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RESUMO

Os gases derivados do petréleo sdo conhecidos por causar danos a saude das
pessoas expostas ocupacionalmente, de modo crénico ou agudo. Funcionarios do
Laboratorio de Controle de Qualidade dos Combustiveis, da Agéncia Nacional do
Petroleo-ANP, situada em Brasilia (Brasil), estdo expostos a varias substancias

quimicas, pois realizam andlises para o controle de qualidade nas amostras dos
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combustiveis coletadas nos 306 postos de abastecimento do Distrito federal. Os
monitoramentos citogenéticos desses trabalhadores foram realizados nos linfécitos
retirados do sangue periférico e nas células esfoliadas da bexiga, extraidas da urina. A
freqiiéncia de aberracdes cromossdmicas nos linfocitos e a quantidade de micronucleos
nas células esfoliadas da bexiga foram utilizadas como biomarcadores para analisar o
risco genotoxico. Como resultado, observamos aumentos significantes desses
biomarcadores, tanto no sangue como na urina, indicando que a exposi¢do ocupacional
aos derivados do petroleo pode estar envolvida nessas alteragdes citogenéticas
encontradas. Dentre todas as substincias presentes no petrdleo e seus derivados, a
fracdo benzeno, tolueno e xileno (BTX) ¢ bastante volatil e toxicologicamente mais
perigosa a0 homem, com riscos conhecidos de carcinogénese. Observou-se também
uma correlagdo direta entre o nimero de aberragdes cromossomicas e a freqiiéncia de

micronucleo no grupo exposto (r = 0,74).

ABSTRACT

It is well-known that vapours from petroleum derivates, specially aromatic
compounds such as benzene, toluene and xilene, known as BTX fraction can be
hazardous to human health. Chronic and acute exposure to petroleum derivative vapours
are associated with several haematological disturbances. This study was carried out in a

group of 21 individuals occupationally exposed to petroleum derivative vapours in a
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Laboratory of Quality Control from the brazilian government. Blood and urine samples
were used to analyse chromosome aberration in lymphocytes cells and micronuclei in
exfoliated cells from urinary bladder respectively. These results were compared with a
control group of 10 non-exposed individuals working in office.

Chromosome aberrations and micronuclei frequencies were statistically
increased (P < 0.05) in the exposed group. A positive relationship was found between

chromosome aberration and micronuclei in the exposed group (r = 0,74).
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1. INTRODUCAO GERAL

A Agéncia Nacional de Petréleo ¢ uma autarquia do Governo federal que
regulamenta e fiscaliza todos os derivados do petrdleo, combustiveis ou ndo. O
Programa de Controle de Qualidade dos Combustiveis foi iniciado em 1999, e devido a
extensdo territorial, o centro de qualidade foi descentralizado para garantir uma
fiscalizagdo nacional ({ HYPERLINK "http://www.anp.gov.br" }, acesso em novembro

de 2005).
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A exposi¢ao ocupacional aos derivados do petroleo, como formaldeido, 6xido
propileno, benzeno e outros compostos organicos, podem provocar efeitos adversos a
saude. A fracdo benzeno, tolueno e xileno (BTX) ¢ a principal responsavel pelos danos
a saude, principalmente devido aos disturbios hematolégicos (Zhang et al, 1999,
Boogaard ef al, 1999, Shahan et al, 2002).

O monitoramento citogenético ¢ utilizado para avaliar os riscos ocupacionais
que nao sdo observados nos exames clinicos rotineiros ¢ de laboratério. Li et al (2006)
observaram que em casos de exposi¢oes cronicas consideraveis ou em intoxicagdes ao
benzeno, por exemplo, as alteracdes na medula Ossea sdo imediatas. Portanto, os
monitoramentos citogenéticos em ambientes de baixas concentracdes e freqiientes
exposicoes sdo importantes para se determinar riscos possiveis de carcinogenicidade,
antes que os danos no DNA se tornem irreversiveis. Nesse tipo de atividade o principal
risco de exposicdo ¢ aquele associado a fragdo BTX. Sendo muito volatil e
reconhecidamente toxica ao homem, por mais que se cumpram as normas de seguranga,
com o uso de equipamentos de protecao individual, o risco de exposi¢do ¢ permanente.
Sabe-se que hd uma associacao entre o aumento de danos no DNA com o aumento do
risco para o cancer (Ames et al, 1975) e dessa forma torna-se importante o
monitoramento  citogenético em individuos expostos ocupacionalmente ou

acidentalmente, as substancias toxicas que apresentam riscos de carcinogenicidade.
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2. OBJETIVO

e Avaliacdo do potencial genotoxico da exposi¢do ocupacional aos derivados do
petroleo em trabalhadores do laboratorio de controle de qualidade de

combustiveis, da Agéncia Nacional do Petroleo.
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3. REVISAO DA LITERATURA
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3.1. Agéncia Nacional do Petréleo

A Agéncia Nacional do Petroleo (ANP) ¢ uma autarquia integrante da
Administragdo Publica Federal, vinculada ao Ministério de Minas e Energia, que tem
por finalidade promover a regulacdo, a contratacdo e a fiscalizagdo das atividades
econOmicas integrantes da industria do petréleo, de acordo com o estabelecido na {
HYPERLINK "http://200.179.25.133/NXT/gateway.dll/leg/leis/1997/1€1%209.478%20-
%201997.xml?f=templates$ fn=default.htm&sync=1&vid=anp:10.1048/enu" \t " blank"
}, de 06/08/97, regulamentada pelo { HYPERLINK
"http://200.179.25.133/NXT/gateway.dll/leg/decretos/1998/dec%202.455%20-
%201998.xml?f=templates$ fn=default.htm&sync=1&vid=anp:10.1048/enu" \t " blank"
}, de 14/01/98 ({ HYPERLINK "http://www.anp.gov.br" }, acesso em novembro de
2005).

O Laboratério de Referéncia para Qualidade de Combustiveis da ANP (Figura
1), subordinado a Superintendéncia de Qualidade de Produtos, apoia as acdes de
fiscalizacdo e colabora com a consisténcia técnica do Programa de Monitoramento da
Qualidade de Combustiveis-PMQC ({ HYPERLINK "http://www.anp.gov.br" }, acesso

em novembro de 2005).

{ INCLUDEPICTURE
"http://www.anp.gov.br/petro/images/cepatl.jpg" \*
MERGEFORMATINET }{ INCLUDEPICTURE
"http://www.anp.gov.br/petro/images/cepat2.jpg" \*
MERGEFORMATINET }

a b
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Figura 1. Foto do Laboratério de Referéncia para Qualidade de Combustiveis da ANP,
em Brasilia-DF, retirado do site { HYPERLINK "http://www.anp.gov.br" } (acesso em

novembro de 2005): (a) sala de cromatografia e (b) sala de motores.

Os oleos, graxas e aditivos em frascos para 6leos lubrificantes de aplicagdo
automotiva, comercializados no Pais, sdo obrigados a ter registro prévio na ANP. O
Laboratorio de Referéncia avalia as solicitagdes, que apos analise autoriza ou nao a
comercializacao do produto de origem mineral, vegetal ou sintética, em todo o territorio
nacional ({ HYPERLINK "http://www.anp.gov.br" }, acesso em novembro de 2005).

O Programa de Monitoramento da Qualidade de Combustiveis da ANP foi
iniciado no segundo semestre de 1999. No entanto, em razao das dimensdes nacionais e
da impossibilidade de avaliar a qualidade dos combustiveis num unico laboratério, a
ANP mantém convénio com mais de 23 instituigdes que atuam hoje no monitoramento
da qualidade dos combustiveis brasileiros (Anexo 1). Em 2007, foram analisadas
169.052 amostras de combustiveis para controle de qualidade pelo CEPAT- Centro de
Pesquisa e Analise Tecnologica em todo territorio nacional (Figura 2) ({ HYPERLINK

"http://www.anp.gov.br" }, atualizado em 14/01/2007).
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Figura 2. Numero de analises de combustiveis realizados pelos Laboratorios de
Referéncia-CEPAT em todo territorio nacional. NT ¢ o numero total de amostras e NC,
amostras em ndo-conformidade com os padrdes de qualidade. Figura retirado do site §{

HYPERLINK "http://www.anp.gov.br" }, atualizado em 14/01/2008.

No Distrito Federal, estdo cadastrados 306 postos de abastecimentos de
combustiveis e 2105 amostras sdo anualmente analisadas pelos técnicos do laboratério
da ANP em Brasilia ({ HYPERLINK "http://www.anp.gov.br" }, atualizado em

14/01/2007).

3.2. Substancias volateis emitidas durante a avaliacdo da qualidade dos

combustiveis

No processamento das amostras de combustiveis nos Laboratorios de
Referéncia para Controle de Qualidade, sdo liberados gases, que contém compostos

como tolueno, xileno e benzeno (fracdo BTX), formaldeido, etileno, 6xido propileno,

{PAGE }



benzo[a]pireno, tricloroetileno e outros componentes organicos. Alguns desses gases
também sao produzidos na destilacao das unidades aromaticas de petroleo e sao usados

como material para produtos petroquimicos (Roma-Torres et al, 2005).

Sao derivados do petrdleo a { HYPERLINK
"http://pt.wikipedia.org/wiki/Gasolina" ‘o  "Gasolina" }, { HYPERLINK
"http://pt.wikipedia.org/wiki/Alcatr%C3%A30" \o "Alcatrao" }, produtos asfalticos,
querosene, solventes, 0leos combustiveis, 6leos lubrificantes, combustivel de aviagao,
etc. Alguns desses compostos foram classificados pela IARC (International Agency for
Research on Cancer), como substancias nocivas a saude, carcindgenas ou poluentes
ambientais. Nos combustiveis comercializados, se encontram a fragdo BTX (Figura 3) e
outros compostos organicos volateis (Zhou et al.,1986; Santos-Mello & Cavalcanti,

1992; Farmer, 1999).

As substancias quimicas carcinogénicas sdo substancias que foram descritas
como capazes de induzir o crescimento anormal ou descontrolado de células em animais
de laboratério ou em seres humanos, como carcinoma, tumor maligno com tendéncia a

produzir metastase (EPA, 2000).

O tolueno (metilbenzeno) foi classificado como uma substancia nociva, pois
pode causar danos a saide, mas em geral ndo provocam danos sérios imediatos.
Somente em doses muito altas podem provocar a morte, o que ¢ dificil acontecer em um
ambiente de trabalho. E largamente usado como solvente por pintores, na fabricacdo de
tiners, adesivos, tintas, colas, produtos de limpeza. Também ¢ usado como aditivo em
produtos cosmético, € como matéria-prima para produg¢do de outros produtos (Roma-

Torres et al, 2005). O tolueno estd naturalmente presente no petroleo cru, e ¢ obtido
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através do seu refinamento como subproduto da producao de estireno (Anderson et al,
1985).

O xileno (dimetilbenzeno) também ¢ utilizado como solvente. Em forma de
vapor, pode provocar irritagdo nos olhos, nariz e garganta. Se inalado, pode causar
tontura, dificuldade respiratoria ou perda da consciéncia. Se ingerido na forma liquida,
pode causar vOmito, nausea, € também perda da consciéncia. Nao ocorre absor¢ao
dérmica. O principal grupo de exposi¢do sao os pintores, pois ¢ um dos principais
componentes das tintas (Roma-Torres ef al, 2005).

Exposi¢des ocupacionais cronicas ao tolueno e xileno foram associadas a
efeitos adversos no sistema nervoso, figado e rins (ATSDR, 2003; USEPA, 2004; NTP,
1999) (em Hinwood et al, 2007). No entanto, ndo apresentaram efeitos genotdxicos ou
carcindgenos para humanos e animais em laboratério, e foram classificados pela IARC
e pela ACGIH (Conferéncia Americana Governamental de Higienistas Industriais)

como nao carcinégeno humano, grupo D ou E (em Roma-Torres et al, 2005).

{ INCLUDEPICTURE
"http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a2/O xyléne.png" \*
MERGEFORMATINET }

a b c

Figura 3: Formulas quimicas dos compostos da fragdo BTX: (a) benzeno, (b)

tolueno e (c) xileno (Solomons & Fryhle, 2003).
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O formaldeido ou formol ¢ um gas componente de exaustdo de {
HYPERLINK "http://pt.wikipedia.org/wiki/Diesel" \o "Diesel" }. Foi classificado pela
ACGIH, como possivel carcindgeno humano (ACGIH, 2001). O tricloroetileno (TCE) ¢
usado em larga escala em processos industriais pela sua propriedade de dissolver graxas
e gorduras. Noventa por cento desse produto ¢ utilizado para operagdes de
desengraxamento. E um hidrocarboneto ndo derivado do petréleo ¢ muito utilizado
pelos trabalhadores do CEPAT. Podem produzir efeitos no sistema nervoso, danos no
figado e no pulmao, arritmia cardiaca e outros sintomas. A IARC e a EPA tem este
composto classificado no grupo 2B, provavel carcindgeno humano (ATSDR, 2003).

Estudos in vitro mostraram que o benzo[a]pireno pode induzir danos em
células procarioticas e eucarioticas, mas em células de mamiferos pode provocar efeitos
genotoxicos variados, incluindo por exemplo, a formagao de adultos de DNA (ligagdes
de moléculas ao DNA), sintese de DNA ndo programada, entre outros. Compostos
genotoxicos sdo aqueles com capacidade de induzir alteragdes no material genético de
organismos a eles expostos. Ela pode se unir diretamente a ele ou atuar indiretamente
afetando as enzimas ligadas a sua replicagdo ou reparo, levando a mutagdes que podem
provocar o aparecimento de um cancer. No entanto, substancias genotoxicas nao sao

necessariamente cancerigenas (EPA, 2000).

Dentre as substancias derivadas do petroleo, o benzeno ¢ uma substancia
quimica potencialmente carcinogénica em humanos e a mais preocupante. Foi
classificada pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA), pela ACGIH e a IARC, em
1982, como integrante do grupo A, reconhecido como carcinégeno humano (IARC,
1982). De acordo com a EPA (1996) as substancias do grupo A, sdo os carcindgenos

humanos comprovados. As classificadas como B1, B2 sdo os provaveis carcindgenos
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humanos; C como possiveis carcindégenos humanos; D e E como ndo carcindgenos

humanos.

No entanto, o benzeno nio ¢ um carcindégeno quimico classico. H4 evidéncias
que produz metabélitos altamente eletrofilicos com interagdo no DNA in vivo (Gowans
et al, 2005). Os sintomas neuroldgicos em seres humanos associados ao benzeno
incluem tonteira, dor de cabeca, e perda da consciéncia. A ingestdo pode resultar em
vOmito, tonteira, convulsdo e até mesmo 6obito. Em forma de vapor pode irritar a pele,
olhos e o trato respiratorio superior. Estudos com animais mostraram efeitos
neuroldgicos, imunoldgicos e hematoldgicos a partir de exposi¢des orais € via inalatéria

(ATSDR, 2003).

Sua férmula quimica é CgHg, peso molecular 78,11 g/mol. Evapora
rapidamente devido ao seu baixo ponto de ebuli¢do (80,1° C). Altamente inflamavel e
lipossoluvel. Esta presente na emissao e na evaporagao do combustivel automotivo. No
entanto, o reconhecimento das caracteristicas carcinogénicas do benzeno levou a

restri¢ao do uso (Roma-Torres et al, 2005).

No Brasil, a Portaria Interministerial n® 775 de 28/04/2004, resolve no seu
artigo 1° proibir, em todo o Territorio Nacional, a comercializacio de produtos
acabados que contenham "benzeno" em sua composi¢do, admitida, porém, a presenca
desta substancia, como agente contaminante, em percentual ndo superior a 1% (um por
cento), em volume, até 30 de junho de 2004; ndo superior a 0,1% (zero virgula um por
cento), em volume, a partir de 1° de dezembro de 2007. Nos combustiveis derivados de
petréleo ¢ admitido um percentual ndo superior a 1% (um por cento), em volume ({

HYPERLINK "http://www.mte.gov.br" }, acesso em margo de 2008).
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A { HYPERLINK "http://www.toxikon.com.br/INO1.HTML" \l "INICIO" },
também proibe a utilizacao do benzeno, a partir de 1° de janeiro de 1997, para qualquer
emprego, exceto nas industrias e laboratorios que o produzem, utilizam em processos de
sintese quimica, empregam em combustiveis derivados de petroleo, em trabalhos de
analise ou investigacdo realizados em laboratério, quando nao for possivel sua
substitui¢do, e na produgao de alcool anidro ({ HYPERLINK "http://www.mte.gov.br"

}, acesso em margo de 2008).

3.3. Exposicoes ocupacionais aos derivados de petréleo

Pesquisando a literatura sobre exposi¢ao humana ocupacional a substancias
derivadas do petroleo, encontram-se varios artigos relacionados a estudos com
trabalhadores em refinarias de petroleo, destiladores de benzeno em industrias
petroquimicas, atendentes de postos de combustiveis, motoristas profissionais (taxistas,
motoristas de caminhao), policiais de transito, operadores de maquinarias de combustao
interna, etc (IARC, 1987; Schnatter, 2000). Entretanto, todas essas exposi¢cdes ocorrem

em ambientes abertos.

Trabalhadores de refinarias de petroleo e plataformas petroquimicas sao
potencialmente expostos a uma larga taxa de hidrocarbonetos e substancias quimicas,
como formaldeido, etileno, benzeno, 6xido propileno e outros componentes organicos.
Um aumento importante na incidéncia de aberracdes cromossOmicas nestes grupos
expostos em comparacdo a populacao em geral foi observado (Roma-Torres et al,

2005).
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No entanto, as exposi¢des ao benzeno nas industrias de petréleo e plataformas
petroquimicas parecem ser relativamente baixas, pois estdo instaladas em ambientes
abertos. Brief e al (1980) estimaram que nas refinarias de petroleo, a probabilidade do
nivel de benzeno exceder 1 ppm (3,3 mg/m’) ¢ menor do que 5%, ¢ em plataformas
petroquimicas, a probabilidade do nivel de benzeno exceder 5 ppm (16.6 mg/m’) é

menos do que 8%.

Setenta por cento das exposi¢des do benzeno no meio ambiente provém da
exaustdo de combustiveis dos veiculos (Farmer et al, 1999). Os gases emitidos pelos
veiculos que utilizam combustiveis derivados do petroleo podem conter até¢ 100
diferentes tipos de hidrocarbonetos. Trinta trabalhadores expostos aos derivados do
petroleo, em doze diferentes postos de abastecimento de combustiveis foram avaliados
em Mersin, Turquia. A freqliéncias de troca entre cromadtides irmas e aberragdes
cromossdmicas estruturais € numéricas nos linfocitos periféricos foram investigadas
neste grupo, comparados com 30 individuos controles ndo expostos. Também foram
avaliados os niveis de fenol urinario dos trabalhadores expostos e controles. Importantes
diferencas foram observadas no numero de aberragdes cromossOmicas € no nivel de
fenol urinario. Além disso, o aumento do nimero de aberragdes cromossomicas, nos
linfécitos extraidos do sangue periférico desses individuos expostos, foram relacionados
com o alto risco de cancer, como leucemias, linfomas e cancer de pulmao (Celik ef al,

2003).

A exposicdo humana ocorre principalmente através da inalacdo do ar
contaminado, incluindo também a fumaca de cigarros (ATSDR, 2003). As
concentracdes do benzeno e tolueno absorvidas pela pele e via inalatoria foram

analisadas em 70 funciondrios de uma fabrica de sapatos na cidade de Tianjin, China.
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As concentragdes na pele foram medidas por meio de adesivos absorventes e a inalacao,
pelas concentragdes de benzeno e tolueno urindrio. As concentragdes no ar de benzeno
foram de 1.5 ppm e tolueno 7.5 ppm. Exposi¢do dérmica significativa foi observada
somente em relagdo ao tolueno. Nenhuma relagdo foi encontrada entre a absorcao
dérmica e as concentragoes de benzeno ¢ tolueno na urina. No entanto, as concentragdes
das substancias no ambiente foram associadas com o nivel das mesmas encontradas no

material urinario (Vermeulen et al, 2006).

Estudos indicam que a absor¢ao humana por inalagdo ao benzeno pode variar
de 30 a 52%, pois dependente da concentracdo do benzeno no ambiente, periodo da
exposicao e da ventilagdo pulmonar (Kirkeleit et al, 2006).

No Brasil, foi realizada uma pesquisa para verificar a freqiiéncia de aberragoes
cromossdmicas nos linfocitos de pessoas expostas a substancias derivadas do petroleo,
atendentes dos postos de abastecimento de combustiveis. Foi demonstrado que houve
um aumento importante de quebras cromossOmicas nos linfocitos dessas pessoas
expostas, em relacao ao grupo controle (Santos-Mello & Cavalcanti, 1992). Um estudo
realizado em Roma, também avaliou atendentes de postos de abastecimento de
combustiveis onde observou-se importante aumento na freqiiéncia de aberragdes
cromossdmicas € de micronucleo nos linfécitos periféricos (Clanfero et al, 1996).

Em relagdo aos o6leos utilizados nos motores de veiculos automotivos, um
estudo realizado na Italia, verificou o potencial mutagénico dos hidrocarbonetos
aromaticos, inclusive o benzeno, que faz parte da composi¢ao desses 6leos automotivos.
Conclui-se que a combustdo desses 6leos colocava em risco a saude dos motoristas,
devido um importante aumento da freqiiéncia de aberragdes cromossdmicas encontradas

nos linfocitos periféricos desses trabalhadores (Clanfero et al, 1996).
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Em trabalhadores de manutencdo de tanques de oleo, Kirkeleit et al (2006),
compararam a concentragdo do benzeno do ar e a concentragdo de benzeno nado
metabolizado no sangue e na urina dos individuos expostos (12 horas de trabalho diario)
e controles. Foram medidas as concentragdes do benzeno durante trés dias consecutivos,
coletadas amostras de sangue e urina dos 13 trabalhadores de manutencdo e¢ de 9
pessoas ndo expostos (outra secdo). Amostras foram coletadas antes do turno no
primeiro dia, depois do turno no segundo dia e na manha do terceiro dia. Os
trabalhadores usavam madscaras de purificagdo de ar, mas nem todos os trabalhadores
usavam sistematicamente. A média de benzeno no ar, nas areas de exposi¢ao dos
trabalhadores durante os trés dias, foi de 0.15 ppm (0,5 mg/m?). A média de benzeno no
sangue pos-turno foi de 12.3 nmol/l e na urina, 27.0 nmol/l. Nos controles, foram
encontrados 0.7 nmol/l de benzeno em ambos sangue e urina. A concentragdao do
benzeno no ambiente estava correlacionada com a concentracao de benzeno no sangue e
urina depois do turno, indicando que uso ou ndo da mascara, como equipamento de
seguranca individual, nao modificou o padrao de absor¢cdo do benzeno. Os resultados
mostraram que, apesar da baixa exposicao ao benzeno neste ambiente de trabalho e o
uso dos equipamentos de protecdo individual, os trabalhadores dos tanques de 6leo
apresentaram uma importante taxa de benzeno nos fluidos corpodreos. Os niveis mais
elevados de benzeno encontrados nas amostras foram atribuidos, provavelmente, ao

extensivo horario de 12 horas consecutivas de trabalho.

Micilino et al (2002) estudaram a fumaga emitida durante o aquecimento e
aplicacdo do betumem, usado para a pavimentacdo das ruas e rodovias (asfalto). Estes
vapores contém compostos aromaticos policiclicos. Em estudos prévios com roedores
expostos ao betumem observou-se a formagdo de adultos de DNA. Os autores

trabalharam com camundongos expostos ao betumem, através da inalacao da fumaga
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sob controladas condigdes. Foram expostos a uma concentragdo de 30 ppm (100
mg/m’), 6 horas diarias, por 5 dias. Depois de 30 dias, amostras dos pulmdes foram
retiradas ¢ o DNA seqiienciado. Nao foram observadas diferengas entre os animais

expostos e controles.

Em novembro de 2002, um navio-tanque superpetroleiro, o Pretigie, se
acidentou na costa da Galicia (Espanha) causando uma das maiores catastrofes
ambientais marinha. Esse evento mobilizou um grande nimero de voluntarios para
limpar as praias, rochas e as aves contaminadas. Mais de 12.000 aves foram
contaminadas, sendo que 9500 morreram e 2500 sobreviveram, pois foram levadas para
um laboratorio para serem descontaminadas. Os 34 voluntarios envolvidos nesse
procedimento laboratorial foram expostos a fragdo BTX, apesar do uso de todos os
equipamentos de protecao individual, tais como mascaras, luvas, jaleco, 6culos, etc. As
exposicoes foram classificadas em baixa, menos de 150 h; média, entre 150 — 500 h; e
alta, mais de 500 h. Verificou-se que os individuos expostos apresentaram importantes
indices de danos no DNA, observados pelo teste do cometa, mas nao houve indugao de
micronucleos nos linfécitos em relagdo ao grupo controle. Verificaram também, uma
correspondéncia entre o grau de genotoxicidade e o tempo de exposicao (Laffon et al,

2006).

Estudos mostraram que as exposigdes ocupacionais em laboratorios com
substancias quimicas induzem aberracdes cromossomicas nos linfocitos. Oliveira-
Martins e Grisolia (2007) demonstraram que a exposi¢ao dérmica de camundongos aos
Oleos lubrificantes de motores usados e re-refinados induziu microntcleos nos

reticulocitos. A analise da composi¢do de tais 6leos acusou a presenca de compostos
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poli-aromaticos, os quais sdo conhecidamente associados ao aumento do risco para o

cancer.

Kim et al (2003) estudaram os efeitos genotdxicos dos compostos volateis
como tolueno, etil-benzeno e tricloroetileno em uma fabrica de filmes de PVC. As
plantas Tradescantia foram usadas no biomonitoramento de genotoxicidade, € como
resultado, os autores encontraram aumentos importantes nas freqiiéncias de
micronucleos nas células das inflorescéncias dessas plantas, que sdo muito usadas no

biomonitoramento de genotoxicidade de ambientes fechados.

Martino-Roth et al/ (2002) estudando 60 empregados de oficinas mecanicas
expostos aos subprodutos do petréleo encontraram aumento importante nas freqiiéncias

de micronucleos em células esfoliadas da mucosa oral em relagdo ao grupo controle.

Chitra et al (2001) investigaram as freqii€ncias de aberragcdes cromossdmicas
em um grupo de 20 motoristas profissionais expostos aos gases das descargas de
motores dos veiculos. Ao comparar com o grupo controle de 20 individuos nao
expostos, verificaram niveis importantes de aberragdes cromossdmicas estruturais no

grupo dos motoristas.

Entre as substancias quimicas toxicas presentes no ar de um centro urbano, o
benzeno ¢ o mais consideravel hematotoxico e que apresenta riscos leucemiogénicos.
Quarenta e nove policiais do trafego da cidade de Bologna, Italia, foram avaliados em
relagdo ao um grupo de 36 trabalhadores internos nao expostos (controles), através da
analise de micronucleos nos linfécitos periféricos e padrdoes hematoldgicos. A andlise
do ar revelou que a concentragdo do benzeno estava mais alta do que o limite

permissivel de 0,003 ppm (10pg/m’® ou 0,01 mg/m’) para a cidade de Bologna ¢ os
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outros poluentes (6xido de nitrogénio, hidrocarbonetos aromaticos, monodxido de
carbono) estavam dentro dos limites permitidos. A freqliéncia de microntcleos nos
policiais nao apresentou uma diferenca importante em relagdo ao grupo controle, e
também nenhuma alteragdo hematoldgica nos individuos foram observadas (Bolognese

et al, 1996).

O extensivo uso do benzeno na indudstria € no comércio levaram a um alto grau

de exposi¢cdo humana e consideravel contaminagao ambiental (Tice ef al, 1980).

O limite de 100 ppm de exposi¢do ocupacional ao benzeno foi proposto
primeiramente em 1927. Os efeitos a satide provocados pelos gases foram reconhecidos
e as taxas de exposi¢ao foram reduzidas. Desde 1997 a recomendacdo da ACGIH para
exposicdo ocupacional ao benzeno é de 0.5 ppm ou 1,6 mg/m’ (Roma-Torres et al,
2005). Em uma fabrica de borracha nos Estados Unidos, por exemplo, em 1960 a taxa
de benzeno no ar chegou a 259 ppm ou 863,3 mg/m’ em um ambiente fechado (Li et al,

2006).

Em 1970, pesquisas de aberragdes cromossomicas em linfocitos humanos
foram repetidamente estudadas em 32 sujeitos com historico de intoxica¢dao por
exposicdo ocupacional ao benzeno, e 31 controles nao-expostos. Observou-se um
aumento importante do nimero de aberragdes cromossomicas nos individuos expostos
em relagdo aos controles. Todos os individuos intoxicados apresentaram alteragdes nas

células da medula 6ssea (Forni, 1996).

Desde 1973, uma série de estudos epidemiologicos, moleculares e
toxicologicos sobre o benzeno foi conduzida por pesquisadores da Academia Chinesa

de Medicina Preventiva (CAPM), com a colaboracdo do Instituto Nacional do Cancer
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(NCI) dos Estados Unidos, juntamente com as investigacdes realizadas pelas
Universidades da Califérnia, Carolina do Norte, ¢ Nova lorque. Os resultados
demonstraram que a incidéncia de linfomas e leucemias entre os trabalhadores expostos
ao benzeno apresentou um aumento importante, ndo somente em exposi¢oes a altas
concentragdes de benzeno, mas entre trabalhadores expostos a concentragdes menores

que 10 ppm (Li ef al, 2006).

O Ministério da Saude da China, em 1978, organizou uma investigacado em
varias fabricas, em relagdo a exposi¢ao de trabalhadores ao benzeno e outras substancias
quimicas. Quinhentos mil (500.000) trabalhadores foram expostos ao benzeno e seus
derivados nessas fabricas. A média da concentracao do benzeno encontrado em 19.969
fabricas foi de 5.5 ppm (18.3 mg/m’), e a prevaléncia de intoxicagdo chegou a 0.5%.
Nesses grupos foram observados nove casos de anemia aplasica e nove casos de
leucemia. Essas evidéncias mostraram que o benzeno pode causar neoplasia
hematoldgica e desordens hematopoiéticas numa concentracao de até¢ 10 ppm (Li ef al,

2006).

Em uma exposicdo ao benzeno abaixo de 2.5 ppm em uma plataforma
petroquimica nos Estados Unidos, foram realizadas avaliagdes citogenéticas em 52
trabalhadores expostos, comparados com outros 44 empregados controles (nao
expostos). Observou-se um importante numero de quebras cromossomicas em relagao

ao controle (Infante et al, 1983).

Um exemplo de monitoramento citogenético em ambientes fechados foi
realizado no Brasil, na Universidade de Brasilia. Os funcionarios e os pesquisadores
(professores e alunos) foram analisados citogenéticamente devido a exposi¢do a uma

grande variedade e quantidade de substancias quimicas. Os individuos expostos foram
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comparados com os controles, mas nenhuma diferenca importante foi observada entre
eles. No entanto, o grupo de individuos do Laboratorio de Genética mostrou importante
aumento na freqiiéncia de aberragdes cromossOmicas estruturais do tipo falha, em
relagdo aos outros laboratorios, como o Instituto de Quimica (Almeida-Santos et al,
2005). Testa et al (2002) também avaliaram técnicos de laboratorios de analises clinicas
na Italia. Esses funcionarios estavam expostos cronicamente a baixos niveis, a mais de
300 diferentes substancias quimicas, provenientes dos medicamentos e solventes. O
grupo exposto, 50 individuos, apresentou aumento importante de danos citogenéticos
(aberragdes cromossomicas € micronucleos nos linfocitos periféricos) em relagao aos

controles, 53 individuos nao expostos.

Efeitos adversos a saide podem estar associados com a exposi¢ao ocupacional
ao benzeno em humanos. Esta claro que o benzeno causa aberragdes cromossomicas,
troca entre cromatides irmas e micronucleo em linfocitos de trabalhadores expostos. Em
adicao as técnicas convencionais citogenéticas, o efeito genotdxico do benzeno foi
também observado por uma técnica mais especifica, a hibridizagdo in situ com

fluorescéncia (FISH), na qual utiliza sondas de DNA (Holeckova et al, 2004).

Essas alteracdes podem aumentar os riscos do desenvolvimento de canceres.
Este tipo de resultado mostra que os grupos expostos apresentam maiores riscos de
sofrer danos no DNA, e conseqilientemente aumentam a suscetibilidade aos processos
carcinogénicos (Almeida-Santos et al, 2005). Entretanto, sdo poucos os estudos
relacionados diretamente a exposicao a derivados de petrdleo em ambientes fechados

com o risco de genotoxicidade.

O mecanismo preciso pelo qual o benzeno induz os efeitos citados permanece

desconhecido, mas sabe-se que sua conversao para metabodlitos € essencial para sua
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toxicidade. Uma vez absorvido, o benzeno ¢ primeiramente metabolizado no figado,
pelos citocromos P450 (Wan et al, 2006) (Figura 4 € 5). Assim, ¢ largamente aceito que
o metabolismo do benzeno ¢ essencial para ocorrer o efeito hematotdxico e

leucemiogénico (Badham et al, 2007; Bolognese et al, 2006).

{ INCLUDEPICTURE
"http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0304/Benzeno/mais%20b

enzeno_ficheiros/image009.gif" \* MERGEFORMATINET }

Figura 4: Biotransformagao do benzeno (em Bermond & Tose, 2000).

O polimorfismo genético das enzimas envolvidas na ativacdo de detoxificacao
de carcinégenos quimicos foram recentemente relatadas como fatores de risco para
desenvolvimento de neoplasias. Entre essas enzimas, incluem o citocromo P450 (CYP)
alelos 1A1 e 2E1 envolvidas na ativagdo. As mieloperoxidases, NAD(P)H, quinona
oxidoredutase (NQO), N-acetiltransferase 2 (NAT2) e glutationa S-transferase (GST)
alelos M1, T1 e P que estdo envolvidas na detoxica¢do; e o gene XRCCI1 com o
mecanismo de reparo do DNA. Tais sistemas foram estudos por Anderson (1985) e
Chanvaivit et al (2007), verificando-se estarem associados com as vias de

metabolizacdo do benzeno (Figura 5).

{ INCLUDEPICTURE
"http://www.hcnet.usp.br/ipg/revista/r27(2)/fig3(69).gif" \*

MERGEFORMATINET }

Figura 5: Papel do CYP450 e peroxidases na ativacdo do benzeno a intermedidrios

mielotoxicos (em Bermond & Tose, 2000).
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Os trabalhadores expostos ao benzeno que carregam o genotipo CYP2EI
*1/*5 ou 5%/5* excretaram maiores quantidades de #,--MA (trans-trans-muconico) em
relacdo aos trabalhadores que portavam o gendtipo CYP2E1 *1/*1. Os polimorfismos
das enzimas NQOI1 e GSTTI1, ndo apresentaram diferencas significativas. No caso do
gene XRCC1, trabalhadores do laboratério com as variantes 399Arg/Gln ou GIn/GIn
tiveram baixa capacidade de reparo no DNA, em relacdo ao gendtipo com 399 Arg/Arg.
Esses resultados mostram que os biomarcadores de dose interna e de efeito biologico
em pessoas ocupacionalmente expostas ao benzeno sao influenciados pelo polimorfismo

genético em genes de susceptibilidade (Chanvaivit et al, 2007).

Grandjeam (1992) relatou que a variagao individual a toxicidade quimica pode
ser devida as diferencas no metabolismo toxicinético ou modificacdes nos efeitos.
Evidéncias epidemiologicas sugerem que as variagdes mais comuns estao
particularmente nas enzimas P450, que iniciam o maior papel para determinar a
susceptibilidade individual a doengas induzidas por substancias quimicas. O
conhecimento sobre a susceptibilidade individual pode ser importante para reduzir os

riscos de doengas em trabalhadores e consumidores.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), sdo ligantes aos
receptores de aril hidrocarboneto (AhR), que provocam a ativagdo do fator de
transcricdo, regulando a expressdo de uma bateria de genes em uma variedade de
tecidos e de diferentes espécies. A ligagdo do AhR com os DREs (elementos
responsivos) induz um aumento na transcri¢do e incrementa a regulacdo de genes,

inclusive o citocromo P450 1A1 (CYP1AT1) (Badham et al, 2007).
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O AhR ¢ conhecido por iniciar um importante papel em processos da
hematopoiese. Estudos usando camundongos knockout AhR -/- demonstraram que os
camundongos que nao possuem os genes AhR eram resistentes a hematotoxicidade
induzida pelo benzeno, devido ao ndo aparecimento de alteragdes no sangue periférico
ou na medula Ossea. Assim, acredita-se que o AhR pode estar envolvido com a
iniciacdo da toxicidade do benzeno (Badham et al, 2007). Além disso, Yoon et al
(2002) observaram que a auséncia de hematotoxicidade em camundongos AhR -/- foi
devido a falta da expressdao da CYP2EI. No entanto, nenhuma diferenca significante foi
encontrada na expressdo da CYP2EI entre os camundongos selvagens ¢ AhR -/- .
Portanto, o envolvimento dos mecanismos de AhR na iniciacdo da toxicidade do

benzeno permanecem ainda nao totalmente esclarecido (Badham et al, 2007).

O benzeno e o seu metabolito 1,2,4-benzenotriol também sdao conhecidos por
causar mudangas citogenéticas em cromossomos especificos, especialmente nos
cromossomos do grupo C e no cromossomo X humano. Sasiadek et al (1992)
examinaram a distribuicdo das quebras no caridtipo humano causadas pelo benzeno, em
trabalhadores expostos. Observou-se que os dados ndo sdao aleatorios e as quebras se

acumularam principalmente nos cromossomos 2, 4 ¢ 7 (em Holeckova et al, 2004).

Nessa mesma linha de pesquisa foram avaliadas as células sanguineas de 43
trabalhadores de fabricas, expostos ao benzeno em uma concentragao média de 31 ppm
ou 103,3 mg/m’, por 8 horas didrias de trabalho, comparados com 44 trabalhadores nio
expostos em Shanghai, China. Com alta exposi¢do ao benzeno (>31 ppm), aumentaram-
se as freqiiéncias de hiperdiploidias no cromossomo 9. No entanto, a exposi¢ao a baixas

concentragdes (< 31 ppm), ndo apresentou este resultado (Zhang et al, 1996).
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A trissomia do cromossomo 9 ¢ a mais comum hiperdiploidia induzida pela
benzeno. O nivel de hiperdiploidia em trabalhadores expostos foi correlacionado com
seu nivel de fenol urinario. Uma correlagao importante foi também encontrada entre
hiperdiploidia e diminuicdo do numero de linfécitos absolutos, que ¢ um indicador da
hematotoxicidade do benzeno, no grupo exposto, € nao observada nos controles. Esses
resultados demonstraram que a alta exposi¢do ao benzeno induz aneuploidia no
cromossomo 9 em individuos ndo doentes, onde a trissomia ¢ a forma prevalente

(Zhang et al, 1996).

A 1,4-benzoquinona mostrou ser um inibidor de formagdo da reunido dos
microtibulos. A hidroquinona e o 1,2,4-benzenotriol também mostram a desagregacao
na produ¢do dos microtubulos, em adicdo a aneuploidia, em células humanas intactas.
Este provavelmente ¢ o resultado da oxidagdo das quinonas, quando ligada
covalentemente a tubulina. O mecanismo mais provavel de aneuploidias induzidas por
benzeno ¢ através da conversdo do benzeno para matabolitos quinondides no sangue e
na medula 0ssea, que se ligam e desagregam os microtubulos na fase mitdtica, causando

erros de segregacao dos cromossomos na anafase (Zhang et al, 1996).

Um significativo aumento da freqii€ncia de quebras afetando os cromossomo 1
e 9 foram observados por Marcon ef a/ (1999) em cultura de linfocitos de trabalhadores
expostos ao benzeno. A incidéncia de cromossomos discéntricos no grupo de
empregados expostos em uma industria de sapatos foi significantemente mais alta do

que no grupo controle (em Holeckova et al, 2004).

Dessa forma, analise de aberragdes cromossdmicas em linfocitos periféricos e
a analise de micronucleos nas células esfoliadas da bexiga urinaria, foram utilizadas

como biomarcadores para rastreamento de risco de exposicdo ocupacional as
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substancias quimicas derivadas do petroleo, em ambiente fechado, nos funcionarios do

Laboratério de Referéncia de Qualidade dos Combustiveis da ANP.
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4. MATERIAIS E METODOS

A Agéncia Nacional de Petréleo emprega cerca de 30 funciondrios especificos
no Laboratorio de Referéncia para a Qualidade de Combustiveis. Sdo realizados
processamentos das amostras coletadas nos postos de abastecimento de combustiveis do
Distrito Federal, para analise e controle de qualidade ({ HYPERLINK
"http://www.anp.gov.br" }).

Os trabalhadores do Laboratorio de Controle de Qualidade foram informados
sobre a inten¢do do projeto do Laboratorio de Genética - UnB e entdo concordaram em
participar espontaneamente. Dos 30 funcionarios, 21 preencheram os questionarios
(Anexo 2) sobre estilo de visa, idade, sexo, tempo de trabalho, fornecendo suas
amostras biologicas. Os controles foram funciondrios dos escritorios do Ministério da
Saude, livres de qualquer exposicao a esses gases € sem uso do tabaco.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia, pois se trata de um estudo com humanos. As
coletas foram iniciadas em julho de 2005 em 11 trabalhadores expostos e em julho de
2006, mais 10 funcionarios expostos. Realizadas no Laboratério de Genética,
Universidade de Brasilia. A coleta nos individuos controle foi realizada
concomitantemente.

Os linfécitos foram extraidos do sangue periférico, e as células esfoliadas da

bexiga foram extraidas da urina. Cada individuo recebeu uma solicitacdo de exame,
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hemograma completo, para realiza-lo em laboratério particular, até trinta dias apds a
coleta. Este exame pode ser feito manualmente ou por aparelhos especificos e
calibrados. Os dados sobre a série eritrocitaria, leucocitaria e plaquetdria foram

considerados.

4.1. Avaliacao das aberracoes cromossomicas em linfocitos humanos

Colheu-se 10 mL de sangue periférico por puncdo venosa, com seringa
heparinizada (Liquemine-Lab.Roche). Transferiu-se o sangue para um tubo estéril a
temperatura ambiente, deixando-o em repouso por algumas horas, a fim de se obter o
plasma separado das hemaécias. Os tubos foram rotulados com os nomes dos individuos
e lacrados com tampa. Nao foi necessario a coleta do sangue em jejum.

Cada frasco do meio de cultura possui um volume de 10 mL, sendo composto
por: 80% de meio RPMI 1640 (Gibco), fitohemaglutinina (4%), estreptomicina (0,01
mg/mL) e penicilina (0,005 mg/mL). Adicionou-se 1,0 mL da fragao leucocitaria em 10
mL de meio. Este procedimento, conhecido como semeadura, foi realizado em capela
de fluxo laminar, sem qualquer tipo de contaminacao. As preparacdes metafasicas para
analise de aberragdes em cromossomos foram obtidas segundo a técnica de Moorhead e
colaboradores (1960), com adaptacdes realizadas no Laboratorio de Genética da
Universidade de Brasilia.

Com 46 horas de cultivo a 37 °C, a contar do inicio da cultura, adicionou-se
em cada frasco, | mL de uma solugdo de colchicina a 0,0165% (Fisher Scientific Co,
USA). Com 48 horas procedeu-se a colheita do material. A cultura foi transferida para

tubos de centrifuga. A primeira centrifugacdo tem por finalidade retirar o meio e foi
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feita a 1000 rpm por 5 minutos. Desprezou-se o sobrenadante, ressuspensao das células
em 10 mL de solu¢do hipotonica (KCl 0,075 M) previamente aquecida a 37 °C,
deixando-a em estufa a 37 °C por 15 minutos. Centrifugou-se o material para desprezar-
se o sobrenadante. Adicionou-se suavemente 10 mL da solu¢do fixadora recém-
preparada (metanol-acido acético 3:1). O fixador foi trocado por duas vezes,
centrifugou-se por 7 minutos a 1000 rpm, desprezando-se o sobrenadante.

Em laminas limpas e mantidas em agua destilada gelada, pingou-se uma gota
do material fixado sobre a lamina, inclinando-a levemente para espalhar o material,
passando-a rapidamente sobre a chama, com o cuidado para ndo aquecé-la
demasiadamente.

A coloragao ¢ processada usando-se uma solucao Giemsa (Merck) preparada
na propor¢do de 1 mL de corante para 30 mL de tampao fosfato (Na,HPO,4 0,06M +
KH,PO4 0,06M, pH = 6,8) por 5 minutos. Foram analisadas 100 células metafasicas por
individuo em microscopio de luz com objetiva de 100 x, atingindo a magnificacao de
1000 vezes. Nas analises foram pesquisadas quebras de cromatide, quebras
cromossomicas, falhas cromatidicas e falhas cromossomicas, fragmentos cromossdomico

e outras aberragOes cromossOmicas estruturais.

4.2. Analise de micronticleos em células esfoliadas da bexiga urinaria
Retirou-se as células esfoliadas da bexiga urinaria, através da centrifugacao da
urina dos individuos expostos e controles, realizada a 2000 rpm por 20 minutos.
Desprezou-se o sobrenadante, resuspendeu-se as cé€lulas em 10 mL de solugdo
fixadora recém-preparada (metanol-acido acético 4:1). O fixador foi trocado duas vezes,

centrifugou-se por 10 minutos a 1000 rpm, desprezando-se o sebrenadante.
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Em laminas limpas e mantidas em agua destilada gelada, pingou-se duas gotas
do material fixado sobre a lamina, inclinando-a levemente para espalhar o material,
passando-a rapidamente sobre a chama, com o cuidado para ndo aquecé-la
demasiadamente.

A coloragdo ¢ processada usando-se uma solugdo Giemsa (Merck) preparada na
propor¢ao de 1 mL de corante para 30 mL de tampdo fosfato (Na,HPOs 0,06M +
KH,PO4 0,06M, pH=6,8) por 7 minutos. Foram analisadas 2.000 células interfasicas por
individuo, para a pesquisa de micronucleos. Foram consideradas, somente as células
totalmente integras, com os contornos celulares bem delineados, sem sobreposicao. Os
micronucleos considerados foram aqueles que estavam visivelmente dentro do

citoplasma e sem contato com o nucleo principal.

4.3. Caracterizacao do ambiente de trabalho

No Laboratorio de Referéncia para a Qualidade de Combustiveis da ANP, do
Centro de Pesquisa e Analise Tecnologica (CEPAT), sdo realizados testes, ensaios e
analises para caracterizagdo tecnoldgica de combustiveis (alcool, gasolina, e o6leo
diesel), de petroleo cru, de dleos, de graxas, e de outros derivados de hidrocarbonetos
(ANP, 2005).

Os equipamentos sao especificos para cada area de atividade, sendo dotados de
mesas, bancadas, e pias. Contém lumindrias fluorescentes e ar refrigerado. Sao providas
de capelas, exaustdes, chuveiros de emergéncia, lava olhos e outros recursos de
seguranca. Fica no andar térreo, médulo H do prédio da ANP, em Brasilia-DF (ANP,

2005).
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Esta organizado em laboratorios de combustiveis, de lubrificantes (6leos e
graxas), de alcool, de instrumenta¢do; sala de analise de petréleo, sala de motores, sala
de amostras, sala de padrdes e descarte, sala de reagentes; almoxarifado; oficina
mecanica; galeria e central de gases (ANP, 2005).

Nos laboratorios € obrigatorio o uso de equipamentos de prote¢dao individual
(EPI), como: jalecos, respirador de filtro quimico contra vapores organicos, 6culos de
protecao de ampla visao com lentes anti-embagcantes, luvas impermeaveis de cano longo
e creme de protecdo contra graxa e 6leo (ANP, 2005).

A equipe ¢ formada por técnico quimico, auxiliares de laboratoério,
engenheiros quimicos e laboratoristas (ANP, 2005).

No laboratorio de combustiveis, sdo realizados servicos em geral relativos ao
controle de qualidade de combustiveis (gasolina, 6leo diesel, querozene, solventes, etc).
Os funciondrios entram em contato com liquidos inflamaveis, através da manipulagao
de reagentes, como acido nitrico, acido cloridrico, metanol, 4acido sulftrico, alcool
1sopropilico, tetracloreto de carbono e outros (ANP, 2005).

No laboratorio de lubrificantes, também sdo realizados servicos relativos ao
controle de qualidade de lubrificantes em geral, como graxas, 6leos minerais, aditivos, e
outros. Ocorre também a manipulacdo de reagentes. Possui um forno instalado para
queima de lubrificantes e combustiveis, a fim de determinar os niveis de residuos
existentes apos a queima dos mesmos. Ocorre a formacao e liberagao do monoxido de
carbono e benzopireno (ANP, 2005).

No laboratorio de alcool ¢ realizado o controle de qualidade do alcool. Os
funcionarios tém contato direto com liquidos inflaméveis e também manipulam

reagentes (ANP, 2005).
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No laboratorio de instrumentagdo, sao usados aparelhos de absorcao atdmica,
para determinar o teor de metais em combustiveis e Oleos lubrificantes. Realiza teste de
infravermelho para analise de lubrificantes e aditivos, € uso de espectro de ultravioleta
para ensaios em geral. Os funcionarios entram em contato direto com os liquidos
inflamaveis (ANP, 2005).

Na sala de analise de petroleo, sao realizados analises e controles de qualidade
de petrdleo. Os funciondrios utilizam liquidos inflamaveis como tolueno e alcool anidro
(ANP, 2005).

Na sala de motores sdo realizadas atividades como ensaios para verificagao de
octanagem da gasolina (indice de resisténcia a detonagao), com a formacao e liberagao
do monoxido de carbono, bem como ruidos acima de 85 db (decibéis) dos motores. Os
funcionarios tém contato com tolueno, n-pentano, iso-octano e aguarras (ANP, 2005).

Na sala de amostras ocorre recep¢ao, guarda, e distribuicdo de amostras dos
combustiveis e lubrificantes. Neste local o risco ocorre durante o armazenamento dos
liquidos Inflaméveis. Na sala de descarte, também ocorre a recep¢ao, guarda, e
distribuicao de padrdes usados como reagentes em ensaios, como n-heptano, tolueno e
1so-octano (ANP, 2005).

No almoxarifado ficam armazenados os instrumentos utilizados nos
processamentos, como tubos de ensaio, rolhas, copos, papéis € outros materiais. Um
ambiente aparentemente sem riscos. Na galeria, ficam as caldeiras e o compressor
(ANP, 2005).

Até a realizacdo deste trabalho, ndo havia registros de comprometimento a
saude dos trabalhadores, de acordo com o Laudo Técnico Pericial de Condigoes

Ambientais de Trabalho, publicado anualmente pela ANP (ANP, 2006).

{PAGE }



Este laudo caracteriza os riscos desses ambientes de trabalho, pois estdo
presentes grande volume de materiais inflamaveis (gasolina, 6leo diesel, alcool, 6leos,
graxas), volateis, e outros compostos elaborados a base de hidrocarbonetos. A
periculosidade deste local de trabalho ¢ de 10% e a insalubridade das atividades
laboratoriais rotineiras, atinge grau maximo. No entanto, o laudo considera a exposi¢ao
dos trabalhadores como moderada com efeitos reversiveis, devido as alternativas de
protecao individual (ANP, 2006).

A ANP considera insalubre ou perigoso qualquer situagdo que possa originar
doencas ocupacionais nos profissionais e lhes atingir a integridade fisica. A exposi¢ao
ocupacional ¢ entendida como contato do organismo com uma determinada substancia
toxica. Relaciona-se com via de exposicao, dose, freqiiéncia e duragao (ANP, 2006).

As principais vias de exposi¢ao sdo a respiratoria e a dérmica. O risco existe,
mas controlado, pela presenga de protegdes coletivas e utilizagdo obrigatéria dos
equipamentos de protecao individual. Para controle, as amostras sao manipuladas em
capelas, com exaustdo e ventilagdo. Nestes ambientes, a restricdo ao tabagismo ¢

absoluta (ANP, 2006).

4.4. Analise estatistica

Para a definicdo do teste estatistico, primeiramente féz-se uma analise de
homogeneidade das amostras. De acordo com o Teste de Normalidade, realizado com o
auxilio do programa computacional Anova.

Assim, o mais recomendado seria um teste nao-paramétrico, como o de Mann-
Whitney’s U-fest, com um nivel de significAncia de 95%. Este teste ¢ aplicado para

comprovar se dois grupos independentes foram ou nao extraidos de uma mesma
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populagdo. Trata-se de uma das mais poderosas provas nao-paramétricas, € constitui
uma alternativa extremamente 1util da prova paramétrica ¢, quando o pesquisador deseja
evitar as suposicoes exigidas por este ultimo, ou quando a mensuragao atingida ¢
inferior a da escala de intervalos (Siegel, 1975).

Os calculos de média, mediana e desvio padrao foram obtidos no programa
computacional Microsoft Excel e o programa WebCalc. Quando as amostras sao
pequenas, o desvio padrao tende a ser maior que a média, assim usamos como
referéncia de variabilidade o erro padrao da média.

Para correlacionar os resultados de micronticleos com aberragoes
cromossOmicas, utilizamos o teste de Spearman, com um nivel de significancia de 95%.

E uma avaliagdo quantitativa do coeficiente quanto a intensidade (Siegel, 1975).
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S. RESULTADOS
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5.1. Caracterizacio da amostra

Dentre os 21 individuos monitorados, expostos aos vapores derivados dos
combustiveis, encontra-se 6 mulheres e 15 homens, com idade entre 21 e 34 anos. O
tempo de trabalho varia de 1 a 10 anos, sendo que até o ano de 2005, eram 40 horas
semanais de trabalho. Apos 2005 as horas trabalhadas foram reduzidas para 16 horas
semanais nos locais de maior insalubridade. Ndo sdo fumantes e apenas 3 fazem uso de
bebidas alcoolicas com pouca freqiiéncia (Tabela 1a).

Onze funciondrios iniciaram suas atividades em 1999, juntamente com a
implantagdo do programa de controle de qualidade. Os outros 10 funciondrios iniciaram
suas atividades em 2005.

Sdo todos individuos saudéaveis sem uso de medicagdo especifica. Nao ha
registro de alguma exposicdo a radiagdes ou outros agentes fisicos com caracteristicas
mutagénicas, nenhum episddio de exposi¢do acidental nos ultimos 12 meses ou alguma
patologia genética associada a instabilidade cromossdmica. Apenas um dos individuos
realizou exame de Raio X do térax a menos de 6 meses do inicio das coletas.

Ha registro de doengas cronicas e genéticas nas familias, como hipertensio
arterial, diabetes, artrites e canceres, mas nenhum dado que possa interferir nos
resultados obtidos.

No grupo controle, todos os individuos trabalham em escritorios, sem qualquer
tipo de exposicdo ocupacional a substancias quimicas. Foram 3 mulheres e 7 homens

que participaram espontaneamente. A idade varia entre 22 e 35 anos. Alguns ja fizeram
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uso de tabaco, mas no momento da coleta dos materiais bioldgicos, ndo estavam em
uso.

Nao ha registro de qualquer exposi¢ao ocupacional a substancias quimicas e
exposicao acidental. Quatro desses individuos realizaram exame de raio x nos 6 meses
do inicio das coletas.

Ha registro de doengas cronicas e genéticas nas familias, como hipertensao
arterial, diabetes, canceres, esclerose multipla e Alzheimer, mas nenhum dado que possa

interferir nos resultados obtidos (Tabela 1b).

Tabela 1. Dados extraidos dos questionarios preenchidos pelos individuos: (a)
expostos, onde a cor azul indica os trabalhadores empregados desde 1999/2000 e a cor

verde, os trabalhadores empregados desde 2005; (b) controles.

a)
Individuos Expostos
Expostos Género Idade Anos Hrs./Semana Tabagismo Etilismo

1 M 25 7 40 - *
2 M 37 5 40 - *
3 F 27 7 40 - -
4 F 24 7 40 - -
5 M 26 7 40 - -
6 M 28 7 40 - -
7 F 28 3 40 - -
8 F 31 11 40 - -
9 M 31 5 40 - -
10 M 29 6 40 - -
11 M 26 8 40 - -
12 M 28 5 40 - -
13 F 21 1 40 - -
14 F 23 1 16 - -
15 M 29 2 16 - *
16 M 35 2 16 - -
17 M 25 1 16 - -
18 M 23 2 16 - -
19 M 34 2 16 - -
20 M 25 1 16 - -
21 M 30 1 16 - -

* Pouca freqiiéncia
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b)

Individuos Controles

Controles Género Idade Tabagismo  Etilismo
1 M 22 - S
2 F 26 - -
3 F 27 - -
4 M 27 S* S
5 M 30 - -
6 F 30 S * -
7 M 35 - -
8 M 29 - -
9 M 24 - -
10 M 27 S * S

S*: parou de fumar hd no minimo 3 anos
S: pouca freqiiéncia

5.2. Resultados da pesquisa de aberracdes cromossomicas

Na contagem total, foram analisadas 3100 células metafasicas: 2100 nos
individuos expostos e 1000 nos controles, sendo 100 por individuo. Do total, encontrou-
se 68 aberragdes cromossOmicas estruturais, sendo 67 nos individuos expostos ¢ 1 nos
individuos controles.

Na tabela 2, estdo descritas as aberragdes cromossOmicas encontradas nos
linfécitos analisados de todos os individuos. Foram encontrados 20 falhas (Figura 6), 42
fragmentos, 4 quebras, 1 unido e 1 cromossomo dicéntrico nos expostos e¢ 1 falha nos

controles.

Tabela 2. Aberragdes cromossomicas encontradas nos linfécitos periféricos dos

individuos: (a) expostos, onde a cor azul indica os trabalhadores empregados desde

1999/2000 e a cor verde, os trabalhadores empregados desde 2005; (b) controles.
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b)

Aberracdes Cromatidicas encontradas nos Ind. Expostos

Total
Individuos Falhas Frag. Quebra Outras
1 4 2 2 - 8
2 - - - - -
3 - 2 - - 2
4 5 9 - - 14
5 1 4 - - 5
6 3 5 1 - 9
7 5 - - 5
8 - 1 - 1 unido 2
9 3 3 1 1 dicéntrico 8
10 - - - - -
11 3 - - - 3
12 1 1 - - 2
13 - 4 - - 4
14 - 3 - - 3
15 - - - - -
16 - - - - -
17 - - - - -
18 - 1 - - 1
19 - - - - -
20 - - - - -
21 - 1 - - 1
Total 20 41 4 2 67
Total de células 2100
Aberracdes Cromatidicas encontradas nos Ind. Controles Total
Individuos Falhas Frag. Quebras
1 - 1 - 1
5 - - - -
3 - - - -
4 - - - -
5 - - - -
6 - - - -
7 - - - -
] - - - -
9 - - - -
10 - - - -
Total - 1 - 1
Total de células 1000
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Em relacdo ao tempo de trabalho, 11 funcionarios foram empregados em
1999/2000, ¢ 10 funcionarios em 2005. Observaram-se 58 aberra¢des cromossOmicas
nos funciondrios empregados ha mais tempo, ¢ 9 aberragdes cromossOmicas nos

trabalhadores empregados ha menos tempo (Tabela 2a).
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Figura 6. Falha ou gap cromatidica (em destaque) encontrada em uma célula
metafasica de um dos individuos expostos avaliados. Lamina corada com Giemsa

analisada com 6leo de imersdao em objetiva de 100X.

A média de aberragdes cromossdmicas estruturais nos individuos expostos foi
de 3,19 £+ 0,82, e nos controles a média foi de 0,1 = 0,1 (Figura 7). O desvio padrao foi
substituido pelo erro padrao, pois havia individuos com e sem aberragdes
cromossdmicas estruturais. A mediana para os expostos foi 2 e nos controles 0 (Tabela

3).
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Tabela 3. Calculos estatisticos basicos do numero de aberragdes cromossomicas
encontradas nos linfocitos dos individuos expostos e controles.

Calculos estatisticos basicos

Média DP SE Mediana
Expostos 3,19 3,8 0,82 2
Controles 0,1 0,31 0,1 0

DP: desvio padrio
SE: erro padrio

Aberragcoes Cromossomicas

« [
|1

Controle Expostos

Figura 7. Média do nimero de aberragdes cromossdmicas encontradas nos linfocitos
dos individuos expostos e controles. A barra representa o erro padrdo. Figura projetada

no Excel 2003.

De acordo com o teste de normalidade, os dados obtidos das amostras nao
apresentaram uma distribuicdo normal. Assim, ndo se aplica a estatistica paramétrica
(Anexo 3).

Na aplicagdo do teste de Mann-Whitney (o = 0,05), verificou-se que o valor
de P foi menor que 0,05 (p = 0,0031). Quando o valor de P ¢ menor ou igual a 0,05 (P <
0,05), a amostra ¢ estatisticamente significante ao nivel de 5%. Assim, observou-se que

a quantidade de aberracdes cromossOmicas estruturais, encontrada no grupo de
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individuos expostos aos vapores de combustiveis derivados de petrdleo, ¢
significativamente diferente do valor encontrado nos funcionarios dos escritorios

(controles).

5.3. Resultados das analises de micronucleos

Em um total de 62.000 células esfoliadas da urina analisadas, 42.000 foram
nos expostos ¢ 20.000 nos controles, sendo analisadas 2000 por individuo. Foram
encontrados 69 microntcleos nas células dos individuos expostos, o que correspondeu a
0,16% e apenas 4 (0,02%) micronucleos nas células dos individuos controles (Tabela 4
e Figura 8).

Os micronucleos sdao massas de cromatina originadas de fragmentos
cromossdmicos ou cromossomos inteiros, que se perdem durante a anafase na divisao
celular, devido aos eventos clastogénicos ou aneugénicos, também podem ser formados
pela interacdo de agentes quimicos, fisicos e bioldgicos com estruturas nao gendmicas
que promovem disturbios na maquinaria mitotica e falha na segregacdo dos
cromossomos. A acdo dos agentes pode originar os microntcleos, um ou varios por
célula, que resultam em fragmentos cromossdmicos acéntricos ou cromossomos que se
atrasam em relagdo aos demais em migracdo para os polos da célula durante a anafase
(Schimid, 1975; Rabello-Gay, 1991; Al-Sabti, 1995; Fenech, 2000; Souza & Fontanelli,

2006).
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Figura 8. Microntcleos (setas) encontrados em células da bexiga urinaria extraidas da
urina de um dos individuos expostos avaliados. Lamina corada com Giemsa analisada

com O6leo de imersao em objetiva de 100X.

A quantidade de micronucleos nos individuos empregados ha mais tempo, foi
de 62 e nos individuos empregados ha menos tempo foi 9 micronucleos, indicando que
ha uma tendéncia de aumento nos danos genéticos em relacdo ao tempo de exposicao;
entretanto esses dados ndo foram analisados estatisticamente devido ao tamanho da

amostra.

Tabela 4. Micronucleos encontrados nas células esfoliadas da bexiga presentes na urina
dos individuos expostos e controles. A cor azul indica os funcionarios empregados

desde 1999/2000, e a cor verde, funcionarios empregados desde 2005.

Individuos Expostos Individuos Controles
MN MN
3
11
2
10
11
2

AN L AW N =
AN N AW N =
T o= N
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7 13 7 1

8 1 8 -
9 4 9 -
10 - 10 -
11 3
12 1
13 2
14 2
15 -
16 1
17 -
18 1
19 -
20 -
21 2
Total de MN 69 Total de MN 4

Total de células 42000 Total de células 20000

A média de micronucleo nos individuos expostos foi de 3,28 + 0,90, e nos
controles a média foi de 0,4 + 0,22 (Figura 9) O desvio padrao foi substituido pelo erro
padrao, pois existem individuos com e sem microntcleo. A mediana para os individuos

expostos foi 2 e para os controles 0 (Tabela 5).

Tabela 5. Calculos estatisticos basicos do numero de microntcleos encontrados nas
células da bexiga urindria extraida da urina dos individuos expostos e controles.

Calculos estatisticos basicos

Média DP SE Mediana
Expostos 3,28 4,13 0,9 2
Controles 0,4 0,69 0,22 0
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Micronucleos

Controle Exposto

Figura 9. Média do nimero de micronucleos encontrados nas células da bexiga urinaria
extraidas da urina dos individuos expostos e controles. A barra representa o erro padrao.

Figura projetada no Excel 2003.

De acordo com o Teste de Normalidade, os dados obtidos das amostras ndo
apresentam distribuicdo normal (Anexo 4). O valor de P para os micronucleos

encontrados foi menor de 0,05 (P =0,0070).

5.4. Resultado da analise de correlacdo, obtido através do teste de Spearman,
coeficiente (r)

A correlagdo de Spearmam ¢ uma avaliacdo ndo paramétrica qualitativa do
coeficiente quanto a intensidade. Quando os valores de correlagdo estdo entre 0,6 € 0,9 a
correlacdo ¢ dita forte. Correlacionamos as freqiiéncias de aberragdes cromossomicas
com as freqii€éncias de microntcleos, tanto nos individuos expostos como no grupo
controle. O valor do coeficiente de correlagdo entre os individuos expostos foi de » =

0,74 e o valor de P = 0,000 (Figura 10).
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Figura 10. Correlagdo de Spearmam (r) realizada entre a freqiiéncia das aberragdes
cromossomicas encontradas nos linfécitos dos individuos expostos e controles; e a
freqiiéncia do nimero de microntcleos encontrados nas células da bexiga urinaria da
urina dos individuos expostos e controles. O valor do Coeficiente de correlagdo

encontrado foi 0,74, dita como uma correlagao forte.

Por meio da Correlacdo de Spearmam foi possivel observar que, na medida
que a quantidade de aberracdes cromossOmicas encontradas nos linfocitos dos
individuos expostos aumentam, a freqiiéncia do nimero de micronucleos, encontrados
nas células da bexiga urindria dos individuos expostos também aumentam. Assim,

podemos inferir, que os dois eventos apresentaram uma correlacao.
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5.5. Resultados dos exames hamatoldégicos

Avaliando os resultados dos hemogramas realizados pelos individuos expostos
e controles em laboratorios particulares, a contagem das séries eritrocitarias,
leucocitarias e plaquetarias, apresentaram-se dentro dos valores preconizados para

individuos saudaveis.

Tabela 6. Avaliacio dos resultados dos exames hematologicos realizados pelos
individuos expostos e controles, concomitante com a coleta do material sanguineo para
analise das aberracdes cromossomicas. Valores com a média e desvio padrao das

hemacias, série leucocitaria e plaquetéria.

Valores extraidos dos hemogramas realizados por todos os individuos

Hemicias x10°/mm® Leucécitos/mm’® Linfécitos/mm® Plaquetas/mm’

Expostos 5,01 £0,46 6467 + 1264 2289 + 599 237 mil £ 51
Controles 5,72 £0,39 6450 + 1258 2612 +481 216 mil + 64
Padrao* 4,0a6,1 3700 a 11000 740 a 5500 140 a 450

* Valor padrio para normalidade.
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6. DISCUSSAO
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No presente estudo, as falhas, quebras e fragmentos foram consideradas
aberragdes cromossOmicas estruturais € os micronucleos como eventos genotdxicos,
pois podem originar-se de danos cromossdmicos ou falhas de segregacao mitotica, que

significaria origem aneugénica.

A média das aberragdes cromossomicas encontradas nos individuos expostos
em relacdo aos controles foi significativa (P = 0,001). Essas alteragdes podem ter sido
provocadas pela exposi¢ao ocupacional aos vapores dos combustiveis, liberados durante

o processamento de analise da qualidade das amostras.

De acordo com o laudo técnico pericial de condi¢des ambientais de trabalho,
publicado anualmente pela ANP, a periculosidade do local de trabalho dos funcionarios
do CEPAT ¢ de 10%, e a insalubridade das atividades didrias laborais atingem grau
maximo (ANP, 2006). Portanto a exposi¢do ocupacional aos agentes quimicos ¢
reconhecida pelo 6rgdo regulador, devido a presenca de substancias quimicas volateis,

conhecidamente prejudiciais a saude humana.

Como nés encontramos uma correlagdo direta estatisticamente significativa (P
= 0,000) entre o numero de aberragdes cromossdmicas estruturais nos linfécitos com o
numero de micronucleos nas células esfoliadas da bexiga urinaria, provavelmente, a
maioria dos micronucleos observados seja de origem clastogénica, isto €, proveniente de
danos estruturais nos cromossomos. Isso foi demonstrado através das anélises usando o
coeficiente de correlacdo de Spearman com r = 0,74, sendo que esse valor indica que a

relacdo encontrada ¢ dita forte.

Pode-se observar que sdo poucos os estudos relatando avaliagdes de

genotoxicidade em individuos expostos ocupacionalmente, em ambientes fechados, aos
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compostos derivados do petréleo. Nossos dados vao de encontro aos obtidos por Laffon
et al (2006), por Martino-Roth (2002) e Kim et a/ (2003), mostrando que em ambientes
fechados, mesmo com o uso de equipamentos de prote¢ao recomendados por lei, ainda
ha o risco de genotoxicidade. No nosso estudo, os dois bioindicadores acusaram o
mesmo efeito de clastogenicidade.

Com o aumento da freqiiéncia das aberragdes cromossOmicas, 0S grupos
expostos ocupacionalmente apresentam maiores riscos de sofrer danos genéticos
persistentes e conseqiientemente, aumentam a suscetibilidade ao cancer (Almeida-
Santos et al, 2005). Mais importante ainda seria a monitorizagdo, através dos exames
adequados dos trabalhadores desses laboratorios, € que no elenco de exames que sao
feitos periodicamente, que se facam também a monitorizagdo da genotoxicidade, pois €

bem conhecida a correlagdo existente entre genotoxicidade e carcinogenicidade.

Neste trabalho, os resultados encontrados nos exames hematoldgicos
realizados pelos individuos expostos ndo apresentaram alteragdes significantes no
eritograma, leucograma e série plaquetaria, assim como alteragdes com os padrdes de

normalidade.

As exposicoes cronicas a altas concentragdes de benzeno, acima delO ppm,
estdo relacionadas com depressao nas células da medula 6ssea, e podem levar ao
desenvolvimento de anemia aplasica e leucemia mieldide aguda (Badham et al, 2007).
Individuos que passaram por uma exposi¢do podem ndo apresentar nenhuma
anormalidade hematoldgica significante, enquanto outros, que sofreram intoxicagdo, ou
que passaram por uma exposi¢do mais severa, apresentam alguma alteragdo na medula

ossea (Ling et al, 2007).
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Nos individuos expostos analisados em nosso trabalho, ndo foram encontradas
nenhuma relagdo com depressdao na medula 6ssea, possivelmente por que os mesmos

nao estdo sujeitos a altas concentragdes de benzeno.

Nao foi possivel fazer uma correlagdo entre o numero de aberragdes
cromossdmicas, com o tempo de exposicao ou tempo de trabalho, devido o tamanho da
amostra. Turkel (1994) analisou citogeneticamente linfocitos do sangue periférico de 30
trabalhadores expostos ao benzeno em uma fabrica de sapatos. Observou um aumento
significativo nas freqii€ncias de aberragdes cromossdmicas, mas nenhuma correlagao

desta com o tempo de exposi¢ao ou periodo de trabalho foram observadas.

Infante et al (1983) compararam as idades dos individuos expostos ao benzeno
e dos individuos controles, com o nimero de aberra¢des cromossdmicas encontradas.
Os resultados mostraram que os danos citogenéticos nao estavam relacionados com a
idade dos trabalhadores. A associagdo entre idade e o indice de aberracdes
cromossdmicas nao foi possivel correlacionar em nosso trabalho, devido o tamanho
limitado de nossa amostra. Da mesma forma, nao foi possivel estabelecer uma
correlagdo com o género masculino e feminino.

Cronkite er al (1984) analisaram o indice de linfomas em camundongos
machos e fémeas induzidos pelo benzeno, mas nao encontrou prevaléncia entre os
géneros. Demonstraram que o efeito dose-resposta foi altamente significante para
camundongos expostos ao benzeno, em relagdo a indugdo das aberragdes
cromossomicas.

O numero de aberragdes cromossomicas encontradas em individuos expostos
as substancias quimicas podem ser um indicador de risco para o desenvolvimento de

cancer em estudos populacionais, mas ndo a nivel individual (Forni, 1996).
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Dentre as aberragdes cromossomicas encontradas em nosso trabalho, a maioria
foram observadas nos trabalhadores empregados desde 1999/2000. Da mesma forma
observou-se maior quantidade de micronucleos na urina dos funciondrios empregados

ha mais tempo.

Atualmente o principal interesse dos estudos com o benzeno ¢ avaliar a baixa
exposicao continua e prolongada, em exposi¢des ambientais e ocupacionais (Roma-

Torres et al, 2005).

Mesmo sob uma exposi¢ao ocupacional de baixo nivel ao benzeno,
trabalhadores podem apresentar risco de genotoxicidade, principalmente aqueles que
apresentam decréscimo na capacidade de reparo de danos no DNA. Dessa forma, a
associacao com a carcinogenicidade pode depender da susceptibilidade genética e com
o nivel de exposicao. A avaliacdo da capacidade de reparo do DNA pode ser utilizada
como biomarcador de efeito, necessario para complementacao das avaliagdes do risco a

saude ocupacional (Chanvaivit et al, 2006).

Surrallés et al (1997) sugeriram que o nivel de exposi¢ao ao benzeno em até 1
ppm, nao induz efeito genotoxico estatisticamente importante. Estudos realizados em
células expostas ao benzeno a menos de 1 ppm, ndo apresentaram um resultado
confidvel. Assim, nenhum limite de exposi¢ao ocupacional pode ser estabelecido até o
presente momento, em relagdo as atividades genotdxicas do benzeno, observado em
exposicoes de baixa, média e alta intensidade. Portanto, ndo existem limites seguros de

exposicao aos derivados do petréleo.

A metodologia aplicada neste trabalho foi a citogenética cldssica de colocagao

com Giemsa. Esta foi escolhida, pois ¢ uma técnica capaz de observar os danos
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cromossomicos causados pela exposicao ocupacional aos vapores liberados durante as
analises da qualidade dos combustiveis. A técnica de FISH da resultados com acuracia
em relacdo aos danos cromossdmicos, no entanto, ndo faz parte das metodologias de
rotina do nosso laboratdrio.

No Laboratorio de Referéncia para controle de qualidade dos combustiveis, a
exposicao aos derivados do petrdleo ocorre em ambiente fechado. Essa caracteristica
pode contribuir para aumento da concentragdo dos compostos quimicos no ambiente.
Mesmo com o laboratério equipado, com recursos para saida dos vapores, uso de
materiais de prote¢do individual, os valores encontrados foram importantes. Portanto,
sugerimos o controle mais rigido da concentragdo e quantidade das substancias volateis
no ambiente ocupacional, através de medidos que detectam alteragdo na quantidade
permitida por lei.

O fato de a amostra ser relativamente pequena, de 21 individuos expostos, nao
prejudicou esse estudo, pois procuramos controlar com seguranga o maior nimero de
variaveis possiveis que poderiam descaracterizar o estudo, como: um questionario
bastante minucioso sobre os héabitos de vida e exposi¢cdo a fatores de interferéncia, a
solicitacdo dos exames hematoldgicos, a coleta simultdnea de sangue e urina ¢ a
certificagdo de que o grupo controle ndo sofreu exposi¢dao a agentes clastogénicos. Os
nossos resultados mostraram claramente que os danos cromossoémicos estao associados
ao local de trabalho.

Finalmente, ainda temos armazenado em freezer aliquotas do plasma de todos
os individuos para a andlise de residuos, que serdo analisados posteriormente, devido a
aquisicdo recente do equipamento apropriado. Tais dados estardo inclusos em uma

futura publicagdo desse trabalho.
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7. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que a exposicao aos produtos
derivados do petroleo, em ambientes fechados, como dos laboratorios de controle de
qualidade dos combustiveis, apresentaram riscos de genotoxicidade, mesmo com a
utilizacao de todos os instrumentos de protecao individual e coletivos.

Nossos resultados mostraram também a importancia de se monitorar
constantemente os compostos aromaticos provenientes dos derivados do petroleo no
ambiente, com o uso de detectores apropriados, para reduzir ao minimo possivel os
niveis de exposicao, € o uso sistematico dos EPI. O monitoramento citogenético dos
trabalhadores expostos podem complementar os dados clinicos e laboratoriais, uma vez
que esses so sofreram alteragdes, em episodios de intoxicagao.

A analise de 21 individuos em uma populagao de 30 funcionarios pode ser

utilizada como uma indicagdo de exposicao desta populagao.
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8. RECOMENDACOES
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Recomendagdes:

Que as fiscalizagdes sobre o uso dos equipamentos de protecao individual sejam
mais rigorosas, € que os trabalhadores adquiram um habito de uso rotineiro,
durante todo o expediente de trabalho de anélise dos combustiveis.

Que seja criada dentro da institui¢do com comissdo interna de prevencao contra
a exposicao a esses gases.

Que sejam realizados monitoramentos biologico e ambiental com mais

freqiiéncia, usando-se equipamentos com alta capacidade de deteccao.
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10. ANEXOS

Anexo 1.
Tabela 01: Instituigdes conveniadas com ANP para realizacao do controle de qualidade

dos combustiveis.
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Numer o de Postos (%) Instituicéo

AC 118 UNIR 358
AL 401 (1) 1765
AM 436 UEAM 1.962
AP 92 UEPA 358
BA 1.909 (1) 11.463
BE 1.073 (1) 6.687
DF 306 CPT 2105
ES 610 (1) 3929
GO 1.260 CPT 5761
MA 763 UEMA 3.786
4047 CETEC
MG UFM G 20.565
MS 568 (1) 4165
MT 881 UEMT 5217
PA 766 UEPA 3.0096
FB 609 UFRN 3.950
PE 1.216 (1) 6.154
FI 584 (1) 2779
PR 2688 UEER 15.883
RJ 2075 UFR.J 8.807
RN 529 UERN 3.961
RO 401 UNIR 2051
RR a3 UEAM 560
RS 2891 UERGS 15.035
= 1504 FURB/IPTB pa
SE 232 (1) 999
IPT/SP
837 UFSCar
UNESP
Sp UNICAMP 48.974
TO 204 CPT 1.179

189910

(*) Atualizado em 14/01/2007
(1) UF sem contrato de monitoramento vigente em Janeiro de 2007.

Anexo 2. Modelo do questionério preenchido pelos funcionarios da ANP e pelos

controles.
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Questionario

Este questionario visa o conhecimento sobre alguns aspectos do estilo de vida e
condi¢Ses de saude, que podem influenciar nos resultados do nosso estudo. A informagdes aqui
presentes serdo mantidas em sigilo e visam unicamente ao suporte para a metodologia
empregada no estudo e para a analise dos resultados obtidos. Estas informa¢des ndo serdo
usadas, em hipdtese alguma com outros objetivos, além daqueles mencionados no projeto,
ficando a sua guarda sob a inteira responsabilidade do coordenador.

Nome:
Profissao:
Idade:
Naturalidade:
Sexo:
Profissao atual:
Estado civil:
Grau de instrugdo:
Enderego completo:
0. Tabagismo: ( )sim ( )ndo, nimero de cigarros/dia
Duracao (anos)
Parou de fumar ha (anos)
| 11. Etilismo: ( )sim (_)ndo, frequéncia (anos)
12. Uso de medicamentos (especificar)
Submeteu-se a algum tipo de exame radioldgico nos tltimos 6 meses (radio X, radioterapias ou
exames com isotopo
| radioativo).Especifique:
13. Episodio de exposicdo acidental a substancias quimicas.
Especifique:
14. Exposicdo ocupacional a substancias quimicas. Se sim, quanto tempo e quantas horas
semanais?
Especifique:
15. Antecedentes familiares com algum tipo de doenga cronico degenerativa.
Especifique:
16. Antecedentes familiares com doenga genética.
Especifique:
17. Tempo de trabalho na ANP:
Data de inicio:
(caso necessario, use o verso dessa folha para melhor especificar sua resposta)

SR AN R W=

Anexo 3. Grafico com o Teste de Normalidade com os dados de aberragdes

cromossomicas entre individuos expostos e controles.
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Probability Plot of AC
Normal

Mean 0,02194
StDev 0,03439
N 31
RJ 0,934
P-Value <0,010
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Anexo 4. Grafico com o Teste de Normalidade com os dados de micronucleos entre

individuos expostos e controles.
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