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Os solventes organicos, também conhecidos como compostos organicos volateis (COVs), ou
hidrocarbonetos volateis, sdo amplamente utilizados em uma variedade de processos
industriais e produtos de consumo. Frentistas, assim como pintores, estdo potencialmente
expostos a estes hidrocarbonetos, tais como benzeno, tolueno e xileno. Assim, o objetivo
deste trabalho foi verificar os achados laboratoriais em trabalhadores expostos a estes
solventes. Amostras de sangue e urina foram recolhidas para verificar os indicadores
bioldgicos da exposicdo a estes solventes, bem como marcadores de processo inflamatdrio,
genotoxicidade e dano oxidativo. Os resultados demonstraram um aumento nos niveis de
malondialdeido (MDA) no grupo de frentistas, enquanto que o grupo de pintores apresentou
um aumento nos niveis de éxido nitrico (ON). Entre os marcadores de genotoxicidade, foi
observado um aumento nos niveis de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) no grupo de
frentistas e nos pintores, sendo que, neste Gltimo grupo, o aumento foi ainda maior. O grupo
de frentistas também apresentou dano significativo ao DNA com relacdo ao grupo controle,
que foi demonstrado pelo teste do cometa. Entre 0s marcadores inflamatdrios, a interleucina-1
(IL-1), a interleucina-6 (1L-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-
Y), os niveis mostraram-se aumentados em ambos 0s grupos, em comparagado com 0 grupo
controle, sendo que pintores apresentaram maiores niveis de IFN-y em comparagdo aos
frentistas. Os niveis de interleucina 10 (IL-10) foram reduzidos significativamente em ambos
0s grupos de trabalhadores expostos, quando comparados ao grupo ndo exposto. Além disso,
foi observado um aumento significativo na atividade da alanina aminotransferase (ALT) em
pintores. Os parametros hematoldgicos foram alterados nos pintores, que apresentaram uma
reducdo na contagem de plaquetas e um aumento da hemoglobina corpuscular média (HCM).
Os indicadores bioldgicos de exposicdo a estes solventes, acido trans, trans mucénico (* *
ma) para 0 benzeno, acido hipdrico (AH) para o tolueno e acido metilhiparico (mHA) par
xileno, ndo apresentaram alteragdes significativas nos frentistas e pintores em relacdo aos
controles. Apesar destes indicadores mantiveram-se dentro dos valores maximos admissiveis,
mudancas expressivas foram observadas em outros marcadores, revelando principalmente
alteracfes nos marcadores especificos para a inflamagéo e genotoxicidade.

Palavras-chave: exposic¢ao ocupacional, solventes organicos, benzeno, tolueno, xileno.
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The organic solvents, also known as volatile organic compounds (VOCs) or volatile
hydrocarbons, are widely used in a variety of industrial processes and consumer products. Gas
station attendants (G.S.A.), as well as painters, are potentially exposed to these hydrocarbons
such as benzene, toluene and xylene. Thus, the main of this work was to verify laboratory
findings in workers exposed to these solvents. Blood and urine samples were collected to
verify the biological indicators of exposure to these solvents, as well as inflammatory,
genotoxicity and oxidative damage markers. The results showed an increase in
malondialdehyde (MDA) levels in the G.S.A. group, while painters group presented an
increase in nitric oxide (NO) levels. Among the genotoxicity markers, an increase in 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) levels in G.S.A. and painters groups was observed and,
in this last group, the increase was even greater. The G.S.A. group presented significant DNA
damage compared to the control group, which was demonstrated by the comet assay. Among
the inflammatory markers, interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) and interferon gamma (IFN-y), the levels were increased in both groups
compared with the control group, and painters showed higher levels of IFN-y compared to the
G.S.A. group. Interleukin-10 (IL-10) levels were significantly reduced in both groups of
workers exposed, when compared to the unexposed group. Moreover, a significant increase
was observed in alanine aminotransferase (ALT) activity in painters. Hematological
parameters were changed in painters, since there was a reduction in platelet count and
increase in mean corpuscular hemoglobin (MCH). The biological indicators of exposure to
these solvents, trans, trans muconic acid (t, t mA) for benzene, hippuric acid (HA) for toluene
and metilhipuric acid (mHA) for xylene, were not modified in G.S.A. and painters compared
to control group. Despite these indicators remained within the maximum permissible values,
significant changes were observed in other markers, revealing mainly changes in the specific
markers for inflammation and genotoxicity.

Keywords: occupational exposure, organic solvents, benzene, toluene, xylene.
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1 INTRODUCAO

1.1. Toxicologia Ocupacional

A toxicologia ocupacional estuda os efeitos da exposicdo laboral a produtos quimicos
sobre a saude do trabalhador prevenindo, assim, prejuizos em longo prazo (Lauwerys, 1996).
Além disso, procura entender as relacbes causais entre exposicdo e efeito para que se possa
atuar nas etapas iniciais do processo, quando os danos fisiopatoldgicos ainda séo reversiveis.
A exposicdo ocupacional ¢ o periodo em que o ser humano se encontra suscetivel a
contaminacdo por Xxenobidticos que estdo presentes no ambiente de trabalho. Essas
substancias podem ser absorvidas através das vias respiratoria, cutanea, digestiva e placentaria
(Camara, 1995). No caso dos solventes organicos, a absor¢do ocorre pela via respiratoria e/ou
cutanea, sendo predominantemente pela via respiratoria (Bertoncello, 1999).

Sd0 muitas as atividades que envolvem risco ocupacional. Na agricultura, por
exemplo, pode-se destacar 0 uso de pesticidas, onde trabalhadores rurais sdo simultaneamente
expostos a uma mistura complexa de inseticidas, tais como organofosforados, piretréides, e
organoclorados (Angerer et al., 2007), bem como fungicidas e herbicidas empregados na
preparacdo e aplicacdo destes produtos quimicos (Confederacdo Nacional da Agricultura,
2008). Na industria metalurgica, o trabalhador realiza processos de galvanizagédo, cromacao e
zincagem de pecas metalicas, entrando em contato com produtos quimicos e varios elementos
metalicos que podem causar danos ao organismo de quem os manipula. A industria
metaldrgica e metal-mecanica compde o grupo de trabalhadores que registra 0 maior nimero
de acidentes de trabalho, além de reunir riscos de diversas naturezas, que podem ser
prejudiciais a saude dos trabalhadores (Goldman, 2002; Gongalves, 2011).

Os solventes organicos, também conhecidos como compostos organicos volateis
(COV), sdo amplamente utilizados em uma variedade de processos industriais e produtos de
consumo (por exemplo, como constituintes de tintas, colas e combustiveis automotivos).
Entre os trabalhadores expostos diariamente a estas substancias, podemos destacar
funcionarios de postos de gasolina e pintores. Em niveis elevados de exposi¢do, muitos
compostos organicos volateis sdo conhecidos por causar efeitos toxicos graves, enquanto
niveis baixos tém sido associados a inflamacgéo das vias aéreas e altera¢cdes da funcdo imune,
com um risco subseqiente para o desenvolvimento de alergias e asma (Diez et al., 2000;
Lehmann et al., 2001, 2002).
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1.2. Solventes orgénicos
1.2.1. Aspectos gerais

Os solventes organicos sdo 0 maior grupo de substancias quimicas usadas no ambiente de
trabalho (Boman e Maibach, 2000; Bake, 2001). O termo COV é muito utilizado como
sindnimo de solvente organico, sendo definido por diferentes metodologias de acordo com o
pais ou organizacdao (Dewulf et al., 2002). No Brasil, os compostos orgénicos volateis séo
definidos como compostos organicos que possuem alta presséo de vapor e que sdo facilmente
vaporizados em condicdo de temperatura ambiente e pressao, possuindo pontos de ebulicdo na
faixa de 50°C a 260°C, com excecdo do metano (De Melo Lisboa et al., 2003).

Dos diversos solventes, benzeno, tolueno e xileno estdo entre os amplamente
utilizados em diversos processos quimicos, industriais e comerciais. Cerca de 50% dos
solventes sintetizados sdo empregados na producdo de tintas e diluentes, onde o papel
especifico do solvente é evaporar-se depois de ter solubilizado e diluido as tintas, as quais sdo
frequentemente aplicadas por pulverizacdo (Costa et al., 2005). Xileno, tolueno, estireno,
etilbenzeno, acetona e metiletilcetona sdo alguns dos mais frequentes e quantitativamente
solventes representados na composi¢do de tintas. (Costa et al., 2005). Um dos combustiveis
mais comercializados é a gasolina, que consiste em uma mistura de hidrocarbonetos volateis e
inflamaveis derivados do petréleo. Sua composicdo depende da sua utilizacdo, origem e dos
processos de refino do petroleo. Os hidrocarbonetos aromaticos, como o benzeno, tolueno,
etilbenzeno e os isdmeros do xileno, constituem um grupo de substancias presentes na

gasolina (Coopman, 2007).

1.2.2. Principais solventes organicos
1.2.2.1. Benzeno

O benzeno apresenta-se na forma de liquido incolor, volatil, altamente inflaméavel.
Quanto a sua solubilidade, mostra-se pouco soluvel em &gua, miscivel com acetona,
cloroférmio, éter e etanol; é solvel em tetracloreto de carbono. Apresenta ponto de ebulicéo
em 80,1 °C e ponto de fusdo em 5,5 °C. Sua férmula quimica é CgHg com massa molecular
relativa de 78,1 g.mol ™ (O'Neil, 2006; Lide, 2008) (Figura 1).

O benzeno é utilizado como um componente de tintas na industria de impressao, como
o0 material de partida e intermediario nas industrias quimica e farmacéutica, e como um

aditivo da gasolina, sendo que sua concentracdo nestes combustiveis é de 1-2% do volume.
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(NTP, 2005; ATSDR, 2007; Williams et al., 2008). Entre as principais utilizagdes do benzeno
atualmente, pode-se destacar a sua utilizacdo na fabricacdo de produtos quimicos organicos
como: ciclohexano, utilizado na fabricacdo de nylon (15%); nitrobenzeno, um intermediario
de anilina e de outros produtos (7%); alquilbenzeno, utilizado em detergentes (2%);
clorobenzenos, utilizado em polimeros de engenharia (1%); e outros usos variados (1%)
(Burridge, 2007; Kirschner, 2009).

Figura 1: Estrutura quimica do benzeno.
1.2.2.2. Tolueno

O tolueno é um composto aromatico também chamado de metilbenzeno por sua
estrutura quimica. E um liquido incolor, volatil quando em pressdo de vapor a 25°C, com
propriedade significativa de lipossolubilidade e que apresenta tracos de benzeno de até 25%,
quando utilizado para fins comerciais (Oga, 2008). Apresenta ponto de ebulicdo em 110,6°C e
ponto de fusdo em -94,9°C (Lide, 1995). Mostra-se muito ligeiramente solivel em &agua; €
soltvel em acetona e miscivel com dissulfureto de carbono, cloroférmio, éter dietilico, etanol
e acido acético glacial. Sua formula molecular é C;Hg, com massa molecular relativa de 92,14
(Budavari, 1996; Verschueren, 1996; Lide, 1997) (Figura 2).

E um solvente orgénico utilizado em muitos produtos, incluindo tintas industriais,
adesivos, revestimentos e produtos de limpeza (Aylward; Barton; Hays, 2008). Embora o uso
de tolueno nos locais de trabalho tenha diminuido, este continua sendo um dos solventes
organicos mais utilizados na fabricacdo dos produtos listados acima (Samoto et al., 2006). Os
niveis mais elevados de exposi¢do ao tolueno sdo relacionados a pintura, impressdo, industria

automotiva e fabricacéo de calgados (Pierce et al., 1998)

CH;j

Figura 2: Estrutura quimica do tolueno
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1.2.2.3. Xileno

E um liquido incolor (Budavari, 1996). Apresenta pontos de ebulicdo em 144,4°C
(isbmero orto), 139,1°C (isbmero meta) e 138,3°C (isdbmero para) e pontos de fusdo em -
25,2°C (orto), -47,9°C (meta) e 13,3°C (para). Com relacéo a solubilidade, € insolGvel em
agua, miscivel com etanol, éter dietilico e outros solventes organicos. Sua férmula molecular
é CgH 1o e apresenta peso molecular de 106,17 g.mol * (ACGIH, 1992) (Figura 3).

O xileno comercial é produzido a partir do petréleo ou do alcatrdo de carvéo e é um
dos solventes mais comuns na industria. E comumente usado como um aditivo em
combustiveis da aviagdo, na impressdo, em industrias de couro e borracha, nas industrias
téxteis, e como constituinte de tintas, lacas, vernizes, corantes, adesivos e liquidos de limpeza
(Low et al., 1995). O xileno comercial € uma mistura das trés formas isoméricas, orto (0-),
meta (m-) e para (p-), sendo geralmente o m-xileno o principal componente, correspondendo a
45-70% do total (National Occupational Health and Safety Commission, 2002).

CHs

CHs T

CHs

CH, CHs

Figura 3: Estrutura quimica dos isdmeros orto, meta e para-xileno.

1.2.3. Toxicocinética
1.2.3.1. Benzeno

O benzeno é rapidamente absorvido através da via oral e inalatoria. A difuséo passiva
do benzeno inalado, através da membrana alvéolo-capilar, aumenta os niveis de benzeno no
sangue. A absor¢do dérmica também € rapida, no entanto, quantitativamente, a absorcao por
esta via € muito baixa devido a evaporacdo rapida deste solvente. O benzeno é rapidamente
distribuido no organismo e um acimulo no tecido adiposo pode ser observado (Low et al.,
1995). Qutros locais de distribuicdo do benzeno sdo: medula 0ssea, figado, rins, pulmdes,

cérebro, entre outros tecidos (Rickert et al., 1979). Com relacdo a biotransformacdo, o
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benzeno é oxidado pelo citocromo P450 2E1 (CYP2EL) originando benzeno epoxido (Figura
4), que pode ser conjugado com a glutationa (GSH) e formar acido S-fenilmercaptdrico
urinario (S-PMA). O benzeno epdxido também pode ser metabolizado a &cido trans, trans-
muconico (t,t-MA) e excretado na urina (Van Sittert et al., 2000; Albertini et al., 2003;
Fustinoni et al., 2004). Outros metabolitos gerados através da oxidacdo do benzeno epoxido
sdo o fenol, o catecol, e a p-hidroguinona, a qual ainda pode ser metabolizada em p-
benzoquinona (Low et al., 1995). Alguns destes metabolitos apresentam grande importancia
toxicoldgica, como descrito posteriormente. E importante ressaltar que algumas substancias
podem interferir no processo de biotransformacdo do benzeno, como por exemplo, o etanol e
a anilina, as quais podem induzir a atividade do CYP2E1 (Snyder e Hedli, 1996).
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Figura 4: Biotransformacéo do benzeno.

1.2.3.2. Tolueno
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A absorcdo do tolueno ocorre principalmente pela via pulmonar, sendo que cerca de
40% do tolueno inalado é absorvido pelos pulmdes. Este solvente também é bem absorvido
pela via oral (Baelum et al., 1993) e lentamente pela via dérmica (Dutkiewicz, Tyras, 1968).
Com relacdo a distribuicdo, os principais tecidos onde o tolueno se deposita sdo figado,
pancreas, coragdo, cerebro e tecido adiposo (Ameno et al., 1989). A principal via de
biotransformacdo é a oxidacdo do grupamento metila. O primeiro passo corresponde a
formacdo do é&lcool benzilico, mediado pelo citocromo P450. Segue-se a oxidacdo a
benzaldeido, pela acdo de alcool desidrogenase e finalmente a formacdo do &cido benzdico,
etapa catalisada pela enzima aldeido desidrogenase. Este acido se conjuga principalmente
com a glicina, formando o acido hipurico e em menor propor¢do com o acido glicurdnico,
produzindo benzoilglicuronatos, os quais sdo excretados na urina (Larini, 1998; Carvajal et
al., 2004; Oga, 2008) (Figura 5).
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Figura 5: Biotransformacéao do tolueno.
1.2.3.3. Xileno

O xileno é normalmente absorvido pelas vias pulmonar e oral, sendo que sua absorcao
através da pele é insignificante em condigdes normais de exposicdo (ATSDR, 1995). Em
individuos expostos & concentragdo de 200 a 400 mg/m? durante 8 horas, 64% dos isdbmeros

orto, meta e para xileno séo absorvidos pelos pulmdes. Somente uma proporcdo de 3 a 6% da
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dose absorvida é excretada inalterada no ar expirado e a excre¢do urinéria é desprezivel.
Cerca de 95% do xileno absorvido é biotransformado e excretado na urina. A distribuicédo
deste solvente ocorre em tecidos como figado, cérebro e tecido adiposo (Larini, 1998; Oga,
2003). A sua biotransformagéo (Figura 6) compreende a oxidagdo de um dos grupos metil
com formacdo do &cido metilbenzdico correspondente, o qual € posteriormente excretado
apos conjugacdo com a glicina. Nesta biotransformacdo ocorre primeiramente uma
hidroxilacdo nos microssomas hepaticos com formacédo do derivado alcodlico, que sofre uma
oxidacdo no citosol, através da enzima alcool desidrogenase, produzindo o metilbenzaldeido,
que, por interferéncia da aldeido desidrogenase, produz o acido metilbenzéico (Blanchard;
Morris, 1994; Larini, 1998; Oga, 2003). A excrecdo do acido metilhipurico, resultante da
condensacéo do acido metilbenzédico com a glicina, aumenta rapidamente durante as primeiras
horas de exposigdo, tendendo a diminuir cessada a exposi¢do, com uma velocidade bastante
rapida nas primeiras seis horas e mais lenta nas horas subseqiientes. Sua excre¢do urinaria é
reduzida nas pessoas obesas em funcdo da retencdo do xileno no tecido adiposo (Oga, 2003).
O acido metilhipuarico representa mais de 95% da fracdo metabolizada do xileno (Klaassen et
al, 2001).
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Figura 6: Biotransformacéo do orto-xileno (Fonte: U.S. EPA, 2003).
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1.2.4. Toxicodindmica e principais efeitos toxicos
1.2.4.1. Estresse Oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS), é parte
integrante do metabolismo humano e é observada em diversas condic@es fisiologicas. As
espécies reativas (ERs) tém importante funcdo biol6gica, como na fagocitose, fendbmeno em
que essas especies sdo produzidas para eliminar o agente agressor. Por outro lado, 0 excesso
de espécies reativas causa 0 chamado estresse oxidativo, que resulta do desequilibrio entre o
sistema pro e antioxidante (Schafer and Buettner, 2001; Finkel; Holbrook, 2000), com
predominio dos oxidantes e dano conseqliente. A célula possui uma série de defesas capazes
de evitar o efeito deletério destas ERs. Estas defesas s&o comumente chamadas de defesas
antioxidantes, e podem ser produzidas endogenamente ou adquiridas pela dieta (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Os organismos possuem um complexo sistema de defesa antioxidante, com
uma parte enzimatica e uma ndo-enzimatica, que agem de forma conjunta e dindmica em sua
defesa. Entre as principais defesas antioxidantes ndo-enzimaticas da célula estdo o acido
ascorbico, carotenoides, flavonoides, pigmentos biliares, urato e a glutationa reduzida
(GSH), todos sendo estabilizadores de radicais. As defesas antioxidantes enzimaticas
também sdo fundamentais. Entre as principais estdo as enzimas catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e a glutationa-S-transferase (GST). A CAT age decompondo diretamente o
peroxido de hidrogénio (H,O;), o qual resulta da dismutagdo do anion superoxido O, em
agua e oxigénio (O,) (Niki, 2004; Stocker; Keaney-Jr, 2004). A GST, considerada a principal
enzima detoxificante da fase I, desempenha papel fisiol6gico na iniciacdo da detoxificacdo de
xenobidticos através de reacdo de conjugacdo destes com a GSH, tornando os produtos da
reacdo menos toxicos e hidrossoluveis, facilitando a excrecdo (Lam et al., 1982; Lam et al.
1994; Wattenberg, 1983; Wheatley et al., 1994).

Em vaérios laboratorios, utilizando uma variedade de sistemas experimentais, a
toxicidade induzida por solventes como o benzeno, tem sido associada & producdo de EROs,
incluindo O, radicais hidroperoxila, e os altamente reativos radicais hidroxila (HOe)
(Kolachana et al., 1993; Winn, 2003). Estas espécies podem agir como moléculas
sinalizadoras que afetam a regulacdo do gene do crescimento, expressdao e morte celular
(Wan; Winn, 2008). Também ja foi demonstrado que o metabdlito reativo do benzeno, a p-
benzoquinona, pode depletar os niveis celulares de GSH (Brunmark e Cadenas, 1988). O

tolueno é outro solvente que estad associado ao estresse oxidativo, uma vez que pode causar a
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inibicdo das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GPx) (Kodavanti et al., 2011). De fato, alteracGes oxidativas ja foram
demonstradas em pintores, como 0 aumento na peroxidacao lipidica e a inibicdo da atividade
da &-aminolevulinato desidratase (3-ALA-D), enzima sulfidrilica que atua na sintese do
grupamento heme (Moro et al., 2010). Em outro estudo, também foi demonstrado que
pintores podem apresentar um aumento nos niveis de proteina carbonila e albumina
modificada pela isquemia, que sdo marcadores de oxidacdo proteica (Moro et al., 2012).

O reconhecimento dessa relacdo estimulou o desenvolvimento de estudos de
marcadores de dano oxidativo e de substancias antioxidantes em sistemas bioldgicos.
Segundo Zwart e colaboradores (1999) e LaBaer (2005), os biomarcadores tém caracteristicas
passiveis de avaliacdo e mensuracdo, como indicadoras de processos bioldgicos normais,
processos patogénicos ou de resposta farmacoldgica a uma intervencdo terapéutica. Como tal,
refletiriam mudancas em sistemas bioldgicos relacionadas a exposicdo ou aos efeitos de
xenobidticos, ou outros tipos de fatores. Eles podem ser classificados, segundo 0s mesmos

autores, como biomarcadores de exposicdo, de efeito e de susceptibilidade.

1.2.4.2. Genotoxicidade

A associacdo entre genotoxicidade e solventes j& foi descrita previamente e pode
envolver a geracdo de espécies reativas, descritas anteriormente. De fato, uma via de
biotransformacdo do tolueno conduz a formacdo de epdxidos, o que pode gerar EROs,
podendo causar estresse oxidativo e dano ao acido desoxirribonucleico (DNA) (Murata et al,
1999). Em estudo de Moro et al. (2012) foi verificada uma correlagdo positiva entre os niveis
sanguineos de tolueno e dano ao DNA e também houve uma correlacdo positiva entre 0s
niveis urinarios de &cido hipdrico e dano ao DNA. A oxidacdo do DNA tem potenciais
consequéncias genotoxicas (Martinez-Alfaro et al., 2010) e implica na patogénese de varias
doencas (Costa et al., 2005), incluindo cancer e doengas neurodegenerativas (Gerin et al.,
1998; Marlatt et al., 2008).

Com relagéo ao benzeno, Angelini et al. (2011) reportaram que a genotoxicidade do
benzeno e demais poluentes atmosféricos, pode estar associada com uma superproducdo de
EROs, e que um desequilibrio nestas espécies poderia contribuir para a instabilidade
genbmica, levando a delegdes, quebras no DNA, rearranjos, alteracbes cromossémicas
(estruturais e numéricas) e dano oxidativo ao DNA. De fato, o benzeno pode causar quebras

de cadeia simples, quebras em cadeias duplas, que podem ser expressas através de aberraces
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cromossémicas e formacao de microndcleos (MN) (Zhang et al, 1993; Kim et al, 2004). Além
disso, sabe-se que os metabdlitos reativos do benzeno, como o benzeno epdxido e a p-
benzoquinona, podem formar adutos covalentes com o0 DNA, o que pode ocorrer mesmo apos
exposicdo a baixas concentragcdes de benzeno no ambiente. Estas ligagdes covalentes ao DNA
foram demonstradas primeiramente por Lutz e Schlatter (1977). Os metabdlitos do benzeno
também podem interferir no processo de mitose, uma vez que interferem na utilizacdo de
guanosina trifosfato (GTP), que é importante para este processo (Pfeifer e Irons, 1983). Uma
outra explicacdo para a genotoxicidade induzida pelo benzeno é que alguns metabdlitos deste
solvente podem inibir a atividade da topoisomerase 1l, a qual é uma enzima importante para a
manutencdo da estrutura do DNA (Frantz et al.,, 1996). De fato, varios estudos tém
demonstrado que a exposi¢do in vivo ao benzeno e a exposicao in vitro aos seus metabaolitos,
p-hidroquinona e p-benzoquinona, podem causar a inibicdo da enzima topoisomerase IlI,
levando a um aumento na clivagem do DNA (Lindsey et al., 2004; Whysner et al., 2004).
Alteracdes na molécula de acido ribonucleico (RNA) também foram reportadas em relacdo ao
benzeno. Bai et al. (2014) verificaram que a expressao de micro RNA (miRNA), que séo
pequenas moléculas de RNA que regulam a expressdo de genes e desempenham um papel
importante na hematopoese e diferenciacdo celular, foram alteradas apds exposi¢do cronica a
este solvente.

Existem alguns protocolos que sdo bastante Uteis na deteccdo de alteracbes no material
genético. As EROs, incluindo HO- e H,O, reagem com os residuos de guanina no DNA e
produzem a 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG). A guanosina oxidada é mal interpretada
como uma adenina na replicacdo do DNA, e é elaborado um reparo para evitar o acimulo de
mutacdes G-A. Esta guanina oxidada (8-OHdG) é também um marcador para a
suscetibilidade ao cancer (Erhola et al., 1997; Halliwell et al., 2000), diabetes mellitus
(Leinonen et al., 1997) e de doencas neurodegenerativas, incluindo Doencga de Alzheimer
(Mecocci et al., 1998) e doenca de Parkinson (Sato et al., 2005; Chen et al., 2009). Uma
vantagem de se dosar o 8-OHdG é que este marcador pode estar alterado mesmo quando ha
exposicdo a baixos niveis de benzeno no ambiente (Liu et al., 1996; Lagorio et al., 1994).
Além disto, uma relacdo dose-resposta foi observada entre os niveis de 8-OHdG e exposi¢édo
ao benzeno (Popp et al., 1991)

Outro marcador bastante utilizado nas avaliagcbes de genotoxicidade é o ensaio do
cometa, o qual € um método simples que pode ser aplicado tanto in vitro como in vivo, sendo
utilizado como um biomarcador sensivel, que revela dano ao DNA causado diretamente por

agentes oxidantes, ou indiretamente por substancias que podem gerar radicais livres (Fairbairn
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et al., 1995; Fracasso et al., 2002). A figura 7 descreve os diferentes niveis de dano ao DNA,
que podem ser verificados microscopicamente através deste ensaio. Singh e colaboradores
(1988) modificaram o protocolo originalmente desenvolvido por Ostling e Johanson (1984), e
incluiram condicdes alcalinas para o desenrolamento do DNA (pH> 13). Neste pH, o aumento
da migracdo de DNA esté associado com o aumento dos niveis de quebras de cadeia simples,
associados a reparo de sitios de excisdo incompletos, e locais alcalino-labeis (Singh et al.,
1988). Como quase todos 0s agentes genotdxicos induzem quebras de cadeia simples e/ou
locais alcalino l&beis em maior nimero do que quebras de cadeias duplas, esta versdo do
ensaio oferece uma sensibilidade muito maior para identificar agentes genotoxicos. Este
ensaio tem ganhado ampla utilizacdo em varias areas, incluindo a biomonitorizacdo humana,
genotoxicologia, monitoramento ecologico e como uma ferramenta para a investigacdo de
danos ao DNA ou reparacdo em diferentes tipos de células em resposta a uma gama de
agentes prejudiciais ao DNA (Collins, 2004).
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Figura 7: Ensaio cometa em condicdes alcalinas, mostrando nucleos sem dano ao DNA e
com diferentes niveis de dano (Fonte: Departamento de Morfologia, Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal de Santa Maria, Campus UFSM, Santa Maria, RS, Brasil).

1.2.4.3. Efeitos carcinogénicos

O aumento da utilizacdo de produtos petroliferos em automdveis e na industria levou a
uma deterioracdo da qualidade do ar, trazendo riscos para a saude humana. Estes produtos
contém um grande nimero de agentes tdxicos que sdo considerados carcinogénicos para 0s
seres humanos (EPA, 2002). A exposi¢do a estes hidrocarbonetos aromaticos ndo-oxigenados
é de grande preocupacdo devido a sua toxicidade e carcinogenicidade, mesmo em baixas
concentragOes (Greer, 1984; Kozel et al., 1995; Spiller e Krenzelok, 1997).

O benzeno, em especial, é conhecido por ser cancerigeno para os seres humanos. Entre
outros compostos, o benzeno epoxido, que é formado durante seu metabolismo, é sugerido

como um dos compostos carcinogénicos finais do benzeno (IARC, 1988). A inducdo de
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leucemia e varios tipos de linfomas foi confirmada a partir de varios estudos epidemioldgicos
em populagdes expostas ao benzeno (Whysner et al., 2004;. Lamm et al., 2005;. Smith et al.,
2007). Além disso, um estudo entre trabalhadores expostos ao benzeno em Xangai, China,
observou risco aumentado de envenenamento por benzeno, que foi associado com leucemia
ndo-linfocitica aguda e relacionado com sindromes mielodisplasicas (Rothman et al., 1997).

A explicacdo para o efeito toxico do benzeno sobre a medula Gssea consiste,
basicamente, no efeito mielotoxico de alguns de seus metabdlitos. Ja foi demonstrado que
metabdlitos como o fenol, catecol e p-hidroquinona, gerados através de metabolizacdo
hepética, podem ser transportados para a medula 6ssea (Low et al., 1995). Uma outra hipotese
estd relacionada com a producdo destes metabdlitos toxicos através de biotransformacao na
prépria medula dssea (Subrahmanyam et al., 1990). De fato, uma peca chave na inducédo de
leucemia pelo benzeno parece ser a conversdao de p-hidroquinona em p-benzoquinona na
medula dssea, através de reacdo catalisada pela mieloperoxidase (Smith, 1996). O fato € que
estes metabdlitos, especialmente o0 benzeno epdxido e a p-benzoquinona, sdo eletrofilicos e
podem reagir com proteinas e DNA presentes no tecido medular (Gaskell et al., 2005;
Henderson et al., 2005). Existem alguns estudos que demonstram que a leucemia mieldide
aguda, induzida pelo benzeno, tem relagdo com a inibi¢cdo da enzima topoisomerase Il (Mistry
et al.,, 2005; Pedersen-Bjergaard et al., 2008). Segundo alguns autores, existem outros
mecanismos que podem estar envolvidos na inducdo de leucemia pelo benzeno, tais como a
geracgdo de estresse oxidativo, disfungdes no sistema imunolégico, inibicdo das juncdes Gap,
entre outros (Rivedal e Witz, 2005; Li et al., 2009). Ja com relagdo ao linfoma, existem dois
mecanismos principais relacionados com a exposicdo ao benzeno: a inducdo de rearranjos
cromossémicos e a imunossupressao (Zhang et al., 1999; 2007).

Varios solventes organicos tém sido associados também a tumores mamarios em
roedores. Uma abrangente compilacdo de dados de estudos com animais, incluindo as
avaliacdes realizadas pela Agéncia Internacional de Pesquisas Sobre o Céancer (IARC) e pelo
Programa Nacional de Toxicologia dos EUA, listou trinta solventes organicos que causaram
tumor maligno na glandula maméria (Rudel et al., 2007). Porém, entre estes produtos
quimicos, somente o benzeno foi classificado pela IARC como carcinogénio em humanos
(Grupo 1), e esta classificagdo baseou-se nas ligacOes estabelecidas com a leucemia miel6ide
aguda (LMA) e ndo com cancer de mama.

Existem poucas investigagcdes sobre a associagdo de solventes com o risco de cancer
de figado, com excecéo de tricloroetileno e tetracloroetileno (Weiss, 1996). Os dados sobre a
carcinogenicidade no figado para outros tipos de solventes sdo limitados. (IARC, 1999). Um
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estudo italiano mais recente, no entanto, sugeriu que a exposi¢do prolongada ao tolueno e
xileno pode representar um fator de risco para cancer no figado (Porru et al., 2001).

Com relacdo a cancer renal e pulmonar, os dados sdo contraditorios. Em estudo de
Pesch et al. (2000) foi observada uma relagdo entre exposicdo ao benzeno e risco de cancer
renal. Entretanto, o estudo de Gérin et al. (1998) demonstrou poucas evidéncias de uma
associacdo entre cancer nos rins e a exposi¢cdo ao benzeno. Com relacédo ao cancer pulmonar,
da mesma forma, alguns estudos demonstram haver correlacdo com o benzeno (Hayes et al.,

1996; Collins et al., 2003), enquanto outros nao observaram este efeito (Geérin et al., 1998).

1.2.4.4. AlteracGes em parametros inflamatorios

As alteracdes nos marcadores inflamatorios e a maneira como a exposic¢ao ocupacional
é determinada, ainda sdo questdes em aberto (Collins et al., 1997; Bogadi-Sare et al., 2000;
Tanigawa et al., 2001; Rhodes et al., 2003). Os efeitos sobre a resposta imune inata podem ser
avaliados usando diferentes pardmetros, entre os quais destacam-se a producao de citocinas,
que incluem as interleucinas-1 (IL-1), 6 (IL-6) e 10 (IL-10), fator de necrose tumoral-a. (TNF-
a) e interferon-y (IFN-y) e sdo um conjunto de componentes soliveis que formam uma parte
importante do arsenal contra virus, bactérias e/ou material externo nocivo (Hernandez, 2001).

As citocinas (IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a e y-INF) sdo produzidas por muitas populagdes
de células, mas os produtores predominantes sdo as células T auxiliares (Th) e os macrofagos
(Xie et al., 2006). O TNF-o. € um mediador chave de ambas as reac¢fes inflamatorias agudas e
crbnicas sistematicas e estimula a producdo de outras citocinas inflamatdrias e quimiocinas
(Chu, 2013). O IFN- vy € reconhecido como um mediador na imunidade inata, assim como na
imunidade adaptativa (Ramana et al., 2002). Entre as atividades biol6gicas do IFN- vy, a
ativacdo dos macrofagos é de importancia fundamental. Deste modo, regula positivamente a
producdo de uma variedade de parametros pro-inflamatdrios como as interleucinas (Yoshida
et al., 1994; Doherty et al., 1996), TNF-a (Hayes et al., 1995) e 0xido nitrico sintase induzivel
(INOS) (Xie et al., 1993). Interleucinas tais como IL-1 e IL-6 s&o conhecidas por participar da
regulacdo da sintese de prostaglandinas endometriais em muitas espécies, na qualidade de
citocinas pré-inflamatorias (Franczak et al., 2012), enquanto que a IL-10 é um mediador
importante das respostas imunes anti-inflamatorias (Mosmann e Coffman, 1989).

No sistema imune e inflamacdo, o 0xido nitrico (ON) endogeno parece ter efeitos pro
e anti-inflamatérios (Nathan, 1992). Os efeitos pro-inflamatérios ndo sdo evidentes em

condicGes fisioldgicas agudas e 0 ON pode, nestes casos, mediar as func¢des anti-inflamatorias
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tais como a inibi¢do da adesdo de neutrofilos, inibicdo da atividade da ciclo-oxigenase, bem
como reducdo na formacdo de citocinas (Schmidt; Walter, 1994). Estas atividades pro-
inflamatdrias e anti-inflamatdrias relacionadas ao ON dependem de alguns fatores, como o
sub-tipo enzimatico que atua na sua sintese, o local onde ele € produzido e quanto dele é
produzido. Pequenas quantidades de ON, derivadas da acdo da 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS), parecem ser benéficas, uma vez que inibem a adesdo e migracdo de células
inflamatdrias (Laroux et al., 2001). No entanto, quantidades relativamente elevadas de ON,
produzidas pela iNOS, podem contribuir para o processo inflamatério, uma vez que ha
aumento na infiltracdo de leucdcitos, por exemplo (Nagy et al., 2007).

Existem poucos artigos na literatura que relacionam a exposicdo a solventes e
inflamacdo, no entanto, é de nosso conhecimento que 0s solventes organicos e seus
metabdlitos podem causar a ativacao de células B e T. A figura 8 mostra uma esquematizacdo
dos provaveis mecanismos envolvidos na resposta inflamatoria a esta exposicdo. A ativacdo
das células B pode promover a liberacdo de anticorpos, o que se relaciona com a inflamacéo e
doenca autoimune. A ativacdo de células T promove a ativacdo dos macréfagos, com o
aumento da producdo de ON e citocinas. O processo de inibicdo da apoptose induzida por
solventes também pode ativar as células T. Além disso, o estresse oxidativo e a formacao de
proteinas cloroacetiladas apds a exposicao a solventes, podem aumentar a suscetibilidade a
ativacdo de células T e B, o que contribui para um processo inflamatério. De fato, as
proteinas, que sdo modificadas pelos solventes podem tornar-se imunogénicas, sendo
reconhecidas como moléculas estranhas, e, em seguida, iniciam uma resposta inflamatéria ao
tecido lesionado (Povey 2001; Wang et al., 2007; Cai et al., 2008). No entanto, autores tém
descrito que o benzeno, devido a sua hematotoxicidade, poderia afetar os niveis de
macrofagos e, desta forma, reduzir os niveis de IL-1, que sdo produzidos por este tipo celular
(Cox, 1991). De fato, pacientes com anemia aplastica apresentam reducao nos niveis de IL-1
(Renz e Kalf, 1991). Além disso, os metabdlitos do benzeno podem inibir a conversao de pré-

IL-1a e pré-IL-1B em suas respectivas formas ativas (Renz e Kalf, 1991; Niculescu et al.,
1996).
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Figura 8: Potenciais mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento da doenga auto-imune induzida

pela exposicdo a solventes. As setas vermelhas sélidas representam caminhos conhecidos. A seta tracejada
amarela representa mecanismos hipotéticos, e a linha vermelha tracejada representa um processo inibido. Em
individuos suscetiveis, os caminhos de ativacdo sdo mais fortes (setas pretas) (Fonte: adaptado de Barragan-
Martinez et al., 2012).

1.2.4.5. Demais alteragdes causadas pelos solventes

A exposicédo a diferentes solventes orgénicos tais como gasolina, benzeno, tolueno,
xileno, inseticidas e pesticidas, entre outros, tem sido associada com problemas de saude
agudos e cronicos (Eglite, 2000; Dick, 2006). Durante as Gltimas duas décadas, as pesquisas
epidemioldgicas declararam uma conexdo entre uma exposicdo ocupacional duradoura a
solventes organicos e sintomas ndo especificos, principalmente sobre o sistema nervoso
central (SNC), tais como dor de cabeca, fadiga, tonturas, irritabilidade, distdrbios de memodria,
habilidades intelectuais reduzidas, dificuldades de concentracdo, instabilidade emocional,
depressdo e distarbios do sono. O mecanismo exato de acdo dos solventes sobre 0 SNC ¢é
desconhecido, mas as teorias comuns sdo: desaceleracdo generalizada do transporte no canal
ibnico axonal e potenciacdo da hiperpolarizacdo de receptores do acido gama-aminobutirico
(GABA), o que pode ser uma explicagéo para os efeitos depressores destes solventes (Lorenc,
2003). Foram também relacionados a esta exposicao, a tolerancia reduzida ao alcool, irritagdo
nos olhos, alteracdes dérmicas, queixa respiratoria e alteracbes nos processos naturais de
envelhecimento, entre outros (Xiao e Levin, 2000; Nilson et al., 2002; D’ Ambros, 2009).

A inalagdo destes solventes pode trazer, além dos sintomas de neurotoxicidade acima

citados (normalmente atribuidos ao tolueno), efeitos nefrotdxicos e hepatotoxicos (geralmente
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associados com a exposic¢do ao tolueno e xileno). Em estudo de Bell e Howse (2005), foi
demonstrado que individuos expostos a esses produtos quimicos tém uma maior incidéncia de
glomerulonefrite membranosa (GN), um rapido aumento da creatinina sérica apds o
diagndstico da GN, e uma incidéncia mais elevada de marcadores precoces de doencas renais,
tais como enzimuria tubular. Barberino et al. (2005) e Carvalho et al. (2006), observaram
alteracdes nas enzimas hepaticas frente a exposicdo ocupacional em trabalhadores do refino
de petroleo. Da mesma forma, foram observados aumentos na atividade das enzimas aspartato
transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT), as quais funcionam como marcadores de
dano hepético, em pintores (Moro et al., 2012).

Devido a supressdo da medula 6ssea, efeito este mais frequentemente relacionado a
acao mielotoxica do benzeno, pode ocorrer também leucopenia, anemia, trombocitopenia e
hemolise (Broussard, 2000; Graciani; Ferreira; Salviano, 2008). Estes componentes tdxicos,
sobretudo o benzeno, tém sido relacionados com mudangas quimicas no sangue e inducao de
anemia, por causar hipoplasia da medula 6ssea em estudos com animais experimentais
(Yakubu; Akanji; Oladiji, 2007). O xileno também estd associado a efeitos hematotdxicos
como leucopenia e trombocitopenia (Jacobson; McLean, 2003; Costa et al., 2005; Keretetse et
al., 2008, Castro et al., 2010).

1.3. Monitorizacao bioldgica

A monitorizacdo biolégica complementa o controle ambiental e a vigilancia a salde,
considerando-se que determina a exposicao global diretamente do individuo e detecta efeitos
precoces e reversiveis, proporcionando uma melhor estimativa de risco. Esta monitorizacdo
da-se através da quantificagdo dos indicadores biologicos de efeito e de exposicao (IBEs). Os
indicadores biol6gicos de exposicdo podem ser 0s proprios xenobidticos e/ou seus
metabolitos dosados em amostras bioldgicas do trabalhador. Ja& os indicadores de efeito estdo
relacionados com alguma alteracdo bioldgica causada pelo xenobidtico. Desta forma,
verificam-se se 0s niveis encontrados permanecem dentro dos indices bioldgicos méximos
permitidos (IBMP) que sdo determinados por meio de estudos epidemioldgicos,
experimentais e casos clinicos (Amorim, 2003).

Segundo a Norma Regulamentadora N.° 7, de 29 de dezembro de 1994, o IBMP é o
valor maximo do indicador biolégico para o qual se supde que a maioria das pessoas

ocupacionalmente expostas ndo corre risco de dano a saude. A ultrapassagem deste valor



33

significa exposi¢do excessiva. O material biolégico preconizado para determinacdo dos IBEs
do tolueno e xileno € a urina, e 0 método determinado pela legislacdo deve ser cromatragrafia
liguida de alto desempenho (CLAD) ou cromatografia em fase gasosa (CG). Para
determinacdo do IBMP em trabalhadores expostos ao tolueno e xileno, a coleta de amostra de
urina deve ser realizada ao final do Gltimo dia de jornada de trabalho. O benzeno, por tratar-se
de um agente carcinogénico e por ndo existirem niveis seguros para sua exposi¢do, nao faz
parte do texto da Norma Regulamentadora N° 7 (NR 7), que dispde sobre o Programa de
Controle Médico de Saude Ocupacional (PCMSO). Existem portarias e normativas criadas
exclusivamente para tratar da exposi¢éo ao benzeno, que serdo descritas posteriormente.

O monitoramento biolégico ou biomonitoramento (BM) €é uma ferramenta
fundamental na avaliacdo de risco de salde ocupacional e satde no trabalho, porque lida com
a avaliacdo da exposi¢do do individuo, estudando efeitos e suscetibilidade a fatores de riscos
ocupacionais (Manno et al., 2009). O BM é voltado principalmente para: definir a existéncia
de uma exposicdo ocupacional; quantificar a dose e verificar se os limites de exposicao sdo
respeitados (Manini et al., 2007). No entanto, uma definicdo mais abrangente pode ser
observada em uma avaliagdo de Manno et al., (2009) que caracterizaram como BM,
protocolos padronizados, visando a deteccéo periddica, preferencialmente de forma precoce,
de sinais bioldgicos reversiveis que sdo indicativos, se comparados com valores de referéncia
adequados, de uma condicdo real ou potencial de exposicdo, efeito ou suscetibilidade,
possivelmente resultando em danos a salde ou doenca. Estes sinais sdo referidos como
biomarcadores. A periodicidade de medicdo € importante para assegurar que qualquer
alteracdo precoce seja apropriadamente detectada. Os biomarcadores mais indicados para
avaliar exposicdo ao benzeno, tolueno e xileno sdo o acido trans, trans mucénico, o acido

hipurico e o &cido metilhipdrico, respectivamente.

1.3.1. Acido trans, trans muconico

Para o benzeno, foi criada a Portaria N.° 34, de 20 de Dezembro de 2001, que
determina o “Protocolo para a utilizacdo de indicador biolégico da exposi¢do ocupacional ao
benzeno”, por tratar-se de uma substancia reconhecidamente carcinogénica. A legislacédo
brasileira baseou-se no conceito adotado pela Alemanha, onde se utiliza o valor técnico de
concentracdo ambiental (TRK) para substancias carcinogénicas, ndo sendo estabelecidos,

portanto, valores limite para IBEs de substancias carcinogénicas ou mutagénicas. Séao
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apresentadas, no entanto, listas de concentra¢fes dos IBEs em fluidos bioldgicos equivalentes
a diferentes valores de concentracdo ambiental, para que sirvam de guia na investigacdo da
exposicdo do trabalhador a esses agentes. No Brasil, a adocdo do VRT (Valor de Referéncia
Tecnologico) traz a necessidade de reavaliar o conceito de IBMP para o IBE ao benzeno. O
VRT é baseado principalmente na exequibilidade tecnoldgica e foram estabelecidos valores
distintos para diferentes ramos industriais. O cumprimento do VRT ¢é obrigatorio, mas nédo
exclui risco a saude. Por isso, para 0 benzeno ndo faz sentido o estabelecimento de IBMP. A
monitorizacdo bioldgica da exposi¢do ao benzeno pode ser realizada através de diferentes
indicadores, que vdo desde aqueles com meia vida bioldgica curta como o benzeno no ar
exalado ou seus metabdlitos urinarios, até os adutores formados a partir de proteinas do
sangue e moléculas de DNA que podem persistir por meses no organismo humano. O
desenvolvimento de metodologias analiticas vem oferecendo a possibilidade de avaliar uma
série de indicadores bioldgicos de exposi¢cdo. Dentre os mais estudados, podemos destacar 0s
acidos trans,trans-mucénico e fenil mercaptarico urinarios, o benzeno inalterado no ar
exalado, na urina e no sangue (MTE, 2001).

O tit MA urinario é um indicador sensivel, mas de especificidade média. A sua
concentracdo € influenciada pelo habito de fumar, quando ocorre exposi¢do simultdnea ao
tolueno ou pela ingestdo de acido sorbico e seus sais presentes na alimentacdo (Ducos et al.,
1990; Inoue et al., 1989; Ruppert et al., 1997; Maestri et al., 1996; Ong et al., 1994). Ha
suspeitas que hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) também interferem nesta
avaliacdo (Kivistd et al., 1997). Em trabalhadores ndo ocupacionalmente expostos ao
benzeno, a concentracdo do t,t MA esté abaixo de 0,5 mg/g creatinina. Esta concentracdo em
ndo expostos é atribuida geralmente a ampla poluicdo ambiental pelo benzeno que surge de
fontes tais como habito de fumar e outros processos de combustdo, poluicdo urbana pelos
automaveis e provavelmente contaminacdo de alimentos pelo &cido sorbico, que é também
convertido ao t,t MA, embora em quantidades de tragos. Assim, o VRT faz uma relacdo entre
a concentracao do benzeno no ar, em partes por milhdo (ppm) ou mg/m?, e os niveis de t,t MA
na urina em mg/l ou g/g de creatinina. Desta forma, para uma pessoa exposta a uma
concentracdo de benzeno no ar de 1 ppm, o nivel de t,t MA urinario deve ser de 1,6 g/g de
creatinina (MTE, 2001).

1.3.2. Acido hipuarico
De acordo com a legislacdo brasileira, para o acido hipdrico, indicador bioldgico de
exposicéo ao tolueno, o IBMP é de 2,5 g/g de creatinina. Na monitorizagcdo da exposi¢do ao
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tolueno pela quantificacdo do cido hipurico urinario é aconselhavel a coleta de duas amostras
de urina: uma no inicio da jornada semanal de trabalho, como tentativa para indicar os valores
de pré-exposicdo, e outra ao final do turno de trabalho, de preferéncia apds alguns dias de
exposicao uniforme (Xiao, 2000). O valor de referéncia para este metabolito é de até 1,5g/g
de creatinina na populacdo ndo exposta ocupacionalmente ao tolueno. A excre¢do do acido
hipuarico na urina poder sofrer influéncia da dieta, devido a presenca do acido benzoico e seus
precursores. Assim, a ingestdo de grandes quantidades de refrigerantes ou enlatados
conservados com acido benzdico, café, cha, ameixas, pode elevar os niveis de acido hipdrico
na urina (Oga, 2003; Thiesen, 2005). A excre¢do urinaria de &cido hipurico é praticamente
completa no periodo de 18 horas depois do final da exposi¢do ao tolueno (Lauwerys et al.,
1996; Larini, 1998; Oga, 2003).

1.3.3. Acido metilhipdrico

Para o &cido metilhipdrico, indicador bioldgico de exposi¢do para o xileno, o IBMP é
de 1,5g/g de creatinina, conforme determina a legislacdo brasileira. Este metabdlito ndo esta
normalmente presente na urina, por isso ndo existe um valor de referéncia determinado para a
populacdo ndo exposta, e sua quantificacdo pode ser usada como indicador bioldgico para
avaliacdo da exposicdo ao xileno. Nas exposicOes a concentracdes estaveis, existe uma
correlacdo linear entre a concentracdo de xileno no ambiente e a concentracdo de acido
metilhiparico excretado durante o periodo de exposicdo total ou durante as duas ultimas
horas. Para uma concentracdo de 200 mg de xileno por metro cubico de ar, com 8 horas de
exposicao, a variacdo de acido metilhipurico urinario oscila de 0,381 a 0,708 mol/mol de
creatinina, isto é, de 0,65 a 1,21 g/g de creatinina (Larini, 1998). Para a avaliacdo da
exposicdo ao xileno pela quantificacdo do acido metilhipurico, a amostra de urina deve ser

coletada no periodo correspondente as Gltimas quatro horas da jornada diaria de trabalho.

1.4. Monitorizacdo ambiental

Poluentes atmosféricos urbanos sdo problemas emergentes de salde ambiental em
muitas cidades do mundo, ndo s para a populacéo geral, mas também para os trabalhadores
urbanos profissionalmente expostos a baixas doses de poluentes do ar (Maitre et al, 2002;.
Muttamara et al., 2004; Manini et al., 2006). Os escapamentos dos motores de veiculos e a
perda por evaporagdo durante 0 manuseio, distribuicdo e armazenamento de gasolina, séo as

maiores fontes de hidrocarbonetos aromaticos, tais como benzeno, tolueno e isdmeros do
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xileno (BTXs) no ar urbano. BTXs sdo poluentes ubiquos que também estdo presentes em
ambientes internos (Kotzias et al, 2009; Sarigiannis et al, 2011). No Brasil, 0 ambiente de
trabalho é regulamentado pela NR 15 do Ministério do Trabalho e Emprego, de 8 de junho de
1978, onde sdo estabelecidos, entre outros, os limites de tolerancia para agentes quimicos,
bem como a definicdo de atividade insalubre e divisdo por categorias quanto ao grau de
insalubridade de cada atividade. O "Limite de Tolerancia" € definido na NR 15 como a
concentracdo ou intensidade maxima ou minima, relacionada com a natureza e o tempo de
exposicao ao agente, que ndo causara dano a salude do trabalhador, durante a sua vida laboral.
De acordo com esta norma, o tolueno é considerado um agente quimico com grau de
insalubridade médio, e apresenta absorcdo também pela pele. A concentracdo ambiental
méaxima permitida para uma jornada de trabalho de até 48 horas semanais € de 78 ppm ou 290
mg/m® de ar. O xileno é também considerado um agente quimico com grau de insalubridade
médio, mas ndo apresenta absorcdo dérmica; a concentracdo maxima permitida para
trabalhadores que desenvolvem carga horaria semanal de até 48 horas é de 78 ppm ou 340
mg/m?® de ar.

O benzeno foi excluido desta classificacdo, na NR 15, pela Portaria n.° 03, de 10 de
mar¢o de 1994, onde constava como “agente quimico insalubre”, passando a ser classificado
como substancia cancerigena. No anexo criado por esta portaria, que trata exclusivamente do
benzeno, o texto diz o seguinte: “1. O presente anexo tem como objetivo regulamentar aces,
atribuicGes e procedimentos de prevencdo da exposicdo ocupacional ao benzeno, visando a
protecdo da salde do trabalhador, visto tratar-se de um produto comprovadamente
cancerigeno. 2. O presente anexo se aplica a todas as empresas que produzem, transportam,
armazenam, utilizam ou manipulam benzeno e suas misturas liquidas contendo 1% (um por
cento) ou mais de volume e aquelas por elas contratadas, no que couber. 2.1. O presente
anexo ndo se aplica as atividades de armazenamento, transporte, distribuicdo, venda e uso de
combustiveis derivados de petréleo. 3. Fica proibida a utilizacdo do benzeno, a partir de 01 de
janeiro de 1997, para qualquer emprego, exceto nas industrias e laboratorios que: a) o
produzem; b) o utilizem em processos de sintese quimica; ¢) 0 empreguem em combustiveis
derivados de petroleo; d) o empreguem em trabalhos de analise ou investigacao realizados em
laboratorio, quando ndo for possivel sua substituicdo; e) o empreguem como azedtropo na

producdo de alcool anidro, até a data a ser definida para a sua substitui¢do.”
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar diferentes parametros de toxicidade em trabalhadores de postos de

combustiveis e pintores expostos a solventes organicos no municipio de Santa Maria-RS.
2.2. Objetivos especificos

Tendo em vista 0s aspectos acima mencionados, este trabalho tem como objetivos

especificos:

e Auvaliar o dano ao DNA através da utilizacdo de marcadores de genotoxicidade
causado pelos solventes nos trabalhadores envolvidos no estudo.

e Auvaliar 0 dano oxidativo causado pelos solventes em pintores e funcionarios de
postos de gasolina.

e Auvaliar a alteracdo em parametros inflamatdrios causada pela exposicdo aos
solventes em pintores e funcionarios de postos de gasolina.

¢ Avaliar a toxicidade destes solventes organicos em pintores e funcionarios de
postos de gasolina, através de parametros bioquimicos e hematol6gicos.

¢ Avaliar os niveis dos indicadores bioldgicos de exposi¢do (acido trans, trans-
muconico para o benzeno, acido hiparico para o tolueno e acido metilhipurico para o xileno)
em pintores e frentistas no municipio de Santa Maria, RS.

e Comparar os diversos parametros analisados entre os pintores e funcionarios de
postos de gasolina, visando verificar a diferenca na exposicdo aos solventes, bem como na

gravidade dos efeitos toxicos, em ambas as categorias.

3 MANUSCRITO

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo dos Resultados, e Referéncias
Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito. O manuscrito esta disposto da mesma

forma em que sera submetido para avaliagdo do peridédico “Chemosphere”.
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ABSTRACT

Gas stations attendants (G.S.A.), as well as painters, are potentially exposed to volatile
hydrocarbons such as benzene, toluene and xylene. Thus, the aim of this work was to verify
laboratory findings in workers exposed to these solvents. Samples of blood and urine were
collected in order to verify the biological indicators of exposure to these solvents, as well as
markers of inflammatory process, genotoxicity and oxidative damage. The results
demonstrated increase in malondialdehyde (MDA) levels in G.S.A., whereas painters present
an increase in nitric oxide (NO) levels. Between the markers of genotoxicity, was observed an
increase in 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) in G.S.A. and painters, and in this last group
the increase was even greater. G.S.A. presented also alterations in DNA, demonstrated by
comet assay. Among the inflammatory markers, interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6),
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interferon gamma (IFN-y) levels were increased in
both groups, being that painters presented higher levels of IFN-y in comparison to G.S.A. The
IL-10 levels were reduced in both groups of workers. In addition, a significant increase in
alanine aminotransferase (ALT) activity was observed in painters. Hematological parameters
were altered in painters, that presented a reduction in platelet count and an increase in the
mean corpuscular hemoglobin (MCH). The biological indicators of exposure to solvents,
trans, trans muconic acid (t,t MA), hippuric acid (HA) and methylhippuric acid (mHA) were
not altered. Despite these indicators have remained within the maximum permissible values,
changes were observed in the other markers, revealing mainly changes in specific markers for
inflammation and genotoxicity.

Keywords: occupational exposure, organic solvents, painters, gas station attendants, benzene,
toluene, xylene.
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1. Introduction

Occupational toxicology is the area of toxicology that deals with the study of toxic
effects, on the human body, caused by chemicals used or produced in industrial processes.
The knowledge of the probability of the substance to determine an adverse effect in humans is
crucial for the establishment of a rational policy of protection of society (Schwartzman,
2001). In practice, this implies knowing the production processes, the agents present in the
workplace, its toxicity, its effects on health, the form of worker exposure to the agent and the
definition of exposure levels allowed in the workplace. These levels can be expressed as
allowed atmospheric concentrations or biological levels allowed for the agent or its
metabolites (Lacaz, 2002).

Organic solvents are the largest group of chemicals used in the workplace (Boman ;
Maibach, 2000; Bake, 2001). Occupational risks related to organic solvents are associated
with acute and chronic health problems (Eglite, 2000; Dick, 2006). Aromatic hydrocarbons
such as benzene, toluene and xylene are present in the ink and fuel composition, making
workers exposed to these compounds greatly susceptible to its toxic effects. These solvents
can cause chronic toxicity even in small concentrations and may lead to central nervous
system lesions (Brito, 2005; Gouveia and Nardocci, 2007; Silva et al., 2009).

Biological monitoring complements the environmental control and health surveillance,
considering that determines the overall exposure of the individual directly and detects early
and reversible effects, providing better estimates of risk. This monitoring takes place through
quantification of biological indicators of effect and exposure (IBEs), which can be xenobiotics
own and/or its metabolites measured in workers biological samples (Amorim, 2003). The
IBEs best for benzene, toluene and xylene, under Brazilian law are the trans, trans muconic
(t,t MA) acid, hippuric (HA) acid and metilhippuric acid (mHA), respectively (Brasil, 1994;
Brasil, 2001). There are some studies reporting oxidative stress (Murata et al., 1999;
Martinez-Alfaro, 2010) and mutagenic effects (Moro et al., 2012; Erdem et al., 2012) in
painters and gas station attendants, however immunological alterations have been rarely
observed (Povey, 2001; Cai et al., 2008). Therefore, the objective of the study was to assess
these changes in workers at gas stations and painters in the city of Santa Maria, and assess

potential exposure difference between these two classes of workers.
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2. Materials and Methods
2.1. Study population

The study included 53 adults of both sexes. The volunteers were divided into 2 groups,
named control group (19 people not exposed to solvents) and exposed group, consisting of 12
painters and 22 attendants of gas station who work daily with solvents. The collection of
blood samples of exposed volunteers was performed on three gas stations and two private
companies of painting, in Santa Maria. The blood samples collection of the control group,
composed of students, faculty and staff of UFSM, was performed in our research laboratory.
Urine samples were also obtained. The volunteers also completed a questionnaire about the
occupational exposure to organic solvents, and all participants signed an informed consent
term. This research protocol was approved by the Research Ethics Committee of UFSM and
registered with the number 22447113.3.0000.5346.

The inclusion criteria for the group exposed to the solvents were: adults, regularly
exposed to solvents and without any chronic disease. Exclusion criteria for both groups were:
patients out of the appropriate age group (18 to 60 years), with chronic disease (such as
hepatic or renal impairment) and which frequently consume alcohol, since this compound

alters the metabolism of the solvents.

2.2. Collection and preparation of samples

Venous blood samples were collected (10 mL of the patients by standard venipuncture
technique recommended by the Brazilian Association of Clinical Pathology/Laboratory
Medicine, and these samples were transferred into tubes without anticoagulant and other with
anticoagulant ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) or heparin. The samples without
anticoagulant were centrifuged at 3000 rpm (1800xg) for 15 minutes to separate the serum,
and part of the samples collected in tubes with heparin was centrifuged to obtain the plasma.
Samples of urine (around 50 mL) were also obtained. The collection of urine was performed
at the last day of the working week. These urine samples were stored at -80°C until the time of

analysis.

2.3. Determination of serum biochemical parameters
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Part of the serum samples was used to determine the activity of the enzymes aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and gamma-glutamyltransferase (y-
GT) and levels of uric acid and creatinine. These parameters were measured using
commercial kits WIENER-LAB, Argentina; Biotech industry and trade Ltd., Minas Gerais,
Brazil and LABTEST Diagnostics SA, Minas Gerais, Brazil.

2.4. Evaluation of the hemogram

The evaluation of hemogram was performed in total blood collected with EDTA,
using an automated hematology analyzer equipment KX-21N, SYSMEX of the Center for
Health Sciences, UFSM, with the following parameters evaluated: erythrocyte count (E),
hemoglobin (Hb), hematocrit (Hct), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), red cell
distribution width (RDW), leukocyte count and platelets. Blood smears were also performed

for confirmation of possible haematological disorders.
2.5. Analysis in High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Analysis in HPLC were realized with the HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan),
Prominence Auto-Sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu LC-20 at reciprocating
pumps connected to the degasser DGU 20A5 with integrator CBM 20A, UV-VIS detector
DAD SPD-M20A and Software LC solution 1.22 SP1. The mobile phases and all solutions
and samples were filtered through a membrane filter (Millipore, Bedford, USA), 0.45 um, and
then degassed by an ultrasonic bath before use. The quantification of the metabolites was
carried out by integration of the peaks using the external standard method. The
chromatographic peaks were confirmed by comparing their retention time and Diode-Array-

UV spectra with those of the reference standards.

2.5.1. Sample preparation

Urine samples were diluted 1:10 with 22.5 mM KH,PO, in 1% acetic acid:acetonitrile
(90:10, v/v) and were centrifuged at 3000 g for 5 min. Then, the supernatant was filtered
through a membrane of 0.22 microns and cellulose acetate. After, 20 uL were injected into the
chromatograph (HPLC-UV). For standardization of the analytical method, in performing

curves with standard addition, we used a urine pool of volunteers healthy, academics and
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officials from the Federal University of Santa Maria, without exposure to solvents evaluated

in this study.
2.5.2. Determination of biological indicators of exposure

The analysis of t,t MA, HA and mHA were performed using the method described
by Bulcdo et al. (2008). For quantification, reverse phase chromatographic analyses was
carried out in isocratic conditions using Agilent C-18 column (4.6 mm x 150 mm) packed
with 5 pm diameter particles. The mobile phase consisted of a mix of buffer KH,PO, 22,5
mM in acetic acid 1% - acetonitrile (90:10, v/v), adjusted to pH 3.5 with KOH 2 M. The t,t
MA, HA and mHA were quantified at 263, 232 and 234 nm, respectively; injection volume

was 20ul and the flow rate was 1 mL/min.

2.6. Evaluation of oxidative damage markers

The following biomarkers of oxidative damage were evaluated: catalase activity
(CAT), according to the method described by Aebi (1984); activity of d-aminolevulinate
dehydratase (6-ALA-D), as determined by method described by Berlin (1974); non protein
thiol groups levels (NPSH), determined according to the technique described by Ellman
(1959); levels of thiobarbituric acid (TBARS), determined in accordance with the technique
described by Ohkawa et al (1979); determination of nitric oxide (NO) levels were
performed as previously described by Miranda et al (2001), with some modifications, and
ascorbic acid (AA) levels, determined according to the technique described by McCormick
and Greene (1994), with some modifications. The CAT and ALA-D-6 activities and TBARS
levels were determined from whole blood heparinized. AA and NPSH levels were
determined in plasma samples of blood with heparin. NO levels were determined from

serum samples.
2.7. Evaluation of DNA damage markers
2.7.1 Levels of 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)

To determine the levels of 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) was used commercial
kit Enzo Life Sciences Lab, Plymouth, USA, by enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA). For these measurements were used whole blood samples with EDTA.

2.7.2. DNA comet assay
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The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al. (1995) in
accordance with the general guidelines for use of the comet assay (Tice et al., 2000; Hartmann
et al., 2003; Nadin et al., 2001). One hundred cells (50 cells from each of the two replicate
slides) were selected and analysed. Cells were visually scored according to tail length and
received scores from 0 (no migration) to 4 (maximal migration). Therefore, the damage index
for cells ranged from 0 (all cells with no migration) to 400 (all cells with maximal migration).
The slides were analysed under blind conditions by at least two different individuals. For

these measurements were used whole blood samples with EDTA.
2.8. Determination of inflammatory parameters

For evaluation of inflammatory markers, were measured levels of the tumor necrosis
factor (TNF-a), interferon gamma (INF-y), and interleukins 1, 6 and 10 (IL-1, IL-6 and 1L-10)
in serum samples, using commercial kits Bioscience, San Diego, USA, by enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA), quantitative sandwich.
2.9. Statistical analysis

Statistical analysis between experimental groups were performed by analysis of
variance of the one-way (ANOVA) followed by post-hoc Tukey's test and the results were
expressed as mean + SEM. P values less than 0.05 (p<0.05) were be considered as indicative

of significance.
3. Results
3.1. Questionnaire data

The most relevant data obtained from the questionnaire are shown in table 1. Most of
painters and gas station attendants (G.S.A.) presents a occupational exposure time greater than
5 years (around 83% to painters and 57% to G.S.A. 6-8 hours of exposure by day, for the
most of painters (around 58%) and G.S.A (around 91%), were reported by workers. The use
of personal protective equipment (PPE) was reported by 86.4% of G.S.A. and 100% of
painters; the equipments most cited in the questionnaire were gloves and eyeglasses. In
relation to consume of alcohol, 41% of G.S.A. and 50% of painters reported not drinking
alcohol, while that 36.3% of G.S.A. and 33.33% of the painters drinking alcohol once a week.

3.2. Biochemical parameters
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We verified that only the ALT activity was increased in painters, when compared to
control (p<0.05) and G.S.A (p<0.05) groups (Table 2). The other biochemical markers were

not modified in both groups of workers.
3.3. Hematological parameters

The results showed a reduction in platelet count in painters group, when compared to
the control (p<0.05) and G.S.A. (p<0.05) groups. In addition, painters presented an increase in
MCH concentration in comparison to unexposed group (p<0.05) (Figure 1). The evaluation of

blood smears did not show changes in all groups.
3.4. Biological indicators of exposure (IBE)

The results obtained, expressed as mean + SEM, were: tt MA — 0.003403 g/g
creatinine for G.S.A. group, 0.002469 g/g creatinine for painters group and 0.003058 g/g
creatinine for control group; HA — 0.046519 g/g creatinine for G.S.A. group, 0.040403 g/g
creatinine for painters group and 0.050250 g/g creatinine in the control group. The t,t MA and
HA were found in workers of both groups, but no significant differences were observed when

compared to control group. The mHA presented undetectable levels in all samples.
3.4. Oxidative stress markers

Our results showed that NPSH and AA levels, as well as CAT and 3-ALA-D activities
presented no significant differences between groups exposed and control (Table 3). In
relation to MDA levels, there was an increase in G.S.A. group compared to the control group
(p<0.005) (Figure 2). The evaluation of nitric oxide levels (NO) revealed a significant
increase in painters in comparison to the unexposed (p<0.0005) and G.S.A. (p <0.0005)
groups (Figure 3).

3.5. Genotoxicity markers

The results showed significant increase in 8-OHdG levels in both groups of workers,
painters and G.S.A., when compared to the control group (p<0.0005). Moreover, painters
presented a significant increase in this marker, when compared to the G.S.A. group (p<0.05)
(Figure 4). In addition, the comet assay indicates significant increase in DNA damage in
G.S.A. group in comparison to control group (p<0.05). The comet assay did not show

alterations in painters group (Figure 5).
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3.6. Inflammatory parameters

IL-1 (Figure 6), IL-6 (Figure 7) and TNF-o (Figure 8) levels were elevated in both
exposed groups, when compared to the non-exposed group (p<0.0005), but there was no
significant differences between groups of workers. In relation to IL-10, there was a reduction
in this marker in painters and G.S.A., when compared to the unexposed group (p<0.0005).
The IL-10 levels were not modified when we compare painters and G.S.A. (Figure 9). In
addition, INF-y levels were increased in painters (p<0.0005) and G.S.A. (p<0.0005), when
compared to control group. We observed also an increase in INF-y levels (p<0.05) in painters

when compared to G.S.A. group (Figure 10).
4. Discussion

The work environment usually contains a large number of chemicals, which may be
inhaled and absorbed by the body (IARC, 1989). Biological monitoring (BM) or
biomonitoring is a fundamental tool in occupational health risk assessment and occupational
health practice, because it deals with the assessment of individual human exposure, effects,
and susceptibility to occupational risk factors (Manno et al., 2009). Among the various
solvents, benzene, toluene and xylene are more widely used in chemical, industrial and
commercial processes (WHO, 1993). These monocyclic hydrocarbons are also generated
through the process of combustion and evaporation of gasoline and are components of many
commercial products such as cleaning fluids, paints and adhesives (Arlien-Suborg, 1992;
Indulski et al., 1996).

The results of our study demonstrated that G.S.A. presented significant alterations in
both genotoxicity markers (measurement of 8-OHdG levels and comet assay), while that
painters presented an increase in 8-OHdG levels only. The alkaline comet assay has been used
as a sensitive biomarker that reveals DNA damage caused either directly by reactive oxidant
agents, or indirectly by substances that can generate free radicals (Fairbairn et al., 1995;
Fracasso et al., 2002). The DNA adduct 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) has been used
as a marker of oxidative DNA damage in humans exposed to mutagenic agents (Kim et al.,
2004). DNA oxidation has potential genotoxic consequences (Martinez-Alfaro et al., 2010)
and is implicated in the pathogenesis of several diseases (Costa et al., 2005), including cancer
and neurodegenerative disorders (Gérin et al., 1998). Based on the results above, we can
suggest that a genotoxicity assay could be performed as a tool for biomonitoring workers

exposed to chemical agents.
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Organic solvents are generally metabolized by CYP2E1 enzyme during phase |
reaction (Valentine, 1996). CYP2E1 binds to organic solvents macromolecules and forms
electrophilic intermediates that can induce DNA damage (Kim et al., 2004; Musak et al.,
2008). In fact, benzene is primary oxidized to phenols, hydroquinones and then re-oxidized to
benzoquinones, which are the most potent genotoxic metabolites produced by organic
solvents (Pandey et al., 2008). In addition, Angelini et al. (2011) reported that the generation
of reactive oxygen species (ROS) can be involved in mutagenic effects of benzene, an well as
one pathway of toluene biotransformation leads to the formation of toluene epoxides, which
may generate reactive ROS and can cause oxidative stress and DNA damage (Murata et al.,
1999). In this way, we observed an increase in TBARS levels in G.S.A., demonstrating an
increase in lipid peroxidation in this group. The oxidative stress, resulting in a state of
imbalance, can cause a decrease in the antioxidant defense cells and induce lipid peroxidation
mechanism (Georgieva et al., 2002), which persist for a long term, can lead to the
development diseases. Malondialdehyde (MDA) is a major product of the free radical attack
on polyunsaturated fatty acids and is widely used as a biomarker of lipid peroxidation,
indicating the extent of cell membrane injury. However, in painters was not observed an
increase in MDA levels, but we verify an increase in NO levels in this group. Despite the NO
have an important role in the control of many infections, with antibacterial, antiparasitic and
antiviral activities (Flora Filho and Zilberstein, 2002), the uncontrolled NO synthesis is
implicated in the pathogenesis of cardiovascular disease, autoimmunity, transplant rejection,
sepsis (Nathan, 1992), degenerative brain diseases (Christopherson and Bredt, 1997;
Halliwell, 2001), cancer (Schmidt; Walter, 1994), inflammation (Flora Filho and Zilberstein,
2002) and genotoxicity, by inhibiting DNA replication (Wink et al., 1998). Thus, we can
suggest that the increase in MDA levels and/or NO content may be related to genotoxic
effects demonstrated in our study.

Interestingly, our results showed no significant changes in other markers of oxidative
stress evaluated (CAT, 6-ALA-D, NPSH and ascorbic acid), although other researchers have
found alterations, in some of these same parameters, in workers exposed to solvents. In fact,
an increase in CAT activity, as well as a reduction in NPSH levels and inhibition in 8-ALA-D
activity were observed in painters (Moro et al., 2012). The same study observed also an
increase in protein carbonyl levels, an indicative of protein oxidation, and in the levels of
ischemia-modified albumin (IMA), since elevated production of ROS during solvent
biotransformation could transiently modify the N-terminal region of albumin and result in

increased IMA levels (Roy et al., 2006). However, Erdem et al. (2012) verified that workers
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exposed to jet oil presented no alterations in some oxidative parameters, such as CAT,
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx), although an increase in
TBARS levels has been demonstrated, which is in agreement with our findings.

Cytokines (IL-1, IL-6, IL-10, TNF-o. and INF-y) are produced by many cell
populations, but the predominant producers are helper T cells (Th) and macrophages (Xie et
al., 2006). TNF is a key mediator of both acute and chronic systematic inflammatory reactions
and stimulates the production of other inflammatory cytokines and chemokines (Chu, 2013).
IFN-y is recognized as chief mediator of innate as well as adaptive immunity (Ramana et al.,
2002). Among the biological activities of IFN-y, activation of macrophages is of key
importance. Accordingly, IFN-y upregulates a variety of pro-inflammatory parameters such as
interleukins (Yoshida et al., 1994; Doherty et al., 1996), TNF-o (Hayes et al., 1995) and
inducible nitric oxide synthase (iNOS) (Xie et al., 1993). Interleukins (ILs) are secreted by
numerous immune cells, acting mostly in an auto/paracrine manner. Interleukins such as IL-1
and IL-6 are known to participate in the regulation of endometrial prostaglandins synthesis in
many species, acting as pro-inflammatory cytokines (Franczak et al., 2012), while that
interleukin 10 (IL-10) is an important mediator of anti-inflammatory immune responses
(Mosmann and Coffman, 1989). In our study, the levels of IL-10, that possess anti-
inflammatory activity, were reduced in both groups of workers. In addition, all pro-
inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a and INF- y) were increased in both class of
workers. Moreover, INF- vy levels showed a greater increase in painters when compared to
G.S.A. group. Painters presented also, as reported previously, an increase in NO levels. In the
immune system and inflammation, endogenous NO seems to have pro and anti-inflammatory
effects (Nathan, 1992). The pro-inflammatory effects of NO are not evident on acute
physiological conditions and may, in these cases, to mediate anti-inflammatory functions such
as inhibition of neutrophil adhesion, cyclooxygenase activity, cytokine formation and bone
resorption (Schmidt and Walter, 1994).

There are few articles in the literature relating inflammation with painters and G.S.A.,
however is known that organic solvents and its metabolites can cause the activation of B and
T cells. The activation of B cells can promote the release of antibodies and this is related with
inflammation and autoimmune disease. The activation of T cells can promote the macrophage
activation, with increase in the production of NO and cytokines. The inhibition of apoptosis
process induced by solvents can also activates T cells. In addition, the oxidative stress and the
formation of chloroacetylated-protein, after exposure to solvents, can increase the
susceptibility to activation of T and B cells, contributing to inflammatory process (Barragan-
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Martinez et al., 2012). In fact, the self-proteins that are modified by the solvents may become
immunogenic and is thus recognized as foreign molecules, and then initiate an inflammatory
response to the injured tissue (Povey 2001; Wang et al., 2007; Cai et al., 2008). Epigenetic
alterations caused by organic solvents can also promotes inflammation and autoimmune
disease, but is a hypothetical mechanism (Barragan-Martinez et al., 2012). In addition, long-
term exposure to solvents appears to favor a massive hepatic mononuclear infiltrate, leading
to autoimmune hepatitis, although it is important to note that this is the first step in the
immunopathogenesis not only autoimmune hepatitis, but also the other autoimmune diseases
ADs (Griffin et al, 2000). As shown by Cai et al. (2008), infiltration of lymphocytes was
found in pancreas, lungs, and kidneys, besides the liver. In autoimmune thyroid disease, it is
likely that the solvents may interfere with the iodine transport and induce oxidative stress,
which leads to an inflammatory response in this gland (Duntas, 2008).

Our results showed also that painters presented an increase in ALT activity. In relation
to AST and y-GT activities (Table 2), there was an increase in the painters, but did not was
significant when compared to control group (p=0,071 and p=0,055, respectivelly). In
according, Guzelian et al. (1988) reported eight cases of toluene exposed workers in the paint
industry with steatotic liver disease and changes in ALT and AST activities. In another
example, a study of 29 solvent-exposed workers demonstrated that serum ALT and AST
activities were correlated positively with cumulative solvent exposure in the past 5 years,
while total bilirubin correlated with current exposure (Kaukiainen et al., 2004). Markers of
hepatic damage include analysis that are routinely measured in all clinical laboratories (Cabhill,
1999). Several tests including serum AST, ALT, y-GT and alkaline phosphatase can serve as
sensitive indicators of liver injury (Giannini et al., 2005). Thus, we can suggest that painters
are more susceptible to liver damage than G.S.A. The liver is the major site for processing
chemicals and drugs, which enter the blood stream. In this process, unstable toxic products are
sometimes produced, which can attack and injure the liver. Many organic solvents could
cause toxic chemical injury to the liver through this type of mechanism, in addition to direct
toxicity (Brautbar and Williams, 2002; Xiao and Levin, 2000). Furthermore, the cause of liver
damage may lie in a number of factors rather than in isolated exposure (Dossing and Skinjob,
1985; Chen et al., 1997). In most settings, exposures occur to mixtures of solvents. In
addition, because many organic solvents might have a common mechanism of action, there
can be additive effects. For instance, the solvents studied may share a common toxicity
pathway that includes metabolism by cytochrome P450 2E1 (Brautbar and Williams, 2002;
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Dennison et al, 2004). Therefore, even when exposure to each agent individually is at a level
that would not be expected to cause adverse effects, the combination of several solvents may
lead to inhibition of detoxifying enzymes or induction and increased activity of enzyme
systems (Alessio, 1996).

The markers of kidney damage, uric acid and creatinine, were not modified in painters
and G.S.A groups. Nevertheless, some studies have shown that individuals exposed to these
chemicals may exhibit a higher incidence of membranous glomerulonephritis, increase in
serum creatinine levels and increased incidence of early markers of renal disease, such as
tubular enzymuria (Bell and Howse, 2005). Moreover, continued exposure to solvents has
been shown to be a risk factor for progression of chronic renal disease, especially in patients
with high levels of immunoglobulin A, membranous nephropathy or glomerulonephritis
(Jacob et al., 2007). The mechanisms by which hydrocarbons cause kidney damage are not
completely understood (Bell and Howse, 2005).

Among hematologic parameters evaluated, a significant reduction in MCH was
observed in painters. In fact, solvents can interfere with the process of proliferation of red
blood cells. These changes may reflect in heme synthesis and lifespan of red blood cells
(Sadicova, 1990). In addition, a reduction in platelets levels was observed in the group of
painters, compared to the G.S.A. and control groups. In study of Uzma and colleagues (2008),
was Vverified also a reduction in platelet count in workers exposed to solvents. We believe that
benzene is the main responsible to these hematological alterations. Is known that benzene is a
solvent capable of causing acute intoxication or chronic, with especially myelotoxic effects,
being leukemia the main toxic effect of this solvent (Gongalves et al., 2005; Graciani;
Ferreira; Salviano, 2008). In according, a reduction of platelets, leukocytes, lymphocytes and
granulocytes (Lan et al., 2004), as well as decrease in red blood cell count and hemoglobin
(Hb) (Qing et al., 2004) were verified in workers exposed to benzene.

Interestingly, although we have verified significant changes in immunological,
biochemical and hematological parameters, as well as alterations in DNA, no changes were
demonstrated in the biological indicators of exposure (t,t MA, HA and mHA) of workers in
comparison to the control group. In addition, the levels of these biomarkers remained below
to the maximum allowable biological indicator for each metabolite. In the case of HA,
biological indicator of exposure to toluene, this index is 2.5 g HA/g creatinine. In Brazil, the
Order 34/2001 of the Ministry of Labour and Employment established the following
determination: for an environmental exposure to benzene of 1 ppm, the maximum

concentration of t,t MA should be 1.6 g/g creatinine. For t,t MA, there is no definition of
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IBMP. Since benzene is a carcinogenic agent, were adopted the concept of technological
reference value (TRV), which is a relationship between the environmental concentration of
benzene and the concentration of t,t MA in urine. In this work, the ambient concentration of
benzene was not evaluated, which makes impossible to determine this relationship. However, we
observed that the values obtained for t,t MA, in our study, are below the value of 1.6g/g creatinine.
The mHA, which is a metabolite of xylene, was not detectable in any of the samples. This
may be associated with a low sensitivity of the method, limitations in the methodology
employed or problems in the conservation of this metabolite in urine samples. It is important
to highlight that, in the work environment, the mixture of benzene with toluene and xylene is
practically unavoidable (NIOSH, 2004). It is assumed that the two latter substances may
interact and determine the toxicity of the benzene fraction by sharing the toxicokinetic
mechanism (ATSDR, 2004; Mendoza-Canta, 2006). Thus, despite the normal levels of
biological indicators of exposure to solvents, we believe that a cummulative effect can explain
the alterations observed in our study.

There are a number of problems in the use of solvents metabolites as biomarkers of
exposure to these compounds. Although HA is the major metabolite of toluene, it can be
found as a normal constituent of the urine, originated from food, beverages and drugs
containing benzoic acid or benzoates, which may compromise the use of this metabolite in the
biomonitoring of low levels of exposure to toluene (Truchon et al., 1999). In this way, other
biomarkers are evaluated in attempt to found a marker more reliable to verify the exposure to
toluene. Inoue et al. (2008), for example, demonstrated that the determination of toluene in
blood or urine presents a better correlation with low levels of toluene in the workplaces and,
thus, may be employed to estimate toluene exposure at low levels of this solvent. The same
study demonstrated that the measurement of different metabolites of toluene (hippuric acid, o-
cresol, benzyl alcohol and benzylmercapturic acid) is not appropriate to evaluated exposure to
low levels of this organic compound, e.g., 2 ppm., being more applicable when the exposure
IS intense, e.g., 50 ppm or above. In the case of t,t MA measurement, according to the
literature, sorbic acid intake in the diet and its salts (Ducos et al., 1990; Pezzagno et al., 1999),
consumption of alcohol (Javelaud et al., 1998), the habit of smoking (Ghittori et al., 1995;.
Ruppert et al., 1997) or simultaneous exposure to toluene (Greenberg; Goldstein, 1997; Inoue
et al., 1989) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) (Coutrim et al., 2000) may be
factors that interfere with the dosage of this marker. In according, studies show that the
Brazilian population may present baseline values of t,t MA in the range 0,03 to 0,26 mg/g
creatinine (Brasil, 2001).
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5. Conclusion

Occupational exposure to organic solvents is a worldwide public health problem. As
the procedure of biological monitoring is defined by government agencies for each country,
studies like this demonstrated very relevant changes in biological parameters that, in some
cases, depending on the exposure time, can result in irreversible damage to workers' health. In
the present study, we verified that biological indicators of exposure to solvents, which are
generally used in monitoring process, were not modified in workers, justifying the search for
new markers that identify the toxic effects caused by solvents and others constituints of paints
and fuel.
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TABLES

Table 1 - Relevants informations of study populations obtained through questionnaire

individual application.

G.SA. Painters
(n=21) (n=12)
Variable N (%) N (%)
Exposure time/years
0-5 9 (42,85) 2 (16,67)
5-10 3(14,3) 4 (33,33)
10-15 2 (9,52) 4 (33,33)
> 15 7 (33,33) 2 (16,67)
Hours of exposure/day
0-2
2-4 1(4,5) 2 (16,6)
4-6 1(4,5) 3 (25)
6-8 20 (91) 7 (58,4)
Use of PPE
Yes 19 (86,4) 12 (100)
Not 3(13,6)
Habits of alcohol
consumption/week
1 8 (36,3) 4 (33,3)
2 3(13,7) 2 (16,7)
3 2 (9,0)
No 9 (41) 6 (50)

Questionnaire of use and occupational exposure to organic solvents for G.S.A. and painters.

G.S.A.: gas station attendants; PPE: personal protective equipment.
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Table 2 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the AST, ALT and y-GT

activities, and on the serum uric acid and creatinine levels.

AST ALT v-GT Uric acid Creatinine

(U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/mL)

Control 20,0+1,13 250+241 33,0+3,18 4,73+030 092+0,04
GSA. 2024+128 250+189 340+3,72 480+036 0,85+0,03

Painters 25,63 +2,81 38,63 +8,51*" 59,63 +19,98 454+057 0,86 %0,04

Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and gamma-
glutamyltransferase (y-GT) activities and levels of uric acid and creatinine. Statistical analysis
was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test. The results are
expressed as a mean = SEM (n=8-22/group). ALT shows values *p<0.05 to painters vs.

control group and “p< 0.05 to painters vs. G.S.A. group. G.S.A.: gas station attendants.

Table 3 - Effect of occupational exposure to organic solvents on NPSH and AA contents and
CAT and 3-ALA-D activities.

NPSH Ascorbic acid CAT 60-ALA-D
(umol NPSH/mL (ng AA/mL (U CAT/mg protein) (mmol PBG/mg
plasma) plasma) protein/h)
Control 2395,28 + 56,63 3,16 £ 0,39 52,51+ 4,39 21,15+ 1,04
G.S.A. 2567,08 + 58,42 2,76 £ 0,20 54,46 * 3,05 21,05+ 0,92
Painters 2511,51 + 82,85 2,26+ 0,24 37,53+ 8,87 18,83+ 1,76

Non-protein thiols content (NPSH), ascorbic acid content (AA), catalase activity (CAT) and
d-aminolevulinate dehydratase activity (6-ALA-D). Statistical analysis was performed using
one-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test. The results are expressed as a mean *

SEM (n=10-22/group). G.S.A.: gas station attendants.
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Figure 1 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the hematological

parameters. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the

Tukey post hoc test. The results are expressed as a mean £ SEM. *p<0.05 vs. the control

group and *p<0.05 vs. the G.S.A. group (n=12-22/group).
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Figure 2 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the malondialdehyde levels

(MDA). Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey
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post hoc test. The results are expressed as a mean + SEM. **p<0.005 vs. the respective

control group (n=10-21/group). (G.S.A.: gas station attendants)

10 bk

C frs
T
S o
[}
[ai]
T g
j=)}
=
Z 4 = —
8] p— —
4
=] -
g 2
=

0 T 1

Control G.S.A Painters

Figure 3 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the nitric oxide levels (NO).
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey post hoc
test. The results are expressed as a mean + SEM. ***p<0.0005 vs. the respective control

group and #p<0.0005 vs. G.S.A. group (n=8-19/group). (G.S.A.: gas station attendants)
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Figure 4 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina (8-OHdG) levels. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA
followed by the Tukey post hoc test. The results are expressed as a mean * SEM.
***<0.0005 vs. the control group and *p<0.05 vs. G.S.A. group (n=12-22/group). (G.S.A.:

gas station attendants)
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Figure 5 - DNA damage comparison between gas station attendants and painters with control.
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey post hoc
test. The results are expressed as a mean + SEM. *p<0,05 vs. control group. (n=12-22/group).

(G.S.A.: gas station attendants)
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Figure 6 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the interleukin-1 (IL-1)
levels. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey post
hoc test. The results are expressed as a mean + SEM. ***p<0.0005 vs. the control group

(n=12-22/group). (G.S.A.: gas station attendants)
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Figure 7 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the interleukin-6 (IL-6)
levels. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey post
hoc test. The results are expressed as a mean + SEM. ***p<0.0005 vs. the control group

(n=12-22/group). (G.S.A.: gas station attendants)



66

250+ Fe
*kk
200 —T—
— JR
£
o 1504
Foo] ——
Z
50+
0 T T
Control G.S. A Painters

Figure 8 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the tumor necrosis factor
(TNF-a) levels. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the
Tukey post hoc test. The results are expressed as a mean + SEM. ***p<0.0005 vs. the control

group (n=12-22/group). (G.S.A.: gas station attendants)
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Figure 9 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the interleukin-10 (IL-10)
levels. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Tukey post
hoc test. The results are expressed as a mean + SEM. ***p<0.0005 vs. the control group

(n=12-22/group). (G.S.A.: gas station attendants)
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Figura 10 - Effect of occupational exposure to organic solvents on the interferon gamma
(INF-y) levels. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the
Tukey post hoc test. The results are expressed as a mean + SEM. ***p<0.0005 vs. the control
group and *p<0.05 vs. the G.S.A. group (n=12-22/group).

(G.S.A.: gas station attendants)
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4 CONCLUSOES

As medidas preventivas destinadas a seguranca no manuseio das inUmeras
substancias toxicas, as quais 0 homem encontra-se exposto em seus diferentes ambientes de
trabalho, sdo conhecidas como procedimentos de monitoramento, e é de fundamental
importancia o conhecimento aprofundado sobre os principais agentes tdxicos e situacdes de
exposicao ao qual o trabalhador esta exposto.

Com relagdo aos resultados obtidos neste trabalho, nés podemos concluir que:

- Foram observados efeitos genotoxicos, uma vez que os dois marcadores de
genotoxicidade avaliados (8-ohdg e ensaio do cometa) mostraram-se alterados no grupo de
frentistas, enquanto que nos pintores somente os niveis de 8-ohdg apresentaram alteracées.

- Entre os marcadores de dano oxidativo, observamos que os niveis de MDA foram
significativamente aumentados nos frentistas, demonstrando uma elevacdo na peroxidacao
lipidica entre os trabalhadores deste grupo. Entre os pintores, os niveis de ON apresentaram
aumento significativo, o que pode estar relacionado com estresse oxidativo ou com alteracGes
inflamatorias.

- Todos os parametros inflamatorios avaliados neste trabalho foram alterados. A IL-
10, que apresenta atividade anti-inflamatoria, teve seus niveis diminuidos em ambos os
grupos. As citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, TNF-o e INF-y foram aumentadas em
ambos os grupos de trabalhadores, sendo que os niveis de INF-y apresentaram-se maiores nos
pintores com relacgdo aos frentistas.

- Entre os pardmetros bioquimicos avaliados neste estudo, a atividade da enzima
ALT foi significativamente aumentada no grupo dos pintores, e apesar de ndo serem
observadas diferengas significativas, as atividades das enzimas AST e y-GT também foram
elevadas nos pintores em relagdo ao grupo controle.

- Entre os parametros hematoldgicos, observamos uma diminuicdo no HCM no
grupo dos pintores, além de uma reducéo significativa na contagem de plaquetas neste grupo,
tanto em relagdo ao grupo controle como ao grupo de frentistas.

- Os indicadores bioldgicos de exposicdo ndo apresentaram alteracdes significativas
nos trabalhadores expostos com relagcdo ao grupo controle.

- As duas classes de trabalhadores expostos a solventes organicos apresentaram
vérias alteracdes importantes em diferentes marcadores. E dificil afirmar que um dos grupos

seja mais suscetivel ao desenvolvimento de doencas em decorréncia da exposi¢do ocupacional
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que o outro. Enquanto pintores parecem ter uma tendéncia maior a apresentar alteragdes nos
marcadores de dano hepatico e parametros hematoldgicos, os frentistas apresentaram algumas
alteracdes em marcadores de genotoxicidade que nao se alteraram nos pintores.

Nosso trabalho apresentou resultados bastante expressivos quanto a relacdo entre esta
exposicdo e alteracfes em marcadores de dano genético e inflamatorio principalmente. Estes
dados nos levam a considerar a necessidade da busca e estabelecimento de marcadores mais
sensiveis e especificos para estas alteracdes, visto que os indicadores bioldgicos de exposic¢éo,
estabelecidos pela legislacdo, mantiveram-se dentro dos niveis recomendados para 0s
solventes estudados.
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ANEXO |

QUESTIONARIO SOBRE USO E EXPOSICAO OCUPACIONAL A SOLVENTES

Nome:

Idade:

Sexo:

Empresa:

Tipo de solvente ao qual esta exposto no ambiente de trabalho (tinta, vernizes, tiner,
combustivel):

1. Ha quanto tempo voceé trabalha com solventes?

( )0a5anos ( )5a10anos ( ) 10 a 15 anos ( ) mais de 15 anos

2. Quantas horas por dia vocé trabalha com solventes?

()0a2horas ()2a4horas ( )4 a6 horas ( )6 a8horas

3. Vocé conhece os efeitos toxicos relacionados ao uso de solventes?
()sim ( ) nédo ( ) vagamente

4. Vocé utiliza equipamentos de protecdo individual (luvas, maéscaras, 6culos...) ou
coletiva (capela, exaustor) durante o manuseio destas substancias?

() sim QUAIS?
( ) nédo

5. Vocé apresenta alguma patologia crénica (por exemplo: diabetes, doenca pulmonar,
cardiaca, hepatite ou outro)?

()sim QUAL?
( ) néo

6. Vocé teve algum problema de salde relacionado ao uso de solventes organicos?

()sim QUAL?
( ) néo

7. Vocé tem o habito de consumir bebidas alcodlicas?
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( ) sim, uma vez por semana geralmente

( ) sim, duas vezes por semana geralmente
( ) sim, trés vezes por semana ou mais

( ) nédo

8. A empresa na qual vocé trabalha costuma solicitar exames de salde para monitorar
sua exposicao a solventes?

()sim ( ) néo

9. Ha& quanto tempo é realizada esta monitoracdo (responda somente se a resposta da
questdo 9 for “sim”)?

( ) um a dois anos () trés a quatro anos
( ) dois a trés anos ( ) desde que comecei a trabalhar com solventes

10. Qual a periodicidade da solicitagdo deste exame (responda somente se a resposta da
questao 9 for “sim”)?
( ) mensal ( ) semestral ( ) anual
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ANEXO 11

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar, como voluntério do projeto de pesquisa intitulado
“AVALIACAO DE DIFERENTES MARCADORES DE DANO OXIDATIVO,
GENOTOXICIDADE E INFLAMACAO EM TRABALHADORES EXPOSTOS A
SOLVENTES NO MUNICIPIO DE SANTA MARIA, RS” sob responsabilidade dos pesquisadores
Ricardo Branddo e Lilian Marquezini da Silva, ambos residentes no municipio de Santa Maria. Este
projeto tem como Instituicdo Proponente a Universidade Federal de Santa Maria — UFSM.

Esta pesquisa busca contribuir para a investigacdo dos fatores de risco relacionados ao uso
ocupacional de solventes, através de analises toxicol6gicas, bioguimicas e hematolégicas.

Para tanto, serd necessario colher uma amostra de seu sangue (10 mL) para detectar possiveis
alteracBes de sua funcéo hepatica e renal (AST/ALT, bilirrubina, creatinina). Eventualmente, apds esta
puncdo, poderd apresentar uma pequena mancha roxa ou sensacdo dolorosa no local da picada. Isto
passara ap0s pouco tempo. Vocé também devera coletar uma amostra de urina (50 mL) para a
realizagéo de alguns exames.

Como beneficio, esta pesquisa propiciara o conhecimento dos resultados de alguns exames
laboratoriais que normalmente ndo sao disponibilizados em laboratérios de rotina (&cido metilhipurico,
acido hipdrico, &cido trans, trans muconico e acido mandélico), o que contribuird para uma avaliagdo
médica mais ampla e, consequientemente, uma avaliacdo mais detalhada do seu estado de saude.

Todas as informagfes pessoais por vocé fornecidas serdo anénimas, e os resultados obtidos
apos a analise do seu sangue serdo confidenciais e, estes ultimos, so serdo utilizados para divulgacao
de trabalhos cientificos em eventos e/ou periddicos da area. Vocé ndo terd quaisquer direitos
financeiros sobre eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Alem de ndo receber nada em troca de
sua participacéo na pesquisa, vVocé ndo terd custo algum ao participar da mesma.

N&do havera nenhuma restricdo ou penalizagcdo caso vocé decida recusar ou retirar seu
consentimento em relacdo a sua participacdo neste estudo em qualquer momento da pesquisa. Ao
assinar na linha abaixo, significa que vocé foi devidamente esclarecido e concorda em participar da
pesquisa descrita acima. Para maiores esclarecimentos durante o periodo de pesquisa, vocé podera
contatar o pesquisador responsavel a qualquer momento.

Santa Maria-RS, ............. (0 [T de oo,
Telefones para contato: Qualguer davida entrar em contato com o CEP-UFSM:
Ricardo Branddo
UFSM: 3220.8941 Avenida Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria - 7° andar - Sala 702
E-mail: ricardo_br79@yahoo.com.br Cidade Universitéria - Bairro Camobi

97105-900 — Santa Maria - RS
Tel.: (55) 3220 9362
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