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RESUMO

Os efeitos adversos a saude desencadeados pela exposicao a poluicdo atmosférica
estdo sendo muito discutidos. Estudos tém mostrado associacfes entre a exposicao
a poluentes atmosféricos, especialmente ao material particulado, e doencas
cardiovasculares. Estas particulas, por sua vez, possuem diversas substancias
toxicas adsorvidas, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e
metais. O metabdlito urinario 1-hidroxipireno tem sido utilizado como um
biomarcador para avaliar a exposicdao aos HPAs presentes no ambiente urbano
originados pela emissédo veicular. Neste trabalho, foi avaliada a exposicéo
ocupacional aos xenobidticos ambientais e sua inter-relacdo com a
inflamac&o/aterosclerose e danos oxidativos. Os grupos de estudo deste trabalho
foram constituidos por taxistas da cidade de Porto Alegre e individuos com
atividades administrativas (controles). Neste sentido, a exposi¢do ocupacional aos
poluentes ambientais foi avaliada através da quantificacdo dos biomarcadores de
exposicao e efeito. Além disso, foram quantificados os niveis de Hcy, ox-LDL e ox-
LDL-Ab e a medida da espessura das camadas intima e média das carétidas (EIMC)
pelo exame de ultrassom. Adicionalmente, metais foram quantificados tanto no
material particulado como no sangue dos participantes deste estudo. Em relacdo ao
material particulado 2,5 um foi observada uma concentracdo média de 12.4 + 6.9 ug
m™. No capitulo I, verificou-se que os niveis de 1-hidroxipireno estavam aumentados
nos taxistas em comparagcdo ao grupo controle (p<0,05). Os mediadores
inflamatorios, a peroxidacao lipidica, a oxidacdo de proteinas, bem como os niveis
de Hcy, ox-LDL e ox-LDL-Ab também estavam aumentados (p<0,05) e as atividades
das enzimas catalase, glutationa peroxidase e glutationa S-transferase estavam
diminuidas nos taxistas quando comparadas ao grupo controle (p<0,05). O 1-
hidroxipireno foi positivamente associado com os biomarcadores inflamatorios (IL-
1B, IL-6 e TNF-a) e negativamente associado com as enzimas antioxidantes
(catalase e glutationa S-transferase) (p<0,05). No capitulo Il, os resultados
demonstraram que os taxistas com comorbidades apresentaram maiores niveis de
EIMC em comparacao aos taxistas sem comorbidades, porém considerando apenas
0s taxistas sem comorbidades, 15% apresentaram EIMC acima dos valores de
referéncia. Além disso, observou-se associa¢cbes positivas entre os niveis de 1-

hidroxipireno com Hcy e EIMC (p<0,05). No capitulo lll, foi avaliado os niveis



sanguineos dos metais toxicos e essenciais, bem como sua potencial influéncia
sobre o processo inflamatério, status oxidativo e a fungéo renal. Verificou-se que as
concentracfes sanguineas de Hg, As, Pb e Cd estavam aumentadas, enquanto que
0s niveis de Se, Cu e Zn estavam diminuidos nos taxistas quando comparadas ao
grupo controle (p<0,05). Adicionalmente, os niveis de Hg, As e Pb apresentaram
associacbes positivas com as citocinas, Hcy e com o tempo de exposicao
ocupacional e negativamente com a glutationa peroxidase. Em conjunto, os dados
desta tese indicam que os taxistas expostos ocupacionalmente aos poluentes
ambientais apresentam elevados niveis de mediadores inflamatorios, danos
oxidativos lipidico e proteico, diminuicdo das enzimas antioxidantes e alteracdo nos
niveis de Hcy, ox-LDL e ox-LDL-Ab. Os resultados indicam que os taxistas
apresentam uma maior exposicdo aos HPAs, comparados aos controles, sendo que
esta exposicdo foi associada diretamente com a inflamacé&o e aterosclerose. Os
niveis de Hg, As e Pb também foram associados com inflamacgédo e aterosclerose,
porém outras fontes de exposicdo ambiental a estes xenobidticos precisam ser
investigadas. Os taxistas avaliados estdo mais propensos a apresentar doencas
crdnicas, como aterosclerose, relacionadas as mdltiplas interacbes da exposicao
ocupacional e ambiental a poluicdo atmosférica. Diante dos resultados, este trabalho
demonstrou o papel da poluigdo contribuindo com a inflamacao/aterosclerose que

representam importantes preditores para eventos cardiovasculares.

Palavras-chave: exposi¢cdo ocupacional; 1-hidroxipireno; inflamacdo; estresse

oxidativo; espessura intima-média carotidea; metais.



ABSTRACT

Human exposure to environmental xenobiotics and its interrelation with

oxidative damages and cardiovascular function

The adverse effects in human health caused by the exposure to air pollutants have
been receiving much discussion. Studies have shown an association between
exposure to environmental pollutants, especially to airborne particulate matter, and
cardiovascular events. These particles contain various chemical compounds
adsorbed to their surfaces, such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) and
metals. Urinary metabolite 1-hydroxypyrene is a biomarker used to assess exposure
to PAHs in the urban environment generated by vehicular emission. The present
study aimed to evaluate the occupational exposure to environmental xenobiotics and
its relationship with inflammation/atherosclerosis and oxidative damage. The study
population was comprised of taxi drivers and office workers (controls) resident in the
city of Porto Alegre. The occupational exposure to environmental pollutants was
assessed through the measurement of biomarkers of exposure and effect. In
addition, we also analyzed the levels of Hcy, ox-LDL and ox-LDL-Ab and the
measurement of carotid intima-media thickness (CIMT) by ultrasound imaging.
Additionally, metals were measured in particulate matter and blood samples. In
relation to the 2.5 um particulate matter (PM.5), we found a mean concentration of
12.4 + 6.9 ug m>. In the first chapter, we demonstrated that 1-hydroxypyrene levels
were increased in taxi drivers compared to the control group (p<0.05). The
inflammatory mediators, lipid peroxidation, protein oxidation as well as Hcy, ox-LDL
and ox-LDL-Ab levels were also increased (p<0.05) and catalase, glutathione
peroxidase and glutathione S-transferase activities were decreased in taxi drivers
(p<0.05). 1-Hydroxypyrene levels were positively associated to inflammatory
biomarkers (IL-1B, IL-6 and TNF-a) and were negatively associated to antioxidants
enzymes (catalase and glutathione S-transferase) (p<0.05). In the chapter I, our
results showed that taxi drivers with co-morbidities had higher CIMT levels compared
to taxi drivers without co-morbidities; however, considering only taxi drivers without
co-morbidities, 15% showed CIMT above the reference values. Moreover, we found
that 1-hydroxypyrene levels were positively associated to Hcy and CIMT (p<0.05). In

chapter Ill, we evaluated toxic and essential blood metals and their potential



influence on the inflammatory process, oxidative status and renal function. We
observed that the levels of Hg, As Pb and Cd in blood were increased and Se, Cu
and Zn levels were diminished in taxi drivers compared to the control group (p<0.05).
Additionally, Hg, As and Pb levels showed positive associations to cytokines, Hcy
and years of work, and negative associations to glutathione peroxidase. Taken
together, all data from this thesis indicate that taxi drivers occupationally exposed to
environmental pollutants showed elevation of inflammatory mediators, lipid and
protein oxidative damages, decreased antioxidant enzymes and enhanced Hcy, ox-
LDL and ox-LDL-Ab levels. PAH exposure was higher in taxi drivers compared to
controls, and was directly associated to inflammation and atherosclerosis. Hg, As
and Pb levels were also associated to inflammation and atherosclerosis, but other
sources of environmental exposure to these xenobiotics need to be investigated. Taxi
drivers were more susceptible to the development of chronic diseases, such as
atherosclerosis, which were related to the multiple interactions of environmental and
occupational exposure to air pollution. In summary, this study demonstrated the role
of air pollution in contributing to the induction of inflammation/atherosclerosis in taxi

drivers, representing important predictors for cardiovascular events.

Keywords: occupational exposure; 1-hydroxypyrene; inflammation; oxidative stress;

intima-media thickness; metals.
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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
a presente tese foi redigida na forma de encarte de publicacdes e esta organizada em
secOes dispostas da seguinte maneira: Parte I. Introducdo e Objetivos, Parte II:
Manuscritos I, Il e Ill e Parte lll: Discussédo, Conclusdes, Perspectivas, Referéncias
Bibliograficas e Anexos.

A Introducdo apresenta o0 embasamento tedrico que nos levou ao
desenvolvimento desta proposta de trabalho. Nos Objetivos constam os principais
guestionamentos do trabalho realizado.

Os Materiais e Meétodos, Resultados e Discussdo assim como as
Referéncias especificas encontram-se no corpo de cada manuscrito, 0s quais
estdo apresentados na forma de Capitulos I, 1l e Ill.

A secéo Discussao contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos
nos trés manuscritos.

A secdo Conclusdes aborda as conclusbes gerais dos principais resultados
da tese. Em seguida, estd apresentada a secdo Perspectivas, a qual aborda os
proximos estudos a serem realizados.

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

A secdo “Anexos” contém o aceite do comité de ética em pesquisa, 0 modelo
do termo de consentimento livre esclarecido e do questionario aplicado nos

participantes do estudo.
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1.Poluicdo atmosférica e saude

Atualmente, a contaminagcdo ambiental por diferentes agentes quimicos é um
dos temas mais estudados. E, a poluicdo atmosférica estd em destaque devido aos
potenciais efeitos deletérios demonstrados a saude humana. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a poluicdo atmosférica tem sido associada
com mais 2.000 mortes por ano no mundo (WHO, 2005).

Os primeiros dados associando os efeitos deletérios da poluicdo atmosférica
sobre a saude surgiram entre as décadas de 30 e 50 do século passado. O episodio
Londrino € a referéncia classica nessa area de estudo. Logan (1953) reportou o
aumento da mortalidade em Londres no inverno de 1952. Durante uma semana de
inverno, devido a inversdo térmica, houve acumulo de material particulado causado
pela queima de carvao, formando uma densa névoa de polui¢cdo atmosférica, sendo
registradas, neste periodo, mais de 4.000 mortes (LOGAN, 1953). A partir deste e de
outros episédios similares, como no Vale de Meuse, na Bélgica, em 1930, e, na
cidade de Donora, na Pensilvania, nos EUA em 1948, houve uma mobilizacdo dos
paises europeus e americanos com a finalidade de estabelecer limites maximos de
exposicdo aos poluentes atmosféricos, bem como investigar os efeitos da polui¢éo
sobre a saude humana (CANCADO et al., 2006).

Nas Ultimas décadas, trabalhos epidemiol6gicos demonstraram que altos
niveis de poluicdo atmosférica presentes nas areas urbanas representam um fator
de risco para doencas respiratorias e cardiovasculares (SALDIVA et al., 1994;
PETERS et al., 2004; ZANOBETTI e SCHWARTZ, 2005; BROOK, 2008;
FRANCHINI e MANNUCCI, 2012), bem como podem exacerbar doencas pré-
existentes e, consequentemente, o aumento nos atendimentos hospitalares (LIN et
al., 2004; FARHAT et al., 2005; DUBOWSKY et al., 2006).

Estudos realizados no Brasil (SALDIVA et al., 1994; BAKONYI et al., 2004;
DAUMAS et al., 2004; LIN et al., 2004; FARHAT et al., 2005; ANDRE et al., 2012;
SOUSA et al., 2012) assim como em outros paises (ALVES, SCOTTO e FREITAS,
2010; CHEN et al., 2010; TONNE et al., 2010; SAMOLI et al., 2011) tém associado
ambientes poluidos com mortes prematuras, doencas respiratorias, irritacdo ocular e
aumento de internagbes hospitalares. Segundo a OMS, 60 % das doencas
respiratérias agudas e 50 % das doencas respiratorias cronicas estdo associadas a

exposicdo aos poluentes atmosféricos. Aléem dos danos ao sistema respiratorio, o
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material particulado presente no ar tornou-se um fator de risco para eventos
cardiovasculares (BROOK et al., 2004; KUNZLI et al., 2005; BROOK, 2008; KUNZLI
et al., 2010; FRANCHINI e MANNUCCI, 2012).

Andre e colaboradores (2012) utilizaram dados de admissfes hospitalares por
doencas respiratérias e cardiovasculares no ano de 2007 em hospitais de referéncia
de seis capitais brasileiras e os niveis diarios de material particulado. Nesse estudo,
foi possivel observar que, devido ao atraso na execucdo de politicas para a
aplicacao de tecnologias sustentaveis, devera haver um aumento consideravel no
namero de mortes até 2040 relacionado com a poluicdo atmosférica (ANDRE et al.,
2012).

A exposicao ao material particulado urbano esta associada a efeitos adversos
a saude, mesmo quando os niveis encontrados estariam de acordo com o0s
parametros estabelecidos pela legislacdo (FREITAS e SOLCI, 2009). Nesta linha,
Bakheet e colaboradores (2013) mostraram que individuos que residiam proximo a
areas poluidas apresentavam efeitos adversos, mesmo que as concentracfes dos
poluentes atmosféricos fossem consideradas relativamente baixas (Al BAKHEET et
al., 2013). Além disso, Pope e colaboradores (2009) sugeriram que uma reducao de
10 pg/m® de MP 5 na emissdo dos poluentes seria responsavel por um aumento na
expectativa de vida (POPE, EZZATI e DOCKERY, 2009).

Ostro e colaboradores (2009) relataram que internacfes hospitalares por
doencas respiratorias, especialmente pneumonia, estdo associados com a
exposicdo ao MP,s5 e seus componentes quimicos. Estes componentes sao
derivados de fontes, como, por exemplo, emissdes dos automoéveis, queima de
biomassa, e outros processos de combustdo que estdo presentes no ambiente
urbano (OSTRO et al., 2009).

No Brasil, o desenvolvimento tecnoldgico e econdmico norteado pelo aumento
do parque industrial, crescimento da frota veicular leve e pesada, e expansdo da
fronteira produtiva acarretou novos desafios para a determinagcdo dos impactos da
poluicho a saude humana. Assim, a expansdo dessas fontes proporcionou a
expansao de problemas de poluicdo atmosférica a areas desprovidas de capacidade
de monitoramento e gestéo do risco (COLOMBINI, 2008). Embora um dos requisitos
basicos da saude humana e bem-estar é considerado o ar limpo, a exposi¢cdo a
poluicdo atmosférica é considerada uma ameaca significativa para a satde humana,

principalmente em areas urbanas de paises em desenvolvimento.
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2.Principais poluentes atmosféricos

A poluicdo atmosférica pode ser definida como a presenca de uma mistura
complexa de substancias estranhas resultantes da atividade antropogénica ou de
processos haturais, em concentragbes suficientes para interferir direta ou
indiretamente na sadde, seguranca e bem-estar dos seres vivos (CONAMA, 1990;
CANCADO et al., 2006).

As atividades antropogénicas, como, por exemplo, a queima de residuos e
biomassa, operac¢des industriais, fuligem e combustdo de veiculos automotores,
liberam na atmosfera grande quantidade de poluentes, como o mondéxido de carbono
(CO), diéxido de nitrogénio (NO,), didéxido de enxofre (SO,), material particulado e
hidrocarbonetos (TEIXEIRA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2009). Dentre esses
poluentes, destaca-se o material particulado.

O material particulado refere-se a uma mistura de componentes sélidos ou
liguidos suspensos no ar, que variam em forma, composicdo e origem (POPE et al.,
2002). Dependendo do seu tamanho aerodinamico, as particulas sdo classificadas
em particulas grosseiras com diametro aerodinAmico menor que 10 um e particulas
finas, apresentando diametro aerodinamico igual ou inferior a 2,5 um, designando-se
por MPiy « MP,s5, respectivamente. As particulas grosseiras sao produzidas,
principalmente, por processos mecanicos, como atividades de construcao,
ressuspensao de poeiras e, em cidades com alta densidade de trafego, uma fracéo
significativa é produzida pela friccdo dos pneus dos veiculos com o asfalto, enquanto
que as particulas finas sdo emitidas, principalmente, a partir de processos de
combustéo, industrias e veiculos. O material particulado fino tem sido amplamente
estudado, pois essas particulas apresentam a capacidade de atingir as regides mais
distais do sistema respiratorio gerando efeitos adversos (POPE et al., 2002).

O material particulado apresenta uma variabilidade complexa de substancias
téxicas, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e metais que estdo adsorvidos
em sua superficie (QUITERIO et al., 2004; DALLAROSA et al., 2005; MANALIS et
al., 2005; VALLIUS et al., 2005; VALAVANIDIS et al., 2006; FANG, CASSIDY e
CHRISTIANI, 2010; GUPTA, SALUNKHE e KUMAR, 2010; PAULINO et al., 2010).
Portanto, além de serem poluentes, essas particulas atuam como um veiculo de
disseminacéo de outros compostos quimicos (LODOVICI et al., 2003; GIODA, 2006;
VALAVANIDIS et al., 2006; COLOMBINI, 2008).
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Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) contém mais de 100 tipos
diferentes de produtos quimicos (ATSDR, 2006). Dentre os HPAs, os pirenos,
especialmente, o benzo[a]pireno € um dos principais componentes; neste sentido,
em analises de monitoramento ambiental, € recomendada a sua quantificacdo
(CASTANO-VINYALS et al., 2004). O fato de possuir cinco anéis aromaticos, como
representado na figura 1, e apresentar uma baixa pressao de vapor, faz com que o
benzo[a]pireno permaneca geralmente associado ao material particulado, e
dificilmente na forma de vapor (PEREIRA NETTO et al., 2000).

7 6 5

Figura 1: Estrutura quimica do benzo[a]pireno (Fonte: IARC, 2010).

Assim como os demais HPAs, o benzo[a]pireno € um produto proveniente da
combustdo incompleta de matéria organica, podendo ser emitido por motores a
diesel e a gasolina, estar presente na fumaca do cigarro e da madeira, sendo um
dos componentes da poluicdo atmosférica (TAKAISHI et al., 2009). Em regides
urbanas, hd4 uma maior concentracdo de HPAs na atmosfera. As vias de
contaminagao por HPAs nos seres humanos sdo por meio da inalacdo de vapores
ou material particulado com vapores adsorvidos, e pela ingestdo de alimentos
grelhados ou contaminados por deposi¢cdes atmosféricas (PEREIRA NETTO et al.,
2000). Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas, o risco de contaminacado é
significativo, pois apresentam caracteristica lipofilica, podendo ser absorvido por
inalacdo e ingestdo (PEREIRA NETTO et al., 2000).

Apés a absorcdo, o benzo[a]pireno é biotransformado por uma série de
enzimas (fase | e Il) que catalisam as reacOes de hidrélise, oxidacao, reducédo
(oxigenases, citocromo P-450 como as CYP1Al e CYP1B1 e NADPH-citocromo-c-
redutase) e conjugacdo por meio das enzimas sulfotransferase, epoxido hidrolase,

glutationa-S-transferase e UDP-glicotransferase. A biotransformacéo tende a
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transformar em um metabdlito mais hidrofilico que o seu precursor e, com isso,
facilitar a sua excrecao (KLAASSEN e WATKINS, 2012).

O benzo[a]pireno, assim como outros HPAs, pode ser biotransformado por
trés diferentes vias. A primeira via é a formacao de diol-epédxidos eletrofilicos por
meio da acdo do citocromo P-450 formando o6xidos de areno, e estes, por sua vez,
podem sofrer rearranjo formando fendis ou reagir covalentemente com a glutationa
(espontaneamente ou catalisada pela glutationa-S- transferase) formando diol-
epoxido (XUE e WARSHAWSKY, 2005). Alguns fenois sdo oxidados a quinonas e
outros podem sofrer nova epoxidacdo formando os dihidrodiolepdxidos. A segunda
via é a formacao do radical cation por meio do citocromo P-450 e das peroxidases,
sendo esta outra classe de formacdo de metabdlitos reativos e carcinogénicos. A
terceira via é a formacdo de o-quinonas, com reacdo de oxidacdo de fendis. As o-
quinonas apresentam alta reatividade com os grupamentos tidlicos (glutationa e
cisteina), formando os conjugados hidrossoluveis (XUE e WARSHAWSKY, 2005;
IARC, 2010). A via de formacdo de o-quinonas pode liberar espécies reativas de
oxigénio quebrando o equilibrio entre oxidantes e antioxidantes (IARC, 2010). O
processo de oxidagcdo enzimética seguida de hidrélise com a formacdo de diol-
epoxidos € a via mais aceita na bioativacdo dos HPAs, na qual metabdlitos reativos
séo intercalantes de DNA (ATSDR, 2006; XUE e WARSHAWSKY, 2005). O
polimorfismo genético das isoenzimas do sistema CYP-450 é conhecido como um
fator de influéncia na biotransformacdo de xenobibticos (STRICKLAND e KANG,
1999).

A IARC (International Agency for Research on Cancer) avaliou o potencial
carcinogénico do benzo[a]pireno classificando como Grupo 1 (IARC, 1998; 2010). A
sua potente acdo pro-carcinogénica é decorrente da acdo de alguns dos seus
metabdlitos intermediarios que sao intercalantes de DNA e, portanto, agentes
mutagénicos (BOFFETTA, JOURENKOVA e GUSTAVSSON, 1997; PEREIRA
NETTO et al., 2000). No entanto, recentemente, o benzo[a]pireno vem sendo
apontado como possivel fator aterogénico, visto que estudos experimentais in vivo
demonstraram que a exposicdo a este xenobidtico ocasionou um aumento da
progressao da aterosclerose (CURFS et al., 2004; KNAAPEN et al., 2007). Curfs e
colaboradores (2004) observaram que camundongos apoE-/- expostos ao

benzo[a]pireno apresentaram aumento da placa aterosclerdtica, sugerindo que 0s
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eventos cardiovasculares foram independentes da sua acdo mutagénica (CURFS et
al., 2004).

Nos ultimos anos, o interesse em potenciais efeitos adversos para a saude
com relacdo a exposicdo ao material particulado fino e ultrafino aumentou
consideravelmente (OBERDORSTER et al., 2005).

Alguns dos efeitos adversos sobre a saude também podem ser causados pela
inalacdo de material particulado que contenha elementos tragcos em sua composi¢cao
quimica (BURNETT et al., 2000; SCHAUMANN et al., 2004; GRASS et al., 2010;
GIODA et al., 2011). Uma variedade de metais é encontrada na fracéo fina (MP2s)
sob a forma de tracos metdlicos. Os metais mais comuns encontrados aderidos ao
material particulado sdo aqueles liberados pela combustdo de petrdleo e carvao,
como, por exemplo, os metais derivados da crosta terrestre (ferro, sddio e magnésio)
e metais liberados pelo desgaste de veiculos automotores (KLAASSEN e WATKINS,
2012).

Os metais derivados de fontes antropogénicas, geralmente, estdo associados
ao MP, s enquanto que os metais que compdem a crosta terrestre comumente estao
associados a fracdo grosseira de material particulado (KLAASSEN e WATKINS,
2012). Alguns metais sofrem reacdes redox e possuem a capacidade de gerar
espécies reativas de oxigénio em sistemas biologicos, desencadeando o estresse
oxidativo, que tém sido associados com inducdo de eventos adversos respiratorios e
cardiovasculares (CURTIS et al., 2006; KAMPA e CASTANAS, 2008; ARAUJO e
NEL, 2009; GRASS et al.,, 2010). Burnett e colaboradores (2000) relataram a
associacdo entre mortalidade e exposicbes diarias a varios metais presentes no
ambiente, incluindo zinco, niquel e ferro em um estudo envolvendo oito cidades
canadenses (BURNETT et al., 2000).

Além disso, entre os metais, alguns considerados ndo essenciais, S0 muito
toxicos, como por exemplo, mercurio, arsénio, chumbo, cadmio e aluminio. Esses
metais sdo reconhecidamente neurotoxicos e/ou nefrotdxicos, assim como o arsénio
estd associado a carcinogenicidade (MORTADA et al.,, 2001; JARUP, 2003;
SILBERGELD et al., 2005; HAMBACH et al.,, 2013). Diante da importancia do
controle de exposicéo a diferentes metais, internacionalmente, ha controle das suas
concentracbes no ar, agua e alimentos. Por outro lado, poucos sdo os estudos,
especialmente com populacdes expostas ambientalmente ou ocupacionalmente, e

seus potenciais efeitos sobre inflamacao e/ou aterosclerose e, portanto, seus efeitos
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desencadeando doencas cardiovasculares (SIMEONOVA et al., 2003; SILBERGELD
et al., 2005; MILLS et al., 2009; GRASS et al., 2010).

No entanto, a legislacéo brasileira ainda néo definiu padrdes de qualidade do
ar para o MP,5 bem como ndo estabeleceu niveis para os compostos de HPAs e
metais presentes no material particulado. Neste caso, pode-se utilizar como
referéncia para o MP, s as normas internacionais, como, por exemplo, EPA (Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) e OMS (Organizacdo Mundial de
Salde), as quais preconizam como limite maximo diario para 0 MP,s. 35 pg/m® e 25
ng/m®, respectivamente. Em relacdo ao benzo[a]pireno, pode-se utilizar como
referéncia a Diretiva 2004/107/EC, na qual se preconiza o limite de 1,0 ng/m°. A
OMS preconiza os limites anuais para alguns metais no ar (WHO, 2000). No entanto,
€ fundamental que a legislacdo brasileira estabeleca parametros maximos
permitidos aos poluentes, uma vez que a poluicdo atmosférica esta afetando
gravemente a qualidade de vida da populacdo. Dessa forma, novas estratégias para
a diminuicdo da poluicdo ambiental e formulacdo de politicas publicas apropriadas
séo necessarias (DAUMAS et al., 2004).

3.Poluicdo atmosférica e exposi¢cdo ocupacional

A exposicdo aos xenobidticos, que estdo presentes no ambiente em que o
trabalhador esta desenvolvendo suas atividades profissionais por um periodo diario
determinado € definido como exposicdo ocupacional (OGA, CARVALHO e
BATISTUZZO, 2008).

A intensidade da exposicdo depende, dentre outros fatores, da concentracéo
do agente téxico no local, das caracteristicas fisico-quimicas do agente, do tempo de
exposicdo diaria e da frequéncia de exposicao ao longo da vida. Considerando que
as pessoas passam varias horas por dia no ambiente de trabalho em exposicao
ocupacional, a xenobibticos, torna-se um relevante problema de salude publica
(NEVES, 1999; FRITSCHI, 2009).

A absorcdo de agentes toxicos pelo organismo depende, principalmente, de
suas propriedades fisico-quimicas (ANGERER, EWERS e WILHELM, 2007; MANNO
et al., 2010). Porém, também devem ser considerados os fatores inerentes ao
individuo, como idade, género, etnia, suscetibilidade genética, estado nutricional e
doencas cronicas (KLAASSEN e WATKINS, 2012). Estes fatores podem interferir na
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gravidade dos efeitos adversos ocasionados pelos agentes toxicos presentes no
ambiente de trabalho, ja que os individuos podem desenvolver patologias
relacionadas por condicdes adversas ao exercicio de sua profissdo (OGA,
CARVALHO e BATISTUZZO, 2008; MANNO et al., 2010). Apesar da populagédo em
geral também estar exposta aos poluentes ambientais, individuos que permanecem
expostos cronicamente por diversas horas diarias apresentam maior vulnerabilidade
em desenvolver efeitos toxicologicos relacionados com a exposicdo (KNIBBS e
MORAWSKA, 2012).

Dentre 0s grupos ocupacionalmente expostos a poluicdo atmosférica,
destacam-se os motoristas profissionais. Esta categoria de trabalhadores possui
uma longa jornada de trabalho diario e esta exposta a uma mistura heterogénea de
compostos toxicos (ZAGURY, LE MOULLEC e MOMAS, 2000; BURGAZ et al., 2002;
LEWNE et al., 2006; MANINI et al., 2006; BAGRYANTSEVA et al., 2010; MILLER-
SCHULZE et al.,, 2010). Os motoristas de taxi ndo possuem um ponto e local
definido durante a sua jornada de trabalho. Diferentemente de outras categorias, que
desempenham suas funcbes em ambientes climatizados e relativamente
confortaveis, os motoristas profissionais passam horas do seu dia no transito e sédo
expostos a variacfes climaticas, as condicdes do trafego, bem como aos fatores
psicossociais (BATTISTON, CRUZ e HOFFMANN, 2006; ALQUIMIM et al., 2012).
Alguns estudos tem sugerido que excessivas horas de trabalho diario estéo
associadas ao desenvolvimento de diversas patologias, como distarbios psiquicos,
diabetes e infarto agudo do miocérdio (KNIBBS e MORAWSKA, 2012).

3.1. Monitoramento ambiental

O monitoramento ambiental consiste na quantificacdo das concentracdes de
substancias quimicas em ambientes de exposicdo, tais como ar, agua
e solo (NORDBERG, 2010) avaliando o risco para a saude por comparacdo com
valores de referéncias apropriados (PRISTA e UVA, 2006). O monitoramento do
ambiente é necessario para que seja possivel identificar as fontes de exposicéo de
xenobidticos e facilitar as acdes a serem executadas para a reducdo de emissoes
(ANGERER, EWERS e WILHELM, 2007).

Para realizar o monitoramento do ar, alguns fatores devem ser considerados

para a escolha do local de amostragem. Dentre estes fatores, destacam-se:
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variacdes sazonais, direcdo dos ventos, pluviometria, inversdes térmicas, assim
como a area geogréfica da regido (SISINNO e OLIVEIRA-FILHO, 2013). Esses
fatores definem o tempo de residéncia dos poluentes na atmosfera, ja que estes
podem ser transportados a longas distancias e afetar a saude de populacbes
distantes das fontes geradoras de poluicdo (BRASIL, 2008). Apesar do
monitoramento ambiental muitas vezes ndo representar as reais condi¢cdes de
exposicdo do trabalhador, apresenta-se como um importante instrumento na
verificacdo dos niveis de contaminacdo dos sistemas ambientais e sua aplicacéo
pode ser considerada importante no programa de prote¢do a saude, uma vez que a
contaminacéo que afeta o meio ambiente também afeta a satde dos seres humanos
(Figura 2A) (SISINNO e OLIVEIRA-FILHO, 2013).

O monitoramento do ambiente de trabalho é aplicado baseado no tempo em
que o individuo permanece no local, no entanto, apesar de ser relevante estimar a
concentragdo de determinado xenobidtico, sabe-se que cada trabalhador ndo esta
na mesma condicdo de exposicdo durante toda a jornada de trabalho (OGA,
carvalho e BATISTUZZO, 2008). Dessa forma, a aplicacdo do biomonitoramento se
torna fundamental para avaliar a exposicao do organismo aos xenobidticos (Figura
2B) (ANGERER, MANNSCHRECK e GUNDEL, 1997; ANGERER, EWERS e
WILHELM, 2007; MANNO et al., 2010; SCHULTE e HAUSER, 2012).

(A) Monitoramento (B) Biomonitoramento Doenga subclinica
Ambiental (sangue, urina) Progressio
(ar, agua, solo)

Biomarcadores Biomarcadores Diagnéstico

de exposigao de efeito
Fonte
Xenobidticos
| Metabdlitos, Aductos DNA, monitoramento
genético, toxicogendmica,

Toxinas

-Duragio da exposigio metaboldmica
-Frequéncia da exposigio

-Concentragio do xenobidtico

Biomarcadores de
suscetibilidade

Fatores modificadores: - Co-exposigao aditiva ou sinérgica
- Suscetibilidade genética
-Idade, género, nutrigéo e comportamento

Figura 2. Monitoramento ambiental e biomonitoramento (Modificado de ANGERER et al.,
2007 e de SCHULTE e HAUSER, 2012).
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3.2. Biomonitoramento

O biomonitoramento tem como objetivo principal a gestdo de avaliacdo de
risco por meio dos niveis individuais de exposi¢ao, utilizando biomarcadores de
exposicao e biomarcadores de efeito para a deteccéo precoce, e preferencialmente
reversivel de sinais biolégicos, para prevenir em médio e longo prazo danos a saude
do trabalhador (OGA, CARVALHO e BATISTUZZO, 2008; MANNO et al., 2010). A
vantagem do biomonitoramento reside no fato de que o marcador biolégico de
exposicao estar relacionado ao efeito adverso a saude do trabalhador, considerando
a exposicao ao agente quimico pelas vias respiratoria, oral e dérmica (KLAASSEN e
WATKINS, 2012).

Os biomarcadores de exposicdo sao considerados como ferramentas
importantes, pois permitem estimar o nivel das substancias quimicas a que o
individuo esta exposto, pela quantificacdo da substancia toxica e/ou metabdlitos em
fluidos biolégicos (AMORIM, 2003). Além disso, a quantificagdo de biomarcadores
de exposicdo contribuem para a elucidagdo dos mecanismos toxicos, da
biotransformacdo e dos efeitos dos compostos quimicos (ANGERER, EWERS e
WILHELM, 2007). Em relacdo aos biomarcadores de efeito, estes sdao
caracterizados como biomarcadores que refletem a interagdo entre os xenobioticos e
0s receptores bioldgicos do organismo, e a quantificacdo destes biomarcadores
indicam as modificacbes precoces, reversiveis ou ndo, que precedem danos
estruturais ou funcionais progressivos em nivel molecular e celular (AMORIM, 2003;
PRISTA e UVA, 2006).

A suscetibilidade individual a xenobidticos ambientais é modelada por
diferencas na capacidade de metabolizacao/detoxificacdo dos xenobidticos e
também pela eficiéncia dos diferentes sistemas de reparo de dano ao DNA
(NORDBERG, 2010). Estudos de polimorfismos podem fornecer informacdes
importantes quanto ao papel da suscetibilidade genética individual e sua relacao
com a exposicdo aos xenobidticos, bem como podem influenciar diretamente sobre
os fatores de risco associados a patologias (AMORIM, 2003). Sendo assim, o
biomarcador de suscetibilidade indica a capacidade inata ou adquirida do individuo
exposto em responder a dose da substancia absorvida (PRISTA e UVA, 2006).

Nesse contexto, para avaliar a saude do trabalhador, deve ser realizado o

monitoramento ambiental e o biomonitoramento, com a finalidade de verificar os
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xenobidticos que o individuo estd exposto sem superestimar a exposicao.
Representam, portanto, informacdes diferentes, mas complementares (ANGERER,
MANNSCHRECK e GUNDEL, 1997).

A figura 2 ilustra a avaliacdo da exposicdo ocupacional aos xenobioticos
ambientais, abordando os fatores de monitoramento ambiental (A) e
biomonitoramento (B), por meio da quantificacdo de biomarcadores (exposigéo,
efeito e suscetibilidade), bem como a relacdo com os fatores modificadores, como
por exemplo, idade, género, exposicdo a diferentes poluentes ambientais, dentre
outros. Deve-se considerar a caracterizacdo do potencial risco de toxicidade do
xenobibtico, a duracdo e a frequéncia da exposi¢do, bem como a susceptibilidade do
individuo exposto. O xenobidtico na sua forma original ou os seus metabdlitos
formados apds a biotransformacéo podem ligar-se a moléculas desencadeando os
efeitos adversos. Essa interacdo poderd resultar em danos reversiveis ou lesdes
pré-clinicas em uma primeira fase e, posteriormente, em manifestacdes clinicas se a
exposicdo ao xenobiotico persistir (PRISTA e UVA, 2006). A quantificacdo de
biomarcadores pode ndo prevenir o desenvolvimento de todas as doencas do
trabalhador, mas sua aplicagdo contribui para a melhoria da protecdo da saude dos
trabalhadores (SCHULTE e HAUSER, 2012).

Os biomarcadores utilizados como indicadores de exposi¢ao individual a
poluicdo do ar € um método emergente no campo da avaliacdo da exposicao
ambiental, estabelecendo as ligacbes entre os efeitos na saude e agentes
ambientais (ZOU et al., 2009).

A andlise da carboxihemoglobina no sangue €é muito utilizada como
biomarcador de exposicdo ao monéxido de carbono (BONO et al., 2007; OGA,
CARVALHO e BATISTUZZO, 2008). As concentracfes de monéxido de carbono
sdo, geralmente, elevadas em regibes de trafego pesado, sendo os veiculos
responsaveis por cerca de 60 % das emissdes (WHO, 2000). O mecanismo de agao
toxica ocorre pela reacdo entre o0 mondéxido de carbono e a hemoglobina, ja que a
afinidade da hemoglobina pelo monéxido de carbono é 240 vezes maior do que o
oxigénio, tornando a hemoglobina incapaz de se combinar com 0 oxigénio, e,
dependendo do nivel de exposi¢cao, pode levar a uma hipéxia tecidual (MAYNARD,
2004; CURTIS et al., 2006). A quantidade de carboxihemoglobina formada depende
de diversos fatores, tais como a concentragao e duragéo de exposi¢cao, temperatura

e das condi¢cdes de saude e do metabolismo do individuo exposto (SOUSA et al.,
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2012). O limite biolégico de exposi¢cdo proposto pelo EPA é de 2 % e a OMS
recomenda o limite de 2,5 a 3 % de carboxihemoglobina para a populacado exposta
nao fumante.

O controle biolégico da exposicdo aos HPAs pode ser realizado pela
quantificacdo de biomarcadores de exposicdo que geram informac¢des quanto ao
nivel de absor¢édo do xenobiético (ANGERER, MANNSCHRECK e GUNDEL, 1997).
O 1-hidroxipireno urinario € o principal metabdlito do pireno e tem sido utilizado
como um biomarcador de exposicdo aos HPAs (JONGENEELEN et al., 1988;
SELLAPPA, MANI e KEYAN, 2011; DEMETRIOU et al., 2012), bem como para
estimar a exposicdo aos HPAs presente nas emissfes veiculares (MERLO et al.,
1998; CASTANO-VINYALS et al., 2004; HANSEN et al., 2008; CIARROCCA et al.,
2013). Na avaliacdo de exposi¢do ocupacional, € importante também considerar os
hébitos de vida do trabalhador, como a alimentacdo e o fumo ativo e/ou passivo,
uma vez que a concentragdo de 1-hidroxipireno presente na urina reflete a
exposicao total aos HPAs (MARIE et al., 2009).

4.Caracterizacao da area do estudo

O crescimento da frota de veiculos, o desenvolvimento industrial e a
expansdo populacional, quando associados a fatores meteoroldgicos, tém
contribuido significativamente para a elevacdo dos niveis de poluentes em
suspensao, diminuindo a qualidade do ar. Os veiculos automotores sdo um dos
grandes agentes contribuidores para a emissao de diversos poluentes atmosféricos
que podem representar riscos a saude (CANCADO et al.,, 2006; TEIXEIRA et al.,
2008; TEXEIRA et al., 2009).

A cidade de Porto Alegre, capital do Estado do Rio Grande do Sul, possui um
clima subtropical umido. A temperatura média anual é de 19,5 °C. Pesquisas
evidenciaram que, durante os meses de inverno, ocorre um maior acumulo de
poluentes ambientais devido ao predominio de inversdes térmicas (TEIXEIRA et al.,
2008; TEXEIRA et al., 2009). A inversao térmica € um fendmeno meteoroldgico que
consiste na presenc¢a de uma camada de ar frio préximo ao solo, ficando a camada
de ar quente acima, a qual impede a dispersédo e a movimentagdo de massas de ar,
acarretando um acumulo de poluentes ambientais (OGA, CARVALHO e
BATISTUZZO, 2008).
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Segundo a ultima contagem da populacéo realizada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), residem na cidade de Porto Alegre 1.409.301
habitantes, culminando em uma densidade demografica de 2.837,52 habitantes por
Km? (IBGE, 2010). A cidade, que esta localizada aproximadamente a 110 km do
Oceano Atlantico e a 10 m de altitude, € um exemplo de area urbana industrializada,
em gue a meteorologia e topografia sao fatores que influenciam o transporte e a
disperséo de poluentes (TEIXEIRA et al., 2008; TEXEIRA et al., 2009).

A poluicdo emitida pela frota veicular € a principal fonte de poluentes que
agem na degradacéo da qualidade do ar, principalmente em regides metropolitanas
(TEIXEIRA et al., 2008). O numero de veiculos que circulam na cidade de Porto
Alegre é crescente e, em 2012, dados do IBGE, revelaram que, aproximadamente,
768.069 veiculos circulam na regido (IBGE, 2012). Segundo os dados da EPTC
(Empresa Publica de Transporte e Circulacao), a frota total de taxi de Porto Alegre é
de 3.922 carros, resultando em uma média de 365 habitantes por carro.

O uso do transporte motorizado no Brasil tem aumentado a cada ano. De
acordo com o DENATRAN (Departamento Nacional de Transito), a frota brasileira
dobrou nos ultimos dez anos anos. Atualmente, sdo registrados, aproximadamente,
65 milh6es de veiculos no Brasil, incluindo carros, caminhdes, 6nibus e
motocicletas. Este crescimento da frota de veiculos € acompanhado por problemas
ambientais, incluindo a poluicdo do ar e o congestionamento do trafego, que
representam ameacas para a saude e o bem-estar da populacdo (ANDRE et al.,
2012).

Mesmo sendo reconhecida a acdo toxicolégica e carcinogénica de alguns
compostos emitidos na atmosfera, no Rio Grande do Sul, ainda ndo ha
monitoramento ambiental continuo desses poluentes. Assim, individuos expostos
ocupacionalmente a estes contaminantes ambientais em areas densamente
povoadas, como na cidade de Porto Alegre, necessitam de um registro dessas

concentragdes para avaliar a qualidade do ar no ambiente de trabalho.

5. Fisiopatologia envolvida em acdes sistémicas da exposicdo humana a

poluicdo atmosférica

Recentes pesquisas epidemiolégicas e toxicolégicas tém indicado que o

material particulado pode promover lesdes cardiovasculares, como a aterosclerose,
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porém os mecanismos e os efeitos ainda ndo estdo bem esclarecidos. Algumas
pesquisas relacionadas com poluicdo atmosférica e sistema cardiovascular tém
atribuido seus efeitos deletérios aos compostos oxidantes que estao presentes no
material particulado (SORENSEN et al., 2003; BROKK, 2008; FRANCHINI e
MANNUCCI, 2012; CHEN et al., 2013). As principais caracteristicas que afetam a
absorcdo apds a exposicao aos poluentes ambientais sdo o tamanho aerodinamico,
bem como a solubilidade das substancias nele presentes. Nesse sentido, quanto
menor a particula, mais facilmente atinge as porcdes mais distais das vias aéreas
inferiores (SORENSEN et al., 2003; KLAASSEN e WATKINS, 2012). Na figura 3,
observam-se as principais vias biolégicas pelas quais o material particulado pode
agir causando efeitos adversos no sistema cardiovascular.

ApoOs a inalacdo das particulas finas, ocorre a liberacdo, pelas células
pulmonares, de mediadores pré-inflamatérios e de moléculas vasoativas. Assim
sendo, a inalacdo do ar poluido pode abranger diversos mecanismos patolégicos
gue envolvem o aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio
(ERNS), assim como o aumento do estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode
induzir a apoptose das células pulmonares e desencadear o processo inflamatorio
pulmonar. A resposta inflamatéria sistémica ocorre por meio do aumento de
citocinas pré-inflamatérias na circulagéo (IL-1, IL-6, TNF-a), alteragao nos fatores da
coagulacdo sanguinea, aumento da adesividade plaquetaria e progressdo do
processo  aterosclerético  desencadeando  complicacdes  cardiovasculares
ateroscleroticas (CANCADO et al., 2006; ZEKA et al., 2006; BACCARELLI et al.,
2008; BROOK, 2008; SIMKHOVICH, KLEINMAN e KLONER, 2008; DELFINO et al.,
2009; HUTTUNEN et al., 2012).

Um segundo processo proposto envolve o desequilibrio do sistema nervoso
autbnomo, desencadeado pela interacdo das particulas ambientais que foram
inaladas com o0s receptores neurais pulmonares. Este mecanismo também esta
associado com o aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca, desencadeando
arritmias cardiacas que podem progredir a insuficiéncia cardiaca congestiva. Outro
possivel mecanismo consiste na translocacdo direta do material particulado,
especialmente as particulas ultrafinas, para a corrente sanguinea (Figura 3)
(SORENSEN et al.,, 2003; DE PAULA SANTOS et al., 2005; BROOK, 2008;
DELFINO, STAIMER e VAZIRI, 2011).
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Figura 3. Principais vias bioldgicas pelas quais o material particulado pode agir causando

efeitos adversos no sistema cardiovascular (Modificado de BROOK, 2008).

O estresse oxidativo e a inflamacdo pulmonar sdo desencadeados por
mecanismos heterogéneos e complexos, como uma resposta a exposicdo as
propriedades fisico-quimicas das particulas. Diversas citocinas inflamatorias, tais
como IL-1B, IL-6, TNF-a, e INF-y, demonstraram estar aumentadas no fluido
brénquico alveolar, bem como no sangue circulante, apés exposicdo ao material
particulado em estudos em animais e humanos (SUN et al., 2005; DELFINO et al.,
2009; HUTTUNEN et al., 2012).

No estudo realizado por Vogel e colaboradores (2005), sugeriu-se que as
particulas presentes no ambiente sdo responsaveis pela inducdo de mediadores
inflamatérios com subsequente aumento do acumulo do colesterol e oxidacdo dos
lipidios. Esses fatores demonstraram que houve uma interacdo entre o material
particulado e a resposta inflamatoria (VOGEL et al., 2005). Em um estudo realizado
na cidade de Sdo Paulo, no qual foram avaliados controladores de trafego,
evidenciou-se uma elevacao da pressédo arterial média em 2,4 mmHg e diminuicdo
da variabilidade da frequéncia cardiaca (DE PAULA SANTOS et al., 2005).
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Soares e colaboradores (2009) demonstraram, em um estudo experimental
com ratos hiperlipidémicos expostos a poluicdo, o impacto da exposi¢cao cronica ao
ar urbano no processo aterosclerotico. Os autores observaram que a poluicdo
atmosférica da cidade de Sao Paulo potencializou o processo de aterosclerose. Em
resumo, 0s poluentes urbanos agravaram a suscetibilidade da lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c) a oxidag&o, indicando um efeito sinérgico entre a exposicao aos
poluentes atmosféricos e aterosclerose (SOARES et al., 2009).

Baseado em um estudo in vivo, Rivero e colaboradores (2009) observaram
por meio de andlises histolégicas, que a exposicdo por instilacdo intratraqueal de
particulas ambientais da cidade de S&o Paulo promoveu alterac6es pulmonares e
cardiacas em ratos saudaveis, mesmo quando os marcadores celulares de
inflamac&o sistémica nao estavam evidentemente alterados (RIVERO et al., 2005).

Em um estudo realizado na Suécia, constituido de 176.309 trabalhadores
expostos a diversos tipos de particulas e 71.778 individuos n&o expostos
ocupacionalmente, os autores observaram que a exposi¢cdo ocupacional ao material
particulado foi associado a um aumento do risco relativo para doenca arterial
coronariana (RR 1,13) (TOREN et al., 2007).

Bonetta e colaboradores (2009), baseados em um estudo in vitro, enfatizaram
a importancia de avaliar a concentracdo do material particulado, bem como a sua
composicdo quimica. Estes autores sugeriram que o dano oxidativo causado pela
exposicdo ao MP,s estda relacionado com a concentracdo dos componentes
quimicos que estdo aderidos na superficie da particula (BONETTA et al., 2009).
Wilson e colaboradores (2002) analisaram diversas concentracdes de particulas
ultrafinas em cultura de macrofagos e mostraram um efeito citotoxico (WILSON et
al., 2002). Fuentes-Mattei e colaboradores (2010) mostraram um aumento dos
mediadores inflamatérios (IL-6 e IL-1B) em células epiteliais brénquicas como uma
resposta a exposicao de extratos organicos polares extraidos de MP,s. A presenca
destas citocinas pro-inflamatérias sugerem que a exposi¢cdo pode induzir as células
a acionar uma resposta imunolégica que pode ser um passo inicial no
desenvolvimento da inflamac&o pulmonar e, posteriormente, desencadear doencas
cardiovasculares (FUENTES-MATTEI et al., 2010).

Doencas isquémicas do coracdo sdo reconhecidas como a principal causa de
mortalidade devido a exposicdo aos poluentes do ar, especialmente ao material

particulado. Ambas as exposi¢cdes de curto prazo e de longo prazo tém sido
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consistentemente associadas com sindrome coronariana aguda e infarto agudo do
miocario (PETERS et al., 2004).

6.Doencas cardiovasculares

De acordo com a OMS, as doencas cardiovasculares sdo a principal causa de
morte no mundo, sendo responsaveis por 17,3 milhdes de mortes no ano de 2008,
representando 30 % do numero de mortes (WHO, 2011).

As doencas cardiovasculares contribuem significativamente para a taxa de
mortalidade em todas as regides brasileiras. Além disso, constituem uma das
principais causas de permanéncia hospitalar prolongada, resultando em custos
médicos e socioecondémicos elevados (LIN et al.,, 2004; FARHAT et al., 2005;
TONNE et al.,, 2010). Dados do Ministério da Saude referentes ao ano de 2011
apontam um total de 335.213 mortes por doencas do aparelho circulatério no pais,
sendo 54.579 no Rio Grande do Sul.

Em recente estudo realizado em Los Angeles, foi observado que individuos
gue residem préximo a vias de alto fluxo de veiculos apresentam uma progressao
acelerada do espessamento das camadas meédia e intima das carétidas (KUNZLI et
al., 2010). No mesmo contexto, Diez e colaboradores (2008), por meio de um estudo
longitudinal com individuos de seis estados dos EUA, revelaram um aumento do
risco de espessamento da camada média-intimal da carétida associado com
exposicdo ao MP; s por mais de 20 anos, sendo que o0s participantes do estudo nédo
apresentavam manifestacdes clinicas de doenca cardiovascular (DIEZ ROUX et al.,
2008).

Embora os fatores classicos, como o tabagismo, dieta, sedentarismo,
diabetes e altos niveis de colesterol, exercam forte influéncia para o
desenvolvimento de doencas coronarias, os fatores ambientais podem ser
considerados como fatores de risco para as doencas cardiovasculares
(BHATNAGAR, 2006; HENNIG, OESTERLING e TOBOREK, 2007; TONNE et al.,
2010). Nesse sentido, os biomarcadores de exposicéo, efeito e suscetibilidade s&o
de grande utilidade para identificar a contribuicAo dos poluentes atmosféricos na
doenca cardiovascular; estabelecer causalidade; elucidar 0s mecanismos
fisiol6gicos e moleculares subjacentes; estimar a suscetibilidade relativa de

individuos saudaveis, bem como os individuos que apresentam alguma comorbidade
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em grupos populacionais especificos, como, por exemplo, trabalhadores expostos

aos poluentes ambientais.

7.Estresse oxidativo, inflamacao e aterosclerose

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a
producéo de radicais livres e a capacidade antioxidante (SIES e ARTEEL, 2000). Os
radicais livres sdo moléculas organicas e inorganicas, cuja estrutura quimica possui
um elétron desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atbmico ou molecular
sozinho. Isso os torna muito instaveis, sendo capazes de reagir rapidamente com
varios compostos ou atingir alvos celulares (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000). As
espécies reativas de oxigénio sdo geradas normalmente no nNnosSso organismo por
processos bioquimicos do metabolismo celular (SIES, 1997).

Dentre os oxidantes envolvidos em processos patolégicos, estdo as espécies
reativas de oxigénio (EROS) e as de nitrogénio (ERNS), as quais séo formadas por
numerosos processos enddgenos e exdgenos. As principais EROS distribuem-se em
dois grupos, as radicalares: superoxido, hidroxila, peroxila e alcoxila, e as néao-
radicalares: oxigénio singlete, peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as
ERNS incluem-se o 6xido nitrico, o 6xido nitroso e o peroxinitrito, dentre outros. A
maioria destes compostos apresenta tempo de vida médio muito curto (HALLIWELL
e CROSS, 1994; SIES, 1997).

A exposicao a poluentes ambientais pode resultar em quantidades maiores de
pré-oxidantes do que de antioxidantes, resultando no aumento da geracdo de
espécies reativas e/ou alterando as defesas antioxidantes (DELFINO, STAIMER e
VAZIRI, 2011). A toxicodindmica de muitos xenobidticos esta relacionada com a
geracdo de espécies reativas e, consequentemente, com o aumento do dano
oxidativo. Os alvos principais dos danos oxidativos sdo as moléculas biologicamente
importantes, isto €, proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucleicos. Dentre os
danos oxidativos, podem ocorrer: a peroxidacéo lipidica, a modificacdo de proteinas
e enzimas com perda de funcdo biologica, bem como o dano de DNA, sendo que,
em todas as situagdes, ha como consequéncia danos teciduais. Os danos oxidativos
induzidos nas células e nos tecidos tém sido relacionados com a etiologia de varias

doengas, incluindo as doencas cardiovasculares, como a aterosclerose
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(HALLIWELL, GUTTERIDGE e CROSS, 1992; AMES, SHIGENAGA e HAGEN,
1993; SIES, 1997; URCH et al., 2005).

Os acidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas das células
podem ser oxidados por peroxidacdo enzimatica mediante reacdes que envolvam
radicais livres, formando os hidroperoxidos lipidicos. Estes produtos por serem
extremamente instveis se decompéem em compostos carbonilicos, dentre eles o
malondialdeido. O malondialdeido (MDA) € um dos mais conhecidos produtos
secundarios da peroxidacéo lipidica, podendo ser utilizado como indicador de dano
das membranas celulares (ESTERBAUER, SCHAUR e ZOLLNER, 1991,
POMPELLA, 1997).

As enzimas e proteinas, importantes componentes de muitos sistemas
bioldgicos, sdo também alvos celulares das espécies reativas e de produtos do
estresse oxidativo. As modificacdes oxidativas podem inativar as funcodes
enzimaticas e provocar alteracBes na sua estrutura. Nas proteinas, os principais
efeitos sé&o a carbonilacdo com a consequente perda de funcdo (DALLE-DONNE et
al., 2003). A carbonilagéo proteica € o biomarcador mais amplamente utilizado para
avaliar o dano oxidativo de proteinas (DALLE-DONNE et al., 2003; VASCONCELOS
et al., 2007)

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis de protecdo no organismo,
sendo agentes responsaveis pela inibicdo e reducéo dos efeitos deletérios causados
pelos radicais livres nas células. O organismo, a fim de controlar esse processo,
possui um sistema enzimatico antioxidante, tendo como representantes a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px), e um
sistema ndo enzimético, como a glutationa reduzida (GSH), que reagem com 0s
compostos oxidantes, e protegem as células e os tecidos do estresse oxidativo
(HALLIWELL, GUTTERIDGE e CROSS, 1992; GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000).

A superéxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do anion radical
superéxido (O2) a peréxido de hidrogénio (H.0;) e Oy, ja a catalase (CAT) atua na
decomposicao de H,O, a O, e agua, e a glutationa peroxidase (GSH-Px) age sobre
0s peroxidos em geral, com utilizacdo de glutationa como cofator (HALLIWELL,
GUTTERIDGE e CROSS, 1992; SIES, 1997; VASCONCELOS et al., 2007). A GSH-
Px catalisa a reducdo de hidroperoxidos via oxidacdo da glutationa reduzida (GSH),

formando GSSG e &gua. Este processo é reciclado pela glutationa redutase que
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converte GSSG em GSH, com gasto de NADPH proveniente da via das pentoses. A

representacdo do sistema antioxidante enzimatico pode ser visualizada na figura 4.

Radicais
superoxido

@ Q&:réxido dismutase
NADP+ Peréxido
\ de hidrogénio => hidroxila

Glutationa redutase Glutationa peroxidase

Catalase Peroxidagao lipidica
e Oxidagao de proteinas
Riboflavina Selénio Dano de DNA

o

GSSG

Radicais

Figura 4. Esquema representativo do sistema antioxidante enzimético (Adaptado de SIES,
1997).

Além dos efeitos protetores dos antioxidantes enddgenos, os antioxidantes
exdgenos, como, por exemplo, as vitaminas C, E (a-tocoferol), A (retinol) e os
carotenoides (como licopeno e B-caroteno) presentes na dieta, também estao
relacionados com a diminui¢éo do risco do desenvolvimento de doencas associadas
ao acumulo de radicais livres (POMPELLA, 1997). Hennig e colaboradores (2007)
sugeriram que antioxidantes exdgenos presentes em frutas e vegetais podem
proteger contra o dano de xenobi6ticos ambientais sob o endotélio vascular. Isto €,
uma dieta balanceada pode atuar auxiliando na regulacdo das vias de sinalizacao
envolvidas nas respostas inflamatérias que estdo associadas a disfuncdes
vasculares, tais como a aterosclerose. Além disso, alguns estudos sugerem que 0
consumo de alimentos com propriedades antioxidantes esta inversamente associado
ao risco de doencas desencadeadas pelo estresse oxidativo (KELLY, 2004,
HENNIG, OESTERLING E TOBOREK, 2007; HENNIG et al., 2012).

Os micronutrientes, embora necessarios em quantidades tracos no
organismo, desempenham papeéis essenciais em VAarios processos bioquimicos e
fisiologicos. Diversos componentes do sistema antioxidante sao micronutrientes,
além das vitaminas, os minerais selénio (Se), cobre (Cu) e zinco (Zn) séo

componentes estruturais e/ou funcionais de uma série de metaloenzimas e
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metaloproteinas, que participam do metabolismo celular, da homeostase e da funcéo
imune (MAFRA e COZZOLINO, 2004; BAO et al., 2010).

O selénio é um cofator da enzima glutationa peroxidase, que atua protegendo
as macromoléculas do estresse oxidativo (HARTIKAINEN, 2005). O cobre esta
envolvido em processos de 6xido-redugcdo e 0 zinco € um importante componente
das biomembranas e também age como cofator para uma variedade de enzimas,
desempenhando um papel importante no sistema imune e como antioxidante (BAO
et al., 2010; RAMBOUSKOVA et al., 2013).

Além dos antioxidantes exdgenos, outras moléculas podem agir como
antioxidantes. Alguns estudos tém sugerido que a molécula HDL-c atua como um
antioxidante, pois apresenta algumas enzimas associadas em sua composicao,
como, por exemplo, a paraoxonase (PON-1) (DURRINGTON, MACKNESS e
MACKNESS, 2001). A PON-1 é uma esterase calcio dependente sintetizada no
figado e que liga-se fortemente a HDL-c (MACKNESS et al., 1998). Essa possui a
capacidade de inibir a oxidacdo dos lipideos por meio da hidrélise enzimatica dos
hidroperoxidos de fosfolipidios prevenindo que as particulas de LDL-c sejam
oxidadas (DURRINGTON, MACKNESS e MACKNESS, 2001; BARTER et al., 2004,
YANG et al., 2010). Dessa forma, alguns estudos relataram que a atividade da PON-
1 no soro apresenta-se diminuida em individuos com doencgas cardiovasculares
(DURRINGTON, MACKNESS e MACKNESS, 2001; JAYAKUMARI et al., 2009).

A lipoproteina de alta densidade (HDL-c) facilita o transporte reverso do
colesterol, assim, o excesso de colesterol proveniente dos tecidos periféricos é
transferido para o plasma para ser reciclado ou excretado pelo figado. Dessa forma,
o HDL-c protege o endotélio vascular, pois apresenta uma acdo antitrombotica e
anti-inflamatéria (LUZ, LAURINDO e CHAGAS, 2003). As propriedades antioxidantes
e anti-inflamatérias da HDL-c podem ser tdo importantes como a sua funcao de
efluxo do colesterol em termos de protecdo contra o desenvolvimento de
aterosclerose (BARTER et al., 2004).

O estresse oxidativo tem sido apontado como um fator relacionado com o
desenvolvimento da aterosclerose, uma vez que a oxidacdo da particula de LDL-c €
um evento relevante na génese do ateroma (LUSIS, 2000; LUZ, LAURINDO e
CHAGAS, 2003; STOCKER e KEANEY, 2004). Os mondcitos migram para o espaco
subendotelial induzido por proteinas quimiotaticas em que se diferenciam em

macrofagos. No processo de ativacao endotelial, ocorre a migracéo e proliferacéo de
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macréfagos, facilitando a transmigracdo para o espaco subendotelial. A particula
oxidada é reconhecida por macréfagos, sendo que estes podem incorporar grandes
guantidades de ox-LDL ficando ricos em conteudo lipidico, formam-se, assim, as
células espumosas e sua subsequente migracdo para a parede do vaso € essencial
para o inicio da aterogénese (LUSIS, 2000; BROOK, 2008; PAWLAK, MYSLIWIEC e
PAWLAK, 2012).

A interacdo entre mondcitos e as células do endotélio vascular é mediada por
moléculas de adesdo vascular (VCAM) e intravascular (ICAM), e moléculas da
superficie do endotélio do vaso. A liberacdo das moléculas de adeséo é regulada por
algumas citocinas, como a interleucina 1 (IL-1), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6
(IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon (INF-y) (LIBBY, RIDKER e
MASERI, 2002; LUZ, LAURINDO e CHAGAS, 2003). Durante esse processo
inflamatoério, estas citocinas induzem a expressdo dos genes hepaticos a
sintetizarem proteinas de fase aguda, como, por exemplo, a proteina C reativa e o
fibrinogénio (AMBERGER et al., 1997; LIBBY, RIDKER e MASERI, 2002).

O processo inflamatério é desencadeado pela liberacdo na circulacdo de
mediadores quimicos originados nos tecidos lesados. As citocinas podem ser
classificadas como pré e anti-inflamatdérias. As citocinas pro-inflamatorias, como a IL-
1, IL-6, IL-18 e TNF-qa, estdo envolvidas na iniciacdo e amplificacdo do processo
inflamatorio, enquanto que as citocinas classificadas como anti-inflamatorias, como,
por exemplo, a IL-10 possui a capacidade de modular esses efeitos (SMITH et al.,
2001).

Nesse sentido, na disfuncédo endotelial, as citocinas se elevam e estimulam a
producdo de moléculas de adesdo e conduzem a migracdo de mais leucocitos ao
local de placa aterosclerética, levando, assim, a formacédo de lesdo aterosclerotica
(LIBBY, RIDKER e MASERI, 2002; ARAUJO e NEL, 2009). A lesao endotelial
aumenta a permeabilidade vascular possibilitando a sedimentacdo de placas de
gordura nas camadas subendoteliais. Visto isso, 0 aumento do estresse oxidativo
esta relacionado com a fisiopatologia da disfungcédo endotelial (LUZ, LAURINDO e
CHAGAS, 2003).

A presenca de ox-LDL induz a formacdo de anticorpos contra ox-LDL (ox-
LDL-ADb) (TSIMIKAS et al., 2007). Estudos com modelos animais reportaram que a
imunizagdo com o0 ox-LDL induziu a formagdo de anticorpos, o que suprimiu a
aterogénese (AMELI et al., 1996; BRIZZI et al., 2004). Por outro lado, ainda ndo esta
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clara a funcdo do anticorpo ox-LDL-Ab em seres humanos. Alguns estudos
relataram que a resposta imune contra ox-LDL pode participar na modulagdo da
aterosclerose atuando como um mecanismo preventivo ou apresentar efeitos pro-
aterogénicos (SALONEN et al., 1992; SHOJI et al., 2000; PAAVOLA et al., 2012).

A aterosclerose € definida como um processo inflamatoério crénico que ocorre
nas paredes das artérias levando a formacao de placas com constituicdo lipidica e
fibrosa, resultando no espessamento da parede do vaso, diminuicdo do diametro e,
consequentemente, reduzindo o fluxo sanguineo (LUSIS, 2000). As placas instaveis
de ateroma sd@o mais propensas a ruptura e, assim, podem levar a formacdo de
trombos e obstrucdo subita das artérias, causando acidente vascular cerebral ou
infarto agudo do miocéardio (BERLINER et al., 1997).

A evolucdo da lesdo aterosclerdtica é lenta. A American Heart Association
padronizou e classificou os estagios das placas ateroscleréticas de acordo com a
histologia, sendo que a sequéncia de progressdo aumenta de acordo com o acumulo
de lipideos, podendo ser classificadas do tipo | (inicial) até o tipo (IV) (LUZ,
LAURINDO e CHAGAS, 2003). A aterosclerose mantém-se subclinica até o
momento de manifestacdo de complicagbes, como infarto agudo do miocérdio,
acidente vascular cerebral ou morte subita (LUZ, LAURINDO e CHAGAS, 2003).
Nesse sentido, avaliacbes com a capacidade de diagndGstico precoce sédo
extremamente importantes, pois geram informacdes que podem ser utilizadas para
modificar a projecdo de danos da doenca.

A avaliagdo por ultrassonografia da espessura das camadas intima e média
das artérias carétidas (EIMC) tem sido sugerida como um método nao invasivo para
a avaliacdo da progressdo da aterosclerose, pelo fato de detectar alteracdes
precoces nas caracteristicas da parede arterial (Figura 5) (BOTS e GROBBEE,
2002; KUNZLI et al., 2005; DEVINE, CARLSON e TAYLOR, 2006; HIGA, 2009). As
modificacdes na espessura da parede de vasos estdo fortemente associadas com o
risco de infarto agudo do miocérdio e outras doencas em individuos assintomaticos
(O'LEARY et al.,, 1999; BOTS e GROBBEE, 2002; DWYER et al.,, 2004; NAIR,
MALIK e KHATTAR, 2012).
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Figura 5. (A) Vista lateral identificando a artéria cardtida comum (Adaptado de
http://www.santagenoveva.com.br/santagenoveva/dicas_avc.htm e HIGA, 2009). (B1)
Imagens de ultrassonografia da artéria carétida com a identificacdo das regides proximal e

distal e (B2) das camadas arteriais (intima, média e adventicia).

Alguns marcadores sao utilizados na clinica como preditores de risco para a
doenca cardiovascular. Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a presenca
de niveis elevados de homocisteina no plasma sdo um fator de risco indepentente
para doencas vasculares. A homocisteina pode sofrer auto-oxidacéo e gerar radicais
livres contribuindo para a disfuncdo endotelial e o desenvolvimento de aterosclerose
(DESAI et al., 2001; MOHAN et al., 2008; BOGDANSKI et al., 2012).

Nesta linha, estudos clinico-laboratoriais sdo importantes para determinar a
relacdo entre a exposicdo aos poluentes atmosféricos e a sua inter-relagdo com a
funcédo cardiovascular, analisando juntamente os tradicionais fatores de risco, como,
por exemplo, a hipertenséo, colesterol e diabetes. Além disso, investigacdes nessa
area de pesquisa podem auxiliar na elucidacdo da relacdo entre a exposicéo
ocupacional a poluicdo ambiental e patologias crbnicas, adotando medidas

preventivas visando a saude do trabalhador.


http://www.santagenoveva.com.br/santagenoveva/dicas_avc.htm

OBJETIVOS
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1.0bjetivo geral

Estudar o efeito da exposicdo ocupacional aos xenobidticos ambientais em
motoristas de taxi através da quantificacdo de potenciais biomarcadores de
exposicdo, mediadores inflamatérios e marcadores do estresse oxidativo, bem como

avaliar a inter-relacdo da exposi¢cdo com a fungéo cardiovascular.

1.1. Objetivos especificos

X/
°

Quantificar a concentracdo de material particulado 2,5 pum, bem como a

concentracdo de benzo[a]pireno e metais nas amostras coletadas no centro

de Porto Alegre;

% Quantificar os niveis do biomarcador de exposi¢cdo aos HPAs, 1-hidroxipireno,
nos taxistas e em individuos controles;

% Quantificar os niveis de metais no sangue e soro de taxistas e individuos

controles;

% Avaliar a fungéo cardiovascular nos taxistas;

X/
o

Quantificar os biomarcadores de dano oxidativo e mediadores inflamatoérios
em taxistas e individuos controles;
% Verificar as diferencas nos niveis sanguineos das defesas antioxidantes

enzimaticas e ndo enzimaticas em taxistas e individuos controles;

X/
o

Investigar as possiveis associacfes entre a avaliagcdo cardiaca, os niveis do

biomarcador 1-hidroxipireno, os biomarcadores do estresse oxidativo e

inflamatorios, e a homocisteina;

% Avaliar a influéncia de comorbidades sobre o processo inflamatério em
taxistas;

% Investigar se alguns metais podem contribuir com o processo inflamatério e/ou

aterosclerose e a funcéo renal.
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CAPITULO |

Biomarkers of occupational exposure to air pollution, inflammation and
oxidative damage in taxi drivers

Manuscrito publicado na revista Science of the Total Environment

(Sci Total Environ., v. 463-464, p. 884-893, 2013)
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As seguintes paginas (58-64) foram excluidas porque correspondem ao
manuscrito publicado na revista Science of the Total Environment (Sci Total
Environ., v. 463-464, p. 884-893, 2013)

Este capitulo teve como objetivo avaliar se o biomarcador de exposicdo aos
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs), 1-hidroxipireno, estava associado
com os biomarcadores inflamatérios e de estresse oxidativo, e se estes efeitos
poderiam modular o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares em
trabalhadores expostos a poluicdo atmosférica. Para isto, foram avaliados 60
homens, ndo fumantes, sendo 39 taxistas e 21 individuos controles (sem exposi¢cado
ocupacional aos poluentes ambientais). Neste trabalho, observou-se que os niveis
de 1-hidroxipireno urinéario estavam aumentados em taxistas em compara¢ao com 0s
individuos ndo expostos ocupacionalmente (p<0,05), bem como foram
correlacionados positivamente com os mediadores inflamatorios e negativamente
com a atividade das enzimas antioxidantes.

Além disso, observou-se que os taxistas apresentaram maiores niveis de
mediadores inflamatorios, marcadores de dano oxidativo, ox-LDL, ox-LDL-Ab e
homocisteina, enquanto que as enzimas antioxidantes apresentaram menores niveis
em comparacdo com os individuos ndo expostos ocupacionalmente aos poluentes
(p<0,05).

Em resumo, com os resultados deste estudo verificou-se que os taxistas
apresentam uma maior exposi¢cao aos poluentes ambientais, aos HPAs, em relacdo
aos individuos ndo expostos ocupacionalmente. Além disso, observou-se que esta
exposicdo foi associada com os niveis elevados de biomarcadores inflamatorios,
danos oxidativos, ox-LDL, ox-LDL-Ab e homocisteina, que representam importantes
preditores de eventos cardiovasculares. Estes dados sugerem uma contribuicdo da

exposicao aos HPAs nas doencas cardiovasculares neste grupo de estudo.
























CAPITULO II
Atherosclerotic process in taxi drivers occupationally exposed to air pollution
and co-morbidities

Manuscrito submetido para publicagdo na revista Environmental Research
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As seguintes péaginas (68-106) foram excluidas porque correspondem ao
manuscrito submetido na revista Environment Research.

Este capitulo aborda o estudo dos possiveis efeitos da exposi¢cdo ocupacional
a poluicdo atmosférica, especialmente aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), e a influéncia de comorbidades no processo aterosclerético e inflamatério
em motoristas de taxi da cidade de Porto Alegre. Para isto, foram avaliados 58
taxistas com e sem comorbidades. Neste trabalho, observou-se que 15 % dos
taxistas sem comorbidades apresentaram espessura da camada intima média
carotidea acima do valor de referéncia. Ainda, verificou-se que o0s niveis do
biomarcador de exposicdo, 1-hidroxipireno urinario, foram correlacionados com a
medida da espessura da camada intima média carotidea e com o0s niveis de
homocisteina. Além disso, a analise de regressao linear multipla mostrou que
diferentes fatores podem contribuir para 0 aumento da espessura da camada intima
média carotidea, entre os quais € possivel destacar, a exposicdo aos HPAs,
mediadores inflamatorios, idade e fibrinogénio.

Os resultados deste estudo destacam a importancia da avaliacdo dos seguintes
biomarcadores de efeito: homocisteina e a medida da espessura da camada intima
média carotidea, para aplicacdo como medidas preventivas no biomonitoramento da
saude dos motoristas que estdo expostos ocupacionalmente aos poluentes

ambientais.
























































































































CAPITULO Il
Relationship between blood metals and inflammation in taxi drivers

Manuscrito a ser submetido para publicagéo na revista Clinica Chimica Acta
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As seguintes paginas (110-134) foram excluidas porque correspondem ao
manuscrito a ser submetido para publicacéo na revista Clinica Chimica Acta

Este capitulo aborda a importancia de estudos relacionados com a identificacao
de potenciais agentes ambientais que podem atuar contribuindo para o processo
inflamatorio e aterosclerético. Nesta linha, o objetivo deste capitulo foi avaliar se a
exposicdo aos metais presentes no ambiente estava associada com 0 processo
inflamatorio e com alteragdes na funcdo renal, contribuindo para o processo de
aterosclerose. Para isto, foram avaliados 42 taxistas e 27 individuos controles (sem
exposicdo ocupacional aos poluentes atmosféricos). Todos participantes eram
homens, ndo fumantes e sem comorbidades.

Os resultados deste estudo mostraram que 0s taxistas apresentaram niveis de
Hg, As, Pb e Cd elevados quando comparados ao grupo de individuos controles
(p<0,05), enquanto que os niveis de metais essenciais Se, Cu e Zn estavam
diminuidos nos taxistas em relacdo aos controles (p<0,05). Os niveis de Hg, As e Pb
apresentaram associacdes positivas com o tempo de trabalho como taxistas (anos),
mediadores inflamatérios, 6xido nitrico e homocisteina e associacdo negativa com a
atividade da glutationa peroxidase. Em relagcdo a avaliacdo da funcdo renal,
observou-se diferenca significativa entre os grupos somente nos niveis de N-acetil -
beta-D-glucosaminidase (NAG). Os niveis de NAG estavam aumentados nos
taxistas quando comparados aos controles (p<0,05), além disso foram associados
com os mediadores inflamatorios.

Com os resultados deste estudo, verificou-se que os niveis de Hg nos taxistas
estavam acima dos limites recomendados pela OMS. Além disso, observou-se que
0s niveis de Hg e As mostraram associacdes importantes com processo inflamatorio,
status oxidativo e homocisteina, demonstrando que o estilo de vida dos taxistas e
sua exposicdo ocupacional a poluicdo atmosférica podem contribuir para o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares .
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A poluicdo atmosférica vem recebendo especial atencdo por 0Orgaos
regulamentadores diante do seu papel sobre o desenvolvimento e/ou agravamento
de patologias humanas. Estudos sobre problemas respiratorios tém sido mais
largamente desenvolvidos. Por outro lado, o papel de xenobidticos resultantes da
contaminagcdo ambiental e doencas cardiovasculares apresentam ainda muitas
lacunas. Neste sentido, estudos avaliando potenciais agentes inflamatérios e/ou no
processo da aterosclerose oriundos da poluicdo ambiental sdo importantes para
avancar nesta linha.

Segundo a OMS, as doencas cardiovasculares sé&o a principal causa de morte
no mundo, sendo responsaveis por 17,3 milhdes de mortes no ano de 2008,
representando 30 % do numero de mortes (WHO, 2011). Além disso, constituem
uma das principais causas de permanéncia hospitalar prolongada, resultando em
custos médicos e socioeconémicos elevados (LIN et al., 2004; FARHAT et al., 2005;
TONNE et al., 2010).

Os mecanismos responsaveis pelos efeitos adversos da poluicdo atmosférica
ao sistema cardiovascular ainda sdo pouco esclarecidos. Estudos epidemiologicos
tém relacionado a exposicdo prolongada ao material particulado presente na
poluicdo atmosférica com efeitos inflamatérios (SCHAUMANN et al., 2004; DELFINO
et al., 2009; ALEXEEFF et al., 2011), pro-trombético (BACCARELLI et al., 2008),
bem como associacdo com a disfuncdo endotelial através do aumento da espessura
das camadas intima e média das artérias (KUNZLI et al., 2005; HOFFMANN et al.,
2007; IANNUZZI et al., 2010). A inalacdo de particulas ambientais pode
desencadear a geracdo de espécies reativas com uma subsequente ativacdo das
vias oxidativas. O estresse oxidativo induz apoptose dessas células gerando
processos inflamatérios (SORENSEN et al., 2003; SCHAUMANN et al., 2004; MILLS
et al., 2009; HUTTUNEN et al., 2012). O envolvimento da resposta pro-inflamatoria
tem sido relatado como um fator de risco para alteracbes vasculares como a
aterosclerose (LIBBY, RIDKER e MASERI, 2002).

Os motoristas de taxi foram selecionados devido a sua exposi¢cao ocupacional
a poluicdo atmosférica. Esses profissionais possuem uma longa jornada de trabalho
diario e estdo expostos a uma mistura heterogénea de compostos toxicos (ZAGURY,
LE MOULLEC e MOMAS, 2000; BURGAZ et al., 2002; LEWNE et al., 2006; MANINI
et al., 2006; MILLER-SCHULZE et al., 2010). Algumas pesquisas realizadas com

motoristas profissionais apresentaram como objetivo identificar danos mutagénicos e
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avaliacdo de dano oxidativo (HEMMINKI et al., 1994; BURGAZ et al., 2002; MANINI
et al.,, 2006). Diferentemente destes estudos citados, no presente trabalho, foram
analisados diversos biomarcadores de exposicéo, inflamacdo, de dano oxidativo,
dosagens de antioxidantes enddgenos e exdgenos, bem como avaliacédo
cardiovascular para investigar a possivel relacdo entre a exposi¢do ocupacional aos
poluentes urbanos e a funcéo cardiovascular.

Adicionalmente, também foi realizado no mesmo periodo da coleta das
amostras bioldgicas (Agosto e Setembro de 2011), a amostragem do MP; 5 presente
no ambiente, bem como a quantificagédo de benzo[a]pireno e metais que estavam
aderidos em sua superficie. Os resultados obtidos em relacdo a amostragem de
MP, s, benzo[a]pireno e metais foram semelhantes aos relatados em trabalhos ja
realizados em Porto Alegre (DALLAROSA et al., 2005; ANDRADE et al., 2012; DE
MIRANDA et al., 2012). As concentragdes registradas para o MP;, s assim como para
os metais (Hg, As, Pb e Cd) estavam abaixo do limite recomendado pela OMS no
periodo amostrado, este fato pode estar relacionado com as condicGes
metereoldgicas registradas, tais como a precipitacdo de poluentes pela chuva
(TEIXEIRA et al., 2009). A concentracdo média de benzo[a]pireno foi de 1,0 ng/m?,
isto &, o valor limite recomendado pela diretiva 2004/107/EC.

A andlise da concentracdo dos metais (Hg, As, Pb e Cd) que estavam
aderidos ao MP, s detectados neste estudo, foram semelhantes as concentracdes
encontradas em um trabalho anterior que avaliou seis capitais brasileiras, dentre
elas, Porto Alegre (DE MIRANDA et al., 2012). De acordo com a literatura, alguns
metais, como por exemplo, Pb, Cr, Ni, Cd, V e Fe presentes no MP; 5 sdo originados
de fontes antropogénicas, principalmente por poluentes emitidos por veiculos
automotores (BIRMILI et al., 2006; GIODA et al., 2011).

Nesse contexto, o monitoramento dos niveis de MP,s benzo[a]pireno e
metais em estacdes fixas no centro da cidade de Porto Alegre pode néo refletir com
precisdo a exposicdo de cada individuo em relagdo a poluicdo causada pela
exaustdo dos veiculos, mas séo Uteis para avaliar o risco de exposicdo em estudos
populacionais. Assim, os dados da amostragem ambiental foram utilizados apenas
para configurar e estimar os valores desses poluentes na area do estudo.

Os profissionais que trabalham em vias de grande fluxo de veiculos
apresentam uma exposicao elevada ao material particulado (KNIBBS e
MORAWSKA, 2012; WIEBERT et al.,, 2012). Neste sentido, o biomonitoramento
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através da quantificacdo de diferentes biomarcadores de exposicdo e efeito
desempenha um papel importante para a prevencéo de possiveis danos a saude do
trabalhador (ANGERER, EWERS e WILHELM, 2007; MARIE et al., 2009; MANNO et
al., 2010; SILINS e HOGBERG, 2011). Baseado em estudos in vitro e in vivo, 0s
mediadores inflamatérios e danos oxidativos estédo relacionados como mecanismos
de toxicidade cardiovascular causados pela exposi¢cdo aos poluentes atmosféricos,
especialmente os HPAs (VOGEL et al., 2005; PEREIRA et al., 2007; PODECHARD
et al., 2008; SOARES et al., 2009; YOSHIDA et al., 2010; UMANNOVA et al., 2011).

Os participantes deste estudo foram homens ndo fumantes e foram
recrutados da mesma cidade, para que o estilo de vida fosse similar. Além disso,
nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos estudados em
relacdo aos fatores avaliados no questionario. Neste contexto, foram analisados
diversos biomarcadores inflamatérios e de estresse oxidativo para avaliar os
mecanismos fisiopatoldgicos relacionados com a exposi¢cdo ocupacional aos
poluentes atmosféricos, bem como a quantificacdo dos seguintes biomarcadores de
exposicao: 1-hidroxipireno urinério e carboxihemoglobina sanguinea.

A quantificacdo da excrecdo urindria de 1-hidroxipireno € sugerida por
diversos trabalhos, com o objetivo de avaliar a exposi¢cdo ocupacional ao HPAs
(JONGENEELEN et al., 1988; SELLAPPA, MANI e KEYAN, 2011; DEMETRIOU et
al., 2012). Dessa forma, alguns autores também sugerem o uso deste biomarcador
para estimar a exposi¢cdo a poluicdo atmosférica, aos HPAS, relacionada com as
emissbes do trafego veicular (MERLO et al., 1998; HANSEN et al.,, 2004,
ROSSBACH et al., 2007; HANSEN et al., 2008; MARTINEZ-SALINAS et al., 2010;
HUANG et al., 2012; CIARROCCA et al.,, 2013). No entanto, a excrecao do 1-
hidroxipireno pode ser influenciada por alguns fatores como: estilo de vida dos
individuos, os habitos alimentares, bem como as diferentes concentracdes de HPAs
encontradas no ambiente de trabalho (HANSEN et al., 2008; MARIE et al., 2009). O
tempo de meia-vida do 1-hidroxipireno no organismo é aproximadamente de 18
horas, sugerindo que este biomarcador pode ser representativo do ultimo turno de
trabalho (CASTANO-VINYALS et al.,, 2004). Em nosso estudo, foi observado
maiores niveis de 1-hidroxipireno em taxistas em comparacdo com o grupo de
individuos ndo expostos ocupacionalmente aos poluentes ambientais, sugerindo
uma maior exposicdo destes trabalhadores aos HPAs que estdo presente na

poluicdo atmosférica. Além disso, as concentracdes urinarias de 1-hidroxipireno,
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neste estudo, foram similares aos resultados encontrados na literatura em pesquisas
realizadas com trabalhadores expostos a poluicdo atmosférica (AUTRUP et al.,
1999; BURGAZ et al., 2002; HANSEN et al., 2004; CHETIYANUKORNKUL et al.,
2006; CHUANG e CHANG, 2007; PETCHPOUNG et al., 2011).

Em relacdo a concentracdo de carboxihemoglobina no sangue, ndo se
observou diferencas significativas quando foi comparado o grupo de taxistas com os
controles, além de que, as concentracfes estavam abaixo dos valores de referéncia.
Neste trabalho, a quantificacdo de carboxihemoglobina no sangue nao apresentou
especificidade suficiente para ser utilizada com um biomarcador de exposicéo
ambiental ao mondéxido de carbono do ambiente, uma vez que todos os individuos
estudados apresentaram valores semelhantes.

A fumaca proveniente do cigarro € uma importante fonte de exposicdo aos
HPASs e metais. Assim, o tabagismo pode mascarar pequenas diferencas em relagao
a concentracdo de 1-hidroxipireno nos trabalhadores expostos a poluicdo
atmosférica (CHUANG e CHANG, 2007; PETCHPOUNG et al., 2011). Por isso, no
intuito de avaliar a exposi¢do a fumaca do cigarro foi analisada, a cotinina, que € o
principal metabdlito da nicotina, este biomarcador foi empregado para diferenciar
individuos fumantes e nao fumantes (TUOMI, JOHNSSON e REIJULA, 1999). Os
niveis de cotinina urinaria dos participantes do estudo estavam de acordo com os
niveis de individuos ndo fumantes, confirmando a resposta obtida pelo questionario.

A avaliacao clinica revelou que alguns taxistas apresentaram comorbidades,
entdo para evitar o viés de confusdo em relacdo a predisposicdo a doencas
cardiovasculares, os taxistas foram classificados em dois subgrupos: taxistas sem
comorbidades e taxistas com comorbidades (hipertensos e/ou diabéticos). E
importante ressaltar que alguns estudos relataram que individuos com comorbidades
sdo mais vulneraveis as acdes adversas ocasionadas pela exposicdo aos poluentes
(ZANOBETTI e SCHWARTZ, 2002; O'NEILL et al., 2005; DUBOWSKY et al., 2006;
PEREIRA FILHO et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2010; RIOUX et al., 2011), visto
isso é relevante analisar também esses individuos.

Os taxistas sdo caracterizados por apresentarem altos niveis de estresse
psicolégico e uma vida sedentaria devido a longa jornada de trabalho (MAROTTA et
al.,, 2011). As medidas antropométricas demonstraram que alguns taxistas
participantes deste estudo foram classificados como obesos (IMC>30 Kg/m?).

Adicionalmente, foi observado que os niveis de 1-hidroxipireno foram associados ao
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IMC, isto é, individuos com niveis elevados de IMC apresentam uma diminui¢cdo na
excrecdo do metabdlito 1-hidroxipireno na urina, e estes resultados foram
consistentes com a literatura (DHOOGE et al., 2010). Como esperado, a maioria dos
individuos clinicamente obesos eram hipertensos e/ou diabéticos.

O perfil lipidico também foi avaliado para verificar a sua contribuicdo em
eventos cardiovasculares. Em relacdo as analises bioquimicas, o0s taxistas
apresentaram maiores niveis do LDL-c e triglicerideos em comparagdo ao grupo
controle, contudo os resultados estavam de acordo com os valores de referéncia
(BURTIS et al., 2008). O indice TC/HDL-c, considerado preditivo para a
aterosclerose, apresentou-se elevado nos taxistas com comorbidades quando
comparado com os valores de referéncia, bem como estava elevado quando
comparado o grupo de taxistas com o grupo controle. O escore de Framingham foi
utilizado para avaliar os fatores de risco tradicionais e auxiliar na identificacdo de
individuos com risco para doenca arterial coronariana. Como o esperado, os taxistas
com comorbidades foram classificados com alto risco para eventos cardiovasculares.

Neste estudo foram avaliados alguns parametros envolvidos na coagulacéo
sanguinea, como por exemplo, a contagem de plaquetas, niveis de fibrinogénio,
tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). Com
relacdo aos parametros analisados, foram observadas alteragcdes apenas em
relacdo aos niveis de fibrinogénio nos taxistas com comorbidades e esse fato pode
ser atribuido ao efeito adverso do diabetes. Nos demais grupos (taxistas sem
comorbidades e grupo controle) ndo foram observados diferencas significativas
nestes parametros avaliados, e os niveis estavam de acordo com os valores de
referéncia (BURTIS et al., 2008). No entanto, Baccarelli e colaboradores (2008)
reportaram que a exposicdo a poluicdo atmosférica pode desencadear alteracfes
nos parametros de coagulacdo (BACCARELLI et al., 2008). Assim, mais estudos sao
necessarios a fim de elucidar a relacéo entre a exposi¢cdo aos poluentes ambientais
e 0s parametros de coagulacdo sanguinea.

A inalacdo do material particulado presente no ambiente pode induzir a
geracdo de espécies reativas e processo inflamatério pulmonar, bem como
aumentar a liberacdo de mediadores inflamatoérios na circulacdo (SORENSEN et al.,
2003; MILLS et al., 2009; HUTTUNEN et al., 2012). Além disso, o processo de
biotransformag&o dos xenobidticos presentes no ambiente pode desencadear efeitos

toxicos. Durante a biotransformacédo ha formacédo de metabdlitos reativos, como o
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caso dos epoxidos e diol-epoxidos que podem promover a geracdo de espécies
reativas e subsequentemente causarem danos oxidativos e inflamacédo (CASTANO-
VINYALS et al.,, 2004). As membranas lipidicas das células representam um
importante alvo das EROS, sendo vulneraveis ao ataque oxidativo. Em condi¢bes
proé-oxidantes, a molécula LDL-c pode sofrer modificagBes gerando a LDL oxidada
(ox-LDL) (AOKI et al., 2012).

Neste estudo, observou-se que 0s niveis de ox-LDL e ox-LDL-Ab estavam
aumentados nos taxistas em relacdo aos individuos controles (ndo expostos
ocupacionalmente). Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Sharman e
colaboradores (2002), o qual mostrou que trabalhadores expostos aos poluentes
emitidos pelo trafego veicular apresentavam um aumento na lipoperoxidacéo
(SHARMAN et al., 2002). No entanto, em nosso estudo os niveis de ox-LDL e ox-
LDL-Ab ndo apresentaram diferenca quando foi comparado os subgrupos de taxistas
sem comorbidades e com comorbidades. Além disso, verificou-se uma associacao
positiva entre ox-LDL e ox-LDL-Ab, uma vez que ox-LDL induz a formacédo de
anticorpos ox-LDL como a resposta imune contra ox-LDL na modulacdo da
aterosclerose (TSIMIKAS et al., 2007; AOKI et al., 2012; FERREIRA et al., 2012).

A resposta imune observada através dos niveis aumentados de ox-LDL-Ab no
soro dos taxistas corrobora a hipétese de que os anticorpos foram liberados a fim de
combater a presenca de ox-LDL (FUKUMOTO et al., 2000; FERREIRA et al., 2012).
No entanto, Shoji e colaboradores (2000) relataram que os niveis de ox-LDL ndo séo
apenas regulados pelos anticorpos ox-LDL-Ab, isto €, enzimas presentes na
molécula de HDL-c também podem estar envolvidas na regulacdo da concentracao
de ox-LDL (SHOJI et al., 2000).

No presente estudo, foi observado que altos niveis séricos de HDL-c estavam
associados a baixos niveis de ox-LDL e ox-LDL-Ab em taxistas. Estes resultados
demonstraram uma capacidade de protecdo do HDL-c contra a aterosclerose
(BARTER et al., 2004; MINEO et al., 2006). Evidéncias indicam que o efeito protetor
do HDL-c pode ser devido as enzimas antioxidantes presentes na molécula, como a
paraoxonase (PON-1). A PON-1 pode exercer uma fungdo protetora contra o
processo oxidativo do LDL-c (MACKNESS et al., 1998; BARTER et al., 2004; YANG
et al., 2010). Neste estudo, foi observada uma associacéo entre os niveis de HDL-c
e a atividade da enzima PON-1. Além disso, a atividade da enzima PON-1 estava

aumentada nos taxistas com comorbidades quando comparados com os taxistas
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sem comorbidades. Os nossos resultados estdao de acordo com os descritos por
Augusti e colaboradores (2012), no qual a elevacéo da atividade da enzima PON-1
em individuos hipercolesterolémicos, foi atribuido ao mecanismo de protecdo contra
espécies oxidantes e progressao da placa aterosclerética (AUGUSTI et al., 2012).

Os niveis de ox-LDL foram correlacionados com os niveis de hs-CRP, o que
demonstra o envolvimento da resposta inflamatdéria. Os niveis séricos de ox-LDL tem
sido associados com a disfuncdo endotelial e inducdo da resposta inflamatoria, a
qual neste trabalho observou-se através do aumento dos niveis de hs-CRP que é
uma proteina de fase aguda da inflamacéo. Estes marcadores de inflamacéo podem
contribuir para o desenvolvimento de doenca aterosclerética na parede arterial
(PAWLAK, MYSLIWIEC e PAWLAK, 2012).

Neste estudo, o grupo de taxistas apresentou maiores niveis de homocisteina
e de hs-CRP em relacdo aos valores de referéncia (BURTIS et al., 2008), bem como
maiores niveis quando comparado com o grupo controle. Algumas pesquisas
evidenciaram que niveis elevados de homocisteina no plasma foram associados
com altas concentracbes de MP,s no ambiente, sugerindo a quantificacdo da
homocisteina como biomarcador de efeito do processo oxidativo das particulas
sobre o sistema cardiovascular (DESAI et al., 2001; PARK et al., 2008). Além disso,
os niveis de homocisteina foram associados com os biomarcadores de inflamac&o.
A homocisteina é um fator de risco independente, podendo desencadear a disfuncéo
endotelial e contribuir para o desenvolvimento de aterosclerose (BOGDANSKI et al.,
2012). Dessa maneira, niveis elevados de homocisteina e ox-LDL representam
resultados importantes em relacéo a previsdo do risco de eventos cardiovasculares.

Em relacdo aos biomarcadores inflamatérios, os resultados deste estudo
demonstraram que os taxistas apresentaram niveis aumentados de hs-CPR e
citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a e INF-y), enquanto que os niveis de IL-10 estavam
reduzidos. Os resultados obtidos estdo de acordo com outros trabalhos da literatura
que reportaram associacdo entre exposicdo a poluicdo atmosférica e inflamacgéo
(ZEKA et al., 2006; CHUANG e CHANG, 2007; RUCKERL et al., 2007; DELFINO et
al., 2009; SCHNEIDER et al., 2010; HUTTUNEN et al., 2012). Porém, quando foram
comparados os niveis de biomarcadores inflamatérios nos subgrupos de taxistas
ndo se observou diferengas significativas. Além disso, foram observadas
associacdes entre 1-hidroxipireno e os biomarcadores pro-inflamatérios IL-13, IL-6 e

TNF-a, bem como a homocisteina. O aumento da concentracdo urinaria do 1-
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hidroxipireno acompanhado pelo aumento dos biomarcadores inflamatérios
demonstra que a exposi¢cao a poluicdo atmosférica, especialmente aos HPAs, pode
estar envolvida na resposta inflamatoria. De acordo com a analise de regresséo
linear multipla, observou-se que a excrecdo urinaria de 1-hidroxipireno pode explicar
0 aumento nos niveis de IL-1B e IL-6, enquanto que o 1-hidroxipireno apresentou
uma tendéncia para explicar o aumento nos niveis de TNF-a.

O malondialdeido (MDA) é o principal produto da peroxidacdo de acidos
graxos poli-insaturados e é utilizado como biomarcador plasmatico de peroxidacéo
lipidica ao dano oxidativo da membrana da célula (LASHERAS et al., 2002). As
proteinas sdo os principais componentes dos sistemas biolégicos, o que representa
outro alvo da acdo das espécies reativas. O conteudo de proteinas carboniladas
(PCO) é amplamente utilizado como um marcador de dano oxidativo de proteinas
(DALLE-DONNE et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2007). No presente estudo,
observou-se um aumento nos niveis plasmaticos de MDA e PCO em taxistas, o0 que
indica que os individuos ocupacionalmente expostos aos poluentes apresentam
danos oxidativos aos lipidios e proteinas (YOON et al., 2012). Este resultado esta de
acordo com o estudo de Bagryantseva e colaboradores (2010), no qual foi
demonstrado que os motoristas de Onibus expostos a altos niveis de poluicdo
ambiental apresentaram danos oxidativos nas moléculas de lipidios, proteinas e
DNA e estes biomarcadores de efeito apresentaram associacdo com 0s niveis de
poluentes ambientais (BAGRYANTSEVA et al., 2010). Adicionalmente, um estudo
experimental verificou que ratos expostos a particulas urbanas do ar de Porto Alegre
apresentaram dano oxidativo pulmonar (PEREIRA et al., 2007).

Além disso, foram observados maiores niveis de 6xido nitrico (NO) presente
no soro dos taxistas em relacdo ao grupo controle ndo exposto. Tal resultado esta
de acordo com Lai e colaboradores (2005), que observaram uma elevacdo dos
niveis de NO em motoristas profissionais ndo fumantes quando comparados aos
homens n&do fumantes da comunidade (LAI et al., 2005). Os niveis elevados de NO
podem potencializar a lesdo inflamatéria em células vasculares (O'DONNELL e
FREEMAN, 2001). No presente estudo, também se observou uma relagéo entre o
indice de risco aterogénico (TC/HDL-c) e os niveis de MDA e PCO, corroborando o
fato de que o estresse oxidativo € um evento importante durante a aterosclerose.

As enzimas antioxidantes CAT, GSH-Px e GST possuem a capacidade de

proteger as células contra o dano induzido pelo estresse oxidativo, sendo capazes
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de reduzir os niveis enddgenos de espécies reativas circulantes (HALLIWELL,
GUTTERIDGE e CROSS, 1992). Além das enzimas, 0s antioxidantes néo
enzimaticos como 0s grupos tidlicos nado proteicos também podem agir na
prevencdo de danos induzidos pelas espécies reativas. No presente trabalho, foi
observado que a exposicdo aos poluentes ambientais pode atuar alterando a defesa
antioxidante. As atividades das enzimas antioxidantes enddégenas CAT, GSH-Px e
GST estavam diminuidas, enquanto que a concentracdo de grupos tiolicos nao
proteicos estava aumentada no grupo de taxistas em relacdo ao grupo controle. Esta
reducdo na atividade das enzimas enddgenas ocorreu provavelmente como uma
resposta de defesa contra o estresse oxidativo. Em relacdo ao aumento dos niveis
de grupos tidlicos, sugere-se um mecanismo compensatério em resposta ao
acumulo de espécies reativas, com o objetivo de proteger as células (VALENTINI et
al., 2007; ROEHRS et al., 2011). Apesar da concentracdo dos grupos tiolicos néo
proteicos estarem aumentados, ndo foi suficiente para proteger o sistema contra os
danos oxidativos, uma vez que os niveis de MDA e PCO estavam elevados. A
reducdo da atividade da enzima GSH-Px, bem como altos niveis de homocisteina
sdo relacionadas como alteracbes precoces associadas com eventos
cardiovasculares futuros (BLANKENBERG et al., 2003; ESPINOLA-KLEIN et al.,
2007).

A GST também € uma enzima importante na fase Il da biotransformacao de
xenobidticos, como os HPAs (CHUANG e CHANG, 2007). A atividade da enzima
GST também estava diminuida nos taxistas. Além disso, foi observada uma
associacao negativa entre a atividade das enzimas CAT e GST com 0s niveis de 1-
hidroxipireno, 0o que sugere que uma maior exposicdo dos taxistas aos HPAS,
presentes como poluentes do ar, pode ser responsavel pela diminuicdo da atividade
das enzimas antioxidantes e que 0 excesso de espécies reativas poderia
desencadear o dano oxidativo aos lipidios e proteinas. Neste estudo, também foi
encontrada uma associagdo negativa entre as enzimas CAT, GSH-Px, GST e os
mediadores inflamatérios. Esses resultados estdo de acordo com a literatura
(DELFINO et al., 2009).

O desequilibrio entre a producéo de radicais livres e a atividade antioxidante
pode levar a niveis mais elevados de produtos de oxidacdo, e em longo prazo os
danos oxidativos podem contribuir para o desenvolvimento de doengas crbnicas
(HALLIWELL, GUTTERIDGE e CROSS, 1992; DALLE-DONNE et al.,, 2003;
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LODOVICI et al., 2003; HUANG et al., 2012). Esta condicdo pode ser agravada nos
motoristas profissionais, pois estes trabalhadores também estdo expostos a
situacdes de estresse psicolégico no seu ambiente de trabalho. Portanto, fatores
psicosociais também podem contribuir para 0 aumento dos niveis de biomarcadores
do estresse oxidativo (MOLLER, WALLIN e KNUDSEN, 1996; MAROTTA et al.,
2011).

No presente estudo foi avaliado o potencial antioxidante da vitamina C,
proveniente da dieta. Os niveis séricos da vitamina C estavam diminuidos nos
taxistas em relacdo ao grupo controle e aos valores de referéncia (BURTIS et al.,
2008). Além disso, os niveis de vitamina C foram inversamente correlacionados com
os niveis de ox-LDL, ox-LDL-Ab e PCO, sugerindo que a vitamina C poderia atenuar
os efeitos do dano oxidativo (BAGRYANTSEVA et al., 2010). A oxidacdo da LDL-c é
um dos principais fatores envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose, assim
um sistema antioxidante eficaz parece ser importante para a prevencao dos efeitos
toxicos destes produtos (SALONEN et al., 1992).

Adicionalmente, neste estudo, foram quantificados no plasma dos taxistas e
do grupo controle, os niveis de antioxidantes exdgenos ndo enziméaticos (retinol, -
caroteno, licopeno e a-tocoferol). Os niveis encontrados estavam de acordo com 0s
valores de referéncia (BURTIS et al., 2008), bem como ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos estudados. Alguns autores sugerem que 0S
antioxidantes presentes na dieta podem contribuir para a defesa do organismo
contra danos oxidativos e inflamatorios (KELLY, 2004; HENNIG, OESTERLING e
TOBOREK, 2007; ROEHRS et al., 2011).

O endotélio é uma monocamada de células que constitui uma interface entre
0 sangue e a parede vascular, sendo um alvo sensivel para a acdo dos agentes
toxicos presentes na poluicdo atmosférica (HENNIG, OESTERLING e TOBOREK,
2007). Estudos tém relacionado o espessamento das camadas intima e média das
carotidas com a exposicao em longo prazo ao material particulado (HOFFMANN et
al., 2007; ARAUJO e NEL, 2009; KUNZLI et al., 2010). Assim, no presente estudo,
foi realizada uma avaliagéo clinica cardiovascular através da medida da espessura
das camadas intima e média das artérias carotideas (EIMC) nos taxistas. Essa
avaliacdo juntamente com a quantificacdo de mediadores inflamatorios presentes na
circulacdo foram utilizados como parametros para a determinacdo de possiveis

complicagbes cardiovasculares.
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Utilizando como limite méximo de 1 mm para os valores de EIMC normais,
observou-se que 15 % dos taxistas sem comorbidades apresentavam valores de
EIMC superior ao valor de referéncia. Ou seja, a avaliacdo da aterosclerose através
do exame de ultrassom da carétida apresenta um valor adicional na estratificacdo de
risco cardiovascular, além daquele fornecido pelo escore de Framingham (TORRES
et al., 2007) ou hiperhomocisteinemia. Ao comparar a medida da EIMC da artéria
carodtida nos grupos de taxistas estudados, foi possivel observar maiores valores de
EIMC no subgrupo de taxistas com comorbidades. Este resultado esta de acordo
com a literatura (O'LEARY et al., 1999; LORENZ et al., 2007), no qual descreve que
individuos com diabetes apresentam um maior espessamento da parede arterial em
comparacao com individuos ndo diabéticos (WAGENKNECHT et al., 1998; NAIR,
MALIK e KHATTAR, 2012).

Estudos epidemiologicos mostraram que as anormalidades metabdlicas
causadas pelo diabetes pode induzir uma disfuncdo vascular predispondo a
aterosclerose (OSTLING et al., 2007; SCHNEIDER et al.,, 2010; NAIR, MALIK e
KHATTAR, 2012). Em vista disso, esses individuos sdo mais sensiveis aos efeitos
adversos ao material particulado do ambiente (ALEXEEFF et al.,, 2011). Os
individuos que apresentam inflamacao cronica ou fatores de risco ja estabelecidos
para doencas cardiovasculares podem apresentar uma maior suscetibilidade aos
efeitos inflamatérios causados pela exposicdo aos poluentes ambientais
(DUBOWSKY et al., 2006).

Em nosso estudo, também se observou que alguns taxistas apresentavam
placas ateroscleréticas nas carétidas. Lorenz e colaboradores (2007) relataram que
os niveis de hs-CPR foram associados a extensdo da placa aterosclerética, mas néo
com os valores de EIMC. Esses achados corroboram com 0s nossos resultados,
uma vez que também observou-se uma associacdo entre a presenca de placa
aterosclerotica e os niveis de hs-CPR (LORENZ et al., 2007).

Neste estudo, observou-se que os valores de EIMC foram positivamente
correlacionados com alguns fatores de risco como a idade, glicose, pressao arterial
sistélica e diastolica, fibrinogénio, porém, ndo foi observada associacdo com fatores
de risco tradicionais, como colesterol total, LDL-c e triglicerideos. Essa falta de
associacao entre o perfil lipidico e EIMC pode indicar que outros fatores podem estar
participando do processo de espessamento da parede arterial. De acordo com as

analises de regressao linear multipla considerando EIMC como variavel dependente
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e os fatores de risco como variaveis independentes observou-se que o modelo
aplicado no estudo foi altamente preditivo para explicar os valores de EIMC. Entre os
fatores avaliados, a idade, o fibrinogénio, a interleucina pro-inflamatoria (IL-6) e o
biomarcador de exposicao, 1-hidroxipireno, foram os principais fatores envolvidos no
aumento dos valores de EIMC.

Deve-se considerar que a exposi¢cdo ocupacional, especialmente aos HPAs
presente em ambientes urbanos, podem contribuir para o dano oxidativo, inflamacéo
e alteracdo dos valores da EIMC. De acordo com Kunzli e colaboradores (2005), a
exposicdo ambiental ao material particulado, em longo prazo, foi associado com o
aumento dos valores de EIMC (KUNZLI et al., 2005). Diversos estudos mostraram
gue a elevacédo dos valores da EIMC e o aumento dos mediadores inflamatérios na
circulacao, foram associados com um risco aumentado de eventos cardiovasculares
(LORENZ et al., 2007; DELFINO et al., 2009; HUTTUNEN et al., 2012).

Adicionalmente, os niveis da interleucina anti-inflamatéria IL-10 apresentaram
uma associacado negativa com os valores de EIMC, sugerindo que a IL-10 pode estar
agindo como um fator protetor sobre as camadas intima e média das artérias
(SMITH et al., 2001). Além disso, a IL-10 atua modulando os niveis de citocinas pro-
inflamatorias no soro, tais como IL-13, IL-6, TNF-a e INF-y (SMITH et al., 2001).

No intuito de investigar a exposicdo a outros xenobidticos ambientais, foi
qguantificado, neste estudo, os niveis de metais toxicos e essenciais no sangue e
soro dos taxistas e do grupo controle ndo exposto ocupacionalmente. Em relacéo
aos resultados obtidos, os taxistas apresentaram maiores niveis sanguineos de Hg,
As, Pb e Cd em comparacao ao grupo controle. Além disso, foram encontradas, em
taxistas, concentracdes sanguineas de Hg acima dos limites recomendados pela
OMS (WHO, 1996). Enquanto que os niveis dos micronutrientes Se, Cu e Zn no soro
estavam diminuidos nos taxistas em relacdo ao grupo controle. No entanto, nédo foi
encontrado indicios de deficiéncia ou excesso de metais essenciais, uma vez que
todos os niveis encontrados estavam de acordo com os valores de referéncia (WHO,
1996; BURTIS et al., 2008).

Embora a poluicdo atmosférica presente no ambiente urbano em que os
taxistas estdo expostos diariamente seja uma fonte de exposicdo aos metais, deve-
se também considerar a importante contribuicdo de outras fontes de exposicao,
como por exemplo, a ingestdo de agua e alimentos contaminados por metais
(THRON, 1996; HONG et al., 2013; HUANG et al., 2013). De acordo com Wang e
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colaboradores (2008), a exposicao simultanea de diferentes metais presentes no
ambiente pode desencadear intera¢des aditivas e/ou sinérgicas (WANG e FOWLER,
2008). No entanto, no presente estudo, ndo foi estabelecida a principal fonte de
contaminacdo por metais neste grupo de estudo, sendo esta uma limitacdo do
trabalho.

Neste estudo, observou-se associa¢cdes entre a concentracdo sanguinea de
Hg, As e Pb com o niumero de anos de trabalho como taxista, elevacéo dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a), NO e homocisteina, um fator de
risco independente para aterosclerose. Além disso, verificou-se uma associacao
entre a presenca destes metais no sangue com a enzima antioxidante enddgena
(GSH-Px), sugerindo que a presenca de elevadas concentracfes de elementos
téxicos no sangue também podem induzir o aumento de mediadores inflamatorios e
homocisteina, bem como alteracbes no status oxidativo, que representam
importantes preditores de eventos cardiovasculares, como por exemplo, a
aterosclerose.

Estudos toxicolégicos mostraram que individuos expostos a altas
concentracbes de metais apresentam alteracfes na funcédo renal (WEAVER et al.,
2003; BERNARD, 2004; SILINS e HOGBERG, 2011; SABATH e ROBLES-OSORIO,
2012; HAMBACH et al., 2013; REYES et al., 2013). O primeiro sinal de leséo renal &
normalmente a disfuncédo tubular evidenciado por um aumento da excrecdo de
proteinas de baixo peso molecular, que progride para uma diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular (KAMPA e CASTANAS, 2008). Neste sentido, foi avaliada a
funcdo renal através da quantificacdo de biomarcadores de rotina, como por
exemplo, a uréia e o acido Urico, bem como biomarcadores para avaliacdo de dano
precoce glomerular (microalbuminudria) e tubular (NAG). No entanto, apesar dos
niveis de microalbumindria estarem aumentados nos taxistas ndo foi observado
diferenca significativa quando foi comparado com o grupo controle. Por outro lado,
observou-se um aumento signiticativo nos niveis de NAG nos taxistas em relacdo ao
grupo controle. Tal resultado esta de acordo com a literatura (MORTADA et al.,
2001). Alem disso, foram observadas associagoes entre os mediadores inflamatérios
e os niveis de NAG, o que demonstra que a elevacdo nos niveis de mediadores
inflamatorios sistémicos pode estar relacionada com danos nas células tubulares.

Nosso estudo demonstrou que a exposicdo ocupacional a poluentes

atmosféricos, especialmente HPAs, pelo trafego veicular urbano, avaliada pela
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quantificacdo do biomarcador de exposi¢do, 1-hidroxipireno, pode levar a um
aumento de mediadores inflamatoérios, diminuicdo dos mecanismos de defesa
antioxidante, bem como o excesso de espécies reativas, levando a danos oxidativos
aos lipidios e proteinas. Nesta linha, um sistema antioxidante eficiente parece ser
importante para a prevencdo de efeitos toxicos resultantes da exposicdo a
xenobidticos ambientais (SALONEN et al.,, 1992). Neste contexto, o estresse
oxidativo e a deplecao do sistema antioxidante, assim como o processo inflamatorio
cronico estdo associados com o risco aumentado de doencas cardiovasculares
(DHALLA, TEMSAH e NETTICADAN, 2000; RUCKERL et al., 2007).

Nossos resultados corroboram com a hipotese de que a exposicao
ocupacional crénica a poluicdo atmosférica, relacionada com o trafego veicular, afeta
a saude cardiovascular. Entretanto, a contaminacdo ambiental por outra vias de
exposicao, especialmente para metais, ndo foram avaliados neste trabalho.

A investigacdo dos efeitos adversos, avaliados através da deteccdo de
biomarcadores de exposicao e de biomarcadores de efeito, enfatiza a importancia da
deteccdo precoce de sinais de saude vascular prejudicada, como no caso da
aterosclerose. Além disso, incentiva a implementacdo de estratégias preventivas
para promover mudancas de estilo de vida em individuos predispostos, como 0s
motoristas de taxi. Diversos fatores de risco estdo associados as doencas
cardiovasculares, porém observou-se, neste estudo, que a exposi¢cdo ocupacional
cronica a poluicdo atmosférica, principalmente aos HPAs, pode estar envolvida no
aumento de substancias pré-oxidante e pré-inflamatérias. Dessa forma, os taxistas
com e sem comorbidades podem ser mais propensos ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, como a aterosclerose, o que foi observado através da
medida da espessura das camadas intima e média das artérias carétidas, bem como
a quantificacao de preditores de risco cardiaco.

Os resultados das analises dos biomarcadores propostos neste trabalho,
representam um reflexo da salude desses trabalhadores, assim como fornecem
informagbes sobre aplicagdo do biomonitoramento em outras categorias de
trabalhadores expostos ocupacionalmente aos poluentes ambientais, como por
exemplo, os controladores de transito, carteiros e motoristas de 6nibus, uma vez que
pesquisas que abordam exposi¢do ocupacional humana a diferentes xenobioticos

presentes como poluentes ambientais sao muito limitadas.
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Diante dos resultados, este trabalho demonstrou o papel da poluicéo
contribuindo com a inflamacao/aterosclerose que representam importantes
preditores para eventos cardiovasculares. No entanto, mais pesquisas ainda sao
necessarias a fim de acompanhar a aplicacdo destas estratégias em analises de
rotina a um maior niumero de trabalhadores, com o objetivo de identificar os sinais
biolégicos indicativos de danos celulares, até mesmo com exposicdo a baixas
concentracbes de diferentes xenobidticos presentes no ambiente. No intuito de
auxiliar na prevencéo de doencas relacionadas com a exposi¢ao de xenobidticos no
local de trabalho e reforcar a necessidade de controlar e regular as fontes potenciais

de contaminacao por poluentes.
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e Apesar dos niveis de MP.s benzo[a]pireno e metais estarem abaixo do
preconizado pelas diretrizes internacionais, observou-se alteracbes no
sistema biolégico dos taxistas ocupacionalmente expostos aos poluentes
atmosféricos por um longo periodo.

e Verificou-se que o0s taxistas apresentaram aumento nos biomarcadores
inflamatoérios, aumento na oxidacdo de lipidios e proteinas, elevacdo dos
niveis de oOxido nitrico, alteracbes na atividade de enzimas antioxidantes
endogenas e tidis ndo proteicos, diminuicdo nos niveis de vitamina C, assim
como aumento nos niveis de ox-LDL, ox-LDL-Ab e homocisteina. Tais
resultados sugerem que a exposi¢do ocupacional aos poluentes ambientais
contribuem para o desenvolvimento de danos oxidativos e inflamatérios.

e O aumento da concentracdo urinaria do 1-hidroxipireno foi diretamente
associado com o0 aumento dos biomarcadores pré-inflamatérios e
homocisteina, e ainda ao aumento da espessura da camada intima média
carotidea, corroborando com a hipotese que o0s poluentes ambientais
contribuem para o processo inflamatorio e aterosclerotico, observado neste
grupo de estudo.

e Este estudo relata que a exposi¢cdo aos HPAs, Hg, As e Pb contribuiu com o
processo inflamatério e aterosclerético e, portanto, com doencas
cardiovasculares em taxistas expostos ocupacionalmente a poluicdo. Além
disso, foi evidenciado que o status oxidativo estava envolvido neste processo.

e A concentragcdo de Hg sanguineo estava acima dos limites estabelecidos pela
OMS nos taxistas estudados, bem como foram associados com inflamacgéo e
aterosclerose, porém outras fontes de exposicdo ambiental a este xenobidtico
precisam ser investigadas.

¢ Os taxistas avaliados estdo mais propensos a apresentar doencas crbnicas,
como aterosclerose, relacionadas as multiplas interagcbes da exposicao
ocupacional e ambiental a poluicdo atmosférica. Diante dos resultados, este
trabalho demonstrou que a poluicdo pode atuar contribuindo com o processo
de inflamacédo/aterosclerose que representam importantes preditores para

eventos cardiovasculares.






PERSPECTIVAS







161

¢ Investigar a associacdo entre os biomarcadores de exposicéo e alteracdes na
atividade da enzima NTPDase nas plaquetas dos individuos expostos
ocupacionalmente aos poluentes ambientais.

e Avaliar in vitro os possiveis efeitos deletérios do material particulado sobre o
endotélio, utilizando células endoteliais humanas (HUVEC) tratadas com
solucdo aquosa extraida de filtros contendo MP» s 0s quais foram coletados
previamente na cidade de Porto Alegre.

e Avaliar, através de questionério, se os héabitos de vida dos taxistas podem
explicar o aumento sanguineo de Hg e As, independente da poluicao

atmosférica.
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Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos

participantes do estudo
A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

U e fui convidado(a) pelos
professores Prof Dra. Solange Cristina Garcia (UFRGS) e Dr. Iran Castro (FUC) a
fazer parte de um trabalho cientifico com o titulo “EXPOSICAO HUMANA A
XENOBIOTICOS AMBIENTAIS E SUA INTER-RELACAO COM DANOS
OXIDATIVOS E A FUNGCAO CARDIOVASCULAR”. Neste trabalho serfo realizados
exames clinico-laboratoriais com o objetivo de avaliar as possiveis alteracdes
cardiovasculares através de exames laboratoriais, toxicolégicos e por imagem. Além
de analisar outros parametros que possam ser relacionados a exposicdo ambiental.
Além destes exames serdo realizadas entrevistas com guestionario sobre o uso de
medicamentos e o0 estado de saude. Fui esclarecido que minha participacdo € de
livre e espontanea vontade e que caso aceite sera realizado uma coleta de sangue
venoso (10 mL) com o minimo de risco ja conhecido para esta técnica, sem custo
para o voluntario, além de uma amostra de urina (50 mL).

Estou ciente de que receberei os resultados dos exames sem custo, mas nao
receberei nenhuma outra forma de pagamento e que poderei desistir de fazer parte
do trabalho a qualquer momento, sem qualquer tipo de constrangimento, restricbes
ou consequéncias.

Eu terei garantia da n&o identificacdo e do carater confidencial dos resultados.
Terei garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais
responsaveis pela mesma, para esclarecimento de eventuais duvidas sobre os
procedimentos, riscos e beneficios, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina Garcia

(51) 33085297, responsavel pelo projeto. Também pode contatar a secretaria do
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Comité de Etica em pesquisa da UFRGS (51) 33083629 para apresentar recursos
ou reclamacgodes em relacao ao estudo.

Este estudo obteve aprovacdo junto ao Comité de Etica em Pesquisa da
UFRGS (N° 20322/2011).

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas por mim, descrevendo o estudo.

Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer hora, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou

prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Porto Alegre, de de 20 .

Data:

Assinatura do paciente ou responsavel

Data:

Assinatura do responsavel pela pesquisa
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ANEXO IV

m QUESTIONARIO DE AVALIACAO
o

IDENTIFICACAO

Data: [

Nome:

Telefone:

Idade: Data de nascimento: /| Estado civil:

Endereco: Bairro:

Entrevistador:

DADOS GERAIS
Profissao:

Local de Trabalho (Bairro/Ponto):

Tempo que exerce a funcao:

Numero de horas diarias de permanéncia no trabalho?
Turno: (1) Manha (2) Tarde (3) Noite

AVALIACAO DO AMBIENTE DE TRABALHO

1. Estacdo do ano

( ) Inverno ( )Ver&do ( ) Primavera ( ) Outono

2. Temperatura

( ) Confortavel ( ) Desconfortavel ( ) Estavel

3. Movimento do ar

() Muito parado ( ) Médio ( ) Bastante movimento

ALTERACOES RESPIRATORIAS

Vocé apresenta algum sintoma crénico ou recorrente listado abaixo?
Rinites: (1)Sim (2)N&o

Realiza tratamento?

Sinusites: (1) Sim (2)Néao

Realiza tratamento?



Gripes, resfriados e “dores de garganta” frequentes: (1)Sim (2)N&o
Tosse crbnica (seca), alérgica: (1)Sim (2)N&o

Pigarro pela manha: (1) Sim (2)Nao

Espirros freqtientes: (1) Sim (2) Nao

Coceira (nariz ou garganta): (1)Sim (2)Nao

Bronquite asmética: (1) Sim (2)N&o Uso de bombinhas?(1) Sim (2)Nao
Pneumonias pregressas: (1) Sim (2) Nao

Falta de ar aos esforcos: (1) Sim (2) Nao

Informacdes adicionais:

OUTRAS ALTERACOES:

Apresenta algum sintoma cronico ou recorrente?
Palpitagédo: (1) Sim (2) Néao

Dor no peito: (1) Sim (2) Nao

Arritmias: (1) Sim (2) Nao

diagnosticadas (EPISOIO:...........cevveuiiiiiiiiiiiee e e )
Infarto: (1) Sim (2) N&o
(=] 150 Lo [ U PUUERR PSR )

Tonturas, escurecimento da visao: (1) Sim (2) Néao

Presséo arterial alterada: (1) Sim (2) Nao

Dores de cabeca: (1) Sim (2) Nao

Convulsbes: (1) Sim (2) Nao

Perda de sensibilidade em alguma parte do corpo: (1) Sim (2) Nao
Sensacéo de formigamento nos bracos/pernas: (1) Sim (2) Néo
Caimbras: (1) Sim (2) Nao

Dores ou paralisias relacionadas a nervos (facial, ciatico...): (1) Sim (2) Nao

Diabetes Mellitus: (1) Sim (2) N&do Realiza tratamento? (1) Sim (2) N&o

Uso de Medicamentos (Quais e tempo de uso)?

Polivitaminicos?

Algum sintoma frequente?

Outros:

HISTORICO FAMILIAR

Hipertenséo arterial: (1) Sim (2) Nao
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Infarto do miocérdio: (1) Sim (2) Nao
Doencas do coracgéo: (1) Sim (2) Nao
Derrame cerebral: (1) Sim (2) Nao
Diabetes mellitus: (1) Sim (2) Nao

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

Vocé mora com pessoas fumantes?(fuma dentro de casa)? (1) Sim (2) Nao

ETILISMO

Faz uso de bebidas alcodlicas? ( ) Sim ( ) Néo

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

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

Alimentagéo Vezes/semana

Churrasco Assador: Sim () N&o ()

Chimarrao

Frutas e vegetais

ATIVIDADES FISICAS
Pratica regularmente atividades fisicas (1) Sim (2) N&o

Qual atividade e com que frequéncia?

EXAME FiSICO
Pressao arterial na jornada de trabalho:

Saturacéo de Oy:




