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RESUMO
A silica € um composto natural formado pelos ddésnentos mais abundantes na Terra -
oxigénio e silicio. A exposi¢ado a particulas deaitristalina induz a uma inflamag&o pulmonar
cronica, que pode evoluir para fibrose pulmonaarr@tando na doenca conhecida como silicose.
O estresse oxidativo desempenha um papel importenigatogénese desta fibrose pulmonar.
Sendo assim, a expressdo de genes antioxidantes, glotationa S-transferases (GSTs), sao
importantes componentes de protecdo das célulascorestresse oxidativo e sdo conhecidas
como genes altamente polimorficos, podendo coritripara a susceptibilidade a silicose. O
polimorfismo da GSTP1 A£G resulta na substituicdo do aminoacido isoleugor valina,
diminuindo, substancialmente, a atividade da enZB®&P1. O estudo teve como objetivo a
determinac&o do polimorfismo da enzima GSTP1 ebalihadores expostos a silica e associagéo
com silicose. A populacdo foi composta por 82 titsdidores expostos a silica oriundos,
principalmente, da industria naval. O polimorfisa GSTP1 foi analisado por PCR-RFLP.
Como resultado verificou-se que 31,6% dos trabaltesdtinham genotipo A/A, 57,9% A/G e
10,5% G/G. Observou-se que a media da atividadenétiza da GST foi menor (1,58 U/mL
enzima) em individuos com o alelo G em relacdo ko aA (1,84 U/mL de enzima).
Trabalhadores expostos a silica portadores do @etwmstraram um maior risco de desenvolver
silicose, embora os resultados ndo tenham sidafisajivos, provavelmente, em funcdo do
universo amostral. Os individuos portadores domakltiveram niveis menores na atividade da
GST, independente do genétipo das enzimas GSTM1S&TG Em conclusdo, estudos
adicionais devem ser realizados para determinaplim@rfismo da GSTP1 em populacbes
expostas a silica em comparacdo com populacbesxpiatas, pois os resultados deste trabalho
sugerem a utilizacdo da determinacdo do polimodisiam GSTP1, no processo de avaliacdo da
exposicdo a silica, como uma ferramenta complemeargaidentificagdo de subgrupos mais

susceptiveis ao desenvolvimento da doenca silicose.

Palavras-chaves: Silicose, Susceptibilidade, GSTP1



ABSTRACT

Silica is the natural compound of the two most alamh elements on Earth - oxygen and silicon.
Exposure to crystalline silica particles inducesodit lung inflammation, which may progress to
lung fibrosis, a disease known as silicosis. Thiglative stress plays an important role in the
pathogenesis of pulmonary fibrosis. In this respnet expression of antioxidant genes such as
glutathione S-transferases (GSTs) are importaptdtect cells from oxidative stress and they are
known as highly polymorphic genes, that may contelto silicosis susceptibility. The GSTP1
A—->G polymorphism results in amino acid substitutisaléucine for valine which substantially
diminishes GSTP1 enzyme activity. The objetive nfdg was the determination of enzyme
GSTP1 polymorphism in workers exposed to silica asgbciation with silicosis. The population
was composed of 82 workers exposed to silica comrmmgnly from the shipbuilding
industry.GSTP1 polymorphism was analyzed by PCRfRMs a result it was found that 31,6%
of workers had genotype A/A, 57,9% A/G and 10.5%Glt was observed that the mean
enzyme activity of GST was lower (1.58 U / mL engynn individuals with allele G compared
with allele A (1.84 U / mL enzyme). Workers exposedilica with allele G showed a higher risk
of developing silicosis, although the results hatibbeen significant, probably because of sample
size. Individuals with allele G had lower levels@ST activity, independent of the genotype of
GSTM1 and GSTT1 enzymes. In conclusion, furthedistito determine the polymorphism of
GSTP1 should be conducted in populations exposedilita compared with non-exposed
populations, because the results in this paper esigthe use of the determination of the
polymorphism of GSTP1, in the process of evaluatirgexposure to silica, as a complementary

tool in the identification of subgroups more likétydevelop the disease silicosis.

Palavras-chaves: Silicosis, Susceptibility, GSTP1
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1.1 Silica

O silicio (Si) é o segundo elemento mais abundaaterosta terrestre depois do carbono.
Um atomo de Si combinado com dois atomos de oxigéDi) forma o diéxido de silicio, ou,
como é mais comumente chamado, a silicaf)Ssilica € uma substancia quimicamente inerte
e pode ser de origem mineral, biogénica ou sirtétic

Existem duas formas de silica: a nao-cristalinaoféah e a cristalina, que quando
combinadas com metais (aluminio, ferro, manganésddio) e Oxidos formam silicatos,
correspondendo a 60% de todo silicio presente ma.Tembora néo seja inerte, a silica amorfa é
menos téxica do que a cristalina.

A silica cristalina pode ser encontrada na areéanediversas rochas (arenito, granito e
siliex) e apresenta varios tipos, como o quartztrjistobalita, a trimidita, a noganita, a kealita,
tendo todos a mesma composicdo quimica, mas diésrearquiteturas atbmicas, o que lhes
confere diferentes propriedades fisicas. A form@&mamum é o quartzo, que corresponde a,

aproximadamente, 12% do peso da crosta terfestre

1.2 Exposicéo a Silica

by

A exposicdo a silica cristalina ocorre, principalitee a partir das atividades que
necessitam do manuseio de material provenienteigrfécie terrestre. As principais atividades
ocupacionais silicogénicas no mundo sdo: mineraga&hjstria naval (jateamento de areia),
trabalhos autbnomos como o de artesdos e vidracemetalurgia e trabalhos em pedreiras. No
estado do Rio de Janeiro, a pratica de jateamen&wada foi proibida, pela Lei n°® 1979 de 23 de

marco de 1992. E a partir de 2005, a portaria 98utigbro de 2004 do Ministério do Trabalho e



Emprego proibiu, em todo o territdrio nacional asisidades de jateamento de areia de qualquer
tipo™®.

Apesar dos riscos conhecidos, a exposicdo a siininua elevada, mesmo em paises
desenvolvidos. No Brasil, o numero de trabalhadergsstos ocupacionalmente a silica esta
estimado em, aproximadamente, seis milhdes. Sengdrog milhdes na construcdo civil,
guinhentos mil na mineracéo e garimpo e mais demdhdes em industrias de transformacéo de
minerais, metalurgia, industria quimica, da boraaaeramicas e vidro. Com isso, 0 numero de
trabalhadores expostos representa 14,6% do totatrabalhadores inseridos no mercado
formaf’®

A inalagcédo de particulas de silica esta associad#esenvolvimento de doencas como a
silicose, doenca pulmonar obstrutiva cronica, cddeegulméo, insuficiéncia renal e aumento do
risco de tuberculose pulmonar e de doencas ligada®mlageno. Desde 1996, a silica cristalina
inalada, sob a forma de quartzo e cristobalitaprésiderada uma substancia carcinogénica para
humanos (grupo 1) pelaternational Agency for Research on CandéhRC)?° %

Para evitar a respiracdo de poeira de silica, edgumedidas de controle da saude do
trabalhador podem ser adotadas pela empregadsraptao: mudanca da matéria-prima, adogao
de processos ou operacfes que ndo produzam poeidificacdo do local para evitar que a
poeira se espalhe pelo ambiente, instalacdo destems de ventilacdo local exaustora, limpeza
do local por lavagem ou por aspiracdo, realizagiondnutencdes preventivas e corretivas em
todos 0s equipamentos operacionais, sinalizacdotdagem da area e de produtos que
contenham silica, monitoramento ambiental, utiBzacde protecdo respiratoria para o
trabalhador, realizacdo de exames periddicos,dgad de tempos de exposicdo e treinamentos

periodicos?.



O limite de exposicao representa a concentrac&ublstancia permitida, com base nos
efeitos a salde e no periodo de tempo para a cagdmcom o limite permitido. Os limites sédo
utilizados como guias de orientagcdo para a preeerg@ riscos a saude. Varios paises
estabelecem seus préprios valores recomendadosnides| de exposicdo ou adotam os de
instituicbes de outros paises como, por exemgddional Institute for Occupational Safety and
Health (NIOSH), American Conference of Governmental Industrial Kpgts (ACGIH) ou
Occupational Safety & Health Administratig@SHA). O Brasil utiliza o limite de tolerancia
(LT), para silica cristalizada, na forma de quarfreconizado pela Norma Regulamentadora 15
(NR-15), anexo 12, porem o Programa Nacional dmigicdo da Silicose (PNES) preconiza a
revisdo desse limite, considerando este agenteicutomo carcinogénic6™****> A Tabela 1
mostra os limites de exposicao a silica das agéediadas acima.

Um dos objetivos do PNES ¢é a reducdo, significatiles taxas incidéncia da doenca até
2010 e a sua total erradicacdo como um problem@adele Publica até o ano de 2030, tendo
como uma das metas a promocao de estudos e pesspisa medidas e estratégias eficazes que

evite ou controle a exposicéo de trabalhadoresagsoatmosféricas



Tabela 1: Valores recomendados e limites de exposi¢do otupa@ara a silica. Dados do ano

de 2005".
Instituic io Nomeclatura Substancia Valor Recomendado
ou LEO* {mg.-"m3}
NIOSH BEEL-TWA (recommended  Silica cristalina na forma REL=0,05
gxposure limif-fime- de guartzo, tridimita ou
weighted average) cristobalita como poeira
Jornada 10 horas didrias ou na fracio respirdwel
40 horas semanais
OSHA TEL-TW & {permissible Silica cristalina TEL= 10/ %510, + 2
gxposure limif-fime- respirdvel na forma de
weighted average) fuartzo
Jornada & horas didrias oun
40 horas semanais Silica cristalina TEL= metade do walor
regpirdvel na forma de calenlado para guartzo
tridimita ou cristobalita
ACGIH TLV-TW Affhrashold Iimif  Silica cristalina TLY=0,05
value- Omit-fime-weighfed  respirdvel na forma de
qaverage) guartzo, tridimita on
Jornada & horas didrias ou cristobalita
4% horas semanais
TEM (Ministério do Limite de tolerdncia Silica cristalina LT=&r%510,+2
Trabhallo e Jornada 2 horas didrias ou  respirdvel na forma de
4% horas semanais fuartzo como poeira na

Emprego/B rasil)
NE-15, Anexo 12

fragio respirdvel

* LEO: Limite de Exposi¢cado Ocupacional

1.3 Silicose

A doenca silicose € a pneumoconiose mais frequesgrdo, por isso, de grande
relevancia para a Saude Publica. As pneumoconiageesentam um conjunto de doencas
pulmonares relacionadas a exposi¢ao as poeirasaisimms ambientes de trabalho, reunindo um
grupo de doencas respiratérias conhecidas peldeagencipal causadar

A silicose é considerada uma das mais antigas deesgupacionais conhecida, oriunda
da inalacdo de poeira de silica cristalina, send@mig comum causada pela particula em forma
de quartzo. No Brasil e no mundo, esta doenca itwinsin problema de Saude Publica que ja

poderia ter sido erradicada com o uso de medidasmteole nos ambientes ocupaciofifis



A prevaléncia desta doenca continua elevada p@acda dificuldade de se eliminar a
exposicao a poeira nos ambientes de trabalho.olsswe por diversos fatores interdependentes,
como: baixo nivel de investimento financeiro emtomle ambiental dos processos de trabalho,
fiscalizacdo governamental inadequada e insufiejesniséncia de um cadastramento especifico
das industrias que manipulam matérias-primas cdotaflica, auséncia de percepc¢do de risco
por parte dos trabalhadores, n&o priorizacdo ddlgma por parte dos sindicatos de
trabalhadores e baixa qualidade dos programas deot® médico e de saude ocupacional
praticados pelas empresas empregadoras, o quealewm baixo indice de diagnosticos
precoce¥.

No Brasil, a silicose tem sido descrita desde &3&ualmente, € a pneumoconiose com
maior prevaléncia. No entanto, o numero de doemdesé completamente conhecido. Estudos
recentes permitem aproximacdes pontuais sobre raéocta da doenca em algumas atividades
industriais. Altas prevaléncias de silicose foramomtradas em trabalhadores da industria de
construcdo naval (23,6%) e em cavadores de potesianos (17,4%). Os registros oficiais da
Previdéncia Social, mesmo considerando-se a dftaosificacdo, revelaram a ocorréncia de dois
casos de silicose para 10.000 contribuintes nalarzp03*"*2

Com relagdo a anatopatologia da doenca é obsermadparénquima pulmonar, tecido
fibroso e células inflamatérias (linfocitos, plasitos e macréfagos) que formam o chamado
nédulo silicéticd®. Nas figuras 1 e 2, sdo mostrados os nédulosisiias e alvéolos com
estruturas relativamente preservadas e as padicdasilica utilizando microscopia de luz

polarizada, respectivamente.
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Figura 1: Nodulos silicéticos e alvéolos, relativamente pres#gos em microscopia.

Fonte: FCM-UNICAMB®.

Figura 2: Em microscopia de luz polarizada, as particulasiliea brilham intensamennte e o

restante do campo fica escuro.

Fonte: FCM-UNICAMB®.



Os principais sintomas da doenca silicose séoetgeeducao de escarro e dificuldade
respiratdria grave. A fibrose pulmonar reduz ooleiscular capilar do pulmao, podendo causar
hipertensdo na circulagcdo pulmonar, resultandamas®g hipertrofia e dilatacdo do ventriculo
direito do corac&s.

Dependendo da intensidade e duracdo da exposiganatdreza da particula de silica
inalada, da presenca ou ndo de materiais orgamigosorganicos na poeira, do fato das
particulas serem recém quebradas, a silicose mdprsesentar com formas e graus diferentes:
silicose simples (nodular), silicose aguda, fibroseica progressiva e fibrose intersticial difusa
sdo exemplod?:#2

Com relacdo ao fato das particulas serem recénraypla) seja por conta de perfuracéo
de pocos ou por causa de jateamento, isso acala@groetar um maior nimero de radicais livres
na superficie da silica, sendo assim responsawwisup maior estimulo a producdo de
substancias oxidantes

Com relagédo ao diametro, a particula de silica pedgepositar em diferentes regides do
trato respiratorio. A fracdo inalavel das partisuleapaz de entrar pelas narinas e boca, tém
didametro aerodindmico menor do que 1®. O material particulado menor que 2% € capaz
de entrar pela laringe e pelas vias superioresgtrdo nas vias aéreas dos pulmdes. Ja as
particulas menores que 1én, ficam depositadas nos alvéolos pulmonares, ondege a troca
de gases pulmonares, causando, assim, efeito admersocal, como, o desenvolvimento da

silicose.



Com relacdo & intensidade e duracéo da exposigiiaz Bttt cita aLabor Occupational
Safety and Health Administratippara classificar a silicose em trés tipos:
Cronica: acontece depois de 10 ou mais anos de exposip&glenas quantidades de po de
silica;
Acelerada: € verificada depois de 5 a 10 anos de exposicg§oaatias moderadas de silica

cristalina;

Aguda: pode se desenvolver dentro de algumas semandé oumeo anos depois da exposicao a

concentracdes altas de silica cristalina.

1.4 Diagndstico da Silicose

O diagnostico da silicose € feito com o levantamedd histério ocupacional de
exposicao a poeira mineral e radiografia com imagampativeis com o grau de evolucdo da
doenca. O histérico ocupacional da exposicdo deveosmais completo possivel (tipo de
trabalho, substancias utilizadas no emprego). &Ardehacdo da relacdo da exposicdo com o
infcio dos sintomas faz parte da abordagem diaipaddas doencas respiratérias ocupacionais

A radiografia é classificada de acordo com os pegintadiologicos da Organizacdo
Internacional do trabalho/2000 (OIT/2000), sendalifjuada quanto a profusdo de lesdes e o
tipo de lesdo. Quanto a profusdo das lesbes nmquarda pulmonar, estas sao divididas em
categorias de 0 a 3, que por sua vez sdo subdigigich mais?.

Categoria 0: Raios-X com leitura 0/-, 0/0 e 0/1
Categoria 1:Raios-X com leitura 1/0, 1/1 e 1/2
Categoria 2: Raios-X com leitura 2/1, 2/2 e 2/3

Categoria 3:Raios-X com leitura 3/2, 3/3 e 3/+



As radiografias 0/-, 0/0,0/1 sdo consideradas nistn#a classificacdo 0/1 ja apresenta
pequenas opacidades, porém insuficientes paragodtitico. As categorias 1/0, 1/1, 1/2, 2/1, 2/2,
213, 3/2, 3/3, 3/+ estdo em escala crescente dasdim Na categoria 1, a profusdo € baixa mas
suficiente para o diagndstico, porém séo lesdoeditaclas. Na categoria 2, ocorre um inicio de
alteracdo no desenho vascular. Na categoria aublaura pulmonar esta inteiramente alterada.

Quanto ao tipo, estas lesdes sdo classificadaspagidades redondas ou regulares e
lineares ou irregulares. Utilizam-se duas letrgasslas por uma bafra
As opacidades regulares sao:

p: didmetro médio inferior a 1,5 mm

g: didmetro médio entre 1,5 e 3,0 mm

r: diametro médio entre 3,0 e 10,0 mm
As opacidades irregulares sao:

s. espessura média inferior a 1,5 mm

t: espessura media entre 1,5 e 3,0 mm
u: espessura media entre 3,0 e 10,0 mm

De acordo com este critério, a radiografia do pdeié classificada como silicose quando
esta maior ou igual a 1/0. Porém muitas vezesdiagefia ndo é de boa qualidade e n&o téo
sensivel, com isso ndo sendo possivel realizar iagndstico precoce da doenca. Embora néao
seja largamente utilizada, a tomografia computaddea de alta resolucédo pode dar informagdes
adicionais importantes, tanto na deteccdo precoee pedquenas opacidades quanto no

estadiamento da doenca e na identificacdo de pissomplicacdés?®



1.5 Mecanismo Celular e Molecular da Silicose

Uma vez instalada, a silicose é irreversivel, mego®o individuo se afaste das fontes de
contaminacdo. Sendo, a via respiratérioa a portantteada para as particulas de silica, quando
entram nos pulmdes sdo fagocitadas pelos macréfalgeslares. Apos isto, dependendo da
caracteristica superficial das particulas, o pszg®de se repetir ou provocar ativacdo de mais
macrofagos e/ou levar a morte celular. Este ciédofajocitose e morte celular d& inicio ao
processo inflamatdrio. Este processo faz com quearsofagos sejam ativados, a nivel celular e
molecular, provocando a ativacdo dos fatores aesd¢ragdo e a liberagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrog@RNGS), fatores quimiotaticos, enzimas liticas,
citocinas, fatores de crescimento. E ocorrem suilesegs ciclos de ingestdo e reingestdo com
recrutamento de macréfagos alveolares, neutrdilogécitos que causam lesdes e destruicdo do
tecido, dando inicio a fase de reparacdo ou dalagsto da fibrose (tecido cicatricial). Essas
areas cicatriciais nao permitem a passagem normabxigénio para o sangue, os pulmbes
perdem a elasticidade e a respiracéo exige um reaforcd Na figura 3, sdo ilustradas as

principais etapas da resposta celular a exposiséa.
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Figura 3: Resposta celular a exposicdo a silica: (1): Igiaracom a matriz extra celular; (2):
Fagocitose pelos macréfagos alveolares; (3¢arance (4): ativacdo e morte de macrofagos;
(5): resposta celular por meio dos produtos libesados macrofagos; (6): acdo direta das

particulas de silica as células; (7): geracdo d®@ERERNs (Adaptado de Fubini & Hubbd)d

O organismo humano sofre acdo constante de ERONs ERoutros radicais livres
gerados em processos inflamatdrios, por algumardi&b biolégica ou ainda provenientes da
alimentacdo.Esta acdo pode causar peroxidacdo dos lipidios e@mbnana e agressdo a
macromoléculas como proteinas, enzimas, carbogl@tdNA. A producdo em excesso destas
particulas € combatida por antioxidantes, commasmas metabolicas glutationas S-transferases
(GSTs). Sendo o desequilibrio entre moléculas oxétae antioxidantes chamado de estresse

oxidativa’®.
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1.6 Glutationas S-Transferases (GSTS)

As GSTs sdo enzimas diméricas e de fase Il daabsfiormacdo. Estas enzimas sao
produtos de uma familia de genes localizados erratifes cromossomos humanos, sendo
separadas em classes: alpha, mu, pi, theta, sidappa. Dentro de cada classe sdo encontradas
variagdes, sendo as trés mais estudadas: glutafidrensferase M1 (GSTM1), glutationa S-
transferase T1 (GSTT1) e glutationa S-transferdsgSTP15°,

Dentre os sistemas de detoxificacdo, as enzimas @83suem um importante papel na
modificacdo de compostos eletrofilicos reativostdapela conjugacdo com o0s grupamentos
glutationas, como também por ligagdo com variookgnicos, tornando-os mais hidrofilicos,
sendo, assim, mais facilmente excretados pela.urimgo, as GSTs fornecem prote¢cdo contra
compostos eletrofilicos (EROS, poluentes ambiemtaigentes carcinogénicos)

No caso da exposicao a silica, esta pode espontanéapromover a formacao de EROS,
via reacdo radicalar, em solu¢cdo aquosa (nos alwvéollmonares) ou apds fagocitose por
macréfagos. Os compostos eletrofilicos téxicos &mtos sdo: Sify), trioxido de silicio

(SiOs(s)), cation de silicio ($) e anion superéxido (£)?"

1.7 Polimorfismos Metabdlicos e Susceptibilidade Gética

A metabolizacdo de compostos xenobibticos reprasemh dos mais importantes
mecanismos de protecao das células. A grande \lal@a® na capacidade de ativar ou inativar
compostos com potencial téxico pode ser influerigelos polimorfismos de genes que
codificam enzimas de metabolizacdo. Estes polisrads podem ser responsaveis por um
metabolismo deficiente, eficiente ou ultra-rapidmanobidtico. Sendo assim, dependendo do
tipo de reacao mediada por estas enzimas, taim@dismos poderdo trazer vantagens ou

desvantagens na susceptibilidade a certas patstbgia
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Sob condi¢cdes de exposicdo semelhantes, variagbequéncia do DNA de alguns
genes podem afetar o nivel de expressdo, a estretua atividade catalitica de enzimas
metabdlicas de diferentes individuos. A variacéoégea no genoma humano € um fenémeno
comum e dois individuos diferem entre si, aproxiamente, 1 par de base (pb) a cada 1000 pb
analisadas. Sendo os polimorfismos de U(nico nudeot — SNPs sfngle nucleotide
polimorphism} responsaveis por 90% das alteracdes gendmicad@% restantes ocorrem por
insercdes, delecdes, repeticdestantleme microssatélitéé

Os SNPs tém sido identificados em genes resposs@ed metabolismo, proliferacéo
celular, transporte, resposta inflamatéria e repdeo DNA, estando relacionados com o
desenvolvimento de algumas doencas, como, por daempcancer. O conhecimento destes
polimorfismos pode determinar quais individuos s@ais sensiveis a exposicdo a uma
determinada substancia quimica, sendo denominadasadores de susceptibilidade que podem
ser utilizados como ferramentas complementaresrocepso de avaliacdo de risco, fornecendo
dados que podem ser usados para predizer, precsteenee desenvolvimento de doencas e
também para implementac&o de programas de prevdasdnesmas>**

Recentes estudos sugerem que o estresse oxidativan importante papel na patogenia
de fibrose pulmonar. Por isso, a expressdo dosgneoléculas do sistema antioxidante, como
as GSTs, é importante na resposta pulmonar. Alésodié sabido que os genes polimérficos
contribuem para a susceptibilidade genética. Selpyns dos genes polimorficos mais
estudados: GSTM1, GSTT1 e GSTP1

O gene da subfamilia GSTM esta localizado no cesmmo 1p13.3, contendo cerca de
100 Kb e possui 5 variantes: GSTM1, GSTM2, GSTMST®4 e GSTM5. A delecao do gene
da GSTML1 resulta na ndo expressao da enzima GSTiMhdividuos homozigotos. A figura 4

apresenta o mapeamento detalhado do gene da GSBianuo que o gene da GSTM1, que
13



7 7

possui 8 exons, € flanqueado, isto €, ladeado pa@s dregibes quase idénticas de,
aproximadamente, 4,2 quilobases (Kb). E que o &I M1 nulo surge da recombinacao
homologa destas duas regides, resultando na séprdesl6 Kb, a qual contém todo o gene da

GTSMZY.

GSTM4 GSTM2 GSTM 1 GSTM 5 GSTM 3
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Figura 4: Gene GSTM constituido de 5 variantes: GSTM1, GSTKETM3, GSTM4 e

GSTM5. GSTML1: formado por 8 exons (retangulo pretehdo o alelo selvagem flanqueado por
duas regides quase idénticas (retangulos cinzasigeto que o alelo nulo é formado a partir da
recombinacdo homologa das duas regibes flanqueeskadtando na supressdo de 16kb que

contém todo o gene (Adaptado de Farl

A GSTM1 esta, principalmente, envolvida na detogifdo de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, solventes como o benzemuteos mutagénicos. Individuos GSTM1-
nulos por ndo apresentarem esta enzima, possuemsaoaumentado para efeitos de uma
grande variedade de carcindgenos ambientais, s@aito susceptiveis ao desenvolvimento de
cancer. Este gendtipo também foi positivamente céado com niveis altos de adutos de

DNA383°
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A subfamilia GSTT esté localizada no cromossomal2Zje consiste de dois genes:
GSTT1 e GSTT2, tendo, aproximadamente, 55% dosa@mitios idénticos. O gene da GSTT1
consiste de 5 exons e é flangueada por duas red®ekBkb (HA3 e HA5) que sdo 90%
homologas. Como mostrado na figura 5, o alelo GSiAlld surge da recombinacdo homologa
das regibes HA3 e HA5, resultando na delecédo dé fdke contém todo o gene da GSTT1. O

alelo nulo resulta na auséncia de producéo da engimindividuos homozigotts

HA3 GSTT1 HAS5 GSTT2
—l:;:l—p-  — ——
¥ \ \\ e s
/ \ % -~
s \ ~—
s 1 \ ~~o
\ \ i
Alelo Selvagem \ A =

Figura 5: Gene GSTT constituido de 2 variantes: GSTT1 e @STISTT1: formado por 5
exons (retangulo preto), sendo o alelo selvagengtieado por duas regides (HA3 e HAS) quase
idénticas (retangulos cinzas) enquanto que o alalo é formado a partir da recombinacgéo
homologa das duas regides flanqueadas, resultandelecéo de 54kb que contém todo o gene

(Adaptado de Pa).
A enzima GSTT1 esta envolvida na detoxificacdo ma série de compostos, tais como:

pequenos hidrocarbonetos reativos (exemplo: digptaino), halometanos sintéticos e outros

quimicos industriafS.
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A tabela 2 mostra o resultado de um estudo realjzaol Rio Grande do Sul, no qual os
genodtipos nulos para GSTM1 e GSTT1 apresentaragquéreias diferentes quando foram

comparados individuos euro e afro-brasileiros.

Tabela 2: Frequéncias dos genotipos nulos de GSTM1 e GSTHT individuos euro e afro-

brasileiros do Rio Grande do Sul.

Polimorfismo Euro-brasileiros (n*) Afro-brasileiros (n)
GETMI nulo 0,500 90y 0,340 00102y
GETTI nulo 0,211 090y 0,280 (14M

* Nimero: n

Fonte: Kvitkoet af%.

Estudos apontam que o0s genétipos GSTT1 e/ou GSTN restdo associados com o
aumento do risco de cancer de bexiga, de pulmdoretal e de cabeca e pescoco, pois a
auséncia destas enzimas poderia reduzir a capacidadorganismo de detoxificar certos
metabdlitos reativos. Também hd indicios de queithdos GSTT1/GSTM1 nulos estdo mais
propicios a um aumento nos niveis de adutos de Dd¢Afrocas de cromatides-irmas e de

mutacBes genéticas**°

1.8 Polimorfismo da Glutationa S-Transferase P1

O gene da subfamilia GSTP1 esta localizado no gsomo 11q13, contendo 2,8 Kb e 7
exons, sendo responsavel por codificar a isoenzitha de 209 aminoacidos, que est4,
comprovadamente, envolvida no metabolismo de cotpdsalogenados, moléculas de baixo

peso molecular e epdxidos reativos de alguns hdbonetos aromaticos policicli¢os
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A GSTP1 é observada em maior concentracdo nos pslngsbfago e placenta. Nos
pulmdes, a enzima é mais expressa nos alvéolosnao®fagos alveolares e nos bronquiolos, e
esta associada com doenca pulmonar crbnica obstristudos apontam que o aumento da
GSTP1 em células cancerosas, pode ajuda-las contestresse oxidativo induzido por
citostaticos (drogas que evitam a multiplicagdoceescimento de células - quimioterapia) e, com
isso, inibir a apoptose e levar ao aumento do tefifior

O polimorfismo mais estudado da GSTP1 é o queesstdlvido na troca do nucleotideo
adenina (A) pela guanina (G) na posicdo +313 doneXp resultando na substituicdo do
aminoacido, no coédon 104, de isoleucina (lle) pdima (Val), conforme mostrado na figura 6.

Estes alelos formam trés diferentes gendtipos: AIS, e G/G°“¢

GSTPi
e AR A [
28ko N 0N SN Vs N
AN 74 y / 5 7T S et
RNA RV W v/ A e C .
m
075kp LH2L 3 E 59y 6 v 7 :
1 G T 1
1 1
] ]
! ||? I
Proteina l
209 aa
1 Vel 209
104

Figura 6: O gene da GSTP1 constituido de 7 exons. O polismof ocorre através da troca do
nucleotideo adenina (A) pela guanina (G) no exore§iltando na substituicdo do aminoacido

isoleucina por valina na posicéo 104. (Adaptad®aié’).
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Alguns estudos tém mostrado que as isoformas apeeseliferencas na especificidade
de ligacdo ao substrato e na estabilidade térniias alteracdes podem conferir diferentes
atividades cataliticas, sendo demonstrado que o &e confere uma atividade catalitica
aumentada em sete vezes para hidrocarbonetos armasn@oliciclicos diol epdxidos, porém trés
vezes menor para 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, quartdoparadas com as enzimas codificadas
pelo alelo A"*8

Kvitko et af? analisaram uma amostra de descendentes de eurapusio do Rio
Grande do Sul, sendo a distribuicdo encontrada®2@®®Gpara o genaotipo A/A, 40% para A/G e
7,8% para G/G. E, em outro estudo, uma amostra fidebeasileiros teve a distribuicdo
genotipica de 47,8% para A/A, 42,6% para A/G e 9ava G/G°.

A GSTP1 é conhecida por metabolizar muitos comgos#rcinogénicos, como, por
exemplo, o benzopireno diol epodxido (BPDE), o qéalum dos principais metabdlitos
carcinogénicos derivados da fumaca do cigarro. Adgstudos realizados entre este metabdlito e
o alelo G da GSTP1, encontraram que a enzima taratsudade catalitica reduzida, e com isso,
aumenta a susceptibilidade para o caficér:

Um estudo sobre o polimorfismo da GSTP1 e exposicéilica mostrou que o alelo G
esta mais envolvido na predisposicdo ao desenvehtionda silicose. Neste estudo, os autores
reportam que a enzima GSTP1 ndo estd envolvidegrgemna detoxificacdo, mas também na

expressao da interleucina 12b (IL-1¥b)
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2.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como finalidade a determinagcguotimorfismo da enzima GSTP1 em
trabalhadores expostos a silica e associacdo dmwossi Este trabalho esta inserido em um
estudo mais amplo que visa avaliar os parametnasoigenéticos e de estresse oxidativo em

trabalhadores expostos a silica

2.2 Objetivos Especificos

1. Levantamento dos dados soécio-demograficos eistdrico ocupacional de exposicdo da
populagéo estudada;

3. Determinacao do polimorfismo da enzima GSTPfomulacdo estudada;

5. Determinacao dos polimorfismos da GSTM1 e GSiAd populacdo estudada;

6. Relacao entre trabalhadores expostos silicotigwo silicoticos e os polimorfismos.
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Este trabalho foi submetido ao Conselho de Etic®esquisa (CEP) da Escola Nacional
de Saude Publica Sérgio Arouca/ Fundacdo Oswaldz QENSP/FIOCRUZ), recebendo
aprovacao com parecer 95/07. As analises labca@daram realizadas no setor de Indicadores
Bioldgicos do Laboratério de Toxicologia do Cendim Estudo da Salde Trabalhador e Ecologia
Humana (CESTEH), que apresenta infra-estrutura paggecucao de metodologias de carater

bioquimico e de biologia molecular.

3.1 Amostra Populacional

A populacao de estudo foi composta de trabalhadoqesstos a silica, acompanhados no
Ambulatério do CESTEH/ENSP/FIOCRUZ. Os trabalhadoreforam selecionados
aleatoriamente, tendo todos idade superior a 18 amm sexo masculino. A participacao de cada
individuo foi voluntaria com assinatura de um terdgconsentimento livre e esclarecido. Ao
aceitarem participar do estudo, os voluntarios iseguas seguintes etapas: responder a um
guestionario; exame clinico (anamnese, exame dgreSBAAR), espirometria; radiografia de

térax) e, por fim, as coletas das amostras de sgp@a as analises laboratoriais.

3.2 Avaliacdo Fisica e Clinica

3.2.1 Exame Fisico e Questionarios

O questionario foi aplicado com a finalidade detenbdo de informacdes socio-
demogréficas (anexo 1) e sobre o histérico ocupatide exposicdo e da saude do trabalhador,
sendo complementadas com o exame fisico. Tendosacamoo propdsito a avaliagdo do grau de
acometimento dos individuos e a evolucao cliniasiotomas, além da identificacdo de outras

co-morbidades e possiveis fatores de confundimento.
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3.2.2 Exames Radiograficos do Torax

A técnica radiolégica utilizada seguiu os padréescgnizados pela OIT/20800 Com
isso, as radiografias do torax dos trabalhadoresnfoclassificadas levando-se em conta a
profusdo das lesdes e o tipo de lesdo no parénquitmaonar, sendo divididas em categorias de
0 a 3. Foram considerados alterados os Raios-Xndibsduos em que a média da leitura era

maior que 1/0.

3.2.3 Exame de Escarro (BAAR)

Para o diagnostico da tuberculose foi utilizadoxange de escarro. Para isso, trés
amostras de escarro devem ser colhidas e analiggdasmétodo baciloscopico. Amostras
falsamente positivas se restringem a menos de E6akms. A baciloscopia é um exame de facil
execucao e deve ser realizada em todo o paciemepapduza escarro espontaneamente ou
induzido. Sua sensibilidade é de 75%, sendo estingp@ sejam necessarios de 104 a 105
bacilos/ml de escarro para ser possivel a sua gd&tecao microscépio Optico.

A amostra de escarro deve ser coletada preferemenéd pela manhd, quando o paciente
costuma apresentar uma maior expectoracdo, apdslaace realizar higiene oral, sendo
encaminhada para exame de pesquisa direta de Badlo-alcool resistente (BAAR) através de
coloracdo especifica. Para os pacientes que n&egoem espontaneamente produzir escarro,

pode-se induzi-lo através de inalacdo de solugéwmdapertonica.

3.2.3 Teste Espirométrico

A espirometria avalia a funcdo ventilatoria, refldo dados sobre distensibilidade ou
resisténcia elastica do aparelho respiratorio eesalresisténcia ao fluxo aéreo. E um teste que

auxilia na prevencgédo e permite o diagnéstico eamftificacdo dos disturbios ventilatérios, tendo
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um importante papel na pneumologia ocupacionak RBarealizacdo do teste espirométrico foi
utilizada a técnica orientada pefamerican Thoracic Societgue consiste numa expiracado

forcada até o limite do volume de reserva expiiat@pos inspiracdo méaxinfa

3.2.4 Coleta das Amostras de Sangue

Para a realizacdo das anélises de hemograma ¢ongaeatividade da enzima GST e dos
genotipos das enzimas GSTM1, GSTT1 e GSTP1 forahlatacims, em tubos contendo
anticoagulante EDTA, cerca de 10 mL de sangue édrae puncdo venosa. Em seguida, os

mesmos foram acondicionados sob refrigeragéo mi@noento das analises.

3.3 Materiais

3.3.1 Reagentes

» Desoxiribonuclease (DNAase, RNAase fréryitrogen Life Technologies;
» DNA Taq Polimerase Recombinanbeyitrogen Life Technologies;

* Enzima de restricBALW261,Fermentas Ltd.;

» Desoxinucleosideos 5'-trifosfattmvitrogen Life Technologies;

» Oligos liofilizados primerg, Invitrogen Life Technologies;

» Proteinase K 20 mg/mlnvitrogen Life Technologies;

* 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNBAcros;

* Glutationa (GSH)Sigma Aldrich;
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3.3.2 Equipamentos

» Espectrofotometro UV-Visivel 1601 Shimadzu;
» Termociclador PCR Masterciclegppendorf;

» Aparelho de fotodocumentacddNR MiniBis Pro;
» Centrifuga 5415REppendorf;

» Centrifuga CT-600Cientec;

3.4 Extracdo de DNA Gendmico Humano

A extracdo de DNA gendmico humano foi realizadavets do método de Sambrook &
Russel® modificado por Mitrf°, cujos procedimentos estdo descritos a seguir:

Uma aliquota (500uL) de sangue total foi trataden A500uL de tampdo de lise de
eritrécito (Tris-HCI 20mM, pH 7,6) e centrifugadpsr 30 segundos em velocidade maxima e a
temperatura ambiente, com posterior remocao dagsattantes. Este procedimento foi repetido.
Apoés esta etapa, qeelletsde leucdcitos obtidos foram lavados com 600u Lasepfio de lise
celular (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM, pH 8,&DS 0,1%), homogeneizados e
incubados, primeiramente, com 7uL de proteinas@i2phoras a 56°C e, posteriormente, com
3pL de RNAse por 40 minutos a 37°C. Apoés este pliozento, a mistura obtida foi tratada com
200uL de acetato de potassio e centrifugada a 4tC3pminutos em velocidade maxima. O
sobrenadante foi lavado com 600uL de isopropameingrifugado em temperatura ambiente por
1 minuto em velocidade maxima. Depois, foi acretsmm 600uL de etanol 70%, centrifugado

por 1 minuto a temperatura ambiente em velocidaéddma. O precipitado de DNA, apds seco,
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foi ressuspenso com 100uL de TE (Tris-HCI 10 mM,}6t EDTA 1 mM, pH 8,0) e guardado a
-20°C.

Apbs a extragdo, a solucdo de DNA foi diluida 19egecom agua destilada e quantificada
através da absorvancia no comprimento de onda @enZ6utilizando espectrofotometré.

concentracdo da solugcédo foi determinada a partisegdminte relagdo: 1,0 absorvaneia 50

pg/mL de DNA.

3.5 Determinacdo do Polimorfismo da GSTP1

A metodologia de determinacdo do polimorfismo daTB1 foi realizada através de
genotipagem. A amplificacdo do fragmento polimarfaa enzima através da técnicaRIER-
RFLP (Polymerase Chain Reaction-restriction Fragment ltendolymorphisip gera um
fragmento de 176 pb. Nesta técnica, cada amosiraréparada com: 1pL de uma mistura
contendo cada tipo de dNTP 200uM, 5uL de tamp&HE@! 10 mM, pH 9,0, 1,5uL de cloreto
de magnésio 1,5 mM, 1puL de umix dosprimers §enso: 5'-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-
3’ e anti-senso 5-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT®Ra 10uM, 2,5 unidades de Tag-DNA
polimerase, 100ng de DNA como molde e agua estedestilada para completar 50uL de
volume final.

Posteriormente, as amostras foram colocadas nmd¢arlador, cujas condigbes foram
padronizadas em: 86 por 5 minutos; € por 30 segundos; %5 por 30 segundos; A2 por 30
segundos (as trés ultimas etapas foram repetidaszé3) e 7Z por 10 minutos. Apés RCR
as amostras foram armazenadas 8G20

Apoés esta etapa, foi realizada uma eletroforesa @aalise do produto amplificado em

gel de agarose 2% preparado com tampéo TAE (Teswc40mM/EDTA 1mM, pH 8,0). As
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condigOes da fonte para corrida foram selecionadas85 volts, 220mA, por 1:30h. Depois da
eletroforese, o gel foi submetido a coloracdo coomieto de etideo 0,5ug/mL (em tampé&o

TAE).

3.5.1 Digestdo com a enzima de restricdd W261

O produto da PCR foi digerido com a enzima de iggsiiALW261 A reacdo de digestao
foi realizada para cada amostra, preparando-sedducontendo 2 pL de tampéo, 10 unidades
da enzimaALW261, 10uL da mistura da reagédo de PCR (0,1 a (JBI9NA ) e 18uL de agua
estéril. As amostras foram incubadagernighta 3PC, seguida de incubag&o por 5 minutos a
65°C para paralisacdo da reacao.

A revelacdo do polimorfismo da enzima GSTP1 folizada por eletroforese em gel de
agarose 3,5% preparado com tamp&do TAE. As condidd@dente foram: 60 volts, 220mA por
1:30h. Depois da eletroforese, o gel foi submetidmloracdo com brometo de etideo 0,5ug/mL
(em tampd@o TAE). O quadro 1 mostra os tamanhosbdaslas em relacdo aos possiveis

genotipos da GSTP1.

Quadro 1: Tamanho das bandas referente aos diferentes gesndta GSTP1.

Genotipos GSTP1 Tamanhos das
bandas {ph)
AfA 176
ASG 176,81 e 85
3G 01 e 85
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3.6 Determinacdo do Gendtipo da GSTM1 e GSTT1

A determinacdo do gendtipo da GSTM1 e GSTT1 fdafakravés da amplificacdo dos
fragmentos polimorficos das enzimas por meio daitédcde PCR multiplex utilizando beta-
globina como controle positiv€ada amostra foi preparada com: 1 pL de uma mistrgendo
cada tipo de dNTP 200uM, 5 pL de tampéo Tris-HCInid, pH 9,0, 2 pL de cloreto de
magnésio 1,5 mM, 1pL de umixde cada par dgrimers (senso e anti-seng8p5TT1, GSTM1 e
beta-globina a 10uM (quadro 2), 2,5 U de Tag-DNAnperase, 100ng de DNA como molde e
agua esteéril e destilada para completar 50uL denwelfinal. Apds este procedimento, as
amostras foram colocadas no termociclador, cone@sistes condicGes: 85 por 3 minutos, 35
ciclos de: 94C por 2 minutos, 6C por 1 minuto e 7Z por 2 minutos e para finalizar, “@por
10 minutos. Os produtos amplificados foram armadesa -26C.

Os polimorfismos da GSTT1 e GSTM1 foram revelados g@etroforese em gel de
agarose 2% preparado com tampdo TAE. As condicaderde foram: 85 volts, 220mA por
1:45h. Depois da eletroforese, o gel foi submesicdmloracdo com brometo de etideo 0,5ug/mL

(em tampéo TAE).

Quadro 2: Sequéncias degrimerse tamanho das bandas utilizadas na reacao de PCR.

Primer senso Primer anti-senso Tamanhe das bandas (pb)
GSTMI SLTTCCTTACTOOTCCTCACATCTC-3°  S.TCACCOOATCATOOCCAGCA-3° 15
GSTTI S.GAACTCCCTCAAMAGCTAAAGC-3" 5" GTTEOGCTCAMATATACGGTG-3" 480
B- globina S*CAAMCTTCATCCACGTTCACC-3' SLOAACGAGCCAAGOACAGGTAC-3 268
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3.7 Determinacdo da Atividade da GST

A determinac@o da atividade da GST foi realizada gspectrofotometria UV-Visivel, no
comprimento de onda de 340nm, utilizando 1-clobetnitrobenzeno como substrato universal,
de acordo com o método descrito por HatiigP”.

Primeiramente, 2mL de sangue total foi centrifugadt?00g por 30 minutos. Depois, uma
aliquota (500L) de eritrocitos (sedimento) foi transferida pam novo tubo de ensaio e, entéo,
foi adicionado 5mL de NaCl (0,9%). Em seguida, dadte foi homogeneizado por 15 segundos
e centrifugado a 1200g por 10 minutos. Apos, oetdmtante foi descartado e esse procedimento
repetido mais duas vezes.

Posteriormente, duas aliquotas (80 de eritrocitos foram transferidas para dois tuble
ensaio e, em cada tubo, foi adicionado 1480 de &agua estéril e destilada e, foram
homogeneizados por 30 segundos.

No momento da leitura no espectrofotometro, foraapg@ados: o branco com: 2,8 ml de
tampéao fosfato (PBS; 0,1M, pH=6,5), 0,1 mL de GBI, preparada em PBS 0,1M) e 0,1 mL
de CDNB (0,3M, preparada em etanol 95%) e a amostra 2,7 mL de PBS, 0,1 mL de GSH,
0,1mL de CDNB e 0,1 mL de hemolizado. A leitura da®stras foi realizada em modo cinético,
a 340 nm, durante 1 minuto.

Para a determinacéo da atividade da GST foi utiizaseguinte célculo:

Unidade/mL = AAbs/min Amostra AAbs/min Branco x (3,0)(FD)]/[(9,6)x(0,1)]
Onde:

Fator de extingdo molar = 9,6

Volume do hemolisado utilizado = 0,1 mL

Volume final na cubeta = 3,0 mL

FD = fator de diluicéo
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3.8 Estatistica

Para todas as analises foi utilizado o progranetisico SPSS 13. A andlise estatistica
realizada nas comparacdes entre dois grupos feisteT-Student e Teste de Fisher. E a andlise
multivariada (ANOVA) foi utilizada para comparar digs de variaveis continuas com

distribuicdo normal ou com n significativo.
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Neste capitulo serdo abordados os resultados eadostna populacdo estudada que foi
composta de um total de 82 individuos sendo todosddde superior a 18 anos e do sexo
masculino, sendo formada por trabalhadores quaiposam histérico de exposicao a silica. Em

nem todos os dados avaliados, foi obtida as infodes necessarias de todos os trabalhadores.

4.1 Caracteristicas da Populacédo

A maioria destes trabalhadores relatou trabalhateourabalhado na industria naval,
principalmente nos setores de pintura e jateandmtareia, que representam atividades laborais
com significativa exposicao a silica. A ma qualelath ar, devido a auséncia de sistemas de
ventilacdo e exaustdo durante a reforma ou montagemavios e plataformas, juntamente com o
uso inadequado de medidas de protecao individaalaletiva contribuem para a acentuacéo do
risco para o desenvolvimento da silicBse O grupo estudado foi composto de 33,3% de
trabalhadores que ainda estao ativos e 66,7 % @poes. Quanto a duracdo da exposicao, a
variacao foi de 10 meses a 44 anos, com média @eah®s. Na tabela 3 sdo apresentados os
resultados das andlises descritivas das carawasistcio-demograficas da populacédo estudada.

Em relacdo a idade, a faixa etaria de maior frecjaéioi a de 50-59 anos e a de menor
frequéncia foi a abaixo de 39 anos e a acima dan@8, sendo todos os individuos do sexo
masculino. A presenca de homens nestas atividagesdéminante, o que € compativel com as
caracteristicas das principais profissdes que gamvla exposicdo a silica, excetuando-se 0s
casos de pequenos artesdes, como no ramo da Epidagdustria téxtil, no qual a méo-de-obra
feminina é incorporada

A maioria dos trabalhadores apresenta baixo nige¢stolaridade onde 42,9% tinham

ensino fundamental incompleto. Em um estudo redizeos Estados Unidos foi observado que a
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baixa escolaridade, inferior a quatro anos, expashisabalhadores a um risco cinco vezes maior
do que a alta escolaridade, superior a onze arargiquzomparados com controles de trabalho

Quanto ao estilo de vida, foi encontrado que 4% bfsomem bebida alcodlica, enquanto
gue 50,9% néo bebem. E 16,9% declararam ser tédmdsy, 7% se declararam ndo tabagistas e
45,5% ex-tabagistas. Assim sendo, 83,1% dos ingddgda tiveram o habito de fumar e 16,9%
nunca tiveram este hébito. Um estudo com trabaheadarasileiros expostos a silica no qual foi
detectado que 64% (n=192) ja tinham fumado. E utroastudo, sobre o fumo como fator de
risco nos portadores de silicose, foi encontrado@fij7% (n=20) eram fumantés?

Com relacdo ao tabagismo e a silicose ndo foi pelssibservar uma associacéo
significativa entre eles. Contudo, em um estudonda-analise, feito a partir de relatorios
epidemioldgicos de seis estudos de coorte e dbisles de caso-controle, foi encontrado que
individuos silicéticos fumantes tém um risco estimae 4,47 de desenvolver cancer de pulméao
e silicéticos ndo-fumantes tém um risco de 2,24lelgenvolver a doenca quando comparados
com individuos saudaveis nao fumantes. Portanto,
0os pacientes com silicose devem ser, fortementepnsathados a ndo fumar

a fim, de prevenir o cancer de pulmi&o
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Tabela 3: Caracteristicas sécio-demogréficas da populac@ioadh.

Variaveis n
MNamero (n) 82
BEHD
Ilasculing 82 (100%)
Feminino D (0%
Idade (mediafanos) (dp}l 50,3 (7.0

Média de exposipiio (mediafanos) (dp}l 19,3 (£ 8,1)

Ativol Inativo

Ativo 27 (33,3%)

Inativo 34 (66,7%)
Fscolaridade

Fundamental incompleto 240412 ,0%)

Fundamental completo 13023,2%)

Ensinomédio incomypleto 11 (109 A6%)

Ensino medio completo T12,5% )

hlais que o ensino medio 1(1,8%)
Tabagismao

Fumantes 13 (16,9%)

Ex-fumantes 35(45,5%)

MNio fumantes 29 (37,7%)
Consumo de bebida alcodlica

Consome: 28 (49,1%)

Mo consome 20 (50,9%)

(1) Média= média aritmética; DP= desvio padréo



4.2 Avaliacao clinica da populacdo

A distribuicdo dos individuos nas categorias radjmlas ocorreu da seguinte maneira 8:
raio-x normal — 48 (60,8%); categoria 1 — 12 (15,2¢ategoria 2 — 13 (16,5%); categoria 3 — 6
(7,6%), ndo tendo sido possivel diagnosticar 3viddios (Figura 7). Com isso, houve o

diagnostico de 31 casos de silicose.

50— 60,8%

20 —

20—

15,2% e
2 o

T.6%

a]
T I I T
Mormal Categoria 1 C ategoria2 C ategoria 2

Figura 7: Distribuicdo dos trabalhadores expostos a siégaiisdo as categorias radiolégicas da

doenca.

Quanto aos parametros de funcéo respiratoria, ooefamostrado, na figura 8, 18
individuos obtiveram resultados normais, 12 tivedistirbios muito leves, 30 distarbios leves,
10 disturbios moderados e 7 tiveram distUrbios aeslns, 5 individuos néo realizaram o exame.
O exame espirométrico é recomendado para a aval@agénonar dos individuos portadores da

silicose, porém nao existem padrdes de disfungdmot nesta doenca e a deteccdo de alteracdes
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funcionais precoces é tecnicamente muito dificils@ doenca se inicia nas vias aéreas di&tais
Neste estudo, foi encontrada diferenca signifieatatravés do Teste dEisher entre o

diagnostico das categorias de silicose e os pardsnete funcdo respiratoria (p= 0,033)
demonstrando que estes padrbes estdo relacionawghogscpiores indices que foram obtidos nas

categorias mais avancadas. Carneit@f®, em seu estudo, também encontraram 0s mesmos

achados.
o
el 39,5%
25—
20 23,7%
15—
= 15,8%
11,8%
10—
0,2%
54
o T T T T T
Marmal Distdrbios muita Distlrbios leves Distirbios Distirkios
lesszs mockerados acertuados

Func¢ao Respiratoria
Figura 8: Distribuicdo dos disturbios respiratorios aval@@or espirometria no grupo exposto a

silica.

A tuberculose ocorreu em 16 individuos (20,3%). Garando-se silicoticos com nao
silicéticos foi encontrado que a ocorréncia de itcdese foi cerca de 3,97 vezes (95% IC

1,40;11,24 p=0,009) maior nos que tinham silicose. Estes dadossimilares aos encontrados
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em um estudo realizado com mineiros de ouro dacdfdo Sul, onde o risco relativo de ter

tuberculose foi de 2,8 (95% IC 1,9; 4,1) vezes mgimando comparados silicoticos com nao

silicticos’. Segundo Filho & Santdsa tuberculose pulmonar é maior em individuos com
histéria presente ou passada de exposicdo a siica ou sem silicose e que o tempo de
exposicao e a carga de silica inalada influencianaumento do risco de contrair tuberculose.
Tendo em foco a exposicdo e/ou a doenca é neaesseriacOes profilaticas sejam empregadas
especialmente para populacdes expostas a silisaggta tem uma maior deterioragédo da fungéo

pulmonar.

4.3 Determinacao do nivel da enzima GST

A tabela 4 apresenta os resultados do nivel dalatig da enzima GST na populacao de
trabalhadores expostos a silica, subdivididos eemtés e ndo-doentes. A média do nivel da GST
mostrou-se mais alta em individuos expostos naatddg,74 unid/mL de enzima) do que em
exposto doentes (1,61 unid/mL de enzima), ndo sest@dodiferenca significativa< 0,401), ndo

foi realizada a analise em 16 trabalhadores.

Tabela 4 Nivel da atividade da enzima GST na populacéwatmlhadores expostos a silica.

Exposto nao doente Exposto doente F
N Media sD N Media SD
G ST (Unid/mL 35 1,74 0,52 31 1,61 0,66 0,401

enzima)
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A tabela 5 mostra os resultados obtidos quando amadp o nivel da atividade da enzima
GST com as diferentes categorias da doenca. Fangada diferenca significativa quando
comparada a categoria normal com a categone D031) e a categoria 1 com a categorip=3 (

0,047), ndo foi realizada a analise em 18 trabailiesd

Tabela 5 Nivel da enzima GST nas diferentes categoriassileose na populacdo de

trabalhadores expostos a silica.

Categoria Normal Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3

N Media 5D N Media 5D N M edia SD N Media SD

G ST (Unid/mL 37 1,79 0,65 11 1,20 0,46 1 1,59 0,62 0e 2,02 0,42
enzima)

Eveloet af? realizaram um estudo, com amostras de sanguerdgras expostos a p6 de
carvdo, para examinar as mudancas do nivel dadatiei da GST em detrimento do
desenvolvimento de pneumoconioses. Como resultadohbtido que a atividade da enzima
encontrava-se diminuida em individuos com fibrogenpnar em estagio inicial (0/1 — 1/2)
guando comparados com o grupo controle. No estagie avancado da doenca (> 2/1), nao foi
encontrada diferenca significativa com o contrdds. autores relatam que a diminuigdo na
concentracao da atividade da GST €, possivelmeatsada pelo excesso de liberacdo de EROS
pelos macréfagos alveolares e os neutréfilos nddagmimonar.

Joc&® comparou 0 mesmo grupo de trabalhadores expostitisaideste estudo com um
grupo ndo exposto. A media da atividade da GSTéo2,35 unid/mL de enzima no grupo néo

exposto, sendo constatado que no inicio do proagssioenca existe uma inicial deplecédo dos
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niveis de antioxidantes (GST) e, depois, no decdaalesenvolvimento da silicose, ocorre uma

recuperacao destes niveis ficando proximo dossh@imais.

4.4 Determinacao do polimorfismo da enzima GSTP1

Para a genotipagem da enzima GSTP1 foi realizad®GR-RFLP em um total de 76
amostras. Todas amplificaram de forma esperada,a@nmesenca de banda Unica de tamanho
correspondente a 176pb e auséncia de bandas iffesgge®epois da amplificacdo, foi realizada
a digestdo enzimética do fragmento polimorfico,dsea tamanho correspondente ao genaotipo
A/A de 176pb, para A/G de 85pb, 91pb e 176pb e @& de 85pb e 91pb como mostrados nas

figuras 9 e 10.

176ph

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 2%: PCR GSTHaid: padrdo molecular de tamanho

de 50pb; 2 3 e 4: bandas de 176pb referente ao fragmento polinddicGSTP1.
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176pb

91pb

85pb
Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 3.5%: Genotipag&nPG&. I raia: padrdo de
tamanho de 50pb;®38* e 1T gendtipo A/A; 2, £, &, 77, 9§, 10% genodtipo A/G; 8e 12

gendtipo G/G. A/A 176pb; A/G: 176pb, 91pb e 858IG: 91pb e 85pb.

Foram observadas freqiiéncias de 31,6% (n=24) panazigotos A/A, 57,9% (n=44) para
heterozigotos A/G e 10,5% (n=8) de homozigotos QGeqiiéncia encontrada para o alelo A
foi de 0,605 e de 0,395 para o0 alelo G. A andlsttistica das frequéncias observadas e
esperadas para cada genétipo ndo diferiram pefe tex2 ao nivel de significAncia de 5%,
mostrando que estes alelos estdo bem distribuidopopulacdo e em equilibrio de Hardy-
Weinberg. A tabela 8 apresenta a frequéncia genatijesses alelos em estudos de diferentes
autores.

Em um estudo brasileiro, a freqiiéncia encontradpafimorfismo da enzima GSTPL1 foi
de 49,7% para os individuos com genotipo A/A, 38pE¥a os com gendtipo A/G e 12,2% para o
genotipo G/G, com freqiéncia alélica A de 0,68tleguara o G 0,313. E também foi observado
que o genétipo G/G foi mais freqiiente em individoi@mcos do que em nao brarfdos

Ja um outro estudo com individuos afro descendemsislentes do Rio Grande do Sul, a

distribuicdo genotipica encontrada foi de 29% patd, 58% para A/G e 13% para GG

37



Watsonet af? realizou um estudo com uma populacdo norte amerjoande as freqiiéncias
achadas para a populacdo euro-americana foram%epd@a o gendtipo A/A, 51% para A/G e
7% GI/G. E para a populacao afro-americana foi dé,3%% e 19%, respectivamenteTabela

6 apresenta varios estudos de frequéncia genqtipipartir da descendéncia, mostrando que a

frequéncia da GSTP1 apresenta grande variacao.

Tabela 6: Frequiéncia genotipica da GSTP1 em relacéo & déweia (Adaptado de Met af).

GSTPL (%)
Estudos Nacionalidade Descendéncia AJA AlG GG
Harries et @l Eeino Unido Caucasiano 51,0 41 .8 f,5
Wadelius et al muécia e Dinarmarca C aucasiano 43,0 40,9 15,2
Autrup et al Dinatnarca Caucasiano 42.0 58.0 0.0
Steinhoff et @l Alemanha Caucasiano 551 36,2 8.7
shepard et al América do Morte C aucasiano 454 44 1 10,5
Gaur et al Austria Caucasiano 39,2 46 4 144
Kote-Jarai et al Eeitno Unido Caucasiano 51,3 JES 10,3
Luscombe et af Feino Unido Caucasiano 41,9 44 8 12,3
Beeretal América do Norte Caucasiano 43,2 473 0.5
Jeronimao et al Fortugal C aucasiano 433 47 5 0.2
Kidd et al At érica do Norte Caucasiano 56,6 43 4 0,0
Mam et al Canada C aucasiano 52,2 4213 5.5
Mano et & At érica do Norte Caucasiano 51,9 41.5 fi,6
Debes et al A érica do Norte  aucasiano 38,2 401 12,8
Antognelli et al [talia C aucasiano 61,1 33,3 5.6
Sinvastava et al India Caucasiano 57,68 38,9 3.5
Vijayalakshmiet ol fndia C aucasiano 420 52.0 6,0
A pgalliu et ol {-‘américa do MNorte Caucasiano 431 457 11,1
Mittal et el India  aucasiano 55,2 40,0 4 8
Eyhickiet af América do Morte C aucasiano 37,9 50,0 12,1
Makazato et al Japin A siatico 724 7.6 0,0
Komiyaet al Japdn A siatico 72,0 237 j4
A pgalliu et ol América do Norte & fricano-A mericano 6.7 a0,0 13,3
Eybickiet al Ameérica do Norte A fricano-A mericano 27.9 5687 154
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Foi observado que as médias da atividade enzimddicaST foram menores (1,58 U/mL
enzima) nos individuos com alelo G em comparacé&o a®individuos com alelo A (1,84 U/mL
enzima), como mostrado na figura 11. Contudo, exreliica ndo foi estatisticamente significativa
(p=0,122). Este achado é similar a estudos que suggue o polimorfismo genético da GSTP1

(alelo G) pode resultar na reducéo da atividadereica da GST°°

54
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2,00 —

GST {unid/mL enzima)

0,00 —

Figura 11: Comparacao das meédias de atividade da GST condiz$duos com alelo A e G.

Como mostrado na tabela 7, quando comparado o gtopdrabalhadores de gendtipo
A/A com o de gendtipo G/G, foi encontrado que aaige desenvolver a silicose € 2,00 vezes
maior nos que possuem o G/G. Quando comparadopo grortador do gendtipo A/A com o

grupo A/G, foi achado que os individuos de gendo#yG tém 1,91 vezes mais chances de
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desenvolver a doenca. E, quando comparado o grpdrabalhadores de gendtipo A/A com o
grupo de gendtipos A/G ou G/G, foi encontrado gsede gendtipo A/G e G/G tém o risco
aumentado em 1,92 vezes de desenvolver a silissbora nenhuma das analises tenha sido
significativa, provavelmente, por conta do tamadhamostra, os resultados sugerem que ter o
alelo G pode conferir uma maior susceptibilidadelegenvolver a doenca. Os dados encontrados
sdo similares a de um estudo realizado com minbiitgaros, onde obtiveram que o alelo G era
mais comum no grupo de trabalhadores com silicosgué no grupo controle, sugerindo que o

alelo pode estar envolvido na predisposicdo gemégéadesenvolver a silicde

Tabela 7: Andlise do risco de desenvolver silicose em relagik gendtipos da GSTP1.

N
Polimorfismo Expostio nio doente Exposto ODDS (95%I1C)
doente

AiA 16 03 2,00(0,3094:10,158)
GiG 04 04
AiA 16 03
AIG 11 21 1,91 (0,676, 5,391)
AlA 16 08

AIG e G/G 26 25 1,92 (0,700; 5,284)

Com relagcédo ao habito de fumar, dentre os trabateadjue assumiram ja ter fumado, 4
individuos sédo doentes silicéticos, sendo que Bdgmssuem o alelo G para a enzima GSTP1.
Kim et af’ sugerem que a combinacéo dos polimorfismos da GSEESTP1 podem modificar
o efeito do fumaca de cigarro nos niveis (aumempnd fator de necrose tumoral no soro,

indicando, assim, uma susceptibilidade genética gaencas relacionadas ao tabagismo.
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4.5 Determinacdo dos polimorfismos das enzimas GSTIM GSTT1

Para a genotipagem da GSTM1 e GSTT1, foram anaksda® amostras que foram
amplificadas através de PQhultiplex.Conforme indicado na figura 12, os tamanhos daddsan
referentes aos fragmentos polimérficos foram dep#8Bara o genotipo GSTT1 positivo e de

215pb para GSTML1 positivo.

480pb

268pb

215pb

Figura 12: Eletroforese em gel de agarose 2%: genotipagenMASTGSTT1. 1 raia: padrdo
de tamanho molecular de 50pB; B':gendtipo GSTM1 positivo;®35%, &, F:GSTM1 negativo;
3?5 6, 7 8 9% gendtipo GSTT1 positivo e nenhum individuo:GSTgativo. GSTM1.:

215pb; GSTTL1: 480pb; Beta-globina: 268pb.

Para os genes GSTM1 e GSTT1 foram observadascgireias de 64,5% (n=49) para o
genotipo positivo e 35,5% (n=27) para o gendtipm.n8egundo a literatura, o percentual de
individuos que ndo expressam a GSTM1 é mais altoaermasianos e asiaticos (50%) do que em
afro-americanos (27%). Rossiet af*® analisaram a freqiiéncia na populacdo brasileira e
verificaram que 42,1% tinham o genotipo nulo par@&rM1, sendo o resultado similar aos
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estudos de Arrud®t af® e Hatagimaet af®. Neste caso, a freqiiéncia parece ser alta em
individuos com genatipo nulo, fato também observaekie estudo.

Estima-se que de 10 a 60% dos individuos ndo esqresa enzima GSTT1, sendo
aproximadamente, 60% dos asiaticos, 40% dos africar?0% dos caucasianos. Em um estudo
realizado com uma populacdo brasileira foi encditigue 25,4% tinham o gendtipo nulo. Este
resultado € considerado alto e similar quando coswjpacom as freqiéncias de populacdes de
paises ocidentais, porém, baixo, se confrontado a®rfteqiiéncias de paises asiafitds Os
resultados do estudo acima aproximam-se da fregliéncontrada para individuos africanos.

Foi observado uma diminuicdo na média da ativicdadematica da GST nos individuos
com o gendtipo GSTM1 nulo (1,62 unid/mpz 0,490) em comparacdo aos com gendtipo
positivo (1,73 unid/mL) (figura 13a). E também femcontrado que os trabalhadores com o
gendtipo GSTT1 nulo (1,54 unid/mps 0,145) tinham uma menor média da atividade darenz
em relacdo aos com genotipo positivo (1,78 unid/ffigura 13b). E na tabela 8, sdo mostradas
as médias do nivel da atividade da GST quando c@aaps 0s gendtipos GSTM1 e GSTT1.
Sendo, observado que a menor meédia de GST (1,86nl)i foi encontrada nos individuos com
ambos os gendtipos nulos. E também foi encontradadgntre os trabalhadores GSTT1 nulo ha
uma diferenca significativa entre os que sdo GSTMb e GSTM1 positivopg= 0,07). Como

reportado por Paivat al”

, & delecdo dos genes da GSTM1 e/ou GSTT1 resilte&roompleta
perda da atividade desta(s) enzima(s), diminuirekimg o nivel da atividade da GST, o que

dificulta o processo de detoxificagao.
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Figura 13: a) Comportamento da atividade da enzima GST em fudoagendtipo da GSTM1.

b) Comportamento da atividade da enzima GST eméfudg gendtipo da GSTT1.

Tabela 8: Relacéo entre os gendtipos GSTM1 e GSTT1 convialadie da GST.

GSTTI1 nulo (n) GSTTI1 positive (n)
GSTM1 nulo 136011y 171 (1
GSTMI1 positivo 1,84 (133 1,75 (28)
P 0.07 0,54

4.6 Relacao entre os gendtipos da GSTM1, GSTP1 eT33

Como mostrado na tabela 9, ao analisar o grupdrdbalhadores com gendtipo GSTT1
nulo, observou-se que os individuos portadores ldlm &STP1 G tinham menor nivel da
atividade da GST pE 0,641) quando comparado com os que tém alelo GSAPnao
significativa, provavelmente, por causa do tamadhoamostra. E ao analisar o grupo dos
portadores do gendtipo GSTT1 positivo, também fmeovado que o0s que possuem o alelo

GSTP1 G, tinham menor atividade enziméatica da G83dndo comparados com os de alelo

43



GSTP1 A p=0,048). Os resultados encontrados indicam quespendente, do genoétipo da

GSTT1, os portadores do alelo GSTP1 G tém uma digéo da atividade da GST.

Tabela 9: Relac&o dos genotipos da GSTT1 com os alelos d®GS

Polimmorfismos GSTP1 A () GSTP1 G (n) il
GETTI positivo 2,01 (13 1,60 (253 0,048
GATTI nulo 1.64175) 1,52 (177 0,641

Conforme indicado na tabela 10, o grupo dos indie$dGSTM1 nulo e com alelo GSTP1
G apresentaram uma diminuicdo no nivel da ativided&ST em relacdo aos com alelo GSTP1
A (p=0,022). E o grupo de trabalhadores com o gen@ipdM1 positivo e GSTP1 G, também,
teve menor atividade enzimatica da GST quando caadpacom os com alelo GSTP1 A
(p=0,589), ndo significativa, possivelmente, por aodd nimero amostral. Os dados obtidos
também sugerem que, independente, do gendtipo IMESDs individuos que possuem o alelo
GSTP1 G tém um menor nivel da atividade da GSTd&es achados similares ao estudo de
Korytina et al* que mostraram que somente a delecdo do gene dMIG8@o levaria ao
agravamento de doencas ligadas ao sistema resjpyab@s em combinagdo com o alelo GSTP1
G isso poderia ocorrer. Possivelmente, isto detar eslacionado ao fato de que dentre todos os
tipos de GSTs, a GSTP1 estd, principalmente, esprass alvéolos, macrofagos alveolares e

bronquiolos.
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Tabela 10:Relacado dos genétipos da GSTM1 com os gendtip@&SidP1.

Polimorfismos GSTP1L A (n) GSTP1 G (n) ¥4
GSTMI positivo 1,78 (113 1,65 (26} 0,589
ST nulo 21007 1 437163 0,022
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O estudo mostrou que os individuos com o alelo FA%S, independentemente do
gendtipo das enzimas GSTM1 e GSTT1, apresentarara omaior susceptibilidade ao
desenvolvimento da silicose.

Os fatores genéticos que conferem uma suscepstididdiferenciada a individuos
expostos a niveis semelhantes de determinada salstdociva devem ser considerados e
avaliados em conjunto com outros parametros, afiey diagnosticar precocemente o
desenvolvimento da doenca. Este estudo € umaieiajah que objetiva fornecer o polimorfismo

da GSTP1 como uma ferramenta complementar na igaedb da susceptibilidade a silicose.
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» A atividade enzimatica da GST comportou-se de acooun a literatura, onde individuos
silicéticos no estagio inicial da doenca apresentaugis menores da enzima;

 As frequéncias alélicas e genotipicas do gene GS@&Rdontradas neste estudo
mostraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg;

* De forma semelhante aos estudos reportados pedatlita, os trabalhadores expostos a
silica portadores do alelo G mostraram um riscaonte desenvolver silicose e atividade
da GST menor;

» As freqiiéncias genotipicas das enzimas GSTM1 e GS3drBm similares aos valores
encontrados na literatura;

* Os individuos com ambos os gendétipos nulos pafBMiS GSTT1 quando comparados
entre eles apresentaram menor atividade da enz8iia G

» Os trabalhadores portadores do alelo GSTP1 G témonee niveis da atividade da GST,
independente do gendtipo das enzimas GSTM1 e GSTT1,;

* Mais estudos de determinacdo do polimorfismo da FASd@evem ser conduzidos em
populacdes expostas a silica comparando com pdmsago expostas, pois 0s resultados
encontrados na presente dissertacdo sugerem aaghdii da determinacdo do
polimorfismo da GSTP1 nos processos de avaliacdexgasicdo a silica, como uma
ferramenta complementar na identificacdo de sulbgrupnais susceptiveis ao

desenvolvimento da doenca silicose.
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7.1 Anexo 1: guestionario de avaliacdo de exposicacubstancias quimicas

1- NUmero: 2-CESTEH numero:

A) DADOS GERAIS
1. Data de hoje: I Hora do inicio:

2. Nome do voluntario

3. Endereco:

4. CEP: []-9-Faltando

5. Telefone de contato: [1-9-Faltando

6.Sex0:1+IM2-0F

7. Estado Civil :
1-[JCasado 2-Solteiro 3<1Unido Livre 4+]Separado 53Viavo

8. Data de nascimento: [

9. Idade: anos
10. Vocé sabe ler e escrever?/dim 24 ]ndo (ir para pergunta 12)9Faltando

11. Até que ano vocé estudou na escola?

1-[Jensino fundamental completo’ Zensino fundamental incompleto
3-LJensino médio completo 4ensino médio incompleto

5-[Imais que o ensino médio. Cite:
9-[Faltando

12. Quantas pessoas moram permanentemente ensislénce?
1-[Juma 2¢Jduas 3tJtrés 4+ ]quatro 5+ 1mais de quatro

13. Quantos cdmodos (quartos e salas) tém a sa& cas
1-[Jum 24{]dois 34]trés 4+]quatro 5¢Jmais de quatro

14. H& quanto tempo vocé mora nesta casa? eanos meses9-Faltando

15. Como é o piso da sua casa?
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1-[1“vermelh&o” 2+]cimento 3¢/ madeira (taco)
4-[]Jceramica 5-loutros. Especifique: [ $-altando

16. Quando sua casa foi pintada pela dltima vez ? anos meses
1-[Jnunca foi pintada (ir para pergunta 20)galtando

17. Na ocasido da pintura foi usada lixa para pawedas paredes?
1-CJsim 2{Indo 94]Faltando

18. A sua casa possui agua encanada?
1-]sim 2<]ndo (pular para a pergunta 20) $altando

19. Os encanamentos da sua casa sao de:
1-[]plastico 2+ metal 3+]outros. Especifique: [ $raltando

20. Qual o destino do lixo da sua casa?
1-IJrecolhido pelo lixeiro 2- colocado na cagcambal3enterrado 4-/queimado
5-TIdeixado a céu abertoGeutros. Especifique: [Baltando

21. Existe proximo a sua residéncia:
1-[JInddstria de produtos de borracha
2-[JIndustria de plasticos

3-[JIndustria de ceramica

4-[1Grafica

5-[]Fabrica de tintas

6-[/Construcao ou renovacgao de casas
7-1Jateamento de areia

8-[]Atividade de derreter metais
9-[1Concerto de radiadores
10-71Soldagem

11-T1Fabrica de bateria ou recarregadores
12-TlIncineracéo de Lixo

13-T]Atividade de contato com gasolina
14-[Pintura de carros e eletrodomésticos
15-0JRefinaria

16-[/Lavoura (horta/pomar)

17-1Outros. Especifique:
18-LIN&o existe nenhuma atividade acima descrita




22. Vocé morou em algum lugar que fosse préximo a:
1-[JInddstria de produtos de borracha

2-[JIndustria de plasticos

3-[JIndustria de ceramica

4-[1Grafica

5-[JFabrica de tintas

6-[1Construcdo ou renovacao de casas
7-1Jateamento de areia

8-[JAtividade de derreter metais

9-[1Concerto de radiadores

10-I1Soldagem

11-T1Fabrica de bateria ou recarregadores
12-TlIncineracéo de Lixo

13-T]Atividade de contato com gasolina

14-[Pintura de carros e eletrodomésticos
15-[]Refinaria

16-I1Lavoura (horta/pomar)

17-10utros. Especifique:
18-[/Néao existe nenhuma atividade acima descrita

23. A quanto tempo vocé mudou deste lugar? s @no _ meses9-Faltando
24. Seu uniforme é lavado em casa?sim 2{1néo

B) DADOS SOBRE O TRABALHO

25. Qual é o seu cargo no trabalho?

26. Como é a sua atividade de trabalho? Descrelad@rocesso.

27. Ha quanto tempo trabalha neste cargo? anosneses 9+Faltando
28. Qual é a sua carga horéaria semanal de trabalho? hs/semana. 9Faltando

29. Vocé usa equipamentos de protecao individual?
1-[1sim 24 ]n&o (ir para pergunta 38)9Faltando



30. Quais?

1-(JLuvas

2-[IMascara
3-LIProtetor auricular
4-110Oculos

5-[JAvental

6-[Bota

7-[1Capacete
8-[10utros. Especifique:

31. Com que frequéncia vocé usa luvas?
1-[Jsempre 2-Ifrequentemente 3raramente

32. Com que frequéncia vocé usa mascara?
1-[Jsempre 2-Ifrequentemente 3raramente

33. Com que frequéncia vocé usa protetor auricular?
1-[Jsempre 2-Ifrequentemente 3raramente

34. Com que frequéncia vocé usa 6culos?
1-[Jsempre 2-Ifrequentemente 3raramente

35. Com que frequéncia vocé usa avental?
1-[Jsempre 2-Ifrequentemente 3raramente

36. Com que frequéncia vocé usa bota?
1-[Jsempre 2-Ifrequentemente 3raramente

37. Com que frequiéncia vocé usa capacete?
1-[Jsempre 2-Ifreqientemente 3raramente

38. Vocé fez exame médico admissional?
1-Jsim 2{Indo

39. Vocé faz exames médicos periddicos?
1-Jsim 2{1ndo

40. Com qual frequéncia vocé faz exames periodicos?
1-[lsemestral 24anual 3fmaior periodicidade

41. Vocé ja foi afastado por motivo de doenca?
1-0Jsim 2{1nao

42. Qual doenca?

43. Vocé ja trabalhou em:
1-[JInddstria de produtos de borracha
2-[JIndustria de plasticos
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3-[JIndustria de ceramica

4-[1Grafica

5-[]Fabrica de tintas

6-[/Construcao ou renovacgao de casas
7-1Jateamento de areia

8-[JAtividade de derreter matais
9-[]Concerto de radiadores
10-[1Soldagem

11-T1Fabrica de bateria ou recarregadores
12-TlIncineracéo de Lixo

13-T]Atividade de contato com gasolina
14-[Pintura de carros e eletrodomésticos
15-[]Refinaria

16-I1Lavoura (horta/pomar)

17- Outros. Especifique:
18-[/Néao existe nenhuma atividade acima descrita

44. Vocé ja trabalhou em outro estaleiro?
1-11 sim 247 n&o (ir para pergunta 43)

45. Qual era 0 cargo que vocé exercia?

C) HABITOS

46. Vocé fuma?
1-1] sim. 241 n&o (ir para pergunta 49)9+altando

47. Quantos cigarros vocé fuma por dia? ogatia macos
9-[1 Faltando
48. Ha quanto tempo vocé fuma? anos completos

9-1] Faltando (ir para pergunta 39)

49. Vocé ja fumou?
1-[1 sim 241 ndo (ir para pergunta 51)9+altando

50. Vocé parou de fumar ha quanto tempo? nos a meses

51. Vocé toma bebida alcodlica? 1sim 241 nao (ir para pergunta 51)9+altando

52. Com que frequiéncia vocé toma bebidas alcoGlicas

1-[1 4 ou mais vezes por semanal &té 3 vezes por semanalZaté 2 vezes por semanal3t
vez por més 44 parei de beber 5-ndo sabe 9-1 Faltando

53. Na ultima ocasidao em que vocé tomou bebidaskdas, o que bebeu e em que quantidade?
1-[1 n&o sabe 8+ nao se aplica 9+ Faltando
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QUANTIDADE

BEBIDA Copos| Latag Calices| Doses| Garrafag

1- Cerveja ou chopp

2- Vinho

3- Destilados (cachaca, rum,
vodca, batidas, uisque, etc).

4- Licores

54. O que vocé gosta de fazer nos momentos delazer
1-[71 pinturas em geral 2+ conserto em carros [3-outros. 9+ faltando
Especifique:

55. Vocé faz ou ja fez uso de algum medicamenta patamento de cancer / tumor?
1-[1 sim 247 ndo

56. Vocé ja faz radioterapia?
1-[1 sim 2471 ndo

57. Vocé fez exame de raio-X nas ultimas duas sag?an
1-[] sim 241 ndo
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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