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Avaliagdo da exposi¢do ocupacional de trabalhadores frentistas de
postos de combustiveis utilizando como biomarcadores celulares
frequéncia de micronucleos e alteragoes citogenéticas

O objetivo deste estudo foi identificar os principais disturbios fisiologicos, relacionados as atividade laboral de trabalhadores expostos aos compostos BTEX (Benzeno, Tolueno, Etil Benzeno
e Xileno) e os danos genéticos causados em fungdo do grau de exposi¢do, assim como, a intercorrelagdo desses, com as caracteristicas sociodemogréficas dos trabalhadores de postos de
combustiveis de Ji-Parand/RO. O estudo foi realizado com um grupo de 120 voluntarios, sendo formado por 80 trabalhadores de postos de combustiveis e 40 individuos que ndo executam a
mesma fungdo, considerados como grupo controle. As caracteristicas sociodemograficas dos individuos do estudo foram obtidas por meio da aplicagdo de um questionario semiestruturado.
Ap0s, esses, foram divididos em 3 grupos para a coleta de amostras da mucosa oral e analise citoldgica. O grupo 1 (GE1) composto por 40 trabalhadores expostos aos BTEX e usudrios de
bebida alcodlica e tabagistas; o grupo 2 (GE2) formado por individuos exposto, com igual nimero de trabalhadores, e ndo usuarios de bebidas alcodlicas e tabagista. Esses grupos também
foram subdivido por idade. O grupo trés (GC) foi considerado como testemunha. Os resultados das analises citoldgicas da presenga de microntcleos e anormalidades celulares (cariorréxe,
binucleagdo, brotamento e apoptose), demonstram que os individuos dos grupos expostos apresentam maior prevaléncia de danos genéticos e anormalidades celulares em comparagdo ao
grupo controle, além de que, os individuos de faixa etaria entre 26 a 55 anos apresentaram maior frequéncia de microntcleos. Observou-se ainda que quanto maior for o tempo de exposi¢do
aos combustiveis, maior é a incidéncia dos sinais clinicos e danos genéticos as células da mucosa oral.

Palavras-chave: Derivados de petréleo; Microndcleos; Alteragdes nucleares.

Evaluation of occupational exposure of gas station gas station
workers using micronucleus frequency and cytogenetic changes as
cellular biomarkers

The aim of this study was to identify the sociodemographic characteristics of gas station workers in Ji-Parand/R0O, as well as the main physiological disorders related to work activities and
their correlation with genetic damage depending on the degree of exposure of these workers. It has been seen that the compounds of the BTEX group (Benzene, Toluene, Ethyl Benzene and
Xylene), present in petroleum products, are known as major depressants of human health. The study was carried out with a group of 120 volunteers, consisting of 80 gas station workers and
40 individuals who do not perform the same function, considered as a control group. For the collection of samples of the oral mucosa and cytological analysis, the volunteers were divided
into 3 groups, 2 exposed groups and a control group, and one (01) exposed group was composed of 40 workers with habits of consuming alcoholic beverages; and the second group (02) of
exposed individuals, with an equal number of workers, who do not have the habit of consuming alcoholic beverages and the control group for 40 people who do not work as a gas station
attendant, and are not alcoholic drinkers. Analyzes of the presence of micronuclei and cellular abnormalities such as cariorréxe, binucleation, budding and apoptosis, show that the individuals
in the exposed groups have a higher prevalence of genetic damage and cellular abnormalities in relation to the control group, in addition, it was possible to observe that individuals in the
aged between 26 and 55 years old presented a higher frequency of damages when compared to those between 18 and 25 years old. It was also observed that the longer the exposure time
to fuels, the greater the incidence of genetic damage in the cells of the oral mucosa.
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Avaliagdo da exposi¢bo ocupacional de trabalhadores frentistas de postos de combustiveis utilizando como biomarcadores celulares frequéncia
de microndcleos e alteragdes citogenéticas
SILVA, B. R.; CANDIDO, W. P.; SILVA, M. M. R.; CASTRO, E. S.; MENEGUELLI, M.; SCHONS, S. V.; SILVA, F. C.

INTRODUGAO

Solvente organico é a designacdo genérica dada a um grupo de substancias quimicas organicas que
apresentam maior ou menor grau de volatilidade e lipossolubilidade (RABELO et al., 2017). Esses solventes
liguidos sdo derivados do petréleo bruto, e produzidos principalmente por destilacdo de matérias-primas de
petréleo ou seus analogos sintéticos, as vezes seguidos por etapas adicionais do processamento, tais como
a extracdo do solvente, hidrodessulfuragdo ou hidrogenacdo (AMORIM, 2003). O uso desses compostos teve
crescimento proporcional ao uso de petréleo em industrias petroquimica e quimica, sendo esses, utilizados
na cadeia produtiva de inimeros produtos, como; agrotoxicos, fertilizantes, medicamentos, fibras sintéticas,
plasticos, etc. (BRASIL, 2006). Além dos derivados do petrdleo, também sdo encontramos os compostos BTEX
(benzeno, tolueno, etileno e xileno), os quais sdo compostos aromaticos, estaveis em suas ligagdes quimicas
e mais prejudiciais a saude humana. Os BTEX sdo potentes depressores do sistema nervoso central (SNC) e
podem causar toxidade crénica quando absorvidos em pequenas fragdes por longos periodos (RABELO et al.,
2017; AMORIM, 2003).

Dentre esses compostos aromaticos, o benzeno é um dos principais contaminantes que afetam
diretamente a salde dos trabalhadores de postos revendedores de combustiveis (PRC’s) (D’ALASCIO et al.,
2014; KEENAN et al., 2010). A maior vulnerabilidade desses individuos, deve-se a exposi¢do continua do ar
contaminado com tais residuos quimicos, que podem ser inalados durante atividade laboral diaria. Além de
gue, muitas vezes esses ndo conhecem o risco da exposicdo a tais compostos organicos volateis, presentes
nos combustiveis fésseis (D’ALASCIO et al., 2014). A inalagdo de altas concentracGes de vapores de gasolina
pode comprometer a saude fisica, bem como causar alteracdes no material genético, pois esses compostos
podem produzir tanto alteracbes cromossOmicas estruturais como numeéricas, dentre tais alteracdes
cromossOmicas sdo citadas a presenca de microntcleos (BASTOS-AIRES et al., 2012).

Dentre os ensaios de avaliacdo de genotoxicidade descritos na literatura e empregados na avaliacdo
de exposicdes ocupacionais e ambientais, como é o caso da exposicdo ao benzeno e vapores em postos de
gasolina, sdo: ensaio cometa, micronucleo, aberra¢cdes cromossGmicas e formacdo de adutos, que, em
conjunto com os ensaios utilizados para avaliagdao de indicadores de estresse oxidativo e polimorfismos,
permitem avaliar os efeitos de exposi¢cGes sofridas pelo material genético. O Micronucleo é um biomarcador
mais utilizado e possibilita observar as lesGes cromossémicas oriundas dessas acées genotoxicas (KEENAN et
al., 2010). Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi identificar as caracteristicas sociodemograficas
dos trabalhadores de postos de combustiveis de Ji-Parand/R0O, bem como, os principais disturbios fisioldgicos
relacionados as atividades laborais e a correlagdo desses aos danos genéticos em fung¢do do grau de

exposicao destes trabalhadores.

MATERIAIS E METODOS

Realizaram-se visitas a postos de combustiveis do municipio Ji-Parana/RO, durante o periodo de

marco a abril de 2018, para aplicagao de um questiondrio semiestruturado. Para tal utilizou-se uma amostra

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page | 154
v.12-n.1 * Jan 2021



Avaliagdo da exposi¢éo ocupacional de trabalhadores frentistas de postos de combustiveis utilizando como biomarcadores celulares frequéncia
de microndcleos e alteragdes citogenéticas
SILVA, B. R.; CANDIDO, W. P.; SILVA, M. M. R.; CASTRO, E. S.; MENEGUELLI, M.; SCHONS, S. V.; SILVA, F. C.

randémica composta de 120 individuos, de ambos os sexos, sendo formada por 80 trabalhadores de postos
de combustiveis, que mantém contato com produtos da petroquimica e 40 individuos que ndo executam a
mesma fungdo (ndo-expostos a produtos da petroquimica), e esses, foram considerados como grupo
controle. Os questionarios semiestruturados eram formados por questdes relacionadas a idade, sexo, habito
tabagista, consumo de bebida alcodlica, tempo de exposicdo a produtos petroquimicos, uso de equipamento
de protecdo individual (EPI) e a realizagdo de curso preparatério para frentistas. Além de questdes
relacionadas a saude durante as atividades. Realizou-se também, a coletada de material esfoliativo da
mucosa bucal, na clinica escola do Centro Educacional Luterano de Ji-Parana (CEULJI-ULBRA), de todos os
individuos do estudo.

A pesquisa foi aprovada no Comité de Etica em pesquisa do Centro Universitario Luterano de Ji-
Parand (CEULJI/ULBRA), com o nimero de protocolo 2.589.681 e realizado de acordo com a resolugdo 466/12
do Conselho Nacional de Saude. Todos os individuos que participaram da pesquisa foram informados dos
objetivos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).

A partir dos dados coletados durante as entrevistas, os individuos foram divididos em seis (6)
grupos. GE1-1: individuos expostos a produtos petroquimicos, fumantes ou consumidores de bebida
alcodlica com idade de 18-25 anos; GE1-2: expostos a produtos petroquimicos, fumantes ou consumidores
de bebida alcodlica com idade de 26-55 anos; GE2-1: expostos a produtos petroquimicos e ndo usuarios de
bebidas alcodlicas e fumantes com idade de 18-25 anos; GE2-2: expostos a produtos petroquimicos e ndo
usudrios de bebidas alcodlicas e fumantes com idade de 26-55 anos; GC-1: individuos ndo expostos a
produtos petroquimicos sem habito tabagista e de bebida alcodlica com idade de 18 a 25 anos e GC-2:
individuos ndo expostos a produtos petroquimicos sem habito tabagista e de bebida alcodlica com idade 26
a 55 anos.

Quanto ao tempo de exposi¢cdo as amostras foram divididas em quatro (4) grupos. GE1-1: individuos
expostos a menos de 3 anos a produtos petroquimicos, fumantes ou consumidores de bebida alcodlica; GE1-
2: individuos expostos a mais de 3 anos a produtos petroquimicos, fumantes ou consumidores de bebida;
GE2-1 individuos expostos a menos de 3 anos a produtos petroquimicos, ndo fumantes e ndo usuarios de
bebidas alcodlicas; GE2-2: individuos expostos a mais de 3 anos a produtos petroquimicos, ndao fumantes e
ndo usuarios de bebidas alcodlicas.

O material bioldgico para analises citogenéticas foi adquirido a partir de esfoliagdo da mucosa oral
realizada com auxilio de uma escova de cytobrush, coletando amostras do epitélio jugal direito e esquerdo e
das bordas da lingua, apds remover o material bruto com enxague bucal com agua. A coleta, fixacdo e
coloragdo de células da mucosa oral foram realizadas conforme o protocolo descrito por Thomas et al. (2009),
com modificagdes.

As amostras coletadas foram depositadas e transportadas em tubos Falcon de 15mL com solugao
tampdo Tris-HCI pH 6,8 (0,01 M Tris-HCI (Merck), 0,1 M EDTA tetrassoddico (Vetec), 0,02 M cloreto de sddio

(Merck) e processadas no laboratdrio de Biologia Molecular do Centro Universitario Luterano de Ji-Parana
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(CEUUJI-ULBRA). Inicialmente, as amostras foram levadas ao vértex a 1000 RPM por 1 minuto para
homogeneizacdo e retirada a escova de Cytobrush e, apds centrifugadas a 1000 RPM por 10 minutos,
desprezado o sobrenadante e adicionado 4 ml de solugao tampado, sendo repetido por duas (02) vezes. Logo
ap6s foi adicionado a solugdo fixadora de Metanol e Acido acético 3:1 e deixado a 10°C na geladeira por 16
horas e em seguida, centrifugado e desprezado o sobrenadante, tendo resultado pellets. Os pellets, entdo
foram homogeneizados com o auxilio de uma pipeta graduada, e 40ul foram fixados em laminas histoldgicas
através da secagem em temperatura ambiente por 30 min, e posterior imersdao em metanol a 80%. As laminas
foram confeccionadas em duplicata e coradas com Kit Pandtico Rapido LB (MENEGUETTI et al., 2012).

As laminas citoldgicas foram analisadas com microscopio dptico com iluminagdo simples utilizando
as objetivas de 40X e 100X. Utilizou-se na andlise e contagem de células o protocolo de Thomas et al. (2009).
Portanto, além dos micronucleos também foram computadas altera¢Ges nucleares caracterizadas por
cariorréxe, binucleacdo, brotamento e apoptose, cariorréxis, das amostras coletadas dos individuos dos
grupos. Os dados foram analisados com base em graficos elaborados no software Graph Pad Prism 7.01 (San

Diego, CA, EUA). A andlise estatistica foi realizada com (Oneway ANOVA) seguida do teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os grupos de individuos expostos aos produtos petroquimicos, independentemente, da idade,
do habito de fumar e/ou consumidor bebidas alcodlica, apresentaram aumento significativo da frequéncia
de micronucleo em comparagdo com o grupo controle ndo expostos a produtos petroquimicos (p < 0,001)
(Figura 1). Da mesma forma, os individuos expostos aos derivados de petréleo, apresentaram maior nimero
de anormalidades celulares em comparacdo aos individuos ndo expostos (p < 0,001) (figura 1). Estes
resultados corroboram com os dados observados em estudos realizados por Andreoli et al. (1997) e Lacerda

et al. (2015).
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Figura 1: Frequéncia de micronucleos (MN) em células de mucosa oral (para cada 2000 células analisadas) de
trabalhadores de postos de revenda de combustiveis, tendo como varidvel a faixa etaria. *** p < 0,001 representa o
nivel de significincia em comparagdo ao GC-1 e GC-2, respectivamente (teste ANOVA, Tukey).

Para Bonassi et al. (2003), a maior ocorréncia de micronucleos em individuos expostos a gasolina
pode esta diretamente relacionada ao dano cromoss6mico causado pela exposicdo a agentes mutagénicos,

defeito no processo mitdtico ou falha no reparo do DNA, pela associacdo positiva entre o agente mutagénico
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e os danos causados no DNA. Conforme a Instrugdo normativa n° 2 de 20 de dezembro de 1995, o benzeno,
presente na gasolina, € uma substancia reconhecidamente carcinogénica e causa clinicamente a sindrome
benzenismo, caracterizada por alteracGes no sistema nervoso central, hematopoiético, imunoldgico e
principalmente citogenéticos e anormalidades celulares, sendo estas duas uUltimas alteracGes, observadas na

populagdo investigada neste estudo (Tabela 1)

Tabela 1: Frequéncia de formagdo de anormalidades em células de mucosa oral (para cada 2000 células analisadas) de
trabalhadores de postos de postos de revenda de combustivel.

Anormalidade Nuclear Grupo Controle Grupo Exposto
Anormalidades em 2000 Cel Mean * SD Anormalidades em 2000 Cel Mean + SD
Cariorréxe 1,94+1,98 11,72+4,07***
Binucleagdo 1,61+1,68 6,27+2,65***
Brotamento 0,16+0,38 3,44+3,05***
Apoptose 3,83+3,01 8,16+4,92***

Significativo em relagcdo ao Grupo Controle: *** p < 0.001 (Mann-Whitney U-test).

Em sintese, o benzeno pode ser absorvido pelo corpo através dainalagao, contato dérmico e ingestao
acidental, e rapidamente distribuido pela circulagdo sanguinea, sendo metabolizado primeiramente no
figado (metabolizacdo primaria) e na medula dssea (metabolizacdo secundaria) e posteriormente os residuos
sdo eliminados na urina. Contudo, a via inalatéria é a principal forma de contaminagdo e de eliminacdo do
benzeno ndo metabolizado, por meio da expiracdo (SMITH et al., 2011).

De forma geral, o uso de equipamento de protecdo individual (EPIs) é a principal forma de protecdo
a intoxicagdo pelo benzeno, e o seu uso foi relatado por 86,25% dos trabalhadores entrevistados (Tabela 2).
Esses resultados divergem do observado em outros levantamentos, que demonstraram baixa utilizacao de
EPIs (THOMAS et al., 2009; SCHNEIDER, 2005; VENANCIO et al., 2008). No entanto, quando observado a
utilizacdo de luvas e mascaras pelos trabalhadores entrevistados neste estudo, observou-se que esses itens
nao sao utilizados como medidas de prote¢do (Tabela 2). De acordo com Andrade et al. (2016) os principais
riscos a exposicao dos frentistas sdo devido a inalagdo e contato com a pele. A auséncia do uso de EPIs
favorece o maior contato com os compostos, durante o manuseio, e a ocorréncia de danos genéticos
(MARQUES, 2011).

Da mesma forma, tais substancias sdo fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de boca
(BALLESTRERI, 2017), principalmente como indutores ou promotores associados a infec¢des virais como;
Papilomavirus humano, Herpes tipo 6 (HSV), virus do Epstein-Barr (EBV) e citomegalovirus (BRASIL, 2006).

Em relagcdo ao tempo de exposi¢cdo ocupacional, verificou-se que o maior nimero de trabalhadores
(62,5 %) permanece expostos aos derivados do petréleo em periodos de 9 a 12 horas ao dia e 68,75 %
desempenha a mesma func¢do a (03) anos (Tabela 2). Testes para avaliar a ocorréncia de microntcleos sdo
largamente utilizados em estudos de exposicao a vapores de gasolina, e demonstram uma relagdo direta
entre o tempo de exposicdo com a frequéncia de micronucleos (LACERDA et al., 2015). No presente estudo
nao foram observadas diferenca significativa entre o nimero de micronucleos e o tempo de exposi¢do (Figura
2). Embora, a frequéncia de MN foi maior nos grupos de individuos que fazem uso do tabaco e/ou bebidas

alcodlicos (GE1-1 e GE1-2) em comparagao com os demais grupos. Gopal et al. (2018) também observaram
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maior incidéncia de MN em células da mucosa bucal em individuos que fazem uso de tabaco, e sua incidéncia

estd de acordo a duracdo e frequéncia do uso.
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Figura 2: Frequéncia de micronucleos (MN) em células de mucosa oral (para cada 2000 células analisadas) de
trabalhadores de postos de revenda de combustiveis, tendo como varidvel o tempo de trabalho (teste ANOVA, Tukey).

Tabela 2: Caracterizagdo sociodemografico comparativa de frentistas de postos de combustiveis entre o grupo exposto

1 (GE1) e do grupo exposto 2 (GE2) do municipio de Ji-Parana — RO, 2018.

VARIAVEIS :S: OU"ACAO (%) GE1 n=40 (%) GE2 n=40 (%)
Sexo

Masculino 39 48,75 50 60
Feminino 41 51,25 50 40
Faixa etaria

18- 25 39 48,75 55 42,5
26-55 41 51,25 45 57,5
Fumantes

Sim 25 31,25 25 -
Nado 55 68,75 75 -
Usuarios de bebidas alcodlicas

Sim 40 50 87,5 -
Nao 40 50 12,5 -
Tempo de trabalho na area

<3 anos 55 68,75 52,5 60
>3 anos 25 31,25 47,5 40
Tempo de trabalho diario (horas)

06 -08 30 37,5 57,5 62,5
09-12 50 62,5 42,5 37,5
Treinamento de Seguranga

Sim 60 75 95 77,5
Nado 20 25 5 22,5
Uso de EPI

Sim 69 86,25 75 70
Nao 11 13,75 25 30
Bota 69 86,25 85 70
Uniforme 21 26,25 57,5 37,5
Mascara - - - -
Protetor Solar 25 31,25 60 45
Protetor térmico 5 6,25 - -
Boné 20 25 47,5 27,5
Luva - - - -
Desconforto ao usar EPI

Sim 30 37,50 35 40
Nao 50 62,50 57,5 67,5

No que concernem aos agravos a salde devido a exposicdo ocupacional, verificou-se que (35) 43,75

% dos entrevistados relataram apresentar dermatites recorrentes e (30) 37,50 % cefaleia, seguido de nauseas

(20) 25 %, tontura (12) 15% e irritacdo na garganta (6) 7,50 % (Tabela 2). Trabalhadores expostos aos
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derivados do petréleo podem apresentar sintomas neurolégicos como tontura, sonoléncia, dor de cabeca e
perda da consciéncia, assim como, a ingestdo de grandes quantidades de vapores de benzeno pode resultar
em irritagdes na garganta, vomito, tontura e convulsées (JURAS, 2005).

Além de que, neste estudo foram observados sinais clinicos sugestivos de intoxicag¢do crénica, como
a mialgia (20) 25%, zumbido (10) 12,50% e alteragdes na memoria (10) 12,50%. Estudos demonstram que
tais sintomas estdo relacionados a intoxicacao prolongado por BTEX em diferentes ambientes de trabalho,
além da associa¢do da exposi¢do alguns tipos de neoplasias (TUNSARINGKARN et al., 2012; MASEKAMENI et
al.,, 2019; MORADI et al., 2019).

Tabela 2: Comparativo sobre os sintomas relacionados ao cargo de frentistas, entre os grupos expostos GE1 e GE2 no
Municipio de Ji-Parand — RO.

SINTOMAS POPULAGAO n= 80 (%) GE1 n=40 (%) GE2 n=40 (%)
Afastamento do trabalho 8 10 15 5
Problemas respiratdrios 7 8,75 7,50 10
Nauseas 20 25 37,50 12,50
Tontura 12 15 15 15
Irritagdo na garganta 6 7,50 7,50 7,50
Dores lombares 15 18,75 17,50 20
Dermatite 35 43,75 15 10
Cefaleia 30 37,50 35 40
AlteragOes na memoria 10 12,50 12,50 12,50
Zumbido 10 12,50 12,50 12,50
Mialgia 20 25 25 25
CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram forte correlagao entre habitos ocupacionais e a utilizagao
incorreta de EPIs por trabalhadores de postos de revenda de combustiveis, além disso, foram registrados
relatos de sintomas de intoxicacdo provocados, provavelmente pelo contato com os derivados de petréleo.
Os dados indicam ainda que existe associagao significativa entre o habito tabagista, consumo de alcool e a
exposicdo aos derivados de petrdleo em relagdo a altera¢des citogenéticas, indicadoras de genotoxicidade.
Considerando que o teste do microntcleo em células de mucosa oral é amplamente aplicado, acessivel,
rapido e indolor, mais estudos podem ser realizados para melhor compreensdo sobre a genotoxicidade

provocada pelos derivados de petrdleo.
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