para visdo. Apesar de ser um forte
antioxidante e o melhor quelante de oxigénio singlete, a suplementacdo com B-
caroteno ja foi associada ao aumento do risco de cancer de pulmao e préstata, bem
como ao aumento da mortalidade em doencas cardiovasculares (Silalahi, 2002;
Druesne-Pecollo et al., 2010).

O licopeno é outro tipo de carotenoide, e apresenta propriedades antioxidantes
e antiproliferativas, embora sua agéo anticAncer em humanos ainda é controversa.
No entanto, o licopeno ja se mostrou ser muito protetivo contra cancer de prostata
(Gann et al., 1999).

O retinol é a forma mais ativa da vitamina A, sendo vital para funcdes biol6gicas
como visdo, crescimento 6sseo, reproducdo, divisao e diferenciacdo celular. Embora
seja essencial ao organismo, ha estudos que mostram a conexao de vitamina A com
a suscetibilidade a carcinogénese (Mishra e Kim, 2012).

Uma dieta rica em nutrientes, com uma ingesta adequada de alimentos fontes
de vitaminas como frutas, oleaginosas, verduras, carnes, € uma forma natural e
saudavel de obté-las. As vitaminas ndo funcionam como elementos estruturais no
organismo, tampouco seu metabolismo fornece energia significativa, mas sao
imprescindiveis para a manutencdo de func¢des vitais através da sua capacidade
antioxidante, exercendo papel de cofatores enzimaticos e passando pelo
funcionamento dos mais diversos sistemas (imune, enddcrino, nervoso), e até mesmo

protegendo contra o cancer (Combs Jr e Mcclung, 2016).
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2.2.1.3 Quantificacdo de macrocomponentes oxidados

Macromoléculas, incluindo lipidios e proteinas, sédo alvos de radicais livres, que
as atacam prejudicando o seu funcionamento normal. O malondialdeido (MDA) é um
produto que pode ser excessivamente formado apds a peroxidagao lipidica mediada
por EROs, resultando em dano as membranas celulares. Além disso, muitas das
modificacdes oxidativas de proteinas envolve algum tipo de carbonilacéo, o que pode
resultar na perda irreversivel da funcdo proteica. A quantificagdo de proteinas
carboniladas (PCO) pode ser usada como avaliagdo do estresse oxidativo sobre
proteinas. Da mesma forma, modificacbes redox em residuos de tirosina por
peroxinitrito e outras ERNs a 3-nitrotirosina, podem levar a disfuncdo de vias de
sinalizacdo celular, mudancas em atividades enzimaticas e estresse nitrosativo
(Delfino et al., 2011).

A enzima delta-aminolevulinato desidratase (ALA-D) € uma metalo-enzima que
utiliza o zinco como cofator para catalisar a sintese de compostos tetrapirrélicos como
o heme e a sua inibicdo leva ao acumulo do seu substrato, o acido delta-
aminolevulinico (ALA) que acentua a producdo de espécies reativas (Sauer et al.,
2014). A ALA-D é utilizada como marcador de estresse oxidativo pois seus
grupamentos tidlicos (-SH) sao vulneraveis a oxidacdo ou ligacdo reversivel a metais
e também a elementos pré-oxidantes, tendo como consequéncia a inibicdo da sua
atividade enzimética (Rocha et al., 2012). Assim sendo, a inibicdo da atividade da
ALA-D por agentes tdxicos ou condi¢des patoldgicas associadas ao estresse oxidativo
pode criar um ciclo pré-oxidante vicioso, onde a inibicdo da ALA-D e o acumulo de

seu metabalito toxico ALA ira aumentar ainda mais a producéo de EROs.

2.2.2 Biomarcadores de inflamacéao

2.2.2.1 Moléculas de adeséao

Moléculas de adesdo sdo glicoproteicas transmembranares ou ligadas a
superficie que realizam a ligacao entre células, ou de células com algum substrato.
Sao expressas em leucqcitos e células endoteliais, estdo envolvidas em processos de
recrutamento de leucdcitos para sitios de inflamacdo e na transmigracao endotelial

dos mesmos para uma agéo sitio-especifica tecidual. Este processo de transmigracao
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envolve basicamente 3 fases: primeiro os leucoécitos sao atraidos (ancoragem) e se
deslocam (por rolamento) até o sitio de inflamacgéo, logo apds as integrinas séo
ativadas para, por fim, aumentarem a adesdo dos leucdcitos ao endotélio e facilitar
sua transmigracgdo. As principais classes sdo as moléculas de adesao intercelulares,
integrinas, selectinas e caderinas (Ala et al., 2003).

A molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) € a principal molécula expressa
em células endoteliais vasculares e em alguns linfocitos e mondcitos, sendo
reconhecida principalmente por monécitos (Hubbard e Rothlein, 2000; Li et al., 2011).
Esta molécula de adeséao participa do trafego de células inflamatorias, na funcéo de
leucdcitos, na adesdo de células apresentadoras de antigenos a linfocitos T, em
patogenias microbianas e em vias de sinalizacdo através da transducéo celular de
sinais externos e internos. O aumento da expressdo de ICAM-1 em varios tipos
celulares tem sido atribuido a estimulacdo por citocinas inflamatorias e espécies
oxidantes (Hubbard e Rothlein, 2000; ElImarakby e Sullivan, 2012).

A CD18 faz parte da familia das beta-2-integrinas (B2-integrinas) e séo
expressas exclusivamente em leucdcitos. Tem a capacidade de se ligar em moléculas
de adeséo intercelulares (ICAMs), favorecendo a adeséao de leucécitos ao endotélio e
permitindo o seu extravasamento para outros sitios (Tan, 2012).

Selectinas sdo moléculas de adeséo vasculares envolvidas em interacfes de
aderéncia de leucdcitos e plaquetas ao endotélio. A familia das selectinas € composta
por 3 membros: E, L e P-selectina (Bendas e Borsig, 2012). A L-selectina (CD62-L) é
expressa na maioria das células B, células T virgens, neutréfilos, mondcitos e
eosindfilos e contribui para a captura de leucdcitos nas fases iniciais da cascata de
adesdao (Ala et al., 2003). P-selectina ou CD62-P € uma molécula de adeséo expressa
na superficie de células endoteliais e de plaquetas ativadas que exerce um importante
papel na inflamacgdo através do recrutamento de leucdcitos para locais danificados.
Assim sendo, a captura de leucdcitos € mediada pela CD62-P plaquetéria e a
estabilizacdo da adesdao é realizada por B2-integrinas leucocitarias (Ed Rainger et al.,
2015). Além disso, a ativacao de plaguetas e consequente producéo de CD62-P induz
a ativacao e propagacao do sistema complemento (Lam et al., 2015).

As moléculas de adesao sdo substancias-chave para o funcionamento normal
do sistema imunologico por mobilizarem células imunes para solucionar algum

problema através do processo inflamatorio. Entretanto, a cronicidade desta inflamacéao
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pode favorecer o surgimento de doencas cronicas inflamatorias, como aterosclerose
ou problemas respiratérios (Schaefer et al., 2014). Além disso, a acao de integrinas e
selectinas pode facilitar a adesdo, extravasamento e metastizagcao de tumores por
facilitar a interacdo entre células tumorais e as células endoteliais em tecidos distantes
(Bendas e Borsig, 2012).

2.2.2.2 Quimiocinas

A proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP1) é membro da familia de
quimiocinas CC e esta relacionada a ativagdo de mondcitos, macréfagos e linfécitos,
sinalizando principalmente o recrutamento de mondcitos para que eles executem suas
funcdes contra agentes estranhos em sitios de inflamacao (Mukaida et al., 1998).

A presenca das células certas, no local e no tempo certo € essencial para
permitir as interacdes esperadas entre os diferentes subtipos de leucécitos e entre
leucdcitos e patdégenos, resultando na funcionalidade apropriada do sistema imune.
Desta forma, os niveis de MCP1 circulantes sdo importantes para a funcéo imune,
mas, por outro lado, hiperativacdo do sistema imune com maiores libera¢cdes de MCP1
ou a persisténcia continua desta proteina circulante, pode resultar em respostas
autoimunes e alérgicas (Lin et al., 2014). A expressao de MCP1 também é regulada
em nivel transcricional pelo NF-Kb (Maciel et al., 2016).

A interleucina 8 (IL-8) é membro da familia de quimiocinas CXC, sendo
produzida por varios tipos celulares como macréfagos e células endoteliais, e funciona
como mediador da resposta inflamatéria através de propriedades quimioatrativas para
neutroéfilos. Além disso, a IL-8 estimula a transmigracdo de neutrdfilos, através da
liberacdo de L-selectina (CD62-L) (Mukaida et al., 1998). Devido as suas propriedades
pré-inflamatérias e sua capacidade de promover o crescimento e angiogénese de
tumores, a IL-8 € extremamente controlada e apresenta baixos niveis de expresséo
em tecidos normais, sendo a sua expressao induzida principalmente pelo fator NF-kB
(Sanmamed et al., 2014). Ja a interleucina 10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatoria
produzida principalmente por mondécitos que age em processos imunorregulatérios e
de inflamagao (Wang, S. et al., 2016).
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2.2.2.3. Proteina C Reativa

A proteina C reativa (PCR) € uma proteina de fase aguda encontrada no
sangue que se liga a fosfocolina expressa na superficie de células danificadas para
ativar o sistema complemento durante o processo inflamatorio. A PCR é o
biomarcador mais extensivamente estudado em associacdo com a poluicdo do ar
(Elvidge et al., 2013).

2.2.3 Biomarcadores do sistema imune

O sistema imune envolve um complexo de processos bioquimicos e permite a
deteccdo de patdgenos que ameacam a saude do hospedeiro. O processo imune é
tradicionalmente dividido em dois subsistemas baseando-se em suas fungbes de
defesa. O sistema imune adaptativo € organizado nas classes de linfocitos B e T, que
exercem um vasto repertorio de reconhecimento de receptores antigenos-especificos
e realizam a identificacdo especifica para eliminacdo de patdégenos, bem como
medidas imunes adaptativas que garantem resposta imune adaptada, além de
memoria imunoldgica de longa duracédo contra reinfeccfes. Por outro lado, o sistema
imune inato € composto por agentes imunologicos que executam respostas robustas,
imediatas e ndo especificas, dentre os quais estdo inclusos processos humorais,
celulares e mecanicos primitivos que, da mesma forma, tem um papel essencial na
protecdo do hospedeiro contra alteracdes patogénicas (Dunkelberger e Song, 2010;
Abbas et al., 2014).

2.2.3.1 Sistema complemento

O sistema complemento apresenta varias funcdes, sendo as fungdes de
opsonizacao, quimiotaxia e lise as mais bem documentadas (Lubbers et al., 2017).
Trata-se de uma cascata de proteinas com bases na defesa imune inata, mas com
amplos efeitos que atingem a imunidade adaptativa. O sistema complemento marca
alvos para destruicdo e remocgéo, e desempenha ndo apenas um papel no combate

de micrébios invasores, mas também na manutencdo da homeostase, por exemplo,
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através da depuracdo controlada de células mortas e em processo de apoptose
(Verschoor e Langer, 2013).

As funcdes do sistema complemento vdo além da robusta resposta imune
inata, pois também realiza a interface dela com a resposta adaptativa de linfécitos T e
B (Dunkelberger e Song, 2010). Além disso, 0 complemento participa de diversos
processos como maturagao de sinapses, remocéo de complexos imunes, mobilizacao
de células-tronco hematopoiéticas, angiogénese, regeneracdo de tecidos e
metabolismo de lipidios (Ricklin et al., 2010).

Células polimorfonucleares (neutréfilos) sdo os leucocitos mais abundantes
que sado capazes de secretar e ativar o C3 em sitios inflamatorios, bem como
apresentam receptores em sua superficie para varios tipos de proteinas do
complemento, dentre elas C3 e C4. Os mondcitos sdo precursores de macréfagos
teciduais e células dendriticas e sdo capazes de produzir quase a totalidade das
proteinas do complemento, participando assim de varias vias (Lubbers et al., 2017).

O sistema complemento € estritamente controlado em condic¢fes fisioldgicas
normais para manter o balangco homeostatico, pois assim como o complemento age
para lesar microrganismos ou células anormais, ele também pode lesar tecidos do
hospedeiro através da formacdo de potentes moléculas pro-inflamatérias, como
guimiocinas (Wagner e Frank, 2010). Além de agir sobre a resposta imune, os efeitos
inflamat6rios do sistema complemento podem ter acdo sobre complicacbes
cardiovasculares de diabetes e doengcas metabdlicas relacionadas (Hertle et al.,
2012), bem como contribuir para o desenvolvimento de tumores através de cascatas
de sinalizacdo para producéo de fatores do crescimento, angiogénese, invasao celular
e protecéo contra imunidade antitumoral e apoptose (Rutkowski et al., 2010).

A Figura 4 traz um breve esquema da interacdo entre os diferentes
biomarcadores de inflamacdo para a ativacdo do sistema imune contra agentes

estressores, como a poluicdo atmosférica.
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Figura 4. Interacdo entre biomarcadores inflamatoérios durante a ativagédo do sistema
imune na resposta inflamatéria aguda (adaptado de Pazos e Nader (2007)).

2.2.3.2 Imunoglobulinas

Imunoglobulinas séo glicoproteinas produzidas pelos plasmdcitos em resposta
a um imunogeno (antigeno) e que funcionam como anticorpos. Medeiam uma
variedade de fun¢@es efetoras, como a fixacdo ao complemento para lise de células e
liberacdo de moléculas biologicamente ativas, além da ligacdo a varios tipos celulares
(células fagocitarias, linfécitos, plaquetas, entre outros) para ativa-los a exercer
algumas funcdes.

Zhao e colaboradores (2013) mostraram que a exposicdo de policiais de
transito a poluicdo aumentou os niveis de IgG, IgM e IgE, mas diminui os niveis de
IgA, demonstrando mais um grupo de risco ocupacional que pode sofrer respostas
inflamatorias ou danos ao sistema imune. Niveis aumentados de IgE sé&o encontrados
em pacientes com asma. A interacdo de IgE com o antigeno leva a reacdes de
hipersensibilidade do tipo | que inclui degranulacdo de mastécitos e liberacdo de

mediadores vasoativos como histamina e leucotrienos (Peters et al., 2016).
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2.2.4 Biomarcadores de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, hematotoxicidade e

genotoxicidade

As enzimas hepaticas transaminase glutamico oxalacética (TGO),
transaminase glutamico piravica (TGP) e gama-glutamiltransferase (GGT) refletem a
homeostase do figado e as suas quantificacbes no soro refletem dano hepatico que
ocasiona a liberagéo destas enzimas para a circulacdo. Entretanto, tais enzimas séo
inespecificas, pois ndo indicam a causa exata da injuria e sdo mais adequadas no
diagnostico de doencas hepatocelulares agudas, ndo tendo expressiva aplicabilidade
em diagnosticos de doencas ocupacionais (Hyder et al., 2013).

Alguns parémetros de nefrotoxicidade, como a creatinina seérica, sao
parametros tardios para detecgcédo do dano renal, desta forma, o uso de marcadores
sensiveis de dano tubular ou glomerular séo capazes de detectar alteracdes na funcao
renal mais precocemente (Damman et al.,, 2011). A N-Acetil-B-D-glucosaminidase
(NAG) é uma enzima lisossbmica cuja presenca € distribuida ao longo de todo o
néfron, mas tem sua atividade concentrada nos tubulos proximais. Devido ao seu
elevado peso molecular, esta enzima nao é filtrada nos glomérulos, sendo eliminada
na urina. Portanto, a observacdo de maior atividade desta enzima na urina é indicio
de leséo em células tubulares. Desta forma, a NAG é util como um marcador urinario
especifico para dano tubular renal (Peres et al., 2013; Spasovski, 2013). A
microalbumindria, por sua vez, é a primeira manifestacdo quando ha dano na barreira
de filtracdo glomerular, pois, na presenca de lesdo, a albumina deixa de ser
reabsorvida e extravasa dos glomérulos para a urina (Sandhu et al., 2016).

O hemograma é composto por trés determinacfes basicas que incluem as
avaliacbes dos eritrécitos (série vermelha), dos leucdcitos (série branca) e das
plaquetas (série plaquetaria). A analise da série vermelha fornece subsidios para o
diagnéstico das principais causas de anemias. Analise da série branca avalia as
contagens total e diferencial (valores relativo e absoluto) dos leucdcitos, bem como a
morfologia dos neutrofilos, linfocitos e mondcitos, principalmente. As leucocitoses
(aumento do namero de leucoécitos) podem ter origens naturais, infecciosas (bactérias)
ou patoldgicas (leucemias), ao passo que leucopenia (redugéo de leucocitos) pode
ser de causas fisioldgica ou induzida por drogas e poluentes, reativa e processos

imunoldgicos (Cheze e Leporrier, 2003; Naoum e Naoum, 2008).
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As plaguetas também tém acao sobre mecanismos inflamatérios como alergias
(liberacdo de histamina ativa plaquetas) e em processos ateroscleroticos, participando
de eventos trombdticos e também da liberagdo de moléculas de adesdo para o
recrutamento de leucdcitos para sitios de inflamacdo, o que pode favorecer a
formacdo de placas ateroscleréticas (Lam et al., 2015).

Varios biomarcadores sdo usados para avaliar a genotoxicidade da exposicao
a misturas complexas de agentes toxicos, sendo mais comuns 0 ensaio cometa, a
frequéncia de micronucleos (MN), aberrac6es cromossémicas (AC) e as trocas entre
cromatides-irmas (Da Silva, 2016). O ensaio cometa por eletroforese ja se mostrou
ser um meétodo muito sensivel para detectar danos ao DNA no biomonitoramento
humano, pois detecta quebras nas cadeias e sitios alcali-labeis no DNA, além de
crosslinking e reparo por excisdo de bases incompleto (Collins, 2004; Cassini et al.,
2011). Os micronucleos se originam de fragmentos cromossomais ou cromossomos
inteiros que ficam externos ao nucleo da célula-filha durante a divisdo nuclear. O
aumento da frequéncia de MN revela efeitos de danos irreversiveis que podem levar
a mutagenicidade, podendo entdo predizer o risco de cancer (Bonassi et al., 2011).

2.2.5 Alteracdes em nivel transcricional — Expressao génica

2.2.5.1 Proteina supressora tumoral (p53)

A proteina p53 é um regulador transcricional que suprime a oncogénese em
resposta a uma variedade de estimulos que incluem danos ao DNA, reacdes
oxidativas, hipdxia, comprometimento energético e sinalizacdo oncogénica. O p53 age
como fator de transcricdo de um conjunto diversificado de genes que promovem
apoptose, interrupcao do ciclo celular e fosforilagdo oxidativa, suprimem a glicélise
aerdbia, o crescimento celular e modulam a sintese de proteinas (Wei et al., 2006;
Hasty et al., 2016).

Além disso, o p53 tem atividades que sao distintas da transcricdo, como a
regulacdo do processamento de microRNAs, reparo do DNA, funcdo mitocondrial e
biogénese de ribossomos. Assim, p53 é uma proteina multifuncional que responde a
uma gama diversa de acdes estressoras, agindo principalmente como um supressor

tumoral, por inibir o crescimento de células danificadas dirigindo-as a morte por
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apoptose e impedindo assim que mutacfes malignas se propaguem com a divisao
destas células (Pulice, 2014; Hasty et al., 2016). A perda de funcdo do p53, seja
através de mutacdes no proprio p53, perturbacdes nas vias de sinalizacdo ou por
supressdo da expressao do gene p53, € uma caracteristica comum na maioria dos

tipos de cancer humanos (Muller e Vousden, 2013).

2.2.5.2 Heme oxigenase-1

A heme oxigenase-1 (HMOX-1) € conhecida como a proteina do estresse que
pode ter efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios. A expressdo da HMOX-1 exerce
funcbes citoprotetivas, antioxidantes, antiapoptoticas, anti-inflamatérias e
possivelmente imunomodulatérias em células vasculares, muitas das quais exercem
protecdo contra aterogénese (Araujo et al., 2012). Além disso, catalisa 0 passo de
limitacdo da taxa de metabolismo do grupamento heme pro-oxidante a monoéxido de
carbono, biliverdina e ferro livre (Otterbein et al., 2003).

Ainducao da expressdo da HMOX-1 ocorre através da via do fator de transrigcdo
NF-kB em processos oxidativos ou inflamatérios (Kim e Vaziri, 2010). De fato, a
HMOX-1 j& mostrou ter efeitos protetivos ao estresse ocasionado pela exposicédo de
células a poluentes quimicos ambientais (Lawal et al.,, 2015). Evidéncias
experimentais tém mostrado o envolvimento da HMOX-1 na biologia celular do cancer
(Tsaietal., 2012). De um lado, a HMOX-1 protege as células sadias da transformacéao
a células neoplasicas por contrabalan¢o da carcinogénese mediada por EROs e, por
outro lado, ela também pode proteger células malignas, aumentando a sua

sobrevivéncia e sua resisténcia ao tratamento do cancer (Jozkowicz et al., 2007).

2.2.5.3 8-oxoguanina-glicosilase-1

A 8-oxoguanina-glicosilase-1 (OGGL1) € a enzima responsavel pela excisédo da
7,8-di-hidro-8-oxoguanina (8-0xoG), uma das lesfes mais importantes, extremamente
mutagénica, produzida no DNA por agentes formadores de radicais de oxigénio
(Boiteux e Radicella, 2000; Janssen et al., 2001). Polimorfismos no gene desta

enzima, por afetarem sua atividade de reparo, ja foram demonstrados de aumentar a
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mutagenicidade e o risco de desenvolvimento de certos tipos de cancer,

principalmente de pulméo (Le Marchand et al., 2002; Kohno et al., 2006).

2.2.5.4 CD26

A exoprotease dipeptidil peptidase IV ou CD26 é uma glicoproteina
transmembrana, cujo dominio extracelular apresenta atividade enzimatica para clivar
dipeptideos N-terminais. Sendo assim, muitas proteinas regulatérias como citocinas,
guimiocinas, integrinas e neuropeptideos sao clivados por ela, fazendo com que ela
atue em diversos processos fisiolégicos como migracéo, adesao, invasdo, apoptose e
imunomodulagdo (Beckenkamp et al., 2016).

A acdo da CD26 no sistema imune é uma combinacdo da sua atividade
enzimatica e sua interacdo com diferentes moléculas. A diminui¢do da expressao do
CD26 e consequente perda da sua atividade enzimatica permite a acumulacdo de
guimiocinas que iréo interagir com seus receptores e consequentemente ativar outras

moléculas de sinalizacao (Mortier et al., 2016).

2.3 Biomarcadores de suscetibilidade

Variantes gendmicas sao normalmente representadas como polimorfismo de
um unico nucleotideo (SNPs), sendo estimados cerca de 10 milh6es de SNPs no
genoma humano (Gibbs et al., 2003). Os SNPs sdo mudanc¢as de uma Unica base no
genoma presentes em mais de 1% da populacdo. Os SNPs podem ou nao resultar na
mudanca de um aminoacido (sinbnimo ou ndo-sinbnimo), e podem afetar direta ou
indiretamente a expressao génica e fenotipo de um individuo. SNPs sinbnimos em
regides de introns ou éxons podem afetar a fita simples de DNA durante a replicacéo,
a estabilidade do DNA e de ligacdo de fatores de transcricdo, eficiéncia da DNA
polimerase e montagem dos nucleassomos.

Os SNPs definem o gendtipo em heterozigoto ou homozigoto quando o SNP
estd presente em um ou ambos alelos, sendo o alelo ancestral chamado de alelo
salvagem (Multani e Saranath, 2016). Essa troca de pares de bases pode, por
exemplo, resultar no aumento e diminuicdo da atividade de enzimas envolvidas nas

diferentes fases dos processos de metabolizacdo de xenobidticos ou ainda de
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enzimas que reparam possiveis lesdes no organismo, afetando assim a
suscetibilidade individual frente a diferentes exposicoes.

O metabolismo de HPAs a compostos mais hidrofilicos tem como objetivo
facilitar sua excrecao. A principal via de biotransformacdo ocorre em dois passos:
primeiro ocorre a funcionalizac&o por enzimas de fase | do metabolismo como as do
citocromo p450, seguido por conjugacdo com glicuronideo, glutationa ou outras
fracOes por enzimas de fase Il. Na primeira fase, os HPAs sdo metabolizados e
formam fenois, diidrodiois, quinonas e enantiomeros diol-epoxido que tem a
capacidade se ligar ao DNA a formar adutos HPA-DNA. J4 na segunda fase, a
conjugacdo com compostos hidrofilicos diminui a toxicidade e facilita a excrecéo
(Marinkovi¢ et al., 2013). Sendo assim, um polimorfismo que afete a atividade de
algumas destas enzimas envolvidas no metabolismo, pode levar ao acumulo do
préprio xenobidtico ou de seus metabdlitos ativos téxicos no organismo, podendo
entdo aumentar ou diminuir a sensibilidade do organismo a processos inflamatérios e
carcinogénicos.

O SNP da CYP1A1 2455 A>G (m2) (rs1048943) resulta na substituicdo de uma
isoleucina na posicao 462 por uma valina (lle462Val). Essa troca de aminoacidos na
enzima resulta no aumento da sua atividade e assim a formacdo de mais moléculas
ativas toxicas. Este polimorfismo tem sido extensivamente estudado e relacionado a
diversos tipos de cancer, entretanto, frequéncia do alelo mutado na populagao
caucasiana € baixa e as consequéncias deste SNP ainda sdo ambiguas e necessitam
mais estudos (Gil et al., 2014).

Ja as enzimas GSTM1 e GSTT1 apresentam normalmente polimorfismos de
delecdo. A delecdo total desses genes é consequéncia da auséncia absoluta de
ambos alelos, resultando em déficit parcial ou total da atividade enzimatica.
Heterozigotos com apenas um alelo nulo normalmente apresentam apenas reduzida
atividade de GSTM1 e GSTT1 (Bagryantseva et al., 2010; Marinkovi¢ et al., 2013).

As EROs podem ocasionar a formacgéao de 7,8-diidro-8-oxoguanina (8-oxo-G) e
consequentes sitios apurinicos/apirimidinicos (AP) e quebras de fitas simples do DNA.
Essas lesdes sao revertidas pela via de reparo de excisao de bases (BER), onde a 8-
oxoguanina-glicosilase-1 (OGG1) é quem remove a 8-o0xo-G do DNA e a reducao na
excisdo desses erros do DNA pode levar a mutacdes pelo acumulo de lesdes
oxidativas (Zienolddiny e Skaug, 2012). Ja foi demonstrado que o SNP da OGG1
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Ser326Cys (rs1052133) reduz as taxas de reparo em individuos expostos a poluicdo
portadores de pelo menos um alelo mutado se mostraram mais suscetiveis a acumular
mutacOes sob condicdes de estresse oxidativo (Goode et al., 2002; Bravard et al.,
2009; Bagryantseva et al., 2010).

3. Fator nuclear kappa B e sua acdo em processos oxidativos e inflamatorios

O fator nuclear kappa B (NF-kB) é nitidamente um dos mais importantes
reguladores da expressao génica pro-inflamatoéria (Tak e Firestein, 2001). O NF-kB &
mantido inativo no citoplasma através da associacdo com a proteina inibitoria IkB. Os
estimulos de citocinas pro-inflamatérias como o fator de transcri¢cdo nuclear alfa (TNF-
a), interferon gama (IFN-y), interleucina-1-beta (IL-1B), através de diferentes vias de
sinalizacdo, convergem na ativacdo de uma quinase IkB (IKK). A molécula IkB
fosforilada pela enzima IKK sofre ubiquitinacdo, deixando-a marcada para ser
degradada pelo proteassomo. Assim, o fator de transcricdo NF-kB fica livre para ser
deslocado até o nucleo e se ligar no DNA nos seus respectivos sitios de ativacédo
génica (Lawrence et al., 2001).

A ativacdo do NF-kB aumenta a expressdo de moléculas de adesdo como
selectinas, VCAM-1 e ICAM-1, enquanto que sua inibicdo reduz a migracéo e adeséo
de leucdcitos (Chen et al., 1995). Wang, J.-S. e colaboradores (2016) em um estudo
recente, verificaram in vitro que a exposi¢cdo a poluentes atmosféricos estimula a
liberacdo de moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1 e selectinas) bem como da
citocina MCP1. Adicionalmente, Lee e colaboradores (2012) confirmaram que a

expressdo induzida de ICAM-1 se d& através da ativacdo do NF-kB.

4. Exposicdo a HPAs e metais e suarelagdo com o cancer

Segundo a OMS, HPAs (benzo(a)pireno) e metais (arsénio, niquel e cromo)
estéo relacionados com alguns tipos de cancer ocupacionais, como de pulméo, pele
e bexiga, mesotelioma e leucemia (Boyle e Levin, 2008). Uma vez que EROs e os
produtos de peroxidacéo lipidica sdo potenciais substratos para GSTT1 ou M1, a
extensdo dos danos no DNA e o consequente risco de cancer podem ser afetados por
CYP e enzimas GST polimorficos (Bartsch et al., 2000). A exposi¢cado ocupacional a
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HPAs é um fator de risco para o desenvolvimento de cancer urotelial de bexiga e
evidéncias crescentes confirmam a influéncia de predisposi¢ao genética (Kiriluk et al.,
2012). Polimorfismos em enzimas do citocromo P450 também aumentam a
suscetibilidade a cancer em fumantes (Bartsch et al., 2000).

As diferencas na atividade de enzimas metabolicas em virtude de polimorfismos
podem influenciar suscetibilidade individual a exposicédo a xenobioticos. Desta forma,
o somatério de efeitos oxidativos e inflamatorios decorrentes da exposicao
ocupacional pode surtir efeitos diferentes entre os trabalhadores, levando a maior ou
menor risco de desenvolver efeitos genotdoxicos e mutagénicos que podem ter o
cancer como consequéncia (Chen et al., 2001; Shen et al., 2014).

A Figura 5 traz um breve resumo dos principais fatores envolvidos no
desenvolvimento de cancer, muitos dos quais podem ser exacerbados pela exposicao

ocupacional a poluicdo atmosférica.
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Figura 5. Fatores que influenciam na suscetibilidade ao cancer (adaptado de Abdul e
colaboradores (2015)).

5. Estresse Oxidativo, Inflamacéo e Cancer
As células buscam manter um equilibrio redox, condicdo ideal para os

processos celulares como diferenciacdo e proliferagcdo, permitindo adaptagédo ao
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metabolismo e estresse imune. Em condicdes fisioldégicas, EROs séao
continuadamente geradas por produtores de EROs e eliminados através de sistemas
antioxidantes a fim de manter o equilibrio redox. Além disso, EROs agem como
mensageiros secundarios na sinalizacdo celular e sdo necessarios para Varios
processos bioldgicos em células normais (Mittler, 2017). Alteracdes neste equilibrio,
podem levar tanto ao aumento nos niveis de EROs, resultando em dano celular,
estresse oxidativo e sinalizagdo celular aberrante, ou até mesmo a diminuicdo de
EROs, levando ao distirbio da sinalizacdo celular e consequente ruptura da
homeostase celular (Glasauer e Chandel, 2014).

O desequilibrio redox e o estresse oxidativo sdo caracteristicas de muitos tipos
de cancer. EROs podem causar mutacdes ao DNA, ativar oncogenes e inativar genes
supressores tumorais, além de contribuir com a iniciacdo, promoc¢ao e progressao de
cancer, através de vias que regulam a proliferacdo, sobrevivéncia, angiogénese e
metastase (Angelé-Martinez et al., 2014). Entretanto, niveis exacerbados de EROs
em células cancerigenas também podem induzir sinalizacdo de morte, senescéncia e
repressao do ciclo celular (Valko et al., 2004).

O estresse oxidativo é pro-inflamatdrio e muitos genes pré-inflamatérios sao
responsivos a ele. Da mesma forma, a inflamacéo é pré-oxidativa, o que leva a um
circulo vicioso que culmina em altos niveis de estresse oxidativo (Newby et al., 2014).
O conceito-chave é de que um processo inflamatoério normal, por exemplo, inflamacao
associada a cicatrizacdo de feridas, € normalmente auto-limitada; entretanto, a
desregulacdo de algum fator pode levar a anormalidades e até mesmo patogenias
como doencas cronicas e progressao neoplasica. Além de estar envolvidas em
processo tumorigénico, as EROs também ja se mostraram estar associadas com
doencas cardiovasculares, neurolégicas, pulmonares e renais. E, de fato, é dificil
definir a causalidade, e pode-se pensar que independente do que ocorra primeiro,
uma vez iniciado, o estresse oxidativo favorece a inflamacao e vice-versa (Ventura et
al., 2009).

O processo tumorigénico que leva células normais ao cancer pode ser dividido
em trés fases: iniciacdo, promocao e progressao tumoral. Na fase de iniciacdo, 0 DNA
das células é mutado por agentes carcinogénicos quimicos ou fisico, levando a
ativacdo de oncogenes e/ou a inativagao de genes supressores tumorais como o p53.

A segunda fase ou promoc¢ao da tumorigénese € onde ocorre a expansao clonal das

60



células iniciadas, devido a intensa proliferacdo e/ou reducdo da morte celular. O
processo inflamatdério € um importante promotor tumoral e varias citocinas, como IL-
18 e TNF-a, podem promover o crescimento tumoral. Por fim, a fase de invaséo e
metastase, assim como um aumento no tamanho do tumor, sdo caracteristicas da
terceira fase de progressao tumoral. Nesse periodo, muta¢des adicionais podem ser
adquiridas, e isso faz com que a célula cancerigena ganhe uma futura vantagem no
crescimento por adquirir um fenétipo ainda mais maligno (Karin e Greten, 2005). A
Figura 6 resume os principais biomarcadores estudados neste trabalho e a possivel
inter-relacdo entre exposicdo ocupacional a poluicdo atmosférica e a suscetibilidade

ao cancer.
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Figura 6. Estreita relacdo entre os efeitos oxidativos e inflamatorios ocasionados pela
exposicdo a poluicdo ambiental e a suscetibilidade ao cancer. A exposicdo
ocupacional & HPAs e elementos metalicos toxicos (essenciais ou ndo) leva ao
desequilibrio do controle redox do organismo, levando a producédo de EROs capazes
de causar danos oxidativos a macromoléculas como proteinas, membranas
plasmaticas e ao proprio DNA. Além disso, as EROs podem afetar a expresséo génica
de diversos genes envolvidos em processos oxidativos, inflamatérios e de reparo, em
busca de reverter o quadro oxidativo e inflamatorio inicial. Desta forma, a capacidade
antioxidante individual € de extrema importancia, bem como a presenca de
polimorfismos que podem aumentar ou diminuir a suscetibilidade a esses danos
ocasionados pela exposicgéo.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a potencial associacdo dose-resposta da exposicdo ocupacional de
taxistas a poluicdo atmosférica quando comparados a um grupo de ndo expostos
ocupacionalmente. Adicionalmente, investigar possiveis mecanismos oxidativos e

inflamatorios que podem levar ao aumento da suscetibilidade ao cancer.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Quantificar o biomarcador de exposi¢do aos HPAs, 1-OHP urinario, e 0s niveis
sanguineos de elementos metalicos em taxistas e individuos com atividades
administrativas;

2) Avaliar se ha a influéncia da exposi¢cdo a poluicdo atmoseérica sobre 0s
potenciais biomarcadores de efeito oxidativo e inflamatérios;

3) Avaliar a associacao entre historico familiar, habitos de vida, local de trabalho,
fatores genéticos, contato prévio com fumo, etnia, idade ou indicios de doenca sobre
os biomarcadores de efeito analisados em ambos 0s grupos;

4) Estudar se a expressao génica de marcadores tumorais, proteinas
inflamatorias e enzimas envolvidas nos danos oxidativos e reparo do DNA em taxistas
apresentam diferencas comparados a individuos ndo expostos ocupacionalmente a
poluicdo atmosférica;

5) Estudar possiveis associacdes entre os fatores de suscetibilidade individual e
os resultados obtidos dos biomarcadores de exposicéo e efeito nos grupos de estudo;

6) Estudar a possivel inter-relacdo entre estresse oxidativo, inflamacédo e
suscetibilidade ao cancer em expostos ocupacionais aos HPAs e elementos metalicos

oriundos da poluicdo atmosférica outdoor e indoor.
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CAPITULO |

MANUSCRITO 1

Cellular response to oxidative and inflammatory processes and cancer

susceptibility in individuals occupationally exposed to atmospheric pollution

Manuscrito a ser submetido a revista Toxicology Research.







As seguintes paginas (70 — 108) foram excluidas desta versdo parcial pois
correspondem ao manuscrito que sera submetido a revista Toxicology Research.

Esse capitulo aborda o estudo que avaliou a exposi¢do ocupacional de taxistas
da cidade de Porto Alegre-RS a poluicdo atmosférica. Para isso, 85 taxistas e 55
trabalhadores ndo expostos ocupacionalmente participaram desse estudo. Foi
avaliado nesse estudo a resposta celular frente a xenobidticos como hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e metais, bem como os efeitos oxidativos e inflamatodrios
decorrentes da exposi¢éo, tanto em nivel proteico quanto em alteracdes na expressao

de genes envolvidos em processos tumorigénicos.
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CAPITULO I

MANUSCRITO 2

Occupational effects of exposure to outdoor e indoor pollution

Manuscrito a ser submetido a revista Archives of Toxicology.







As seguintes paginas (112 — 138) foram excluidas desta versdo parcial pois
correspondem ao manuscrito que sera submetido a revista Archives of Toxicology.

Esse capitulo aborda o estudo que avaliou a exposi¢do ocupacional de taxistas
e bancérios da cidade de Porto Alegre a poluicdes atmosféricas outdoor e indoor.
Participaram deste estudo 100 taxistas e 68 bancarios com atividades administrativas
internas da cidade de Porto Alegre-se. Foram avaliados elementos metalicos
essenciais e toxicos em ambos os grupos para verificar se havia associacdo com a
jornada de trabalho, bem como os possiveis efeitos desta exposicdo ocupacional

sobre processos oxidativos, inflamatorios, genotoxicos e mutagénicos.
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This study aimed to evaluate which xenobiotic (As, Hg, Pb or
pyrenes) is primarily responsible for the inflammatory process in
taxi drivers. Multiple regression analysis showed that Hg is the
main xenobiotic responsible for the increase of cytokine levels.
These associations suggest that co-exposure to pollutants could
be a risk factor for health effects.

Introduction

Traffic-derived emissions are a prominent source of urban pol-
lution, due to their ubiquity and increasing prevalence,
especially in urban areas.’ The World Health Organization esti-
mated that 23% of all deaths that occurred in 2012 were
attributable to environmental factors and that around
7 million people died - one in eight of total global deaths - as
a result of air pollution exposure.>® Environmental pollution
exposure has been associated with a risk factor in the morbid-
ity and mortality of respiratory and cardiovascular diseases.™’
Motor vehicles emit a large mixture of several harmful
chemical components, such as toxic gases, particulate matter
(PM) and other residues of incomplete combustion,® into the
atmosphere. The PM released into the environment carries
various constituents that can cause damaging health effects
adsorbed onto its surface, including polycyclic aromatic hydro-
carbons (PAHs) and heavy metals.”® Traffic-related PM is the
major source of air pollution in metropolitan areas, and
outdoor workers such as taxi drivers are expected to have a
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Are metals and pyrene levels additional factors
playing a pivotal role in air pollution-induced
inflammation in taxi drivers?
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greater exposure to air pollutants than the general population.’
1-Hydroxypyrene (1-OHP) is a metabolite of pyrenes, and it is
considered the main biomarker for assessing exposure to
PAHS, since pyrenes are present in high concentrations in mix-
tures of PAHs. There is a good correlation between external
exposure from traffic-related air pollution and excretion levels
of 1-OHP in urine."

It is established that pyrenes associated with air PM lead to
reactive oxygen species (ROS) production in the organism,
resulting in oxidative and inflammatory responses.'" Likewise,
it has been observed that the presence of PAHs jointly with
metals in traffic exhaust particles has substantial pro-inflam-
matory and oxidative effects."

Studies performed in our laboratory have already demon-
strated that the occupational exposure of taxi drivers to PAHs
and metals present in traffic-air pollution correlated with oxi-
dative and inflammatory damage.'*'* 1t is known that atmos-
pheric pollution is due to a complex mixture of chemical
agents and in the present work some agents were evaluated.
On the other hand, we concentrated on analysing the main
metabolite of pyrenes, 1-OHP, and trace metals, e.g. As, Hg
and Pb, because these pollutants showed the most pro-oxidant
and inflammatory effects, according to our previous results
from studies with taxi drivers." Although these previous
studies have shown an association between air pollution and
inflammation, few studies have examined additive or synergis-
tic effects. This study focused on evaluating which of these
xenobiotics (metals or pyrenes) is primarily responsible for the
inflammatory process observed in taxi drivers. Therefore, we
have gathered data from individuals recruited over three years
of study in order to better evaluate these risks of exposure.

Materials and methods

This study comprised one hundred and thirty two non-smoker
males. Subjects older than 60 years, smokers, with a history of
chronic diseases, taking vitamin supplementation and those
who had failed to collect samples or participate in any stage of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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the study were excluded. The group of workers who are poten-
tially exposed to outdoor air pollution on the streets during
their daily work consisted of 80 taxi drivers of Porto Alegre, the
capital of Rio Grande do Sul (RS), a southern state in Brazil.
The city is located in the extreme south of the country, with
approximately 1.5 million habitants and 822 thousand
licensed vehicles in circulation, resulting in a mean of 1.8
inhabitants per vehicle (Detran/2016). The group of workers
who are expected not to be exposed to outdoor pollution at
work consisted of 52 individuals with administrative occu-
pation and living in the same city as the exposed group. The
mean age of taxi drivers was higher (47.78 + 1.11 years) than
that of the control group (40.87 + 1.48 years) (p < 0.01).

The participants were recruited through advertising and
leafleting. Both the groups were simultaneously submitted to
equivalent examinations and procedures. The Committee on
Research Ethics at Federal University of Rio Grande do Sul
(No. 20322/11) approved this study. All the participants were
informed about the study and signed a consent form accord-
ing to the guidelines of the local committee.

All recruitment and sample collections were performed
during winter because this season is characterized by high levels
of air pollutants. Pre-work shift urine was collected for the deter-
mination of 1-hydroxypyrene and creatinine levels. Blood
samples were collected from all participants by venipuncture into
Vacutainer™ tubes. Blood-heparin tubes were collected and ali-
quots were stored at —20 °C inside free metal tubes until analysis
to determine the toxic metallic elements lead (Pb), mercury (Hg)
and arsenic (As). A tube, collected without anticoagulant, was
centrifuged at 1500g for 10 min at room temperature and the
serum obtained was frozen and kept under —80 °C for sub-
sequent determination of inflammatory cytokines.

The levels of the urinary metabolite of pyrenes, 1-hydroxypyr-
ene (1-OHP), were determined in urine samples by the enzymatic
hydrolysis of the conjugated metabolite, followed by solid phase
extraction and analysis of the reconstituted extract by high per-
formance liquid chromatography (HPLC) equipped with a fluo-
rescence detector.'® Urinary creatinine was determined by spec-
trophotometry using commercial kits (Doles, Brazil). The concen-
trations of 1-OHP were expressed in pmol mol™" creatinine.

The levels of metals mercury (Hg) and lead (Pb) and the
metalloid arsenic (As) in whole blood were analyzed by induc-
tively  coupled plasma-mass  spectrometry  (ICP-MS;
PerkinElmer-Sciex)."> As and Hg were expressed as pg 177,
while Pb as pg dI™.

View Article Online

Communication

Inflammatory cytokines were quantified using immuno-
logic ELISA methods for human interferon-y (IFN-y), tumor
necrosis factor-o (TNF-oo), interleukin-1p (IL-1p), interleukin-6
(IL-6) and interleukin-10 (IL-10) (R&D Systems), according to
the manufacturer’s instructions. The results were expressed as
pgml™.

Statistical analysis was performed using the SPSS software
(version 22). Normality was assessed through the Shapiro-Wilk
test. Results were reported as mean + standard error of the
mean (SEM). Comparisons between groups were achieved by
ANCOVA covariation adjusted for age. Multiple linear
regression analyses were performed to evaluate whether
inflammatory biomarkers are influenced by trace elements
and 1-OHP, using as covariates age, 1-OHP, As, Hg and Pb.
Values of p < 0.05 were considered significant.

Results and discussion

Experimental and epidemiological studies have highlighted
the association of PM with negative respiratory and cardio-
vascular effects, the inflammatory process being an important
mechanism behind these diseases."®'” Furthermore, it is
already proved that PM is able to carry various compounds like
metals and pyrenes adsorbed onto its surface, and they, in
turn, are responsible for triggering the inflammation that can
cause tissue damage.'®"?

The results obtained in the present study showed that the
concentrations of toxic elements (As, Hg, and Pb) quantified
in whole blood were significantly higher in taxi drivers in
relation to the non-exposed group, controlled by age (p <
0.001) (Table 1). The same was observed in the urinary levels
of 1-OHP (Table 1). Regarding the serum biomarkers of inflam-
mation, significant increases of pro-inflammatory cytokines
(IL-1p, IL-6, TNF-ot and IFN-y) were observed in the taxi drivers,
while the anti-inflammatory cytokine IL-10 was lower in this
group compared with the control (p < 0.001) (Fig. 1).

There is particular concern that co-exposure to PAHs
(pyrenes) and toxic elements may result in additive or synergis-
tic effects. A multiple regression analysis was performed to
evaluate which of these risk factors may influence more on the
inflammatory biomarkers (Table 2). Interestingly, blood Hg
was the major predictor of increase in all pro-inflammatory
cytokines (IL-1f, IL-6, TNF-o, and IFN-y) and decrease in the
anti-inflammatory cytokine IL-10 levels. This model accounted

Table 1 Blood metals and urinary 1-hydroxypyrene metabolite levels of the studied groups

Taxi drivers (n = 80)

Non-exposed (1 = 52) Limits recommended*’

As (ug 1“‘) 19.56 + 0.61**
Hg (g 17") 17.79 + 2.43**
Pb (ng dI™) 2.08 + 0.15**

1-OHP (umol mol ™" creatinine) 0.114 + 0.010*

13.18 £ 0.50 2to020
2.75+0.32 21020
1.29 £ 0.07 5to15

0.077 £ 0.004 —

Abbreviations: As: arsenic. Hg: mercury. Pb: lead. 1-OHP: 1-hydroxypyrene. Results are expressed as mean + SEM. ANCOVA covariation, adjusted
for age: *p < 0.01 compared with non-exposed individuals. **p < 0.001 compared with non-exposed individuals.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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Fig. 1 Circulating cytokine levels (pg ml™) from taxi drivers (n = 80)
and the non-exposed group (n = 52). Data are expressed as mean +
SEM. *p < 0.001 compared with non-exposed workers (ANCOVA
adjusted for age). IL-1p: interleukin-1p, IL-6: interleukin-6, TNF-o: tumor
necrosis factor alpha, IFN-y: interferon gamma, IL-10: interleukin-10.

for 33% IL-1p (R* = 0.329), 37% IL-6 (R* = 0.371), 36% TNF-u
(R* = 0.357), 43% IFN-y (R* = 0.425) and for 25% IL-10 (R* =
0.252). It was demonstrated that other chemical agents con-
tribute to the inflammatory process, but the role of Hg in
environment-exposed workers must not be underestimated.
Nevertheless, the urinary levels of 1-OHP were the second most
important biomarker associated with an increase of the cyto-
kines IL-1p, IL-6, TNF-a and IFN-y, while the arsenic levels in
blood were the second best marker of decreased IL-10. The
parameters age and Pb levels in the blood were weak predic-
tors of IFN-y changes in this model.

The taxi drivers presented a mean concentration next to the
maximum limit of As and Hg, while the levels of Pb were
within the reference value.”” Although the concentrations
found in taxi drivers do not exceed the maximum value estab-
lished by WHO, it was possible to observe significant changes
in the inflammatory markers in the exposed group. In this
context, our results indicated that relatively normal levels of
exposure to these toxic elements are potentially harmful to
these workers. Furthermore, applying biomarkers of exposure
and effect could be useful in providing insight into the biologi-
cal mechanisms.
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In this study, blood Hg was the major marker influencing
the increase of pro-inflammatory cytokines. This is in accord-
ance with our previous results; however, the previous statistic
model used did not consider 1-OHP as a parameter. The dele-
terious effects induced by Hg are already described, since this
metal accumulates in several tissues.*' Data from in vitro and
in vivo studies indicate the involvement of Hg in the develop-
ment of the inflammatory process by ROS production due to
its physicochemical properties.”*** However, human exposure
effects depend on the chemical form and sources of exposure
that include the inhalation of polluted air or the ingestion of
contaminated food.** In fact, exposure to multiple chemicals
may lead to many interactions with a wide array of underlying
mechanisms that may result in diverse health outcomes. Air
pollution exposure contributes to an increase in the inflamma-
tory process; however, other factors may also influence inflam-
mation, such as the time of exposure, lipid profile, and genetic
chronic diseases.”>* In this line, the weak correlation coeffi-
cients found could be justified by the mixture of chemical pol-
lutant agents in air, which may be affecting the individual cor-
relations obtained for exposure biomarkers when they are
grouped in the multifactorial analysis.

Although 1-OHP was not the main predictor of the changes
in inflammatory biomarkers by our statistical model, we
cannot underestimate its contribution to the inflammatory
process triggered by occupational exposure to air pollution.
PAHs are able to stimulate inflammation through different
ways and mechanisms, most of them are related to oxidative
stress. An example is the aryl hydrocarbon receptor (AhR)
pathway, where PAHs bind to the receptor and then activate
the expression of genes such as CYP1A1, which is related to
the excessive production of ROS and the formation of DNA
adducts. The activation of AhR also stimulates the production
of COX-2, the first step in the inflammatory cascade.*”

Conclusions

The results revealed that co-exposure to xenobiotics related to
the traffic air pollution such as Hg, As, Pb, and pyrenes can
significantly contribute to the inflammatory process in daily

Table 2 Multiple regression linear analysis of factors affecting the levels of inflammatory biomarkers adjusted for other potential confounders (n =

132)

IL-1p (pg ml™") IL-6 (pg ml™") TNF-o (pg ml™") IFN-y (pg ml™") IL-10 (pg ml™")

R*=0.329 R*=0.371 R*=0.357 R*=0.425 R*=0.252

p p-Values  f p-Values p-Values f p-Values f p-Values
Age (years) 0.033 0.686 —0.063 0.425 —0.130 0.104 —0.155 0.040 0.010 0.908
As (pg L~ ') 0.199 0.016 0.211 0.008 0.184 0.022 0.152 0.046 —-0.228 0.009
Hg (ngL™) 0.435 <0.001 0.447 <0.001 0.409 <0.001 0.527 <0.001 —0.388 <0.001
Pb (pg dL™) 0.094 0.300 0.173 0.051 0.234 0.009 0.214 0.012  —0.033 0.732
1-OHP (pmol mol™ creatinine) 0.244 0.003 0.267 0.001 0.292 <0.001 0.214 0.005 -0.222 0.011

As: arsenic. Hg: mercury. Pb: lead. 1-OHP: 1-hydroxypyrene. IL-1p: interleukin-1f. IL-6: interleukin-6. TNF-a: tumor necrosis factor-o. IFN-y:

interferon-y. IL-10: interleukin-10.

10 | Toxicol. Res., 2018, 7, 8-12
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exposed workers. However, there are many other chemical
agents in atmospheric pollution that also influence the inflam-
matory process, as suggested through a multiple linear
regression model. This study has provided important evidence
that Hg is the main xenobiotic responsible for the increase in
the pro-inflammatory cytokines, as well as the decrease of the
anti-inflammatory capacity represented by IL-10. This indicates
that the detection of biomarkers is an important step to
demonstrate health effects after exposure to pollutants.
Besides this, the inflammation process has been proposed as
the factor involved in mediating the pollutant effects on
cardiovascular disease and this co-exposure to xenobiotics
could be a risk factor for adverse health effects.
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CAPITULO IV

RESULTADOS ADICIONAIS







1. MATERIAIS E METODOS

1.1. Principios Eticos e Organograma do Estudo

Este estudo foi encaminhado ao Comité de Etica e seguiu o0s principios éticos
estabelecidos nas diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo
seres humanos do Conselho Nacional de Saude (resolugcdo N° 466, de 12 de
dezembro de 2012). O projeto teve aprovacdo do Comité de Etica da UFRGS (N°
1.499.204) (anexo 1), com subsequente aprovacdo do comité de ética do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (N° 1.553.525) e comité de ética do Instituto de Cardiologia
de Porto Alegre (N° 1.657.050) como centros coparticipantes. O organograma do
estudo esta representado na Figura 1. Os voluntarios do estudo, antes do inicio de
sua participacdo, assinaram e dataram pessoalmente o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (anexos Il e lll). Esse também foi assinado e datado

pessoalmente pelos responsaveis pelo estudo.
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Analises ja realizadas / Analises a serem realizadas

Historico Familiar / Habitos e Qualidade de Vida/ Zona de Local de Trabalho

Suscetibilidade
Individual

Biotransformagdo

MDA
ALA-D e Reativagdo

Antioxidantes exégenos

Polimorfismo Enzimatico

CYP1A1, GSTT1, GSTM1, ALA-D

Biomarcadores de Exposicao

1-OHP urinario
Metais sanguineos

Biomarcadores de Efeito

Moléculas de Adesdo
MCP1
Antioxidantes endogenos | Sistema complemento

Imunoglobulinas

Cometa
Cometacom
Enzimas de Reparo
{ Microntcleo

Suscetibilidade

Individual

Polimorfismo Enzimatico
Reparo ao Dano de DNA

0GG1

Hemograma completo

Enzimas hepaticas

Biotransformagdo

Processo Oxidativo

Preditores de

GSTT1, GSTM1 HMOX-1 Risco para
Cancer
Processo Inflamatério Reparo Danos do DNA p53
CD54, IL8, IL10 0GG1 CD26

Microalbumindria
NAG
Creatinina
Ureia
Acido Urico

Figura 1. Organograma do estudo. Lista de Abreviaturas: CYP1A1- Citocromo P450
familia 1; GSST1 — Glutationa S Transferase Theta-1; GSTM1 — Glutationa S Transferase Mu-
1; ALA-D — Aminolevulinato Desidratase; OGG1 — 8-oxoguanina DNA glicosilase-1; MDA —
Malondialdeido; MCP1- Proteina Quimiotatica de Mondcitos-1; CD54 — Cluster de
Diferenciacdo 54 ou Molécula de Adesédo Intracelular-1; IL8, IL10 — Interleucinas 8 e 10;
HMOX-1 — Heme Oxigenase-1; p53 — Proteina Supressora Tumoral; CD26 — Cluster de
Diferenciacé@o 26 ou Dipeptidil peptidase-4; NAG - N-acetil-B-D-glicosaminidase.

1.2. Selecéo dos Participantes do Estudo

A fase de coletas deste estudo se deu no inverno de 2016, entre 0s meses de
junho a agosto. Foram coletadas amostras bioldgicas de um total de 100 individuos
expostos ocupacionalmente aos poluentes atmosféricos, com permanéncia minima de
8 horas diarias na atividade funcional. O grupo de individuos expostos foi composto
por taxistas da cidade de Porto Alegre-RS. O grupo de néo expostos
ocupacionalmente a poluicdo atmosférica foi composto por individuos com atividades
administrativas, sendo coletadas amostras bioldgicas de 70 individuos saudaveis ao
total, do sexo masculino, com atividades administrativas internas.

150



Critérios de Incluséo: Individuos ocupacionalmente expostos a poluicdo
atmosférica, com exposi¢cdo minima de 6 meses (taxistas).

Critérios de Excluséo: Individuos fumantes, com histérico de doencas
cronicas infecciosas e/ou que fizessem uso de suplementos vitaminicos.

Os individuos que aceitaram participar deste projeto de pesquisa responderam
a um questionario de avaliacdo com questbes sobre habitos de vida, uso de
medicamentos, tempo de exposicdo, entre outros aspectos relevantes.

Os taxistas foram recrutados através do apoio do SINDITAXI de Porto Alegre e
os mesmos foram convidados a comparecer ao Laboratério de Analises Clinicas e
Toxicologicas (LACT) da Faculdade de Farmacia da UFRGS para realizacdo das
coletas de amostras bioldgicas e aplicacdo do questionario. Além disso, foram
distribuidos panfletos em forma de convite aos taxistas em pontos de taxi da cidade,
solicitando que entrassem em contato com 0s pesquisadores em caso de interesse
em participar da pesquisa, e para agendar a coleta dos dados e amostras. O grupo
controle foi composto por individuos trabalhadores de uma agéncia bancaria da cidade
de Porto Alegre. ApGs o aceite do CEP, contato com a instituicdo e aceite da mesma
em participar, as coletas foram realizadas nas dependéncias da agéncia bancéaria.

A fim de garantir a privacidade dos participantes e o carater confidencial dessa
pesquisa, foi utilizado um sistema de codificacdo e, para isso, a cada um dos
participantes foi entregue um nimero e este foi utilizado para identificacdo dos tubos
de coleta e respectivo questionéario de avaliacao.

Todas as coletas foram realizadas por pessoal capacitado e treinado do grupo
de pesquisa da responsavel por esse projeto de pesquisa (Prof2 Dr2 Solange Cristina
Garcia). As coletas de amostras biologicas, bem como a realizacdo das analises
clinicas de exames a serem entregues aos participantes, foram realizados
independentemente do resultado de avaliacdo do questionério (item 1.4 e anexo IV) o
qual poderia indicar presenca de critério de exclusdo, como, por exemplo, fumo,
individuos com doencas crénicas infecciosas e/ou uso de polivitaminicos.

Cabe salientar que os dados utilizados no Capitulo 11l (short communication)
eram oriundos de trabalhos prévios do grupo de pesquisa, realizados entre os anos de
2010 a 2015. Ademais, dependendo da abordagem a ser avaliada (manuscritos | e |l,
e resultados adicionais), foram selecionados individuos de cada grupo de forma a

manter o nUmero maximo de dados para as variaveis estudas.
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1.3. Obtencédo de Amostras Biologicas, Separacao, Tratamento e Descarte

As amostras biolégicas somente foram coletadas apds o consentimento formal
dos participantes, obtido pela assinatura do TCLE. Foram coletadas amostras de
urina, sangue venoso e células da mucosa bucal.

As amostras de urina foram coletadas ocasionalmente dos individuos controles
e expostos, e foram estocadas sob refrigeracéo de 2 a 8 °C até a separacgédo. Aliquotas
para a determinacéo da creatinina urinaria foram mantidas refrigeradas até a analise.
Foram separadas aliquotas para a determinacdo dos biomarcadores 1-hidroxipireno,
NAG e microalbumindria, as quais foram armazenadas a -80 °C até a realizacéo das
andlises.

Em relacdo as amostras sanguineas, individuos em jejum tiveram amostras de
sangue coletadas por venopunc¢éo, com e sem anticoagulantes (EDTA e heparina). As
amostras foram mantidas em banho de gelo até a chegada no laboratério. Foram
coletados 18 mL de sangue de cada participante. Destes, 6 mL de sangue foram
coletados em tubos a vacuo Vacuette® contendo heparina sodica como
anticoagulante. Aliquotas de sangue total foram separadas para a dosagem de metais,
determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes (CAT e GPx), realizacdo do
ensaio cometa, e para determinacdo da atividade enziméatica da ALAD. As aliquotas
para a dosagem de metais e para o ensaio cometa foram mantidas refrigeradas até as
andlises, enquanto as aliquotas para as dosagens das atividades das enzimas
antioxidantes e ALAD foram armazenadas a -80 °C. O restante do sangue foi
centrifugado a 1.500 g por 10 minutos para a separacédo do plasma. O plasma também
foi congelado a -80 °C. Ainda, 2 mL de sangue foram coletados em tubos a vacuo
Vacuette® com EDTA como anticoagulante e mantidos sobre refrigeracdo até a
separacao de células mononucleares e subsequente extracdo de RNA das mesmas.
Outro tubo de 2 mL com EDTA foi coletado e armazenado a -80 °C para posterior
extracdo de DNA. Um terceiro tubo de 4 mL com EDTA como anticoagulante foi
coletado e aliquotas de sangue total foram separadas e mantidas sob refrigeracao por
no maximo 6h para posterior avaliagdo do hemograma e moléculas de adesdo por
citometria. O restante do sangue deste Uultimo tubo de EDTA foi centrifugado a 1.500
g por 10 minutos para a separacédo do plasma para as dosagens do biomarcadores de
estresse oxidativo (MDA) e inflamatorio (MCP1), bem como para a determinacao dos
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niveis dos antioxidantes exdgenos vitamina E, retinol, p-caroteno e licopeno. Com
excecdo da aliquota de plasma de MDA, que foi processada no mesmo dia, as demais
aliguotas de plasma foram armazenadas a -80 °C até a realizacao das analises.

Finalmente, 4 mL de sangue foram coletados em tubos a vacuo Vacuette® sem
anticoagulante e imediatamente centrifugados a 1.500 g por 10 minutos para obtencao
do soro. Aliquotas foram separadas para as analises bioquimicas, quantificacdo de
IgE (HCPA), bem como para a quantificacdo dos niveis de vitamina C. O restante de
soro também foi aliquotado e armazenado. Com excecdo das aliquotas para as
analises bioquimicas, que foram mantidas refrigeradas, as demais aliquotas foram
mantidas a -80°C até a realizacao das analises.

Amostras de células epiteliais da mucosa bucal foram coletadas para analise
de micronucleos (dano de DNA), utilizando escova tipo Cytobrush. Foi solicitado que
0s participantes realizassem um “bochecho” com agua para eliminar possiveis
residuos alimentares e, posteriormente, que fizessem dez movimentos circulares com
a escova do lado de dentro da boca, em cada lado da bochecha. Apds, a escova foi
mergulhada em uma solucdo de NaCl 0,9% contida em um tubo de polipropileno de
15 mL, que foi mantido refrigerado. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a
1.500 rpm a 10 min para separacao do pellet de células, que foi ressuspendido com 1
mL de uma solucéo fixadora contendo metanol:acido acético (3:1, v/v) para preparacao
das laminas e realizagao das coloragodes.

Os materiais utilizados durante a coleta das amostras sanguineas foram
segregados e identificados como perfurocortantes em caixas de papeldo (Descarpack)
apropriadas para transporte e descarte desses materiais. Os materiais biol6gicos que
nao foram utilizados e os equipamentos de protecdo individual contaminados com
materiais biologicos foram acondicionados em sacos de lixo branco leitoso e
identificados como Residuos Bioldgicos (Grupo A). Os solventes e reagentes utilizados
nesse trabalho foram devidamente identificados, segregados e descartados conforme
orientacdes da COSAT. O descarte de todos os materiais utilizados na realizagéo
desse trabalho foi realizado conforme a COSAT/Faculdade de Farmacia (UFRGS).

1.4. Aplicacéo de Questionario Complementar
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A fim de obter mais informacdes dos participantes, além dos critérios de
exclusdo, foi aplicado um questionario complementar. Os participantes foram
questionados sobre sua qualidade de vida, através de relatos de doencas cronicas
(infecciosas ou nao), uso cronico de medicamentos e frequéncia de sintomas que
poderiam ser relacionados ao trabalho e exposicdo. Também, foram questionados
sobre seu historico familiar com respeito a doencas cronicas relacionadas a problemas
cardiovasculares e também histérico de cancer e quais os tipos. Por fim, os
participantes também responderam a um questionario alimentar, elaborado com bases
no Guia Alimentar do Ministério da Saude de 2006 (Ms e Brasil, 2006).

1.5. Monitoramento Bioldgico

1.5.1. Biomarcadores de Exposicao

1.5.1.1. 1-Hidroxipireno Urinario (1-OHP)

O metabdlito urinario do B[a]P, 1-OHP, foi analisado utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo metodologia previamente implementada.
Resumidamente, a urina foi diluida com tampé&o acetato e € adicionada a enzima -
glucuronidase, seguida de incubagcdo a 37°C durante 2h. Subsequentemente, as
amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo em fase solida (SPE). A
eluicdo foi realizada com isopropanol, seguido por evaporag¢do sob uma corrente de
ar comprimido a 37 °C e a reconstituicio em metanol antes da injecdo no
cromatdgrafo. A deteccdo se deu em detector de fluorescéncia, com comprimentos de
onda de excitacdo e emissao a 242 e 388 nm, respectivamente. Os resultados foram

expressos como ng gt de creatinina.

1.5.1.2. Metais em sangue total

Os niveis de elementos essenciais (Co, Cu, Mn, Se, V e Zn) e téxicos (As, Ni e
Ti) foram determinados em sangue total com heparina. Para a quantificacdo, 1 mL de
acido nitrico ultrapuro 65% foi adicionado a 500 pL de sangue em tubo de polipropileno
para digestdo. A mistura foi digerida por aquecimento a 95 °C durante 4 horas. Os

extratos foram resfriados a temperatura ambiente e o volume foi completo até 10 mL
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com agua ultrapura. As concentracfes dos elementos foram determinadas por
espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS; Perkin Elmer-
SCIEX, USA), de acordo com o método de Mateus et al., (2013). O padrao utilizado
foi o rédio (Rh) 400 pg L1, preparado em solugdo aquosa acidificada com &cido nitrico
(HNO3) 1%. As concentracdes da curva de calibracéo variaram entre 5 e 80 ug L. As
solucdes de calibracao foram preparadas utilizando uma solucéo estoque 10.000 ug
Lt (Perkin ElImer 29).

Os limites de detecc¢ao (LD) e quantificacao (LQ) foram calculados baseados
no desvio padrao (DP) dos brancos de calibracao (n= 10): 3 vezes os DP para LD (ou
10 vezes para o LQ), dividido pelo declive da curva de calibracdo. A precisdo e
acuracia do método analitico foram monitoradas através do uso de materiais de
referéncia, analisados a cada 15 amostras. Quando ocorriam diferengcas > 10%, a
calibracdo era repetida. A acuracia do método foi avaliada através do material de
referéncia certificado para sangue total ClinCal® Whole Blood Calibrator (RECIPE®
Chemicals, Munique, Alemanha), analisado utilizando o mesmo procedimento

realizado para as amostras.

1.5.2. Biomarcadores de Efeito

1.5.2.1. Genotoxicidade

1.5.2.1.1. Ensaio Cometa por fluorescéncia

O ensaio cometa foi realizado em sangue total conforme descrito por Goethel
e colaboradores (2014), com algumas modificacdes. Resumidamente, células do
sangue (5 yL de sangue total periférico) foram embebidas em 95 yL de agarose de
baixo ponto de fusdo. Essa mistura foi transferida para uma lamina ja coberta com
agarose normal. ApGs a solidificacdo, as laminas foram mergulhadas em solucéo de
lise gelada (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM, pH 10,0-10,5), com adicéo de
1 % Triton X-100 e dimetil sulféxido (DMSO) 10% por no minimo uma hora e no
maximo duas semanas. Posteriormente, as laminas foram incubadas na cuba de
eletroforese com tampéao de eletroforese (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH 12,6) por

20 min.
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Posteriormente foi realizada a corrida de eletroforese por 15 min a 25 volts (0,90
V /cm) e 300 mA, a uma temperatura de 4°C. Apos a corrida eletroforética as laminas
foram cobertas com solucéo neutralizadora (Tris 0,4 M (pH 7,5). No dia da andlise das
laminas em microscopio 6ptico as laminas foram coradas com Gel Red® (diluicéo
1:500). Para a visualizacdo do dano no DNA foram analisadas 100 células por
participante em microscopio com fluorescéncia (Olympus 1X71, Olympus Corp,
Japéao). As laminas foram feitas em duplicata, sendo contadas 50 células de cada
lamina. Os resultados foram analisados através do software Comet Score™ e

expressos por porcentagem de DNA na cauda (% DNA in tail) e momento de cauda.

1.5.2.1.2. Ensaio cometa com enzimas de reparo de DNA

O dano de DNA foi analisado utilizando a versao alcalina do teste cometa
segundo Goethel e colaboradores (2014). As laminas permaneceram na solucéo de
lise e apds foram lavadas duas vezes com tampéao (tampao HEPES 40 mM, KCI 0,1M,
BSA — albumina de soro bovino 0,2 mg/mL e EDTA 0,5 mM, pH 8,0). As enzimas
foram utilizadas nas seguintes concentracdes: FPG - Formamidopirimidina — DNA
glicosilase (8.000 U/mL) e ENDO Il - Endonuclease (10.000U/mL). A diluicdo das
enzimas foi realizada com tampédo 1 M. Na etapa seguinte foi adicionado 60 pL da
solucdo enzimatica sobre as laminas, deixando agir por 30 minutos (enzima FPG) e
por 45 minutos (Endo IIl), ambas a 37° C em presenca de umidade, para deteccao de
pirimidinas e purinas oxidadas, respectivamente. Em seguida, foi realizada a
eletroforese e as demais etapas do ensaio cometa, seguindo o protocolo do cometa

alcalino.

1.5.2.1.3. Ensaio de Micronucleo

Células bucais foram coletadas usando um procedimento estabelecido por
Goethel e colaboradores (2014), utilizando escova tipo Cytobrush. Antes da coleta das
células bucais, foi solicitado que os participantes lavassem a boca cuidadosamente
com agua através de bochechos para remover quaisquer detritos indesejados. As
células foram removidas com auxilio de escovas dentais através de 10 movimentos

circulares contra o interior de cada bochecha, a partir de um ponto central com
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aumento gradual de circunferéncia. Em seguida, as cabecas das escovas foram
colocadas individualmente em tubos de 15 ml, que continham NaCl 0,9% e foram
mantidas em geladeira. As células passaram por ciclos de lavagem e centrifugacao e
foram ressuspendidas com 1 mL de uma solugdo fixadora contendo metanol:acido
acético (3:1, v/v). A solucéo de células foi distribuida em laminas para serem coradas
com fucsina e Fast green. Posteriormente, 1000 células foram analisadas por lamina
utilizando microscopia Optica e avaliando a presenca de células com formacdo de

micronucleo.

1.5.2.2. Imunotoxicidade

1.5.2.2.1. Moléculas de Adeséo

Foi utilizado sangue total para quantificacdo da porcentagem de linfécitos e
mondcitos expressando as moléculas de adesdo CD54, CD18, CD62-P e CD62-L.
Para quantificar a expressdo das moléculas de adesédo, o sangue total (50 pL) foi
incubado no escuro por 30 minutos com 3 pL do respectivo anticorpo monoclonal. Os
eritrocitos foram lisados apds adicao de uma solucéo de lise (Becton & Dickinson, Sao
José, CA, EUA) e, ap6s centrifugacgédo, os leucdcitos foram ressuspendidos com PBS.

As células foram analisadas em citdmetro de fluxo FACS Calibur (Becton &
Dickinson). Os linfécitos e mondcitos foram selecionados por GATE manual, através
dos parametros de granulosidade e complexidade. Por fim, a expressao das
moléculas de adesdo em linfécitos e mondcitos do grupo de taxistas foi comparada a
expressdo das mesmas no grupo de ndo expostos ocupacionais. Os resultados séo
expressos como % de células (linfocitos ou mondcitos) expressando a molécula de

adesd@o em sua superficie.

1.5.2.2.2. Proteina Quimiotatica de Monécitos 1 (MCP1)

As concentracbes de MCP1 foram quantificadas em amostras de plasma
utilizando método imunoenzimatico (ELISA), de acordo com especificacdes fornecidas
pelo fabricante (Becton & Dickinson, Sdo José, CA, EUA). Os resultados foram

expressos como pg mL™.
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1.5.2.2.3. Imunoglobulinas e sistema complemento

Os niveis das imunoglobulinas (IgG, IgM e IgA) e dos complementes 3 e 4 foram
avaliados em soro por imunoturbidimetria utilizando kits Bioclin no equipamento BS-
120 (Mindray, China). J& os niveis de IgE também foram quantificados em soro, mas
em parceria com o HCPA, no Servico de Patologia Clinica, utilizando
imunoturbidimetria no equipamento Architect Ci 4100 da ABBOTT e utilizando kits da
marca ABBOTT. Os resultados foram expressos como mg dL?!' para as

imunoglobulinas (G, M e A) e sistema complemento, e como Ul mL* para a IgE.

1.5.2.3. Nefrotoxicidade

1.5.2.3.1. Microalbuminduria

Os niveis urinarios de albumina foram quantificados através de kit comercial
imunoturbidimétrico da Bioclin no equipamento BS-120 (Mindray®, China). Os valores
foram corrigidos pelo valor da creatinina urinéria e os resultados expressos como mg

microalbumindria g* creatinina.

1.5.2.3.2. N-acetil-B-D-glicosaminidase Urinaria (NAG)

A quantificagdo da N-acetil-B-D-glicosaminidase urinaria (NAG) foi realizada de
acordo com Maruhn (1976). A amostra foi adicionada a uma solucdo contendo p-
nitrofenil- N-acetil-B-D-glicosaminida dissolvida em solucdo tampéao citrato de sédio
0,2 mol L (pH 4,4). A mistura resultante foi incubada a 37 °C por 15 minutos para que
ocorresse hidrolise enzimatica do substrato com liberagdo do ion p-nitrofenilato. O
produto da reacdo foi quantificado por espectrofotometria em 405 nm. Os valores
foram corrigidos pela concentracdo de creatinina urinaria e expressos como U NAG g

1 creatinina.

1.5.2.3.3. Parametros Bioquimicos de Func¢édo Renal
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Creatinina urinaria e sérica, ureia e acido urico séricos foram quantificados em soro
através de Kits Comercias Bioclin® por espectrofotometria no equipamento BS-120
(Mindray®, China).

1.5.2.4. Hemato e Hepatotoxicidade

1.5.2.4.1. Hemograma Completo

Os hemogramas completos foram realizados por método automatizado (Pentra
XL80) e microscopia complementar (para contagem diferencial de leucécitos). Analise
realizada no Laboratorio de Analises Clinicas e Toxicoldgicas (LACT) da Faculdade
de Farmécia da UFRGS.

1.5.2.4.2. Enzimas Hepaticas

As dosagens séricas da aspartato aminotransferase (AST) alanina
aminotransferase (ALT) e gama glutamiltransferase (GGT) foram realizadas por
método colorimétrico enzimatico utilizando kits Bioclin no equipamento BS-120
Mindray®.

1.5.2.5. Estresse Oxidativo

1.5.2.5.1. Antioxidantes enziméaticos

1.5.2.5.1.1. Atividade e Reativagédo da Enzima &-aminolevulinato desidratase

A atividade e os indices de reativacao da enzima d-aminolevulinato desidratase
(ALAD) foram dosados em sangue total com heparina por espectrofotometria,
seguindo o método de Sassa (1981). A atividade enzimatica foi determinada pela taxa
de formacdo de porfobilinogénio (PBG) na presenca e na auséncia dos agentes
ditiotreitol (DTT) e ZnCl2. Para a atividade da ALAD, a amostra hemolisada com triton
foi pré-incubada por 10 minutos e a reacao enzimatica foi iniciada pela adigao de acido

d-aminolevulinico (ALA) 4 mM em solucéo tampéo fosfato de potassio (TFK) pH 6,8,
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perfazendo 1 h de reacéo a 37°C. Para a determinacdo dos indices de reativacédo da
enzima, a Unica diferenca foi a adicdo de DTT 2 mM e ZnCl2 100 mM nos tubos antes
do periodo de pré-incubacao. O produto de ambas as reacdes foi quantificado a 555
nm. Os indices de reativacdo foram determinados pela equacéo: A—B /A x 100, onde
A= absorbancia da ALAD com DTT/ ZnClz; B= absorbancia da ALAD sem DTT/ ZnCla.
A atividade da ALAD foi expressa em U/L (nmol PBG/h/mg Hb) e os indices de

reativacdo em porcentagem (%).

1.5.2.5.2. Antioxidantes ndo enzimaticos

1.5.2.5.2.1. Antioxidante ndo enzimatico enddgeno

Os niveis de grupos tidlicos nédo-proteicos, representados majoritariamente
pela glutationa reduzida (GSH) eritrocitaria, foram determinados por
espectrofotometria a 412 nm, de acordo com método de Ellman (1959). O contetudo

de tiois ndo-proteicos foi expresso em GSH mM * (Ht/Hb).

1.5.2.5.2.2. Antioxidantes ndo enzimaticos exégenos

A quantificacdo simultanea de vitamina E, retinol, B-caroteno e licopeno foi
realizada de acordo com Charéo e colaboradores (2012). As amostras plasmaticas
foram extraidas com uma solucao de etanol:n-butanol (50:50, v/v) e 0 sobrenadante
foi injetado no sistema de CLAE. A quantificagdo do 3-caroteno e licopeno foi realizada
com detector visivel em 450 nm. A fluorescéncia com dois diferentes comprimentos
de onda de excitacdo e emissao foi monitorada para a quantificacdo do retinol (exc.:
340 e em.: 520 nm) e a-tocoferol (exc.: 298 e em.: 328 nm). Os resultados foram
expressos em umol L1,

Os niveis séricos de vitamina C foram determinados por CLAE com detector
ultravioleta, de acordo com o método de (Baierle et al., 2012). O tris [2-carboxietil]
hidrocloridrato de fosfina (TCEP) foi utilizado como agente redutor. Apos a
desproteinizacdo da amostra com acido perclorico 10% (v/v), o sobrenadante obtido
apos centrifugacao foi injetado no cromatégrafo. Os niveis séricos de vitamina C foram

expressos em mg L.
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1.5.3. Biomarcadores de Suscetibilidade

1.5.3.1. Polimorfismo Enzimético

O material genético foi isolado a partir de sangue total com EDTA pelo método
de salting out (Lahiri e Nurnberger Jr, 1991). O polimorfismo da enzima ALAD foi
determinado através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
utilizando sondas Tagman® para a deteccdo do SNP rs1800435, através do
equipamento StepOne (Applied Biosystems). O volume de reacdao final foi de 13 pL, e
a ciclagem do equipamento foi programada para as amostras serem aquecidas por 30
segundos a 60 °C, seguidos de 10 minutos a 95 °C e incubacéo de 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. Em todas as reac¢des foram realizados controles
negativos, e foi realizado sequenciamento dos 2 gendtipos encontrados nos
resultados de PCR para confirmac&o do SNP.

Ja os polimorfismos de alelo nulo para as enzimas GSTM1 e GSTT1 foi

determinado usando os seguintes primers (5°-3’):

GSTML1: F-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC e R-
GTTGGGCTCAAATATACGGTGG;

GSTT1: F-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC e R-
TCACCGGATCATGGCCAGCA;

ALBUMINA: F-GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC e R-

GCCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC.

A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando um protocolo de PCR no
instrumento Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) com 100 ng de DNA e volume
final de reacdo de 25 pL. As reagBes ocorreram utilizando 0,02 U puL?! de Taq
Polymerase em tampao contendo 0,4 uM de cada primers; 0,2 mM de cada dNTP
(adenosina, citosina, guanina e timidina); tris-HCI 10 mM pH 8,9; KCI 50 mM; e MgCl2
2 mM. As amostras foram aquecidas no termociclador por 5 minutos a 95 °C, e as
incubacdes continuaram por 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 45 segundos a 62 °C
e 30 segundos a 72 °C. Os produtos de PCR de 215 pb (GSTM1), 350 pb (albumina)
e 480 pb (GSTT1) foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com SYBR Safe
(Thermo Fisher Scientific) apods a corrida eletroforética de 30 min, a 15 A e 300 mV.
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Os polimorfismos das enzimas OGG1 (SNP rs1052133) e CYP1Al (SNP
rs1048943) serdo ainda avaliados por genotipagem através do método de PCR em
tempo real. Estas analises foram e serdo realizadas em parceria com o HCPA na
Unidade de Andlises Moleculares e de Proteinas (UAMP) e no Centro de Terapia
Génica (CTG).

1.5.3.2. Expresséo Génica

Expressdes génicas de marcadores de cancer (p53 e CD26), da molécula de
adesao ICAM-1, enzima antioxidante heme oxigenase-1 (HMOX-1) e da enzima de
reparo ao DNA 8-oxoguanina DNA glicosilase-1 (OGG1) foram realizadas na UAMP
do HCPA.

ApoOs a separacao da células mononucleares por densidade de centrifugacéo
utilizando o Ficcol-Histopaque (Sigma Aldrich), o RNA total foi extraido dos
mononucleares através lise celular com trizol na proporcdo 1:3 (amostra:trizol). As
amostras foram entdo extraidas com cloroférmio agitando-se em vortex por 15
segundos e centrifugando-se a 12000xg por 15 minutos para separar as fases
organica e aquosa. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e a ela foi
adicionado 500 pL de alcool isopropilico para biologia molecular (Sigma Aldrich) a fim
de precipitar o RNA em banho de gelo por 10 minutos. Apds centrifugacéo por 10 min
a 12000xg e 4 °C, o isopropanol foi removido por inversao do tubo e foi adicionado 1
mL de etanol 70% (etanol para biologia molecular, Sigma Aldrich) preparado com agua
DEPC para lavar o pellet de RNA e auxiliar na secagem do mesmo. Depois de secas
por ndo mais que 10 minutos, as amostras foram ressuspendidas em 20 uL de agua
DEPC.

A concentracdo e pureza do RNA foram quantificadas utlizando o
espectrofotometro Nanodrop Thermo 1000 (Thermo Scientific, EUA). Apds a
quantificacdo, as amostras foram tratadas com DNase (Promega, Madison,
Wisconsin, EUA), na proporc¢éao de 1 pL DNAse:1 ug RNA, com o objetivo de eliminar
qualquer residuo de DNA na amostra. Em seguida, a conversdo do RNA a cDNA foi
realizada utilizando o kit High Capacity cDNA Transcription (Thermo Scientific) e

utilizando o termociclador Veriti® 96-Well Fast (Applied Biosystems™, EUA) com as
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condicOes ideais para atividade da enzima transcriptase reversa, de acordo com as
instrucdes do fabricante.

As amostras de cDNA obtidas foram entéo diluidas para uma concentracao final
de 1 ng pL?* com agua DEPC. O ensaio de expressdo génica ocorreu como uma
reacao duplex no sistema de PCR em tempo real StepOne (Thermo Scientific) com
um volume final de reacdo de 10 pL por poco e utilizando sondas TagMan (Thermo
Scientific). Como controle enddgeno foi utilizado a beta-actina.

As reacdes se deram em placas de 48 pocos, adicionando-se 5 pL do tampéo
de expressao génica Master Mix (Thermo Scientific), 0,5 uL de cada par de primers
(gene alvo (FAM) e beta-actina (VIC)), 1 uL de agua DEPC e 3 pL de amostra (total 3
ng). As reacgOes foram realizadas em duplicata para cada amostra, bem como um
controle negativo com &gua foi utilizado em cada placa de reac¢des. Os resultados
foram analisados no préprio software do equipamento. O nimero de vezes que a
expressao génica dobra em relacdo ao gene constitutivo e em relacdo ao grupo
controle foi calculada como 2-22Ct. O AACt foi calculado usando o ACt1 (Ct do gene
alvo — Ct da beta-actina) — ACt2 (média total de todos ACt1 do grupo controle).

1.6. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas dos resultados adicionais deste Capitulo IV foram
realizadas com o total de 141 individuos (85 taxistas e 56 individuos NEO). Os dados
foram analisados utilizando o software IBM SPSS Statistics versdo 22. Em relacdo as
variaveis continuas, primeiramente foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk para verificar a distribuicdo de cada uma e classifica-la como paramétrica ou ndo
paramétrica. As variaveis foram entdo comparadas entre grupos utilizando-se o teste
t de Student (paramétricas) ou Mann-Whitney (ndo paramétricas) e as correlacdes
entre variaveis foram avaliadas através da correlacdo de Pearson ou Spearman,
conforme a distribuicdo das varidveis em estudo. Os dados foram apresentados como
meédia = erro padrdo da média (EP) ou como mediana (intervalo interquartil ou
amplitude). Para comparacfes de frequéncia entre duas variaveis categoricas, foi
empregado o teste Qui-Quadrado. Quando alguma variavel do estudo apresentou
relacdo com a idade, presenca de doenca crénica ou fumo passivo, foi realizado teste

de covariagdo ANCOVA para controlar estes fatores e fazer comparagbes entre
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grupos. Além disso, correlacdes parciais também foram realizadas ajustando-se esses

fatores confundidores. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de 5% (p<0,05).
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2. RESULTADOS

2.1. Caraterizacao da populacédo estudada

Em relagdo a sua cor/raca, a maioria dos participantes do estudo se
autodeclarou como branca, sendo que o grupo de ndo expostos ocupacionalmente a
poluicdo atmosférica (NEO) apresentou maior porcentagem de autodeclarados
brancos e ndo houve nenhum autodeclarado de cor parda dentro deste mesmo grupo
(Figura 2).

Cor/raga autodeclarada Cor/raga autodeclarada
Taxistas N&o Expostos

mBranco mPardo mNegro EBranco ®Pardo ®Negro

Figura 2. Cor/raga autodeclaradas pelos participantes dos grupos do estudo. Valores
expressos como % dentro do grupo em questao.

Em relacdo ao local de trabalho, todos os individuos do grupo de NEO
trabalhavam com atividades administrativas internas a instituicAo bancéria
participante e, portanto, reclusos da exposi¢cdo a poluicdo atmosférica durante o
trabalho. Quanto aos taxistas, a grande maioria indicou trabalhar em pontos de taxi
localizados em meio a intenso trafego de veiculos como pode ser observado na Figura

3.
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Figura 3. Pontos de trabalho dos taxistas dentro da cidade de Porto Alegre. Valores
expressos como numero de taxistas que trabalha no referido ponto de taxi. HPS:
Hospital de Pronto Socorro; HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Quando questionados sobre sua profissdo anterior a atual, apenas 12,5% dos
individuos do grupo controle relataram ter alguma outra profissdo que nao envolvesse
atividade administrativa em local fechado, garantindo que os individuos deste grupo
de fato foram ou sdo menos expostos ocupacionalmente a poluicdo que o grupo de
taxistas. Além disso, 42,3% dos taxistas também relataram uma profissdo anterior
com atividades administrativas, demonstrando que a atual exposi¢cdo ocupacional a
poluicdo nestes participantes ndo apresenta efeitos cumulativos. Entretanto, 15
taxistas (quase 18%) informaram terem trabalhado profissionalmente como motoristas
antes e 7% dos taxistas informaram que sempre trabalharam nesta profisséo,
apresentando entdo uma exposicao e riscos de dano inerentes a ela e cumulativos ao

longo dos anos (Figura 4).
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Figura 4. Profissdes antecedentes a atual de ambos os grupos estudados. Valores
expressos como numero de taxistas ou ndo expostos que tiveram a referida profissao.

2.1.1. Resultados obtidos através do questionario

Quando questionados sobre o historico familiar de cancer, os tipos mais citados
dentre os participantes do grupo NEO foram: cancer de mama (32,1%), no trato
digestivo (23,2%), ndo especificado (19,6%), de pulmao (16,1%), de préstata (14,1%),
leucemia (8,9%), de pele (8,9%), boca/traqueia/eséfago (8,9%) e renal (7,1%). J& no
grupo de taxistas, os canceres mais citados foram: ndo especificado (20%), trato
digestivo (17,6%) préstata (17,6), boca/traqueia/esdfago (12,9%), pulméao (8,2%),
mama (7,1%) e de pele (5,9%) e leucemia (4,7%).

Além disso, os participantes também responderam se eram portadores de

alguma doenca crénica néo infecciosa e se em sua familia havia histérico das mesmas
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(Tabela 1). De uma maneira geral, os taxistas apresentam mais doencas crénicas que
os individuos ndo expostos, com destaque para diabetes e hipercolesterolemia, ao
passo que os individuos ndo expostos relataram ligeiramente mais casos de
hipertensdo arterial que os taxistas. Semelhantemente, quando comparados o
historico familiar dos grupos, € possivel observar que os pais dos taxistas também
apresentaram maior frequéncia de doencas cronicas, podendo entdo estas doencas

terem cunho genético e ndo ocupacional.

Tabela 1. Doencas cronicas entre ndo expostos (n= 56) taxistas (n= 85) e historico
familiar. Sendo, HC: hipercolesterolemia. AVC= acidente vascular cerebral. HAS=
hipertenséo arterial sistémica.

Participante Historico Familiar

Pai Mae Irmdos Avos Primos/

Grupos n (%) .
(%) (%) (%) (%)  Tios (%)

. 1 6 (10,7) 7,1 14,3 25 3,6 23,2

Diabetes

2 14 (16,5) 223 247 18,8 7,1 17,6

1 2 (3,5) 1,8 3,6 - 1,8 -
HC

2 11 (12,9) 2,3 47 - 1,2 -

1 - 7,1 7,1 26,8 1,8 7,1
AVC

2 - 14,1 10,6 9,4 3,5 10,6
Problemas 1 - 23,2 10,7 33,9 1,8 12,5
Cardiacos 2 1(1,2) 28,2 16,5 16,5 4,7 17,6
HAS 1 15 (26,8) 23,2 25 30,4 16,1 17,9

2 20 (23,5) 20 247 16,5 9,4 4.7

1= NEO (ndo expostos ocupacionalmente); 2= taxistas.

Seguindo a classificacdo proposta aos participantes através do questionario, foi
possivel observar que a maioria dos taxistas e NEO classificam seu estado de saude
como “bom”, mas uma maior porcentagem de NEO em relacéo aos taxistas classifica
ainda seu estado de saude como “muito bom”. Além disso, houve uma diferenca
estatistica significativa entre a média geral das frequéncias (%) de classificacdo dos
grupos, provando que ha diferenca sobre a opinido pessoal dos trabalhadores sobre
seu estado de saude, tendo uma pior classificacao entre os taxistas (Tabela 2).

168



Tabela 2. Comparativo da classificacdo pessoal dos participantes sobre estado de
saude.

Sentem-se NEO Taxistas
Muito Mal (n) (%) 0 (0%) 1(1,2%)
Mal (n) (%) 2 (3,6%) 4 (4,7%)
Bem (n) (%) 37 (66,1%) 71 (83,5%)*
Muito Bem (n) (%) 17 (30,4%) 9 (10,6%)*

NEO: ndo expostos ocupacionalmente a poluicdo atmosférica. %: Porcentagem dentro do
respectivo grupo. * Média das frequéncias significativamente diferente em relacdo ao grupo
NEO (p<0,05) (teste qui-quadrado).

Em relacdo a frequéncia de sintomas relatada em resposta ao questionario, foi
possivel observar que os taxistas relatam maior frequéncia de sintomas de irritagéo
nos olhos e no nariz, ao passo que os individuos do grupo NEO relatam mais sintomas
de alergia, rinite, dor muscular, insénia, sonoléncia e disturbios respiratorios. Em
relacdo a razdo de chances, taxistas apresentaram relevantes chances, porém nao
significativas, em relacdo aos NEO de apresentar irritacdo nos olhos e na pele,
coceiras, bronquite, alteracdo na salivacdo (boca seca ou salivacdo excessiva) e

tremores (Tabela 3).
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Tabela 3. Sintomas relatados pelos participantes, dado em frequéncia (%), e razéao de
chances de taxistas apresentarem o0s sintomas em relacdo aos nao expostos
ocupacionalmente (NEO) a poluicdo atmosférica. Sendo: N (nunca), AV (as vezes),
S(sempre), %: Porcentagem dentro do respectivo grupo.

NEO Taxistas Razé&o de
(n=56) (n=85) Chances
Sintomas (%) N AV s N AV S TaﬁEgIS/
Dor de Cabega 339 625 3,6 388 553 59 0,809
Tontura 80,4 19,6 0,0 788 176 3,5 1,099
Vertigem 89,3 10,7 0,0 88,2 106 1,2 1,111
Dor de Estbmago 625 375 0,0 69,4 259 47 0,848
Irritacdo no Nariz* 536 393 7,1 57,6 22,4 20,0 0,734
Irritagcdo nos Olhos* 58,9 41,1 0,0 459 424 118 1,614
Irritacéo na Pele 75,0 250 0,0 81,2 176 1,2 1,692
Les&o nas Méos 946 3,6 1,8 92,9 3,5 3,6 0,696
Coceira 69,6 30,4 0,0 76,5 21,2 24 1,342
Alergia** 62,5 357 18 882 106 1,2 0,706
Palpitacbes 76,8 232 0,0 84,7 141 1,2 0,597
Bronquite 946 54 0,0 894 71 35 2,092
Falta de Ar 85,7 143 0,0 859 129 172 0,986
Rinite* 46,4 482 54 541 28,2 17,6 0,735
Dor na Coluna 41,1 46,4 125 | 40,0 424 17,6 1,045
Cansaco 339 60,7 54 | 412 435 153 0,734
Problema Auditivo 786 21,4 0,0 76,5 176 59 1,128
Dor Muscular** 446 554 0,0 56,5 30,6 129 0,622
Sonoléncia** 41,1 57,1 1,8 659 27,1 71 0,361
Alteracéo Salivagdo 89,3 10,7 0,0 75,3 20,0 47 2,734
Tremores 96,4 36 0,0 91,8 59 24 2,423
Insénia* 66,1 32,1 18 80,0 14,1 59 0,487
Alteracdo de Humor 53,6 446 1,8 529 400 71 1,026
Distarbio 82,1 16,1 1,8 894 47 59 0,545
Respiratorio*

* e **: Frequéncia de sintomas significativamente diferente entre os grupos (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente). Razdo de chances para observacdo dos sintomas entre 0S grupos
(taxistas sobre controles), calculada considerando a soma da frequéncia das respostas as
vezes e sempre de cada grupo e considerando um intervalo de confianga de 95%.
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2.1.2. Carateristicas alimentares

Os héabitos alimentares dos participantes foram avaliados e classificados de
acordo com os passos recomendados pelo Guia Alimentar do Ministério da Saude de
2006 (Guia De Alimentacao, 2006) em aderidos ou n&o aderidos, como segue:

Passo 1: Aderido = ingerir frutas, verduras e legumes diariamente;

Passo 2: Aderido = consumir feijdo pelo menos quatro vezes por semana;

Passo 3: Aderido = consumir alimentos gordurosos no maximo uma vez por
semana;

Passo 4: Aderido = resposta negativa a pergunta sobre adicdo de sal nos
alimentos ja preparados;

Passo 5: Aderido = reduzir a duas vezes ou menos por semana a frequéncia
do consumo de alimentos ricos em agucar;

Passo 6: Aderido = consumir refrigerantes e bebidas alcodlicas em uma
frequéncia igual ou inferior a seis vezes;

Passo 7: Aderido = negativa a pergunta relativa a velocidade da refeicao.

Passo 8: Aderido = praticar algum tipo de atividade fisica pelo menos duas

VeZeSs na semana.

Tabela 4. Frequéncia de aderéncia dos participantes as recomendac¢fes do Guia
Alimentar do Ministério da Saude de 2006.

NEO (n= 56)
Passo 1 (n) (%) 4 (7,1%)
Passo 2 (n) (%) 22 (39,3%)

Taxistas (n= 85)
16 (18,8%)*
59 (69,4%)***

Passo 3 (n) (%)
Passo 4 (n) (%)
Passo 5 (n) (%)
Passo 6 (n) (%)
Passo 7 (n) (%)

16 (28,6%)
46 (82,1%)
33 (58,9%)
51 (91,1%)
19 (33,9%)

23 (27,1%)
71 (83,5%)
45 (52,9%)
61 (71,8)*
36 (42,3%)

Passo 8 (n) (%) 32 (57,1%) 29 (34,19%)**

NEO: ndo expostos ocupacionalmente a poluicdo atmosférica. * p<0,05, ** p<0,01 e ***
p<0,001: frequéncia de aderéncia significativamente diferente entre os grupos (teste qui-
quadrado).
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Foi possivel observar que os taxistas tém uma maior frequéncia na ingesta de
frutas, saladas, legumes e oleaginosas (feijao), ao passo que também ingerem mais

refrigerantes e praticam menos atividade fisica em relagéo aos individuos NEO.

2.2. Biomarcadores de efeito

2.2.1. Andlises hematologicas e bioquimicas

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos nas analises hematolédgicas e
bioguimicas realizadas nas amostras sanguineas em ambos 0s grupos de estudo. A
Tabela 6 mostra os resultados das analises de parametros imunoldgicos (sistema
complemento e imunoglobulinas).

O grupo de individuos expostos apresentou uma contagem sanguinea
significativamente maior de linfécitos, mondcitos e baséfilos (p<0,05). Quanto aos
parametros  bioquimicos, o0s taxistas apresentaram niveis circulantes
significativamente maiores de glicose, triglicerideos e IgA e niveis diminuidos de HDL.

O grupo dos taxistas apresentou niveis meédios de glicose circulante
significativamente maiores que o grupo nao exposto (p<0,001). Cerca de 48,2% dos
taxistas e apenas 12,5% dos NEO estavam acima dos valores de referéncia
estabelecidos, sendo estas porcentagens significativamente diferentes (p<0,001).
Considerando estes valores, os taxistas tém 3,86 vezes mais chances de apresentar
hiperglicemia que os NEO.

Apesar de os taxistas apresentarem niveis significativamente mais baixos de
colesterol HDL que o grupo de NEO (p<0,001), a média de ambos 0s grupos estava
abaixo do valor de referéncia: 92,9% dentre os taxistas e 73,2% dentre os NEO e
estas porcentagens também foram significativamente diferentes (p<0,01).

Quando avaliados os niveis de triglicerideos circulantes, a média de ambos os
grupos estava acima dos valores de referéncia. Além disso, foi uma observada média
triglicérica maior nos taxistas (p<0,05), dos quais 57,6% estavam acima dos valores
de referéncia contra 39,3% dos néo expostos (diferenca de porcentagens significativa
(p<0,05)).
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Tabela 5. Parametros bioquimicos e hematoldgicos avaliados nos dois grupos de estudo.

NEO Taxistas Valores de

(n=56) (n=85) referéncia
Parametros Hematolégicos 2
Eritrécitos (106 mm3) 4,96 + 0,06 5,01 +0,53 45-6,1
Hemoglobina (g dI') 15,15+ 0,18 15,19 £ 0,15 12,8-17,8
Hematdcrito (%) 45,10 + 0,51 45,60 + 0,43 39-53
Leucdcitos (102 mm-3) 6,88 + 0,21 7,21 +0,18 3,6-11
Neutréfilos (102 mm3) 3,79+0,18 4,05+0,13 15-70
Neutroéfilos (%)° 53,98 £ 1,12 55,75+ 0,79 36 — 66
Linfocitos (103 mm-3) 2,33+ 0,07 2,34 £ 0,07 1,0-45
Linfécitos (%)® 35,32 +1,01 32,82 £ 0,74* 25 -45
Mondcitos (10° mm3) 0,49 + 0,02 0,55 + 0,02* 0,1-1,0
Mondcitos (%)° 7,20+0,24 7,73+0,25 2-10
Eosindfilos (10° mm-3) 0,23 £ 0,02 0,26 + 0,02 0,0-0,5
Eosindfilos (%)® 3,34+ 0,24 3,55+0,18 2-4
Basofilos (102 mm-3) 0,011 +£ 0,00 0,013 + 0,00* 0,0-0,2
Basodfilos (%)° 0,16 £ 0,01 0,17+ 0,01 00-1,0
Plaquetas (10 mm) 236,16 + 7,73 242,40 + 7,55 140 — 400
Parametros Bioquimicos P
PCR (mg L?Y) 3,40 £ 0,55 3,96 + 0,48 Desejavel < 8
Glicose (mg dL1) 89,89 + 2,58 108,18 + 3,52*** 65 a 99
Colesterol Total (mg dLY) 216,25 + 6,73 218,82 + 5,49 Desejavel < 200
Colesterol HDL (mg dL™) 53,36 £ 1,30 47,07 £ 1,02%** Desejavel > 60
Triglicerideos (mg dL™) 158,63 £12,25 215,74 + 23,66* Desejavel < 150
FAL (U LY) 75,09 £ 3,32 76,33 £2,28 27 - 100
AST (U L1 27,88 £ 1,10 27,92 £1,58 11 -39
ALT (U LY 31,91 +1,86 34,88 £ 2,40 11-45
GGT (U L? 37,23 £ 2,26 47,12 + 4,55 < 60,0
Proteinas Totais (g dL?) 7,73 +£0,05 7,73+ 0,06 6-8
Acido Urico (mg dL%) 6,17 + 0,19 5,99 + 0,23 25-7,0
Creatinina (mg dL™') 1,01 + 0,02 1,03+0,01 04-14
Ureia (mg dL?) 32,84 +£ 0,82 34,84 + 0,84 15 —-40

NEO: ndo expostos ocupacionalmente a poluicdo atmosférica; PCR: proteina C reativa; FAL:
fosfatase alcalina; AST: aspartato amino transferase; ALT: alanina amino transferase; GGT:
gama-glutamil transferase. Valores expressos como média + erro padrdo da média.

2 Os valores de referéncia apresentados foram fornecidos pelo LACT e sdo referentes ao sexo
e idade do paciente.

b Valores de referéncia informados em bulas dos kits utilizados da marca Bioclin.
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Tabela 6. Parametros imunologicos (sistema complemento e imunoglobulinas) avaliados
nos dois grupos de estudo.

Parametros NEO Taxistas Valores de
imunoldgicos séricos (n=56) (n=85) referéncia
C3 (mg dL?) 138,3 (109,1-194,9) 141,3(99,6-192,3) 75-175
C4 (mg dL?) 28,0 (16,9-58,7) 29,7 (13,8-53,9) 9-36
IgA (mg dL?) 231 (108-672) 313 (109-752)*** 70 — 380
IgE (Ul mL2)2 49,6 (25-401) 45,85 (25-1617) <100
IgG (mg dL?) 1195 (958-1733) 1218 (709-1870) 650 — 1500
IgM (mg dL™?) 94,1 (31,7-252,0) 75,4 (24,5-813,1) 38 - 280

NEO: Nao expostos ocupacionalmente. Valores expressos como mediana (limite inferior-limite
superior). Valores de referéncia informados em bulas dos kits utilizados da marca Bioclin. #Valores
de referéncia estabelecido pelo kit comercial marca Abbott.

2.2.2. Biomarcadores de estresse oxidativo e inflamacao

Na andlise de atividade das enzimas antioxidantes endogenas, observamos
que o grupo de taxistas apresentou maior atividade de GST (3,66 + 0,16 U mg™
protein) em relagdo ao grupo de NEO (3,09 + 0,10 U mg™* proteina) (p<0,05).

As concentracdes plasmaticas dos antioxidantes exdgenos vitamina E,
betacaroteno e retinol (Figuras 5A e 5B) encontravam-se significativamente

aumentadas no grupo de expostos em relacdo aos NEO (p<0,05).
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Figura 5. Niveis plasmaticos expressos como UM do antioxidante ndo-enzimatico
exogeno. A) Vitamina E. B) Betacaroteno e Retinol. * p<0,05. **p<0,01: teste
ANCOVA ajustado para idade, doenca crénica e fumo passivo.
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2.2.3. Biomarcadores de nefrotoxicidade

Os biomarcadores precoces de dano renal em nivel de glomérulos e tabulos
renais, microalbuminuria e NAG, mostraram-se significativamente maiores no grupo

dos ocupacionalmente expostos (p<0,05), como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6. Biomarcadores de dano renal precoce. A) Microalbumindria urinaria. B) N-
acetil-p-D-glicosaminidase (NAG) urinaria. * p<0,05: teste ANCOVA ajustado para
idade, doenca crbnica e fumo passivo.

2.2.4. Biomarcadores de genotoxicidade

O grupo de taxistas apresentou niveis significativamente maiores de dano ao
DNA observado através do ensaio cometa, tanto pela variavel % DNA na cauda
quanto pela variavel momento de cauda (p<0,001), bem como maior frequéncia de
células apresentando micronucleos (p<0,001) em relacdo ao grupo de NEO (Tabela
7).
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Tabela 7. Avaliacdo do dano ao DNA e mutagenicidade entre expostos e nao
expostos ocupacionalmente a poluicdo atmosférica.

Cometa NEO Taxistas
N&o % DNA na cauda 7,37 (6,9-8,4) 9,39 (9,6-10,7)2
enziméatico Momento de cauda 2,07 (2,3-3,4) 2,44 (2,1-3,2)2
PG % DNA na cauda - 8,74 (6,7-11,9)°

Momento de cauda - 2,05 (1,4-4,4)°
ENDO Il % DNA na cauda - 8,84 (6,5-11,1)¢

Momento de cauda - 2,05 (1,5-5,4)d
Frequéncia de 0,0 (0,0-2,0) 1,0 (0,0-4,0)¢

MN/103 células

Resultados expressos como mediana (limite inferior-limite superior). NEO: ndo expostos
ocupacionalmente a poluicdo atmosférica outdoor.

a Diferenca significativa entre grupo ndo exposto (n= 47) e grupo exposto (n= 78) (p<0,001).
Teste ANCOVA ajustado para idade, doenca cronica e fumo passivo.

b Diferenca significativa entre cometa ndo enzimatico e com FPG em taxistas (n= 35)
(p<0,001). Teste de Wilcoxon que compara as diferencas de medianas entre amostras
pareadas.

¢ Diferencga significativa entre cometa ndo enziméatico e com FPG em taxistas (n= 35) (p<0,01).
Teste de Wilcoxon que compara as diferencas de medianas entre amostras pareadas.

d Diferencga significativa entre cometa ndo enzimatico e com ENDOIIl em taxistas (n= 23)
(p<0,01). Teste de Wilcoxon que compara as diferencas de medianas entre amostras
pareadas.

¢ Diferenca significativa entre grupo ndo exposto ocupacionalmente (n= 51) e taxistas (n= 82)
(p<0,001). Teste ANCOVA ajustado para idade, doenca cronica e fumo passivo.

2.3. Biomarcadores de Suscetibilidade

Para analise dos polimorfismos das enzimas GSTM1 e GSTT1 foram
considerados os alelos nulo (alelos duplamente negativos para a respectiva enzima)
e positivo (alelos duplamente positivos ou com um alelo negativo e outro positivo para
as respectivas enzimas). Nenhum participante apresentou o genétipo homozigoto
mutado (GG ou ALAD2) para a enzima ALAD. Além disso, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos estudados para genétipos das 3 enzimas avaliadas até o
momento (Tabela 8).

Para avaliar a diferenca dos biomarcadores entre os grupos de genotipos de
cada enzima, foi realizada a analise de covariagdo ANCOVA, controlando para idade,

doenca cronica e fumo passivo.
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Individuos com o0 genotipo nulo de GSTT1 apresentaram niveis
significativamente menores de IgE (108,25 + 46,32 Ul mL™) e &cido urico (5,56 + 0,28
mg dL!) qguando comparados aos de gendtipo positivo para esta enzima (157,92 +
31,77 Ul mLte 6,22 +£ 0,19 mg dL™, respectivamente) (p<0,05).

Para o polimorfismo da GSTM1 foram encontrados valores significativamente
menores dos metais de Cu e As, e maiores de CD18 em mondcitos nos individuos
que apresentaram genétipo nulo da enzima quando comparados aos de gendétipo
positivo (p<0,05), sendo os niveis de Cu: 758,09 + 17,22 (nulo) vs. 800,83 + 12,96
(positivo); As: 12,24 + 0,51 ug Lt (nulo) vs. 13,63 + 0,50 ug L (positivo); e CD18 em
mondcitos: 98,67% + 0,20 ug L (nulo) vs. 97,49% + 0,49 ug L (positivo). Além disso,
0 gendtipo nulo mostrou ter efeito protetivo contra o dano oxidativo ao DNA, onde a %
de DNA na cauda revelado pela enzima de reparo endonuclease Il foi
significativamente menor nos individuos com delecdo dos alelos de GSTM1 (7,70 +
0,26) quando comparados aos de gendtipo positivo (9,10 £ 0,34) (p<0,01).

Adicionalmente, foram observadas diferencas significativas para os niveis de
Cu, Zn e CD62-L em linfdcitos entre os participantes com genétipo ALAD homozigoto
selvagem (ALAD1) e com gendtipo ALAD heterozigoto (ALAD1-2) (p<0,05). Em suma,
foi observado reducédo nestes biomarcadores de exposicao e efeito nos individuos no
alelo mutado para ALAD (valores descritos abaixo).

Cu: 788,51 + 11,00 pg L1 (ALAD1) vs. 729,54 + 35,50 ug L (ALAD1-2);

Zn: 5467 + 82 pg L1 (ALAD1) vs. 5185 + 259 pg L (ALAD1-2);

CD62-L em linfocitos: 61,19% + 0,98 (ALAD1) vs. 52,26% + 2,15 (ALAD1-2).

Tabela 8. Frequéncia dos genoétipos encontrados para os polimorfismos avaliados
nos dois grupos do estudo.

Alelos NEO Taxistas
n=56 n= 85
Nulo 47,3 49 .4
GSTM1 (%)
Positivo 52,7 50,6
Nulo 23,6 24,1
GSTT1 (%) N
Positivo 76,4 75,9
CC 89,3 87,1
ALAD (%)
CG 10,7 12,9

NEO: ndo expostos ocupacionalmente a poluigdo outdoor.
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2.4. Correlacbes

2.4.1. Sintomas versus biomarcadores de exposicéo e efeito

Quanto maior a carga horéria semanal e maiores os niveis de As pior foi a
avalicdo do estado de saude dos participantes (r=-0,210 e -0,221; p<0,05), enquanto
o Co e Mn estavam associados a melhora do escore de avaliagcdo pessoal quanto ao
estado de saude (r= 0,247 e 0,212; p<0,05). Por outro lado, menor foi o escore de
qualificacdo do estado de saude, ou seja, 0 estado de saude foi pior avaliado quanto
maior a frequéncia relatada de sintomas como vertigem (r= -0,235; p<0,01),
palpitacdes (r=-0,209; p<0,05) e cansaco (r=-0,347; p<0,001).

Observando a frequéncia de sintomas relatados pelos individuos e sua relacao
com biomarcadores de efeito, quanto maiores os niveis de colesterol, maior era a
frequéncia relatada de distarbios respiratorios (r= 0,240; p<0,01), irritacdo no nariz (r=
0,240; p<0,01), rinite (r=0,204; p<0,05) e falta de ar (r= 0,201; p<0,05).

O maior niumero de neutrofilos pareceu estar relacionado com a diminuicao da
frequéncia de alguns sintomas como rinite (r=-0,239; p<0,01), dor muscular (r=-0,237,
p<0,01), alergia (r=-0,222; p<0,05) e irritacdo no nariz (r= -0,200; p<0,05); ao passo
gue maiores niveis de eosinofilos associaram-se com a maior frequéncia de alergia
(r=0,278; p<0,01), coceira (r= 0,264; p<0,01) e falta de ar (r= 0,215; p<0,05).

A frequéncia de dor de estdbmago associou-se com habitos alimentares, onde
consumir saladas mais vezes na semana aparentemente diminui a dor (r= -0,282;
p<0,01), enquanto o maior consumo de alimentos gordurosos (r= 0,271; p<0,01) (e
consequente aumento de colesterol (r= 0,301; p<0,001) e triglicerideos (r= 0,256;
p<0,01)) aumentam os relatos de episédios de dor de estbmago.

A vitamina C e o Se, importantes antioxidantes exdgenos, correlacionaram-se
com a diminui¢édo da frequéncia de alteracdo de humor (r=-0,204 e r= -0,268; p<0,05
e p<0,01, respectivamente), e apenas a vitamina C com a reducdo de sonoléncia e

irritacéo ocular (r=-0,222 e r=-0,296; p<0,01 e p<0,001, respectivamente).

2.4.2. Biomarcadores de exposi¢cao versus biomarcadores de efeito

Corroborando com os manuscritos | e Il, a Tabela 9 mostra que niveis

sanguineos dos elementos metalicos As, Cu, Ni, Ti, V e Zn correlacionaram
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positivamente com o 1-OHP urinario e com o numero de horas trabalhadas por dia
(p<0,001), indicando uma fonte comum de exposi¢ao ocupacional. Por outro lado, os
minerais Co, Fe e Mn apresentaram uma associagdo negativa com todos os demais
biomarcadores de exposicao (p<0,05).

Também foi possivel observar que todos os biomarcadores de exposicao
tiveram associacdo com a reducdo de pelo menos um antioxidante endégeno (GPx
ou CAT) e exodgeno (licopeno ou vitamina C). V e Ti associaram-se com menores
niveis circulantes de licopeno (r= -0,422 e -0,203; p<0,001 e p<0,05). Por outro lado,
o mineral Co parece aumentar a atividade das enzimas antioxidantes (manuscrito )
e os niveis de GSH endogena (r= 0,384; p<0,001), além de possivelmente ter uma
origem comum ao antioxidante exégeno licopeno (r= 0,560; p<0,001). Nesta linha,
niveis plasméticos de licopeno associaram-se a menores indices de dano ao DNA
através do ensaio cometa (r=-0,207; p<0,05) e com menor atividade da enzima NAG
na urina (dano tubular renal) (r=-0,286; p<0,01). A vitamina C, por sua vez, apresentou
a associacdo com o0 aumento da expressdo génica da enzima de reparo do DNA
OGG1 (r=0,221; p<0,05) e da enzima antioxidante HMOX-1 (r= 0,229; p<0,01). Com
relacdo ao gene CD26, o Co mostrou relacdo com o aumento da sua expressao (r=
0,231; p<0,01).

Maiores concentracdes urinarias de 1-OHP e sanguineas dos elementos As e
Ni associaram-se com maior reativacao da enzima ALAD quando utilizado o ditiotreitol
(DTT) (r= 0,430; 0,367 e 0,392; p<0,001). O DTT é um agente redutor que tem a
capacidade de reverter a inibicdo da enzima por deslocar os agentes oxidantes que
ficam ligados nos grupamentos —SH da enzima. Sendo assim, estas associacfes nos
revelam que os metais ndo inibem a enzima pela ligacéo direta a ela, mas sim através
da producdo de espécies reativas ap0s a exposicdo a esses agentes toxicos.

Além dos efeitos genotoxicos e mutagénicos observados no manuscrito Il, foi
possivel observar que quanto maior o nimero de horas trabalhadas por semana e
maiores niveis de 1-OHP, As e Ni, maior dano ao DNA foi revelado pelo ensaio cometa
(respectivamente: r=0,252; 0,201; 0366 e 0,263; p<0,05) e pelo teste de micronucleos
(r= 0,319, 0,182; 0,331 e 0,384; p<0,05).

O As esteve associado ao aumento da glicemia e triglicerideos circulantes (r=
0,212 e 0,221; p<0,05). Também foi possivel observar uma estreita relacéo entre os

niveis sanguineos de Ni com a tendéncia a hiperglicemia no grupo de expostos (r=
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0,298; p<0,001) e com a presenca de danos renais glomerular e tubular pela
quantificacdo de microalbuminuria e NAG urinarias (r= 0,213 e 0,201; p<0,05). Além
disso, quanto maior a glicemia observada nos participantes, maiores foram os indicios
encontrados de danos renal glomerular e tubular (r= 0,361 e 0,387; p<0,001). O V
também mostrou associacdo com o metabolismo da glicose (r= 0,436; p<0,001) e dos
lipidios, através dos niveis de triglicerideos (r= 0,234; p<0,01) e de HDL (r= -0,255;
p<0,01) circulantes. Por fim, o elemento essencial Co parece ter relagdo com a
melhora dos niveis circulantes de HDL e reducéo da hiperglicemia de jejum (r= 0,310
e -0,301; p<0,001), enquanto o Mn parece ter efeito protetivo contra os danos renais
glomerulares (r=-0,241; p<0,01). Nenhum elemento metalico sanguineo nem o 1-OHP
urindrio mostrou efeito sobre as enzimas hepéticas avaliadas. O ferro foi o Unico
elemento que teve associacdo com a série vermelha sanguinea, mostrando sua
importancia para evitar efeitos anémicos, por estar relacionado ao aumento do nimero
de heméacias e consequente aumento do hematocrito (r= 0,229 e 0,280; p<0,01) e

também com maiores valores de hemoglobina (r= 0,291; p<0,01).

2.4.4. Biomarcadores de exposicao e efeito versus biomarcadores de efeito do

sistema imune

As imunoglobulinas E, G e M ndo mostraram associagdo com o 1-OHP e com
nenhum elemento metélico. Por outro lado, niveis sanguineos de Ni e V mostraram
associacdes positivas com os niveis séricos de IgA (r= 0,227 e 0,229; p<0,01), quanto
o Co pareceu reduzir os niveis circulantes desta imunoglobulina (r= -0,307; p<0,01).
Além disso, a IgA também correlacionou com varios marcadores dos processos
oxidativo e inflamatorio, sendo esta correlagdo positiva para MDA (r=0,301; p<0,001),
expressao de CD62-L em mondcitos (r= 0,274; p<0,01) e glicose (r= 0,223; p<0,01),
e negativa para licopeno, HDL e atividade da enzima GPx (r= -0,265, -0,255 e -0,246;
p<0,01, respectivamente). Por fim, o aumento de mondcitos e linfocitos teve relagédo
com o aumento de IgA (r= 0,249 e 0,235, respectivamente, p<0,01).

O aumento da IgG apenas mostrou relacdo com o aumento de linfocitos
circulantes (r= 0,241; p<0,01), enquanto o antioxidante ndo enziméatico exégeno retinol

e a GSH endogena parecem reduzi-la (r=-0,209 e -0,204, respectivamente; p<0,05).
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O complemento C3 do sistema imune apresentou associacdo com hiveis
aumentados de Cu (r= 0,206; p<0,05), PCR (r= 0,491; p<0,001), colesterol (r= 0,211;
p<0,05), triglicerideos (r= 0,200; p<0,05), plaquetas (r= 0,223; p<0,01) e das enzimas
hepéticas TGP, TGO e GGT (r= 0,325; 0,220 e 0,233; p<0,01, respectivamente). A
maior contagem de leucdcitos totais, bem como especificamente de mondcitos e
neutrofilos, também foram associados a maiores niveis de C3 (r=0,239; 0,224 e 0,206,
respectivamente; p<0,05). Além disso, o aumento de C3 também foi relacionado com
a ingesta de alimentos gordurosos e refrigerantes (r= 0,221 e 0,219, respectivamente;
p<0,05) e com o biomarcador de dano renal glomerular microalbuminaria (r= 0,230;
p<0,01), ao passo que maiores concentracdes circulantes do antioxidante exdégeno
selénio e a maior consumo de saladas parecem reduzi-lo (r= -0,205 e -0,203,
respectivamente; p<0,01). J& o complemento C4 ndo apresentou relagdo com a
exposi¢cdo, mas sim com o aumento da PCR (r= 0,396; p<0,001) e do colesterol (r=
0,203; p<0,05).
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Tabela 9. Associacgfes entre 1-OHP e elementos metalicos (n= 141).

1-OHP As Cu Ni Ti \% Zn Co Fe Mn

Horas/sem 0,452¢ 0,524° 0,449¢ 0,589¢ 0,502¢ 0,499° 0,388 -0,584° -0,1912 -0,465°¢
1-OHP 0,505¢ 0,308° 0,501°¢ 0,463 0,470° 0,368° -0,504¢ - -0,291¢
As 0,618¢ 0,623 0,572¢ 0,833¢ 0,357¢ -0,653° -0,1932 -0,410°
Cu 0,421¢ 0,543° 0,448° 0,387¢ -0,473° - -0,363°¢
Ni 0,431¢ 0,626° 0,323° -0,607¢ -0,313¢ -0,351°
Ti 0,480¢ 0,633° -0,696° - -0,286°
Vv 0,264¢ -0,582¢ -0,265¢ -0,422°¢

Zn -0,460¢ 0,315¢ -
Co 0,242 0,560°
Fe 0,424¢

Horas/sem: carga horaria semanal. 1-OHP: 1-hidroxipireno urinario. Correlagdes de Spearmann. 2p<0,05; "p<0,01 e °p<0,001.
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DISCUSSAO

Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a exposi¢cao
ocupacional de taxistas a poluicdo atmosférica produz efeitos deletérios sobre a saude
destes trabalhadores (Brucker et al., 2013; Brucker et al., 2014; Brucker et al., 2015;
Barth et al., 2017). Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com o intuito de
corroborar os achados anteriores e aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos
envolvidos por tras dos danos evidenciados, a fim de buscar alternativas para detecta-
los precocemente e prevenir agravos maiores a saude destes trabalhadores.

Nesta linha, foi possivel observar maiores concentrac¢des urinarias de 1-OHP,
bem como maiores concentracfes sanguineas dos elementos metalicos As e Ni no
grupo de taxistas quando comparados ao grupo de ndo expostos ocupacionalmente a
poluicdo atmosférica (NEO). Também foi evidente um quadro de desequilibrio de
elementos essenciais, possivelmente em decorréncia da exposi¢cao ocupacional, onde
taxistas apresentaram déficit de Co, Fe e Mn, e excesso dos elementos-traco Cu, V e
Zn quando comparados ao grupo NEO. Além disso, observamos elevadas
concentracbes sanguineas de Ti em ambos 0s grupos, mostrando que o grupo de
NEO pode também estar exposto ocupacionalmente a uma poluicéo indoor.

O manuscrito 3, publicado na revista Toxicology Research, abordou resultados
prévios do nosso grupo de pesquisa envolvendo taxistas, cujas coletas de amostras
bioldgicas e realizacdo ocorreram no periodo entre os anos 2012 a 2015. Este estudo
pbéde demonstrar que as alteracdes em citocinas inflamatérias observadas nos
taxistas estavam principalmente relacionadas a exposicao ao Hg, apesar de o 1-OHP
e 0s elementos As e Pb também terem apresentado importantes efeitos inflamatorios.

Neste estudo foi observado que niveis sanguineos dos elementos As, Cu, Ni,
Ti, V e Zn correlacionaram-se positivamente com o 1-OHP urinério, indicando uma
fonte comum de exposicdo e, uma vez que todos estes biomarcadores estavam
aumentados no grupo de taxistas e se correlacionaram positivamente com a carga
horéria de trabalho diaria, podemos sugerir que esta exposicdo € essencialmente
ocupacional. Por outro lado, os elementos Co, Fe, Mn e Se apresentaram uma
associacao negativa com todos os demais biomarcadores de exposi¢ao, o que sugere

uma fonte diferente de exposicdo ou entdo a interferéncia entre metais, que poderia
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ser explicada pela competicdo, deposi¢cao ou maior eliminacdo de um na presenca de
outro (Dolovich et al., 1984; Bal et al., 1998).

Tanto o 1-OHP quanto os elementos tdxicos metalicos mostraram influéncia
sobre os biomarcadores de efeito, demostrando a coexposi¢édo ocupacional a agentes
toxicos presentes na poluicdo atmosférica. Sabe-se que profissdes relacionadas ao
trafego, como a de taxista, expdem os trabalhadores aos poluentes na forma de
misturas com composi¢cdes e concentracfes variadas. Além disso, os tipos e
concentragdes dos poluentes variam entre locais dentro da mesma cidade, sendo que
em locais com maior trafego de veiculos ou areas industriais sdo esperadas maiores
concentracfes e, provavelmente, mais tipos de poluentes, ao passo que, em areas
rurais ou com menor urbanizacao, as concentragdes de poluentes tendem a diminuir
(Li et al., 2015). Em nosso estudo, os taxistas relataram dirigir livremente pela cidade
de Porto Alegre, a qual sabidamente tem altos niveis de poluicdo (Dallarosa et al.,
2005; Teixeira et al., 2008; Brucker et al., 2013) e, além disso, a grande maioria
possuia pontos fixos proximos a um trafego intenso de veiculos, o que justifica os
maiores niveis de 1-OHP e elementos metdlicos encontrados neste grupo. Estudo
realizado previamente por Fanou e colaboradores (2006) encontrou ndo so diferenca
entre a composicdo atmosférica entre zonas de pouco, médio e alto trafego de
veiculos, mas também diferenca entre motociclistas que trabalhavam nestas areas,
sendo observados maiores niveis de HPAs nas areas de intenso trafego bem como 1-
OHP nos motociclistas que circulavam dentro destas regides. Autrup e colaboradores
(1999) destacaram a importancia de se considerar a mistura de compostos presentes
na poluicdo atmosférica, uma vez que eles observaram maiores concentracfes
urinarias de 1-OHP em motoristas de 6nibus, mas este aumento estava relacionado
apenas em alguns casos com a maior formacéo de adutos de DNA, indicando que o
aumento nos outros casos poderia ser consequéncia da coexposicdo a diferentes
poluentes. Esta importancia da exposi¢cao mista a poluentes também foi observada no
estudo de Burgaz e colaboradores (2002), onde encontraram uma frequéncia de
aberracado cromossémica linfocitaria significativamente maior em taxistas que em um
grupo de ndo expostos, mas este aumento nao foi associado aos niveis excretados
de 1-OHP. Além disso, Fanou e colaboradores (2006) também encontraram maior
oxidacao, metilagéo e formacdo de adutos de DNA em motociclistas expostos, mas

devido a exposicédo simultanea a HPAs e compostos organicos volateis. Até mesmo
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no meio aquatico ja foi demonstrado a coexposicédo entre HPAs e metais (Cu e Ni) e
0 somatorio de seus efeitos oxidativos (Gauthier et al., 2015).

Como relatado no manuscrito 2, foi observado que os participantes nao
expostos ocupacionalmente a poluicdo (NEO) apresentaram, em meédia, niveis 16
vezes maiores de Co comparados aos individuos do grupo exposto
ocupacionalmente. De acordo com os valores de referéncia da OMS, ambos 0s grupos
estdo com valores sanguineos de Co dentro dos limites estabelecidos. Ja dados mais
atualizados da Fundacao de Pesquisa Aleméa (DFG) de 2002 estabelecem diferentes
valores de referéncia de Co em sangue total para grupo de trabalhadores expostos e
de pessoas ndo expostas, sendo 5 ug Lt e 1 pg L2, respectivamente (DFG, 2002).
Baseando-se nos valores estabelecidos pela DFG, o grupo de taxistas apresenta
concentracdes sanguineas de individuos ndo expostos ao Co, enquanto que 0 grupo
de NEO apresenta niveis sanguineos de individuos expostos. Entretanto, além do
grupo de taxistas apresentar valores sanguineos equivalentes a individuos nao
expostos ao Co tanto pela OMS quanto pela DFG, a menor concentracao de Co nestes
individuos foi associada a maiores efeitos oxidativos e inflamatorios.

O Co é um microelemento essencial importante para diversas funcdes
bioldgicas, e estas concentracdes extremamente mais baixas de Co no grupo de
taxistas pode ser indicio de uma deficiéncia fisioldégica deste elemento. Pesquisas
mais recentes na area de oncologia tem dado importancia ndo s6 a toxicidade de
elementos metéalicos, mas também as deficiéncias de microelementos essenciais, e
0s pesquisadores tém demonstrado que tanto o acumulo quanto a deficiéncia de
certos elementos tem correlacéo direta com a incidéncia e progresséao de certos tipos
de cancer (Boyle e Ferlay, 2005; Ray et al., 2011). Contudo, a deficiéncia de Co em
humanos adultos é rara, sendo mais comum em criancas, e predispde os pacientes a
anemia e condi¢cbes pré-malignas por diminuir a capacidade de reparo do sistema
imune (Prashanth et al., 2015). Entretanto, no presente estudo a concentracao de Co
nao apresentou qualquer correspondéncia com componentes do hemograma
vinculados a anemia, como se poderia esperar. Por outro lado, a deficiéncia de Co
observada nos taxistas poderia estar afetando o metabolismo energético, a sintese
proteica e, consequentemente, a capacidade do sistema imune (Mcclure, 2008).

Baixos niveis de Co podem levar a deficiéncia de vitamina B12, que pode, por

suavez, levar ao acumulo de homocisteina e aumentar o risco de doencas vasculares,
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incluindo acidente vascular cerebral, doenca arterial coronaria ou periférica e
trombose venosa profunda (Ahn e Brown, 2005; Sigel et al., 2013). Acredita-se
também que a deficiéncia de Co somada a presenca de fatores inflamatorios como
citocinas poderiam influenciar a patogénese de doencas crbnicas e, este quadro,
aliado a agravantes como fumo ou exposicao a xenobioticos, seria capaz de produzir
adicional estresse inflamatorio, favorecendo a persisténcia de uma condicdo pré-
cancerosa e futuramente a promocao desta situacdo a malignidade (Ray et al., 2011).

De fato, como mostrado no manuscrito 2, a deple¢éo dos niveis sanguineos de
Co em taxistas estava associada com o aumento de varios biomarcadores oxidativos
e inflamatdrios observados neste grupo (MDA, MCP1 e moléculas de adesao). Além
disso, o aumento de Co estava associado com menores danos de DNA (cometa e
micronudcleo), com o aumento de antioxidantes endégenos e com a maior expressao
de genes antitumorais (p53 e CD26), sugerindo efeitos protetivos deste elemento
essencial sobre o DNA e possiveis alteracdes moleculares decorrentes de lesdes.

Por outro lado, ao direcionarmos nossa atencao para niveis de Co no grupo de
NEO, observamos que seriam equivalentes a um grupo de pessoas expostas ao Co
segundo os valores de referéncia da DFG de 2002. Considerando que Co teve uma
associacao negativa com o metabdlito 1-OHP, podemos inferir que ele advém de outra
fonte de exposicdo que nédo a poluicdo ambiental externa. Corroborando com isso, Co
apresentou associacao positiva com a frequéncia de alergia, a qual também foi mais
relatada dentre o grupo de NEO. Desta forma, ndo podemos descartar uma exposi¢cao
dos trabalhadores NEO a poluicdo interna do ambiente de trabalho. Contudo, a
suposta exposicao de individuos NEO no ambiente interno de trabalho ndo apresentou
correlagdes importantes com outros biomarcadores deletérios. Desta forma, parece
ser mais evidente um quadro de deficiéncia de Co no grupo de taxistas, ja& que
menores niveis deste elemento essencial foram associados a efeitos oxidativos e
inflamatorios importantes.

Ainda considerando uma exposi¢éo ocupacional indoor, quando se analisou 0s
relatos pessoais obtidos no questionario de avaliacéo, houve diferencas na percepcao
de sintomas corporais individuais, onde os trabalhadores NEO relataram maior
frequéncia de sintomas respiratorios alérgicos, e estas diferencas devem ser
consideradas. Entretanto, diversos fatores podem influenciar nesta percepg¢éo pessoal

de sintomas, dentre eles as préprias condicbes de trabalho, aspectos psicoldgicos e
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até mesmo educacionais. Como exemplo, os individuos NEO podem ter maior
percepcdo de alteracdes em seu organismo (por ter maior conhecimento da relacéo
entre sintomatologia e doencas). Além disso, a menor percep¢do de alguns sintomas
no caso dos taxistas pode ser devido as exigéncias do trabalho, onde o transito exige
muito mais atencdo do motorista, restando pouca atencdo para perceber alteracdes
sintomaticas do proprio organismo. Por outro lado, o assunto poluicdo em ambientes
internos tem sido extensivamente explorado e estudos recentes tém relatado a
presenca de elementos metélicos no interior de empresas administrativas,
principalmente devido ao uso de fotocopiadoras e impressoras que podem liberar
nanoparticulas destes compostos (Bello et al., 2013; Szewczynska et al., 2013). Por
fim, h& indicios de que os trabalhadores administrativos também estejam expostos a
compostos alergénicos no ambiente interno de trabalho. Para maiores
esclarecimentos, seria imprescindivel realizar uma amostragem do ar interno da
agéncia bancaria para avaliar quali e quantitativamente elementos toxicos a que estes
trabalhadores poderiam estar expostos.

No segundo manuscrito, apresentamos 2 novos elementos metélicos com
resultados inéditos para expostos as poluicdes indoor e outdoor. De um lado, o
elemento traco V, com funcBes importantes para o organismo e cuja concentracéo
sanguinea estava aumentada em ambos os grupos, de acordo com valores de
referéncia estabelecidos pela OMS. Entretanto, os maiores niveis observados no
grupo de taxistas puderam ser associados a diferentes efeitos oxidativos e
inflamatorios. De outro lado, o elemento toxico Ti estava com valores aumentados em
ambos os grupos estudados, sugerindo uma exposicao a esse metal tanto na poluicéo
outdoor, como na indoor.

Como outros estudos ja relataram, o V pode ter um papel dubio em organismos
vivos, a depender do tipo de composto vanadico e da concentracdo (Gruzewska et al.,
2014). Em nosso estudo, a elevada concentracdo de V encontrada em ambos 0s
grupos foi relacionada a desregulacdo do metabolismo glicémico e lipidico,
provavelmente em decorréncia de mecanismos oxidativos e inflamatdrios aos quais o
V também se associou.

A exposicdo a nanoparticulas de Ti j& mostrou ter uma associacdo dose-
dependente com efeitos inflamatorios e imuno, hemato e hepatotoxicos em ratos

(Duan et al., 2010). Em concordancia com nossos achados, foi demonstrado
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experimentalmente que a inalacdo dessas nanoparticulas de Ti pode aumentar a
peroxidacdo lipidica, diminuir o conteddo de GSH endogena, inibir enzimas
antioxidantes e aumentar os niveis de citocinas inflamatérias (Liu et al., 2013). Além
disso, um estudo in vitro demonstrou previamente que os danos ao DNA decorrentes
da exposicdo ao Ti se dao através de mecanismos oxidativos (Saquib et al., 2012), o
gue corrobora nossos resultados obtidos.

Em nossos resultados adicionais foi possivel observar maiores niveis de
imunoglobulina A no grupo de taxistas, sendo o seu aumento associado a maiores
niveis dos elementos Ni e V. Entretanto, ndo foi possivel observar neste trabalho
alguma relacéo entre exposicéo e niveis circulantes das imunoglobulinas E, G ou M.
Por outro lado, Leonardi e colaboradores (2000) encontraram associagao entre a
exposicdo a material particulado e niveis alterados de imunoglobulinas sanguineas.

Estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa mostrou maiores indices
de dano ao DNA através do ensaio cometa apos exposicdo (Goethel et al., 2014),
demonstrando portanto a maior ocorréncia de danos reversiveis ao DNA em taxistas
quando comparados a ndo expostos ocupacionalmente. Além disso, estudo publicado
mais recentemente por nosso grupo de pesquisa demonstrou igualmente maiores
niveis de dano ao DNA em taxistas, tanto danos reversiveis (cometa) como
irreversiveis (teste de micronucleos) quando comparados a individuos ndo expostos
ocupacionalmente, além de importantes associacfes entre o 1-OHP urinario e estes
tipos de dano (Barth et al., 2017). O presente estudo corroborou com os resultados
deste ultimo, porém € a primeira vez que mostramos também a associacdo de outros
biomarcadores de exposicdo (metais) com o dano ao DNA.

Em populacBes ndo expostas a xenobidticos ambientais ou ocupacionais, 0
aumento da frequéncia de MN pode estar associado ao género e a idade (Da Silva,
2016). Nosso estudo contou apenas com individuos homens e, mesmo quando 0s
testes comparativos entre os grupos foram controlados pela idade, foi possivel
observar uma frequéncia significativamente maior no grupo dos expostos
ocupacionalmente, ressaltando a influéncia da exposicdo a poluicdo oriunda do
trafego de veiculos sobre a mutagenicidade em individuos sob constante exposicao
ja observados em outros estudos (Pedersen et al., 2006; Pedersen et al., 2009). Além

da diferenca encontrada entre os grupos, também foi possivel observar que houve
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maior frequéncia de MN nos trabalhadores com maior carga horaria diaria de trabalho,
e esta associacdo também foi observada no estudo de (Cassini et al., 2011).

O dano oxidativo ao DNA observado nas exposi¢cdes a HPAs pode ser causado
por ataques ao DNA por radicais hidroxilas produzidos através da reacéo de H202 com
metais de transicdo reduzidos, como o Cu* (reacdo de Fenton), ligados ao DNA
(Kalyanaraman, 2013). Muitos HPAs estéo relacionados a producdo dose e tempo-
dependente de H20: (através da sua metabolizacdo pelo CYP1Al), e este, por sua
vez, é capaz de atravessar as membranas celulares e nucleicas, sendo a Unica ERO
gue consegue alcancar com extrema facilidade o DNA nuclear (Marczynski et al.,
2002).

Sob uma ampla perspectiva, conseguimos associar alguns fatores que
justificam os danos ao DNA encontrados nos trabalhadores expostos: 1) taxistas
apresentaram maiores niveis de excrecao de 1-OHP, logo sugere-se maior exposicao
a HPAs e maior formacdo de espécies reativas, como o H202 (confirmados pela
peroxidagdo lipidica — MDA); 2) taxistas apresentaram atividades reduzidas das
enzimas CAT e GPx, responséaveis pela detoxificagdo do H202, e portanto,
apresentam um possivel acumulo desta ERO; 3) taxistas também apresentaram
maiores niveis dos metais Zn e Cu que podem reagir com o H202 e formar radicais
hidroxilas (reacdo de Fenton) dentro do ndcleo. Estas EROs, por sua vez, sao
altamente eletrofilicas e causam danos oxidativos ao DNA; 4) observa-se, entdo, a
formacao tanto de danos reversiveis (ensaio cometa), quanto danos irreversiveis (MN)
ao DNA que facilmente levam a mutacdes mais graves (Bonassi et al., 2011); 5) Nao
obstante, alteracdes a nivel de transcricdo génica também foram observadas no grupo
dos taxistas, sendo a reducao do gene supressor tumoral (p53) a mais relevante, pois
demonstra ainda mais a suscetibilidade aos efeitos carcinogénicos de HPAs e metais,
uma vez que a reduzida expressao génica de p53 encontrada nos taxistas se mostrou
fortemente associada com os metais Zn e Cu, e também aos danos oxidativos
avaliados neste estudo.

Além dos efeitos apresentados no manuscrito 1, os metais As e Ni também
mostraram significativa relacdo com possiveis efeitos genotoxicos atraveés dos ensaios
cometa e MN, onde maiores concentracdes sanguineas destes elementos estavam
associadas com a elevacéo dos indices de cometa e numero de MN observados. Da

mesma forma, o estudo de Lou e colaboradores (2013) também observou maior

191



formacéo de EROs, peroxidacao lipidica (MDA) e indices de cometa ap0s a exposicao
in vitro de células humanas ao Ni, e em outro estudo também foi observado que além
de lesar o DNA, baixas doses de Ni também afetaram o reparo do dano ao DNA
induzido por luz UV em outro tipo de linhagem celular (Dally e Hartwig, 1997).

Maiores niveis de excrecdo de 8-oxo-G ja foram observados em individuos
expostos a poluicdo atmosférica (Marczynski et al., 2002; Goéethel et al., 2014).
Entretanto, ndo observamos diferencas na expressao génica da enzima de reparo
OGG1, bem como néo foram observadas associagdes entre a expressédo da OGG1 e
0s biomarcadores de dano ao DNA (cometa, cometa com enzimas de reparo e
micronucleo). Entretanto, esta enzima ndo é exclusiva para situacbes de dano
oxidativo, sendo que outras enzimas de reparo poderiam entdo ser recrutadas
(Martinet et al., 2002).

Por outro lado, maiores niveis séricos de vitamina C associaram-se com a
maior expressao génica de OGGl e da HMOX-1, e maiores niveis de licopeno
estavam associados com menores indices de dano ao DNA (ensaio cometa). Porrini
e Riso (2000) avaliaram mulheres com uma dieta com consumo de tomates (fonte de
licopeno) e observaram reducéo de danos ao DNA pelo ensaio cometa, indicando que
estes antioxidantes exdégenos obtidos da alimentacdo poderiam auxiliar na protecéo
do DNA.

Revisdo realizada por Szeto (2007) mostrou que varios antioxidantes
exdgenos, em diferentes situacdes e em concentracdes adequadas, tém efeitos
significativos na protecdo do DNA. De acordo com nossos resultados, esta protecéo
pode ocorrer tanto através da captura e reducao de EROs, como através do aumento
da expresséo de genes protetivos aos efeitos do estresse oxidativo. Seguindo esta
mesma linha, como observado nos resultados do manuscrito 2, as enzimas
antioxidantes endégenas CAT e GPx também se relacionaram com menor % de DNA
na cauda. Estes resultados da capacidade antioxidante total (enddégena e exdgena)
reforcam a importancia de se buscar reverter precocemente o estresse oxidativo
causado pela exposicao ocupacional, a fim de permitir que os danos recentes ao DNA
possam ser reparados, e assim evitar um estagio mais avancado da exposi¢cdo com
acOes de mutagenicidade.

Apesar de ambos os grupos apresentarem concentracdes séricas dentro dos

valores de referéncia para retinol (1,05 a 2,80 uM), vitamina E (12 a 42 uM) e B-
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caroteno (0,19 a 1,58 uM) (Burtis e Bruns, 2014), maiores niveis desses antioxidantes
exdgenos foram observados no grupo de taxistas. Estes resultados sdo opostos aos
encontrados para o licopeno (manuscrito 1), cujos niveis plasmaticos estavam
aumentados no grupo de NEO e apresentaram efeito protetivo ao estresse oxidativo,
inflamacéo e, consequentemente, ao risco de cancer. Ao contrario do esperado e
corroborando, entdo, com estes nossos achados, alguns estudos mostraram que
vitamina E e B-caroteno podem ter efeitos nulos ou até mesmo deletérios na
prevencédo de cancer (Druesne-Pecollo et al., 2010; Fortmann et al., 2013; Kong,
2013).

Ao observar a frequéncia de sintomas relatados pelos individuos no
questionario (rinite, falta de ar e distlrbios respiratérios) e a sua relagdo com
biomarcadores de efeito, ressalta-se a influéncia que o processo inflamatério
decorrente do aumento do colesterol pode ter sobre a incidéncia de problemas
pulmonares e respiratérios. Diversos estudos tém relatado a importancia da
hipercolesterolemia ndo apenas diretamente sobre processos ateroscleroticos, mas
também sobre desordens respiratorias como hipertensdo pulmonar e doencas
obstrutivas pulmonares (formacdo de granulomas de colesterol) que aumentam as
chances de mortalidade em doencas cardiovasculares (Nolan et al., 1999; Sin e Man,
2005).

O p53, além do seu papel no controle da progressao tumoral, exerce fun¢ao no
processo aterosclerético, especialmente quando expresso em macréfagos e
monaocitos, pois controla a apoptose destas células e diminui o acimulo de lesées em
placas de sitios ateroscleréticos, aumentando assim a estabilidade das placas e
evitando sindromes coronarianas (Van Vlijmen et al., 2001; Martinet et al., 2002).
Neste mesmo sentido, a oxidagao de lipoproteinas de alta e baixa densidade (HDL e
LDL) é catalisada por ions Cu, e esta oxidacdo afeta o papel destas moléculas no
transporte e metabolismo do colesterol sanguineo, bem como a producdo de
lipoperoxidos, que pode ter contribuicdo da vitamina E (Raveh et al., 2000; Gaetke e
Chow, 2003).

Em nosso estudo, como ja mencionado no manuscrito 2, maiores
concentracbes de Cu associaram-se com a menor expressao de p53. Além disso,
nossos resultados adicionais mostram que maiores niveis de Cu podem estar

relacionados com menores niveis de HDL e com maiores niveis de C3 e PCR. Estes
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achados reiteram a possivel influéncia do Cu ndo s6 sobre a suscetibilidade ao
crescimento de tumores, mas também sobre a predisposicdo a doencas
cardiovasculares. Em um estudo recente, Markert et al. (2016) observaram que a
exposicdo a Zn e Cu separadamente, bem como a exposicdo simultanea de Zn e Cu,
aumentaram as concentracdes plasmaticas de PCR, sendo este aumento maior nos
expostos ao Cu isoladamente.

A PCR, por sua vez, tem participacdo no processo aterogénico, onde a sua
presenca na placa fibrosa ativa principalmente a via classica do sistema complemento
(Niculescu e Rus, 2004). Corroborando com este mecanismo, foi observado em
nossos dados adicionais que maiores niveis de PCR estavam associados com
maiores niveis de C3 e C4. Além disso, o C3 também mostrou associacdo positiva
com outros fatores de risco para aterosclerose, como colesterol, triglicerideos, numero
de plaguetas (possivel efeito pré-trombatico), além da associacdo com maus habitos
alimentares, como ingesta de comidas gordurosas e consumo de refrigerantes.
Quanto aos efeitos pré-trombéticos do sistema complemento, sua interacdo com
plaguetas pode ocorrer via receptores nao tipicos do sistema complemento, como a
P-selectina (Verschoor e Langer, 2013). Entretanto, em nosso estudo nado foi
observada associacao entre C3 ou C4 e a expressao da molécula de adesdo CD62-
P. Uma justificativa desta auséncia de associacdo é que realizamos a avaliacdo da
expressdo de CD62-P somente em linfocitos e mondcitos, mas ndo em plaquetas
onde essa molécula de adesdo é constitutivamente expressa e poderia, de fato,
apresentar relacdo com ativacao de processos pro-trombéticos (Scholz et al., 2002).

Além do processo cronico inflamatério de aterosclerose, altas concentracdes
sisttmicas de complemento C3 ja mostraram ser um fator de risco para o
desenvolvimento de diabetes em homens (Engstrém et al., 2005), mas isto néo foi
observado em nossos resultados. Por outro lado, maiores niveis plasmaticos de C3
estavam associados com maiores niveis de microalbumindria urinaria, indicando uma
possivel influéncia do sistema imune sobre dano renal. Em partes, este aumento
observado em glomerulonefrites pode ser uma reagdo normal para remover
complexos imunes e células lesadas dos glomérulos (Noris e Remuzzi, 2013).

Ainda com foco em doengas crbnicas ndo transmissiveis e 0S processos
inflamatorios decorrentes, nossos resultados adicionais mostram uma ligacao direta

entre a exposicao ao Ni e a tendéncia a hiperglicemia no grupo de taxistas. O aumento
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das concentracdes de glicose circulantes, por sua vez, foi direta e significativamente
relacionado a biomarcadores oxidativos e inflamatérios bem como a danos renais
glomerulares e tubulares, mecanismo este j& bem estudado em doencas renais de
diabéticos (Forbes et al., 2008). Além disso, antioxidantes endégenos (GPx e CAT) e
exdgenos (licopeno e vitamina C), e lipoproteinas de alta densidade (HDL) parecem
amenizar esta sucessdo de efeitos deléterios. Varios trabalhos tém utilizado
antioxidantes ou estimulantes da defesa antioxidante renal na prevencao de doencas
renais em casos de diabetes (Gokturk et al., 2014; Naik et al., 2014; Rahimi-Madiseh
et al., 2016).

De um modo geral, quanto a influéncia dos biomarcadores de exposi¢céo sobre
0 estresse oxidativo, observamos que para a atividade da enzima ALAD, apenas
maiores niveis Ni mostraram relagédo direta com a reducdo da atividade enzimatica,
enguanto os demais elementos (As, Cu, Ni, Ti, V e Zn) e o 1-OHP apenas mostraram
uma relacdo indireta, através da reativacdo da enzima, tanto com o uso do agente
redutor DTT (ditiotreitol) como com o uso do seu co-fator enzimético (o Zn). Estes
resultados nos indicam que estes agentes (elementos metalicos e 1-OHP) podem
estar agindo sobre a inibicdo da enzima tanto diretamente, através da sua ligacao aos
grupamentos tidlicos da enzima (revertido pelo Zn), como pela acdo de espécies
reativas formadas durante seu metabolismo que acabam oxidando os grupamento
tidlicos (revertido pelo DTT) da enzima, inibindo-a (Baierle et al., 2014; Sauer et al.,
2014). Além disso, como mostrado no manuscrito 2, os elementos essenciais Co e Fe
também pareceram aumentar a atividade da ALAD. Ademais, o Fe também mostrou
associacado com desfechos finais que envolvem o heme (hematdécrito e concentracéo
de hemoglobina eritrocitéria), reforcando seu efeito protetor contra o desenvolvimento
de anemia.

Os resultados adicionais mostram uma maior atividade da enzima GST no
grupo de taxistas, e a acdo das enzimas GSTT1 e GSTML1 parece estar envolvida no
aumento das concentracfes sanguineas de alguns metais e sua toxicidade, uma vez
gue o polimorfismo nulo que, em tese, reduz ao minimo a expressao das mesmas, se
mostrou diminuir dos niveis de metais e alguns biomarcadores de efeito. Chuang e
Chang (2007) também n&o conseguiram mostrar diferencas significativa na excrecao
de 1-OHP entre os gendtipos positivo e nulo das enzimas GSTM1 e GSTT1, e
Marczynski e colaboradores (2002) também néao encontraram diferenca significativa
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guanto ao dano de DNA (ensaio cometa e excrecao urinaria de 8-oxo-G) entre os
diferentes polimorfismos de CYP1Al, GSTM1 e GSTT1 avaliados em expostos
ocupacionalmente a HPAs.

Garcia-Closas e colaboradores (2004) sugerem que h& maior risco para o
cancer de bexiga dentre os individuos expostos a HPAs com delecdo do gene da
GSTML1 e em outro estudo, os autores verificaram que o polimorfismo de alelo nulo da
GSTT1 aumenta a suscetibilidade ao desenvolvimento de adenocarcinoma (Sunaga
et al., 2002; Garcia-Closas et al., 2004). Entretanto, para cancer de pulméo, Carlsten
e colaboradores (2008) ndo encontraram maior risco entre os individuos caucasianos
com gendtipo nulo para GSTM1. Inclusive, alguns estudos mostram um efeito
protetivo do genotipo nulo da GSTM1 contra danos ao DNA através dos ensaios
cometa (Novotna et al., 2007; Bagryantseva et al., 2010) e micronucleo (Leopardi et
al., 2003) em trabalhadores expostos a poluicdo atmosférica, o que corrobora, ao
menos em partes, nossos achados.

Varias podem ser as explicacdes para os diferentes efeitos da exposi¢cdo em
individuos portadores de genotipo nulo para as GSTs dos isotipos M1 e T1, onde ora
a delecdo mostra maior suscetibilidade aos danos causados por agentes toxicos e ora
parece proteger dos mesmos. A primeira explicacdo é que o0 gendétipo nulo nem
sempre determina a completa delecdo da expresséo génica destas enzimas, podendo
ocorrer apenas reducdo na expressdo delas, possibilitando entdo uma atividade
normal, apenas reduzida (Koch et al., 2010). Por isto, € interessante fazer a avaliacdo
da expressao génica nos individuos para verificar se a expressao esta de fato sendo
afetada pelo polimorfismo. A segunda, € que justamente por haver diversos isotipos
desta enzima, por mais que um esteja em delecdo no individuo, outro isotipo poderia
compensar essa perda e manter a funcionalidade final da enzima. A terceira
possibilidade € a de que certos compostos podem ser convertidos a metabdlitos
toxicos por estas enzimas (Anders et al., 1988; Menegon et al., 1998), e mesmo que
a via normal de acdo delas esteja relacionada a detoxificacéo de alguns xenobioticos,
devemos levar em consideracdo a coexposicdo destes trabalhadores aos diversos
tipos de agentes presentes na poluicdo atmosférica. Por fim, Chasseaud (1979)
sugerem que a GSTPL1, outro tipo de glutationa transferase, esta mais relacionado a

biotransformacao de metabdlitos secundarios de HPAs do que as isotipos M1 e T1.
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Nossos resultados adicionais também mostraram que o polimorfismo da ALAD
aparenta ter um efeito protetor em relacdo a alguns biomarcadores de exposicao e
efeito. A maioria dos estudos envolvendo avaliacdo da exposicdo a metais e 0
polimorfismo da enzima ALAD apontam que o alelo ALAD2 acaba protegendo os
individuos expostos, uma vez que este genoétipo determina reducdo nos niveis
circulantes destes metais (Sakai et al., 2000). Entretanto, Montenegro e colaboradores
(2006) observaram que em trabalhadores expostos ao Pb apresentando niveis
sanguineos maiores de 10 pg dL?, os niveis de Pb nos individuos com genétipo
ALAD2 foram maiores, mostrando um efeito bioacumulador do polimorfismo. Os niveis
de Pb abaixo dos valores de referéncia preconizados, em ambos nossos grupos de
estudo (dados ndo mostrados), justificariam entéo o efeito protetivo do alelo ALAD1-2
observado em nossos resultados. Em nosso estudo, os polimorfismos da GSTM1
(nulo) e da ALAD (alelo ALAD1-2) parecem ter influéncia sobre uma maior eliminagéo
do Cu do organismo, demonstrando certa protecéo aos efeitos negativos da exposicéo
ao Cu, evidentes no grupo de taxistas.

Além destes polimorfismos de enzimas de metabolizacdo j4 estudados, a
avaliacdo de uma enzima de reparo de danos ao DNA como a OGG1 é bastante
relevante, até porque ja foi demonstrado que polimorfismos na enzima OGG1 teriam
associacdo com carcinoma celular e dano ao DNA pela maior deteccdo de 8-
oxoguanina urinaria em pacientes com cancer (Kumar et al., 2011). E, como exposicao
ocupacional a compostos carcinogénicos, como os HPAs, e a exposi¢cdo cronica a
elementos metélicos sdo importantes fatores de risco para o desenvolvimento de
diversos tipos de cancer (Fernandez et al., 2012; Burger et al., 2013; Zhao et al., 2014;
Rengarajan et al., 2015), a avaliacdo da capacidade de reparo do DNA se faz
importante.

As associacfes observadas entre as respostas obtidas através do questionario
sobre a percepcdo pessoal e avaliacdo de aspectos relacionados a saude
demonstram a influéncia que a elevada carga horaria de trabalho, somada a relatos
de sintomas de algum tipo de mal-estar, tém sobre a qualidade de vida e avaliagdo do
estado de saude. Além disso, de uma maneira geral, os niveis aumentados de Ni, C3
e também o maior nUmero ou porcentagem de mondcitos, eosindfilos e baséfilos

circulantes se correlacionaram com o aumento da frequéncia de sintomas. Em
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compensacao, maiores niveis de vitamina C e Se aparentemente protegem contra o
aparecimento destes sintomas.

De uma maneira geral, os estudos classificam a alimentac&o dentro de padrdes
dietéticos saudaveis, onde se aplica uma dieta com alto teor de frutas, legumes, aves,
peixe, cereais integrais e uma baixa ingestéo diaria de gorduras; e um padrao pouco
saudavel, tendo dieta com alto teor de carne vermelha e/ou carne processada,
acucares refinados, batatas, alimentos doces e uma alta ingestéo diaria de gorduras
(Ruiz e Hernadndez, 2014). Nossos resultados (manuscrito 1) revelaram uma relacao
inversa entre antioxidantes que podem ser obtidos através da dieta e a carga horaria
de trabalho. Isso mostra que a sobrecarga de trabalho pode interferir na busca por
hébitos alimentares saudaveis, aumentando ainda mais os riscos dos trabalhadores,
uma vez que, além de expostos ocupacionalmente a poluicdo, ainda apresentam
deficiéncia em sua capacidade antioxidante, o que amenizaria os efeitos deletérios
destes agentes. Com isso, aumenta-se a predisposicdo a doencas cronicas
inflamatdrias ndo transmissiveis como diabetes e aterosclerose, bem como a
predisposicdo ao desenvolvimento de cancer. Por fim, a possivel vinculagdo da
regulacdo de todos os genes estudados ao fator de transcricdo nuclear NF-kB,
ressalta a importancia de se avaliar expressao génica do proprio NF-kB no grupo de

expostos e buscar melhor entendimento de como se dé esta interacéo regulador-gene.
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CONCLUSOES

Os niveis de 1-OHP, As, Ni, Ti, V, Zn e Cu estavam aumentados no grupo de
taxistas quando comparado ao grupo de NEO. Além disso, estes biomarcadores
fortemente associados entre si, sugerindo uma mesma fonte de exposi¢do. Por outro
lado, taxistas apresentaram menores niveis sanguineos de Co, Fe e Mn que os
individuos NEO. Também foi possivel observar a relacdo entre os xenobibticos
estudados e o aumento de marcadores oxidativos, inflamatorios, de genotoxicidade e
de mutagenicidade, além da deplecdo de antioxidantes exdgenos, cujos niveis
plasméticos associaram-se a habitos alimentares saudaveis. Mais do que iSso, NOSSO
estudo demonstrou a importancia do equilibrio de elementos essenciais circulantes
para o bom e correto funcionamento do organismo. A tendéncia a predisposicdo de
doencas crdnicas nao transmissiveis, como hiperglicemia e hipercolesterolemia,
também foi observada entre os taxistas, sendo associada direta (biomarcadores de
exposicao) ou indiretamente (biomarcadores de efeito) a exposi¢cdo ocupacional. A
exposicao ocupacional no grupo de taxistas também mostrou efeitos diretos e
indiretos sobre a expressdo de genes relacionados a processos tumorigénicos,
indicando uma maior predisposicdo ao desenvolvimento de tumores que, aliados ao
panorama de estresse oxidativo e inflamacdo observado nesses trabalhadores,
poderiam ser direcionados a malignidade do cancer. Em relacdo aos polimorfismos
enzimaticos estudados até o presente momento, nenhum mostrou ter significativa
influéncia sobre os biomarcadores avaliados e sobre a suscetibilidade a danos,

inclusive, mostraram certo efeito protetivo.
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PERSPECTIVAS

- Avaliar o polimorfismo da enzima OGG1 e da proteina p53 para associar
aos respectivos niveis de expressdo génica, bem como com os danos ao DNA

observados nos taxistas;
- Avaliar a expressao dos genes: fator de transcricdo NF-Kb e enzimas

GSTT1 e GSTML, para relacionar com os polimorfismos e expressfes proteicas.
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- CONTROLES

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “Estudos in vivo e in vitro para avaliar os
Potenciais Efeitos da Exposicdo a Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos”. Este trabalho tem como
pesquisadora responsavel a professora Dr2. Solange Cristina Garcia da Faculdade de Farmécia da
UFRGS.

Taxistas encontram-se diariamente expostos aos hidrocarbonetos policiclicos arométicos — HPAs
— (compostos presentes na poluicdo). Esses compostos sdo reconhecidos por seu alto potencial
causador de prejuizos a saude do trabalhador exposto, inclusive cancer. Por este motivo, este trabalho
pretende avaliar alguns efeitos desta exposicdo aos HPAs sobre a salde desses trabalhadores.
Sabendo que no seu ambiente trabalho ndo ha presenca de nenhum desses compostos, vocé esta
sendo convidado a patrticipar do grupo controle (sem exposi¢do) para que possamos comparar 0s
resultados obtidos dos individuos expostos com individuos ndo expostos.

Se vocé aceitar participar desse estudo, sera realizada uma entrevista com questionario sobre o
uso de medicamentos, seus habitos de vida, seu historico familiar de doencas e seu estado de saude
atual. Este questionario sera realizado no dia da coleta e deve necessitar de aproximadamente 20
minutos para ser preenchido.

Também serd realizada a coleta de amostras biol6gicas (sangue, urina e células da mucosa da
boca). Esta coleta serd realizada no seu local de trabalho, em um Unico dia que sera agendado com
vocé conforme sua disponibilidade. Realizaremos alguns exames que séo de rotina em laboratério de
andlises clinicas, como hemograma, exames de avaliacdo dos rins e figado, e alguns outros que
somente realizamos no laboratério de Toxicologia na Faculdade de Farmacia da UFRGS.

Para a coleta de sangue, o material utilizado é Unico para cada individuo. Sera coletada uma
amostra de 20 mL de sangue, cerca de 4 colheres de cha. No momento da coleta de sangue podera
haver alguma dor leve decorrente da perfuracéo da pele. Complicacdes da coleta de sangue sao raras,
mas é possivel que ocorra algum tipo de mal-estar e até mesmo desmaios. Podera aparecer hematoma
no local da puncgéo de sangue, o qual desaparece em alguns dias. Todos os cuidados necessarios serao
tomados para minimizar esses riscos. Com as amostras de sangue, faremos hemograma, avaliaremos
se ha alteracdes no figado e rins, avaliaremos possiveis danos no DNA e também avaliaremos seu
sistema imune.

Quanto ao procedimento para coleta de urina, o individuo participante tera que urinar em um
pequeno frasco coletor de urina e este é o Unico desconforto que pode vir a ocorrer. Vocé devera urinar
apenas a quantidade que for capaz no momento da coleta, desprezando o primeiro jato de urina para
ndo ocorrer contaminag¢ao microbioldgica, e o volume néo precisa exceder a metade do frasco de coleta.
Com as amostras de urina, avaliaremos se h4 alteragdes nos rins e também avaliaremos possiveis
danos no DNA.
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Quanto a coleta de células da mucosa da boca, os individuos participantes poderdo sofrer de
algum desconforto do procedimento e ha o risco eventual, embora pequeno, de lesdo da mucosa, uma
vez que se constitui de uma coleta simples, realizada com uma pequena escova de coleta de células
bucais (semelhante a uma escova de dentes) através de movimentos circulares contra o interior de cada
bochecha. Anteriormente a coleta de células da mucosa, o individuo sera orientado a realizar bochecho
com agua mineral disponibilizada pela equipe de pesquisa, minimizando os riscos de contaminacao.
Esta coleta sera utilizada para a analise de dano ao DNA.

No dia da coleta, vocé recebera um amostrador passivo que devera ficar pendurado em sua roupa
durante toda sua jornada de trabalho deste dia. Este amostrador € pequeno, do tamanho de um broche
e ndo deve interferir na realizagéo de suas atividades de trabalho. O amostrador tem a fungé&o de coletar
ao longo do dia alguns dos componentes do ar a que voceé fica exposto. No final do seu dia de trabalho,
recolheremos este amostrador para que possamos analisar tais compostos.

Realizaremos também uma avaliacao clinica e cardiovascular que incluird um exame de ecografia
das carétidas por Doppler no Instituto Cardiologia de Porto Alegre. Agendaremos uma data para a
realizacao deste exame, conforme sua disponibilidade. As artérias car6tidas séo localizadas no pescoco,
a ecografia das carétidas permite tanto a visualiza¢@o quanto a audicéo do fluxo sanguineo dentro dos
vasos. Para este exame, o médico ira aplicar um gel sobre sua pele e posicionard um aparelho portatil
chamado transdutor. O transdutor é apertado firmemente sobre a pele e € movido de um lado para outro,
para se obter imagens completas das areas de interesse. O exame é usualmente indolor, podendo haver
algum desconforto decorrente da pressdo do transdutor sobre a pele ou de posigcbes um pouco
incbmodas, que serdo necessarias para a realizagdo do exame.

Vocé ir4 receber os resultados dos exames realizados. A entrega dos resultados sera realizada
no seu local de trabalho em data e horéario que lhe for mais conveniente. Entraremos em contato para
agendarmos a entrega dos mesmos. Caso seja observado alguma alteracao significativa nos resultados
de seus exames, faremos o possivel para Ihe fornecer exames mais aprofundados que estejam a nosso
alcance ou entdo lhe encaminhar para o atendimento adequado.

A participac@o no estudo podera ndo trazer um beneficio direto a vocé. A sua participagcao nesse
estudo ira contribuir para o aumento do conhecimento sobre este assunto e os resultados irdo auxiliar
na tomada de medidas preventivas para a melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores expostos
ao benzeno e aos HPA.

O material biol6gico coletado sera armazenado de forma codificada. Apds a realizacao das
analises previstas neste projeto, as amostras serao armazenadas. Este material, além de ser utilizado
neste estudo, podera ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo
projeto de pesquisa sera submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé sera

chamado para reconsentir com o uso do material.
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Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo € obrigatéria. Caso vocé decida
nao participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo haverd nenhum prejuizo
ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber nas instituicdes envolvidas.

Vocé podera solicitar a retirada das informacdes e do material bioldgico a qualquer momento,
bastando solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé nao tera
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na pesquisa, vocé
recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Garantimos a sua nao identificacao e o carater confidencial dos resultados. Os resultados serao
divulgados de forma agrupada, sem a identificacdo dos individuos que participaram do estudo.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais responsaveis pela
mesma, para esclarecimentos de eventuais davidas, contatando a Prof? Dr2 Solange Cristina Garcia
pelo telefone (51) 3308-5297. A pesquisadora Bruna Gauer também podera ser contatada pelo telefone
(51) 3308-5297 ou pelo e-mail bruna_gauer@hotmail.com.

Também podera contatar os comités de ética em pesquisa, que aprovaram este projeto, para
esclarecimento de davidas.

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no segundo andar do HCPA,
sala 2227, ou através do telefone (51) 3359-7640 das 8 as 17 horas, de segunda a sexta.

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul, Av. Princesa

Isabel, 395, ou através do telefone (51) 3235-4136, das 9 as 17 horas, de segunda a sexta.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para O participante e outra para 0s

pesquisadores.

( ) Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

( ) Nao aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Participante: Assinatura:

Nome do Pesquisador: Assinatura:
(pesquisador que aplicou o Termo)

Local e data:
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ANEXO IlI- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CASOS
(MOTORISTAS DE TAXI)
Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “Estudos in vivo e in vitro para avaliar os

Potenciais Efeitos da Exposicdo a Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos”. Este trabalho tem como
pesquisadora responsavel a professora Dr2. Solange Cristina Garcia da Faculdade de Farmécia da
UFRGS.

Em seu ambiente de trabalho, vocé esta diariamente exposto a hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAS), pois eles estéo presentes na poluicdo atmosférica. Essas substancias séo liberadas
pela queima de matéria organica (queima de campos e florestas, emissdo de motores de veiculos,
incéndios, etc) e j4 se sabe que alguns destes HPAs podem causar sérios problemas em seres
humanos, inclusive céncer. Por este motivo, este trabalho pretende avaliar alguns efeitos desta
exposicao a HPAs sobre a sua saude.

Se vocé aceitar participar desse estudo, sera realizada uma entrevista com questionario sobre o
uso de medicamentos, seus habitos de vida, seu histdrico familiar de doencas e seu estado de saude
atual. Este questiondrio sera realizado no dia da coleta e deve necessitar de aproximadamente 20
minutos para ser preenchido.

Também sera realizada a coleta de amostras biolégicas (sangue, urina e células da mucosa da
boca). Esta coleta sera realizada uma Unica vez, em um Unico dia que serd agendado com vocé
conforme sua disponibilidade. A coleta serd realizada na Faculdade de Farméacia da UFRGS, no
endereco Av. Ipiranga, 2752 (térreo), Bairro Santana. Nao cobriremos seus gastos de deslocamento até
o local, ficando estes sob sua responsabilidade. Realizaremos alguns exames que séo de rotina em
laboratério de andlises clinicas, como hemograma, exames de avaliacdo dos rins e figado, e alguns
outros que somente realizamos no laboratério de Toxicologia na Faculdade de Farmacia da UFRGS.

Para a coleta de sangue, o material utilizado é Unico para cada individuo. Sera coletada uma
amostra de 20 mL de sangue, cerca de 4 colheres de cha. No momento da coleta de sangue podera
haver alguma dor leve decorrente da perfuracdo da pele. Complica¢des da coleta de sangue séo raras,
mas é possivel que ocorra algum tipo de mal-estar e até mesmo desmaios. Podera aparecer hematoma
no local da pungé&o de sangue, o qual desaparece em alguns dias. Todos os cuidados necessarios serao
tomados para minimizar esses riscos. Com as amostras de sangue, faremos hemograma, avaliaremos
se hé alteragbes no figado e rins, avaliaremos possiveis danos no DNA e também avaliaremos seu
sistema imune.

Quanto ao procedimento para coleta de urina, o individuo participante tera que urinar em um
pequeno frasco coletor de urina e este é o Unico desconforto que pode vir a ocorrer. Vocé devera urinar
apenas a quantidade que for capaz no momento da coleta, desprezando o primeiro jato de urina para
nao ocorrer contaminacao microbioldgica, e o volume nao precisa exceder a metade do frasco de coleta.
Com as amostras de urina, avaliaremos se ha alteragbes nos rins e também avaliaremos possiveis
danos no DNA.
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Quanto a coleta de células da mucosa da boca, os individuos participantes poderédo sofrer de
algum desconforto do procedimento e ha o risco eventual, embora pequeno, de lesdo da mucosa, uma
vez que se constitui de uma coleta simples, realizada com uma pequena escova de coleta de células
bucais (semelhante a uma escova de dentes) através de movimentos circulares contra o interior de cada
bochecha. Anteriormente a coleta de células da mucosa, o individuo sera orientado a realizar bochecho
com agua mineral disponibilizada pela equipe de pesquisa, minimizando os riscos de contaminacgao.
Esta coleta sera utilizada para a analise de dano ao DNA.

No dia da coleta, vocé recebera um amostrador passivo que devera ficar pendurado em sua roupa
durante toda sua jornada de trabalho deste dia. Este amostrador é pequeno, do tamanho de um broche
e ndo deve interferir na realizagéo de suas atividades de trabalho. O amostrador tem a fungé&o de coletar
ao longo do dia alguns dos componentes do ar a que voceé fica exposto. No final do seu dia de trabalho,
pedimos que vocé nos devolva o amostrador no local onde foram realizadas as coletas (Faculdade de
Farméacia/UFRGS), para que possamos analisar tais compostos. Caso vocé nao possa vir até a
faculdade, tentaremos combinar com vocé o local mais apropriado para recolhermos o amostrador no
mesmo dia ou entdo pediremos que vocé guarde o amostrador em um saco plastico para agendarmos
a entrega/busca no dia seguinte.

Realizaremos também uma avaliacao clinica e cardiovascular que incluira um exame de ecografia
das carétidas por Doppler no Instituto Cardiologia de Porto Alegre. Agendaremos uma data para a
realizacdo deste exame, conforme sua disponibilidade. As artérias carotidas séo localizadas no pescoco,
a ecografia das caroétidas permite tanto a visualizagdo quanto a audi¢do do fluxo sanguineo dentro dos
vasos. Para este exame, o médico ira aplicar um gel sobre sua pele e posicionard um aparelho portatil
chamado transdutor. O transdutor é apertado firmemente sobre a pele e é movido de um lado para outro,
para se obter imagens completas das areas de interesse. O exame é usualmente indolor, podendo haver
algum desconforto decorrente da pressdo do transdutor sobre a pele ou de posicdes um pouco
incdbmodas, que serdo necessarias para a realizagdo do exame.

Vocé ira receber os resultados dos exames realizados. A entrega dos resultados sera realizada
no local da coleta das amostras biol6gicas em data e horario que lhe for mais conveniente. Entraremos
em contato para agendarmos a entrega dos mesmos. Caso seja observada alguma alteracdo
significativa nos resultados de seus exames, faremos o0 possivel para Ihe fornecer exames mais
aprofundados que estejam a nosso alcance ou entdo Ihe encaminhar para o atendimento adequado.

A participac@o no estudo podera ndo trazer um beneficio direto a vocé. A sua participagcao nesse
estudo ira contribuir para o aumento do conhecimento sobre este assunto e os resultados irdo auxiliar
na tomada de medidas preventivas para a melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores expostos a
poluicdo atmosférica. Vocé ter4 acesso aos resultados laboratoriais realizados durante esse estudo.

Caso haja alguma alteragdo em seus exames, tentaremos fazer o seu encaminhamento a meédicos
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especializados, através do auxilio do CEREST/RS, para que seja feito acompanhamento dessas
alteracfes e resolucdo das mesmas, quando possivel.

O material biolégico coletado sera armazenado de forma codificada. ApGs a realizacdo das
analises previstas neste projeto, as amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser utilizado
neste estudo, poderd ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo
projeto de pesquisa sera submetido para apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé sera
chamado para reconsentir com o uso do material.

Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, nao € obrigatdria. Caso vocé decida
ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo
ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber nas instituicdes envolvidas.

Vocé podera solicitar a retirada das informagGes e do material biolégico a qualquer momento,
bastando solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto.

N&o esté previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacao na pesquisa e vocé nao tera
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participagdo na pesquisa, vocé
recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Garantimos a sua néo identificacdo e o carater confidencial dos resultados. Os resultados serdo
divulgados de forma agrupada, sem a identificacéo dos individuos que participaram do estudo.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais responsaveis pela
mesma, para esclarecimento de eventuais dividas, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina Garcia pelo
telefone (51) 3308-5297. A pesquisadora Bruna Gauer também podera ser contatada pelo telefone (51)
3308-5297 ou pelo e-mail bruna_gauer@hotmail.com.

Também podera contatar os comités de ética em pesquisa, que aprovaram este projeto, para
esclarecimento de davidas:

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no segundo andar do HCPA,
sala 2227, ou através do telefone (51) 33597640 das 8 as 17 horas, de segunda a sexta.

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul, Av. Princesa
Isabel, 395, ou através do telefone (51) 3235-4136, das 9 as 17 horas, de segunda a sexta.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para 0 participante e outra para 0S
pesquisadores.

( ) Aceito que minhas amaostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

( ) Nao aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Participante: Assinatura:

Nome do Pesquisador: Assinatura:
(pesquisador que aplicou o Termo)

Local e data:
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ANEXO IV- QUESTIONARIO DE AVALIACAO

ESTUDOS IN VIVO E IN VITRO PARA AVALIAR OS POTENCIAIS EFEITOS DA
EXPOSICAO A HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Entrevistador:

DADOS GERAIS.
Cddigo da amostra:

Idade: Data de nascimento: / /

Etnia:

Profissao:

Funcéo:

Local de trabalho (posto/ponto):

Tempo que exerce a funcao:

Numero de horas diarias de permanéncia no trabalho?

Turno: (1) Manha  (2) Tarde  (3) Noite

Jornada de Trabalho Semanal:

Funcao Anterior:

Tempo da funcao anterior:

DADOS DE DIAGNOSTICO

Como vocé acha que esta o seu estado geral de saude?

() Muito bom ( ) Bom ( )Mau ( ) Muito mau

Portador de doencas cronicas?

( )Sim ( )Nao

Se sim, qual(ais) delas:

( ) Hipertenséao () Doencas Auto-imunes
( ) Diabetes () Tuberculose

( ) Hipercolesterolemia () Sifilis

( ) Cancer ( )HIV

( ) Doencas respiratérias () Hepatite
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Faz uso de medicamentos? Quais? Por quanto tempo?

Faz uso de Polivitaminicos?

Apresenta alguns destes sintomas?

) dor de cabeca
) vertigem

) dor pernas

) irritacdo nariz

) les&o nas méos

) alergia

) rinite alérgica

) cansaco

) dor muscular

) alteracdo salivacao

) insdnia

) distarbios respiratérios

(
(
(
(
(
(
() bronquite
(
(
(
(
(
(
(

) outros sintomas :

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

) tontura

) dor de estbmago
) irritagdo olhos

) irritacdo pele

) coceira

) palpitacbes

) falta de ar

) dor coluna

) problemas auditivos
) sonoléncia

) tremores

) alteracdo humor

HISTORICO FAMILIAR

Indique as doencas familiares mais relevantes dos seus avos, tios e irmaos:
Hipertensao arterial, infarto do miocardio, derrame cerebral (AVC), diabetes mellitus

AvOs:

Tios:

Irmaos:

Sobre o0 seu pai:
Estavivo ( ) Idade:

anos. Doencas:




Falecido ( ) Idade: anos. Causa de morte:

Sobre a sua mae:
Estaviva( ) Idade: anos. Doencas:
Falecida( ) Idade: anos. Causa de morte:

HABITOS DE VIDA

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

Com que idade comecou a fumar? anos

Ex-fumante

Se sim, quantos cigarros por dia?

Ha quanto tempo parou de fumar? anos ___meses

Mora com alguém que é fumante? ( ) SIM ( ) NAO

ETILISMO

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

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

Fez uso de bebidas alcodlicas nos ultimos 2 dias? Qual?

REINCIDENCIA DE INFECCOES? ( )SIM ( )NAO

Quais:

ATIVIDADES FISICAS
Pratica regularmente atividades fisicas ( ) SIM () NAO

Qual atividade e com que frequéncia?
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DIETA

Pense sobre sua alimentacdo no ultimo ano. Desde <més> do ano passado, com que
frequéncia o(a) sr.(a) comeu cada um dos seguintes alimentos?

Caso o(a) entrevistado(a) responda entre dois niimeros que aparecem em colunas diferentes,
por exemplo, 1 ou 2 vezes por semana, repita a pergunta e peca para ele(a) dizer como foi na
maioria das vezes.

MARQUE UM X EM CADA COLUNA PARA CADA ALIMENTO

<Ix/sem | 1x/sem | 2-3x/sem | 4-6x(sem) | 7x/sem | Escore N&o
0) 1) 2 (3) (4) ingere

Sucos
Frutas
Feijao
Refrigerantes
Pao branco, biscoito,
bolos
Pao preto/integral
Salada verde
(vegetais crus)
Outros vegetais
(cozidos ou fritos)
Alimentos
gordurosos  (carne
com gordura,
salsicha, frituras,
salgadinhos)
Cereais com fibras
ou farelos
Batatas

Quantos dias por semana costuma comer doces, balas e bolachas recheadas?
( ) Nao consome doces

( ) <1 por semana

( ) 1 vez por semana

( ) 2 vezes por semana

( ) 3 vezes por semana

( ) 4 ou mais vezes por semana

Costuma colocar mais sal nos alimentos quando ja servidos em seu prato?
( ) Nao ( ) Sim ( ) Nao consome sal

Costuma comer muito rapido?
( ) Néao ( ) Sim
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