ZAUNIMES

VANESSA CRISTINA DE BRANCO GONGCALVES

BIOMARCADORES EM MUCOSA BUCAL DE POPULACAO
EXPOSTA A POLUENTES ATMOSFERICOS

SANTOS

2021



VANESSA CRISTINA DE BRANCO GONCALVES

BIOMARCADORES EM MUCOSA BUCAL DE POPULACAO
EXPOSTA A POLUENTES ATMOSFERICOS

Dissertacdo de Mestrado Profissional
apresentada a Programa de Stricto Sensu
de Salde e Meio Ambiente da
Universidade Metropolitana de Santos,
para obtencéo de titulo de Mestre.

ORIENTADOR: PROF2DR? MIRIAN APARECIDA BOIM

SANTOS

2021



G63b Gongalves, Vanessa Cristina de Branco

Biomarcadores em mucosa bucal de populagdo exposta a
poluentes atmosféricos. / Vanessa Cristina de Branco Gongalves. —
Santos, 2021.

88 f.

Orientador : Mirian Aparecida Boim

Dissertacao (Mestrado Profissional), Universidade
Metropolitana de Santos, Ciéncias da Saude e Meio Ambiente, 2021.

1. Biomarcador. 2. Micronucleos. 3. Mucosa bucal.

I. Titulo.

CDD 614

Biblioteca Central UNIMES

Angela M2 Monteiro Barbosa. CRB-8/7811







ZAUNIMES

Mantida pelo Centro de Estudos Unificados Bandeirante

Universidade Metropolitana de Santos

FUNDADORA
PROF?, Rosinha Garcia de Siqueira Viegas

MANTENEDOR

Prof. Rubens Flavio de Siqueira Viegas

REITORIA

PROF®. Renata Garcia de Siqueira Viegas

Reitora

PROF2. Elaine Marcilio Santos

Pro-Reitora Académica

Prof. Rubens Flavio de Siqueira Viegas Janior

Pro-Reitor Administrativo

Prof. Gustavo Duarte Mendes
Direcdo Académica

Coordenador do Programa de Mestrado de Saude e Meio Ambiente



PROGRAMA DE STRICTO SENSU EM SAUDE E MEIO AMBIENTE DA
UNIVERSIDADE METROPOLITANA DE SANTOS

BANCA EXAMINADORA E ATA DE DEFESA DA DISSERTACAO DE
MESTRADO PROFISSIONAL

A sessdo publica de defesa da dissertacdo de mestrado profissional intitulada de
“BIOMARCADORES EM MUCOSA BUCAL DE POPULAQAO EXPOSTA A
POLUENTES ATMOSFERICOS”, da discente VANESSA CRISTINA DE BRANCO
GONCALVES, orientada pela Profd. Drd. MIRIAN APARECIDA BOIM, foi realizada na data
abaixo informada no anfiteatro do Programas de Stricto Sensu da Universidade Metropolitana
de Santos, tendo o candidato cumprido, previamente, todas as exigéncias regimentais do
Programa de Stricto Sensu de Saude e Meio Ambiente, de acordo com a secretaria de pos-
graduacdo da instituicdo. Realizada a apresentacdo da dissertagdo e arguicdo publica do

candidato, os membros da banca em reunido fechada deliberam e emitiram parecer abaixo.

Banca examinadora: Resultado: Assinatura

( ) Aprovado

Prof?. Dr?. Mirian Aparecida Boim ( ) Reprovado

( ) Aprovado
Prof. Dr. Edgar Maquigussa ( ) Reprovado

() Aprovado

Prof. Dr. Caio Vinicius Gongalves Roman Torres | ( ) Reprovado

Homologacéo do resultado pelo presidente da banca examinadora:

( ) Aprovado ( ) Reprovado

Profé. Dr2. MIRIAN APARECIDA BOIM

Presidente da banca examinadora

Data da defesa: 24/08/2021




PROGRAMA DE STRICTO SENSU EM SAUDE E MEIO AMBIENTE DA
UNIVERSIDADE METROPOLITANA DE SANTOS

FICHA DE CLASSIFICACAO DA DISSERTACAO E DO PRODUTO

Titulo da dissertagdo: “BIOMARCADORES EM MUCOSA BUCAL DE POPULACAO
EXPOSTA A POLUENTES ATMOSFERICOS”

Linha de Pesquisa: LINHA PESQUISA | - Vigilancia Epidemiolégica, sanitaria e doencas em
cidades litoraneas com atividade portuaria e petroquimica.

Projeto de Pesquisa do Orientador: Prof? Dr? Mirian Aparecida Boim

Produto(s) gerado(s): Publicagéo de artigo em revista indexada, Manual de boas condutas

ambientais e seu impacto positivo sobre populacdo exposta a poluentes ambientais, elaboracédo

de um POP (procedimento operacional padrao)

Classificacéo da Produto:

Critério

Justificar

Insercdo social e
econdmico prevista:

A deteccdo de alteracOes genéticas precoces podera evitar e prevenir
a evolucdo de doengas resultando em menor gasto com salde em
populacéo de alto risco.

Impacto — potencial:

Prevenir doengas com grande impacto social e de elevados custos em
salde.

Aplicabilidade —

Abrangéncia potencial:

A populacdo a ser estudada abrangera individuos adultos de ambos
0s sexos com idade a partir de 18 anos.

Aplicabilidade —
Replicabilidade:

Trata-se de estudo com coleta simples e minimamente invasiva de
amostras de células epiteliais da cavidade oral.

Inovacéo:

Contribuir para incorporar teste simples para detectar alteracdes
genéticas em servicos de salde publica com intencdo de
biomonitoramento de populacdo expostas a contaminantes
ambientais

Complexidade:

Apesar de importante, trata-se de estudo relativamente simples do
ponto de vista execucao.




[...] 0 que é em geral um problema para outras comunidades [foi] um desastre para Cubatéo
principalmente devido a fatores geograficos. Como os ventos sdo fracos, os poluentes na
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industrias que criaram o problema. [...] Por outro lado, a baixa velocidade dos rios, a marg, e
a interrupcdo dos fluxos naturais por drenagem e aterros significam que os residuos
despejados na agua nao sao facilmente levados ao mar aberto. O resultado é o0 envenenamento
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RESUMO

Emissdes industriais sdo um dos principais responsaveis pelas altas concentracfes de
poluentes atmosféricos em regides de polo petroguimico. Populacdes que vivem sob influéncia
direta de poluentes representam grande interesse em salde publica, principalmente no que diz
respeito & prevencdo de muitas doencas, incluindo o cancer. Estudos anteriores demonstram 0s
efeitos da poluicdo ambiental no processo de mutacéo e carcinogénese. Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos genotoxicos e citotoxicos dos poluentes atmosféricos, por meio
da utilizacdo do Teste de Micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal. Foram
investigadas alteracfes nucleares indicativas de instabilidade no DNA (microndcleos, broto
nuclear, binucleada, broken egg), degenerativas indicadoras de apoptose (cromatina
condensada, cariorrexe, picnose), além de necrose (cariolise). Para a investigacdo foram
analisadas células esfoliadas da mucosa jugal de 48 individuos adultos de ambos 0s sexos,
sendo 24 individuos do grupo exposto composto por populacéo residente no entorno do polo
petroquimico da cidade de Cubatdo e 24 individuos pertencentes ao grupo controle, residentes
em Praia Grande, cidade ndo afetada diretamente pelos poluentes. O processamento das
amostras coletadas foi realizado por meio de citologia de base liquida (CBL) e as analises
citologicas foram feitas sob teste cego em 1000 células avaliadas para cada individuo. Os
resultados mostraram que individuos residentes em regido sob influéncia de maiores
concentracBes de poluentes atmosféricos apresentaram aumento na frequéncia de alteragoes
nucleares. O grupo exposto apresentou diferenca estatistica significante (p< 0,05) nas variaveis
indicativas de instabilidade no DNA: MNs (micronucleos), NB (broto nuclear) e BN
(binucleadas) indicando danos genotoxicos, entretanto, ndo foi encontrada diferenca
significante nos indicadores de degeneracdo nuclear (p> 0,05). Os resultados sugerem que a
exposicdo a poluentes atmosféricos pode afetar potencialmente a integridade nuclear
principalmente por meio de uma instabilidade no DNA de células epiteliais da mucosa bucal e
esses dados podem ser usados como biomarcadores para os efeitos citotdxicos e genotdxicos

dos poluentes.

Palavras chaves: Biomarcador; Micronucleos; Mucosa bucal; Poluigcdo do ar



ABSTRACT

Industrial emissions are one of the main factors responsible for the high concentrations of
air pollutants in regions of the petrochemical complex. Populations that live under the direct
influence of pollutants represent a great interest in public health, especially concerning the
prevention of many disease including cancer. Previous studies demonstrate effects of
environmental pollution on the mutation and carcinogenesis process. Thus, the objective of this
study was to evaluate the genotoxic and cytotoxic effects of air pollutants, through the use of
the Micronucleus Test in exfoliated cells of the oral mucosa. Nuclear alterations indicative of
DNA instability (micronuclei, nuclear sprout, binucleate, broken egg), degenerative alterations
indicative of apoptosis (condensed chromatin, karyorhexis, pyknosis), in addition to necrosis
(karyolysis) were investigated. For the investigation, exfoliated cells from the jugal mucosa of
48 adult individuals of both sexes were analyzed, with 24 individuals from the exposed group
composed of a population residing in the vicinity of the petrochemical complex in the city of
Cubatéo and 24 individuals belonging to the control group, residing in Praia Grande, a city not
directly affected by pollutants. The processing of the collected samples was carried out using
liquid-based cytology (CBL) and cytological analyzes were performed under a blind test in
1000 cells evaluated for each individual. The results showed that individuals living in a region
under the influence of higher concentrations of air pollutants showed an increase in the
frequency of nuclear alterations. The exposed group showed a statistically significant difference
(p<0.05) in the variables indicative of DNA instability: MNs (micronuclei), NB (nuclear bud)
and BN (binucleate) indicating genotoxic damage, however, no significant difference was
found in the indicators of nuclear degeneration (p>0,05). The results suggest that the exposure
to air pollutants may potentially affects nuclear integrity mainly through an instability in the
DNA of oral mucosa epithelial cells and these data may be used as biomarkers for the citotoxic

and genotoxic effects of pollutants.

Key words: Biomarkers; Micronuclei; Mouth mucosa; Air pollution






1. INTRODUCAO

1.1 Poluicdo e Saude

A poluicdo ambiental esta relacionada a todos os fatores fisicos, quimicos e bioldgicos que
afetam a salde dos individuos, sendo que o adequado controle desses fatores pode resultar na
prevencao de doencas e na criacdo de ambientes propicios a saide (WHO., 2018). A poluicao
ambiental representa um grande risco a manutencéo da satde. Ao reduzir os niveis de poluicéo,
0s paises podem reduzir a morbidade e mortalidade por diversas doengas incluindo AVC
(acidente vascular cerebral), cancer, pneumopatias crénicas e agudas etc (WHO., 2018). No
universo de varios trabalhos desenvolvidos, foi relatada uma diversidade de doencas,
demonstrando que o efeito da poluicdo ambiental, particularmente do ar, ndo afeta apenas o
sistema respiratdrio, mas pode ser causador de risco para outros problemas como o baixo peso
ao nascer, incidéncia e mortalidade por céncer, partos prematuros e anemia falciforme
(Dapper et al., 2016). E a maior causa ambiental de doenca e morte prematura, sendo
responsavel por volta de 9 milhdes de mortes no mundo (Landrigan., et al 2018). Segundo dados
disponibilizados pela Organizagdo Mundial da Saiude (WHO., 2018), 23% de todas as mortes
no mundo estdo relacionadas ao meio ambiente, isto configura aproximadamente 12,6 milhdes

de mortes por ano (figura 1).

A atividade industrial constitui um fator que contribui drasticamente para a poluicao
ambiental (Cesar et al., 2013). Apesar de muitos avangos terem surgido nas ultimas décadas
para melhorar a qualidade do ar, os atuais niveis de polui¢do continuam sendo extremamente
danosos para a saude humana (Jasinski., et al 2011). Mesmo os poluentes ambientais estando
abaixo dos niveis minimos regulamentados, estes, continuam ocasionando efeitos na satde das

populacdes (Coronas et al., 2009).
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ENVIRONMENTAL IMPACTS ON HEALTH

WHAT IS THE BIG PICTURE?
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Figura 1- Mortes ao redor do mundo em consequéncia a poluicdo ambiental. Organizacao
Mundial da Saude / Saude Publica e Meio Ambiente. Infograficos sobre satde publica,
determinantes ambientais e sociais da salde.

Fonte: WHO (https://paho.org/en/documents/infographic - acesso em 25/10/2019).

O 6rgdo responsavel por medicoes de qualidade do ar no estado de Sao Paulo é a CETESB.
Todos os poluentes analisados, servem como indicadores e parametros do nivel de qualidade
do ar. Geralmente essas medicdes utilizam um grupo restrito de poluentes, escolhidos de acordo

com a maior incidéncia em determinada regido e os efeitos para a saude da populagéo.
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Os poluentes atmosféricos mais frequentemente estudados sao: MP (material particulado),
SO2 (dioxido de enxofre), CO (monoxido de carbono), Oz (0z6nio), COV (compostos organicos
volateis) e NOy (6xidos de nitrogénio) (Cetesb). No entanto, a polui¢do do ar ndo depende
apenas das fontes de emissdo e das concentragfes dos poluentes emitidas, mas também, das
caracteristicas dos fatores locais: como topografia e condi¢cGes meteoroldgicas.

1.2 Polo Industrial de Cubatdo

A regido metropolitana da Baixada Santista (RMBS) compreende nove cidades: Peruibe,
Itanhaém, Mongagud, Praia grande, S&o Vicente, Santos, Guaruja, Bertioga e Cubatdo. Foi a
primeira regido metropolitana criada no Brasil, sem a participacdo de capital de Estado.
Instituida pela Lei Complementar Estadual n°® 815, em 30 de julho de 1996, a RMBS esta
completando mais de duas décadas de formacdo (AGEM). Na regido encontra-se inserido o
parque industrial de Cubatéo, além do complexo portuario de Santos, este que é 0 maior e mais
importante porto da América Latina (EMPLASA). A cidade de Cubatdo situada a 8 metros de
altitude, esta disposta em um territério que compreende 142,88 Km? e tem uma populacao
estimada de 130.705 pessoas no ano de 2019 (IBGE). Localizada na base da serra do mar, a
cidade de Cubatdo obteve um papel de destaque no cenario da Baixada Santista, do estado de
Sdo Paulo e do Brasil devido a criagdo do parque industrial, que compreende dezenas de
industrias, sendo que duas, Cosipa e Ultrafértil possuem terminais portuarios para recebimento

e embarque de produtos.

No mundo em desenvolvimento, torna-se muito comum que certos locais recebam uma
concentracdo de industrias pesadas, designadas como polos industriais. A transformacéo de
Cubatdo em um dos maiores polos industriais, teve inicio com a instalacdo da refinaria de
petréleo Presidente Bernardes e da siderargica Usiminas. Nos anos 1960, em torno dessas duas
grandes industrias, foram sendo instaladas outras industrias, principalmente petroquimicas, de
fertilizantes e de cimento, transformando o parque de Cubatdo em um dos principais parques
industriais da América latina, com um grande sistema de transportes e infraestrutura (oleodutos,
linhas de transmisséo), e grande proximidade do porto de Santos. O processo de crescimento
ndo levou em consideracdo as consequéncias para 0 meio ambiente e a salde da populacédo
(Alves., 2013). Com o passar dos anos, sérios problemas ambientais foram detectados, com a

poluicéo repetida e sistematica do meio ambiente, tendo como impacto, graves problemas para
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0 meio ambiente e em consequéncia para a saude da populacédo, tendo o seu inicio a partir da

década de 80, onde aconteceram episddios alarmantes de poluicdo atmosférica (Pires., 2012).

A topografia da regido caracterizada por vales, as correntes de ar, o regime de ventos na
regido do polo, aliadas a distribuicéo irregular da populacéo no entorno do polo petroquimico,
com seu parque industrial disperso de maneira aleatéria pelo territdrio, contribuem para a
criacdo de microambientes muito peculiares incluindo a ndo disperséo adequada dos poluentes,
resultando no aumento das suas concentragdes e proporcionalmente aumento nos agravos de

salde, principalmente os respiratérios (Jasinski et al., 2011).

Alves. (2013) em seu estudo socioambiental, mostrou que quase um terco da populagéo do
municipio de Cubatdo reside em areas de alta vulnerabilidade socioambiental (com alta pobreza

e alta exposicdo ao risco ambiental a poluentes), 0 que € bastante expressivo e preocupante.

Além dos problemas classicos relacionados a poluicdo ambiental, tem sido verificado uma
instabilidade do genoma em populagfes estudadas, levando a um aumento na procura de
ferramentas efetivas que possam trazer rastreabilidade e monitoramento de variagGes

gendmicas relacionadas a exposices de contaminantes ambientais (Bonassi et al., 2009).

1.3 Mutagénese

A poluicdo ambiental além de promover doencas agudas e crbnicas, pode causar danos
reversiveis e irreversiveis ao DNA, levando a efeitos mutagénicos (Coronas., et al 2009). As
leses no DNA podem ocorrer em decorréncia de estimulos endégenos ou como resposta a
estimulos genotdxicos do ambiente, e o reparo dessas lesdes se torna indispensavel para a
manutencdo da integridade dos genes (Branzei e Foiani., 2008). O desenvolvimento de
anormalidades cromossémicas estd relacionado com perdas ou transcricdes incorretas de
informacdes genéticas. O DNA tem propriedades complexas que conferem capacidade de
mutacOes, variacbes gendmicas e combinacBGes para manter o seu metabolismo funcional
operante. A populacdo humana estd exposta a diferentes tipos de agentes quimicos, fisicos,
bioldgicos, e os estudos procuram mostrar de que forma essas agressées podem afetar as
populaces e seus sistemas organicos (Branzei e Foiani., 2008). Desta forma a deteccao precoce
de alteracdes gendmicas, antes da manifestacdo clinica, pode trazer incontestaveis beneficios

para a populacéo exposta a poluicdo ambiental.
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Muitos estudos foram realizados nas Ultimas décadas para determinar possiveis
instabilidades dos genes através de diversas técnicas, sendo que uma das mais difundidas e
adotadas para avaliar mutagenecidade em populagdes expostas € a investigacdo da frequéncia
de micronucleos (MNs) em linfocitos do sangue periférico, em células epiteliais, eritrocitos e
fibroblastos (Bonassi et al., 2009).

MNs sdo pequenas estruturas extranucleares que contém material genético em seu interior
e sdo envolvidos por membrana nuclear, sendo menores que o nucleo celular principal ( Tolbert
et al., 1992; Carrard et al., 2007; Thomas et al., 2009). E um mecanismo que confere
instabilidade gendmica para a célula, podendo ser decorrente de alteracBes cromossémicas
espontdneas endodgenas ou por influéncias ambientais (Carrard et al., 2007). MNs sao
considerados biomarcadores de efeito que podem aparecer ap0s exposi¢do a estressores
ambientais configurando genotoxicidade nas moléculas de DNA, importante ferramenta para o
monitoramento bioldgico individual ou populacional (Moore et al., 2004). Se caracterizam por
fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros que ndo estdo incorporados ao ndcleo
principal da célula, e aparecem apds o processo de mitose, portanto se originam em processos
de alteracBes cromossémicas durante a divisdo celular (Bonassi et al., 2011; Fenech et al.,
2011). Assim, a presenca de MN pode ser utilizada como um biomarcador de dano genotoxico
(Bonassi et al., 2011).

MNs podem ser detectados em diversos tipos celulares incluindo as celulas epiteliais da
mucosa bucal. Eles aparecem em células esfoliadas da mucosa bucal e representam o reflexo
da migracgdo dessas células da camada basal do epitélio, local onde ocorre a divisdo mitética e
consequente formacdo das células alteradas, para a periferia do epitélio bucal, onde séo

esfoliadas como um processo de renovacéo continuo (Stich et al., 1982).

As células epiteliais esfoliadas da mucosa presente na cavidade bucal podem ser obtidas por
raspagem, e desta forma sdo facilmente coletadas, através de método pouco invasivo, simples,
indolor, constituindo uma excelente ferramenta para possibilitar o monitoramento de
populacdes expostas a efeitos dos poluentes ambientais. Essas células epiteliais sdo submetidas

a um método conhecido como citologia .

A citologia esfoliativa consiste em um método que esta fundamentado na analise
microscopica das caracteristicas morfologicas de um pequeno conjunto de células de um

individuo, sendo empregada e bastante utilizada com sucesso em prevencao e diagndstico de
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cancer do colo do Utero. A citologia convencional e a citologia de base liquida (CBL)

configuram as técnicas mais utilizadas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MONITORAMENTO DO AR

Os poluentes do ar sdo divididos em dois grupos, os chamados poluentes primarios, que sao
emitidos diretamente pelas fontes poluidoras e os poluentes secundarios, que sdo provenientes
das reacdes que acontecem entre um poluente primario e outras substancias presentes na

atmosfera, geralmente tendo como catalisador: a radiacdo solar (Cetesb).

As emissOes de poluentes industriais na regido do polo industrial de Cubatdo, aliada a
condicgdes climaticas e topograficas da cidade que ndo favorecem a dispersdo dos poluentes,
configuram um problema de satde humana e ambiental. Concentracdes elevadas dos poluentes
atmosféricos representam riscos e degradam o meio ambiente (Cetesb., 2019). Sdo inimeros 0s
problemas ocasionados pela polui¢do atmosférica, 0 monitoramento do ar no estado de S&o
Paulo realizado pela CETESB, permite um acompanhamento dos padrdes de qualidade, € o ar
de Cubatdo diferente de outras regides urbanas, tem as fontes de emissdes principalmente nas
industrias (Cetesb., 2020).

O mecanismo de monitoramento do ar foi considerado decisivo nas politicas de controle
ambiental da poluicdo, por possibilitar a mensuracdo dos niveis de poluentes através de suas
concentragOes, permitindo um acompanhamento da qualidade do ar (Souza e Santos, 2018).

A resolucédo federal datada de 15/06/1989 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), estabeleceu o programa de controle da qualidade do ar no @mbito nacional
(PRONAR). Esse programa constitui tem como objetivo promover a gestdo ambiental
favorecendo o bem-estar da sociedade e do meio ambiente, descrevendo estratégias para o
monitoramento da qualidade do ar e propondo padrdes nacionais para estabelecer os indices de
qualidade do ar. Ainda na resolucdo, foram criadas ferramentas para facilitar e auxiliar no
cumprimento dos padrdes estabelecidos (Brasil., 1989). Essa resolucéo foi complementada pela
resolucéo publicada em 28 de junho de 1990,onde se definem os padrdes de qualidade do ar, as
concentracfes dos poluentes atmosfeéricos, definicdo de padrdes primarios e secundarios. Os

primarios estdo relacionados a ultrapassagem das concentragdes estabelecidas e esses aumentos
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causam danos a saude, enquanto os padrdes secundarios representam as concentra¢cbes minimas

que podem causar efeitos e agravos a saude (Brasil., 1990).

S&0o 2 os objetivos basicos da rede de monitoramento do ar: verificar o grau de exposicdo
de determinada populacdo aos poluentes atmosféricos, embasado nos principios de saude
publica e verificar a eficadcia do monitoramento acompanhando a evolugdo dos padrfes e
realizando aprimoramentos quando necessario. O indice de qualidade do ar (IQAR) foi criado
para facilitar a divulgacdo dos dados. A resolugdo CONAMA n° 491/18 traz os poluentes que
fazem parte do IQAR e os valores das concentracdes dos poluentes que classificam o ar como
“boa” sdo os valores recomendados pela organizacdo mundial de satde (WHO), que através de
um guia estabeleceu os valores considerados ideais para a saide humana. Os poluentes que
fazem parte do indice sdo: MP1o (material particulado), MP2 s (material inalavel), Oz (0zbnio),
CO (monoxido de carbono), NO> (didxido de nitrogénio) e SO (dioxido de enxofre) (Brasil.,
2018; Cetesb; WHO., 2006).

O monitoramento da qualidade do ar no estado de S&o Paulo iniciou-se pela regido
metropolitana da cidade de S&o Paulo no ano de 1972, com 14 esta¢fes de monitoramento
manuais e apenas dois poluentes tinham suas concentra¢gbes monitoradas: fumaca preta e
dioxido de enxofre (SO2). O estado estabeleceu padrfes para a qualidade do ar inicialmente em
1976, através do decreto estadual n® 8468/76. Em 1981, com o inicio da utilizacdo de estacdes
automaticas houve um salto qualitativo com o aumento dos poluentes monitorados: MP1o
(material particulado inalavel), SO (dioxido de enxofre), 0zonio (O3), 6xidos de nitrogénio —
(NO, NO2 e NOx), mondxido de carbono — (CO), além dos parametros meteoroldgicos como
direcdo e velocidade do vento, temperatura e umidade relativa do ar (Cetesb). Em 2008, uma
revisao dos padrdes de qualidade do ar foi realizada, baseando-se em diretrizes preconizadas e
estabelecidas pela OMS. Com essa revisdo surgiu o decreto estadual 59113/2013, que
estabeleceu metas como valores intermediarios a serem cumpridos por etapas e padrdes finais,
a fim de se atingir as recomendacfes da OMS. Essas metas gradativas e progressivas foram
descritas observando-se alguns critérios importantes: 1) Metas intermediarias (MI) — séo
medidas de valores temporarios que precisam ser atingidos com o intuito de reducdo da emissdo
de poluentes pelas fontes emissoras fixas ou moveis. Sao 3 as etapas intermedidrias, e estd em
vigor desde 24 de abril de 2013 a Ml 1. 2) Padrdes finais (PF) — medidas estabelecidas para que
a salde da populacdo seja preservada ao maximo dos efeitos indesejaveis da poluicdo

atmosférica.
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A tabelal demonstra os padrdes de qualidade do ar (PQAR) estabelecidos no DE n°

59113/2013, em vermelho representado o padréo vigente:

Tempo de
MI 1 MI 2 MI 3 PF
Poluente amostragem
particulas 24 horas 120 100 75 50
inalaveis MAA 40 35 30 20
(MP10)
particulas 24 horas 60 50 37 25
inalaveis finas MAA 20 17 15 10
(MP2,5)
dioxido de 24 horas 60 40 30 20
enxofre MAA 40 30 20 -
(SO2)
dioxido de 1 hora 260 240 220 200
nitrogénio MAA 60 50 45 40
(NO2)
0zbnio
(03) 8 horas 140 130 120 100
mondxido de
carbono 8 horas - - - 9 ppm
(CO)
fumaca 24 horas 120 100 75 50
(FMC) MAA 40 35 30 20
particulas totais em 24 horas - - - 240
suspensao * MGA - - - 80
(PTS)
Chumbo ** MAA - - - 0,5

Tabela 1 — Padrdes da qualidade do ar no Estado de Sdo Paulo, DE n°59113/2013 (fonte:
https://cetesb.sp.gov.br/ar/padroes-de-qualidade-do-ar/ )

1. MAA — média aritmética anual 2. MGA — média geométrica anual

* parametros auxiliares a serem utilizados a critério da CETESB **monitorado apenas em
areas especifica
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Na tabela 2 foi disponibilizado os parametros contemplados pelo IQAR, cada poluente
recebeu um indice obtido através de um calculo que classifica o ar em termos de qualidade:

MP10 MP2,5 03 CcO NO2 SO2
Qualidade  indice  (ug/m3)  (ug/m3)  (ug/m3) (ppm) (Mg/m3) (Mg/m3)
24h 24h 8h 8h 1h 24h

0-50 0-25 0-100 0-9 0-200 0-20

N2

41-80 >50-100 >25-50 >100-130 >9—-11 >200-240 >20-40
Moderada

N3 Rum 81-120 >100-150 >50-75 >130-160 >11-13 >240-320 >40-365

>150 - 250 >172557 >160—-200 >13-15 >320-1130 >365—800
>250 >125 >200 >15 >1130 >800

Tabela 2 — indice de qualidade do ar (IQAR) - CETESB (DE n° 59113/2013). Fonte:
https://cetesb.sp.gov.br/ar/padroes-de-qualidade-do-ar/

O grupo de poluentes escolhidos para 0 monitoramento ocorreu em razdo da frequéncia
com que ocorrem, da sua importancia e impactos conhecidos na satde humana, e dos recursos
disponiveis para o seu acompanhamento e monitoramento (Cetesb). A concentracdo dos
poluentes é afetada ndo sé pela sua emissao na atmosfera, mas também pela dispersdo que é
diretamente influenciada pelas condigdes meteoroldgicas, com destaque para 0s ventos e a
inversdo térmica, além das topograficas. A dispersdo desse ar contaminado se torna mais critica
nos meses que compreende o periodo do inverno, pois uma massa de ar quente aprisiona a
massa de ar frio mais préximo da superficie, impedindo que os poluentes atinjam camadas mais
altas na atmosfera (Cetesb., 2015; Cetesb; De Los A Gutierrez et al., 2020).
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2.1.1 Material particulado (MP)

O MP é o poluente mais estudado, formado por pequenas particulas de natureza solida ou
liquida, composto por uma mistura complexa de substancias, que se encontram em suspensdo
e dispersos pela atmosfera devido ao seu pequeno tamanho. Essas particulas séo classificadas
de acordo com o seu diametro, configurando assim o seu perfil aerodindmico de dispersdo. Sob
essa denominacdo de material particulado temos as particulas totais em suspensdo (PTS),
fumaga (FMC), particulas inalaveis (MP10), particulas inalaveis finas (MP2,5) e particulas
ultrafinas (MP0,1). O MP pode ser de natureza antropogénica ou natural. As fontes
antropogénicas principais estdo relacionadas a atividades industriais, queima de biomassa e
combustiveis fosseis, trafego acentuado de veiculos automotores; enquanto as fontes naturais
podem ser de erupgdo vulcanica, ressuspensdo de poeira, dispersdo de processos bioldgicos
(pblen), incéndios florestais, entre outros (Cetesb; WHO., 2006; Brito et al., 2018). O tamanho
da particula esta diretamente relacionado com a dimensdo dos agravos provocados a saude
humana. Quanto menor o didmetro dessas particulas, maiores os efeitos provocados. As
particulas com didmetro entre 2,5 /10um sdo representadas pelas particulas inalaveis (MP10),
enquanto as particulas que possuem diametro menores que 2,5um sdo as particulas inalaveis
finas (MP2,5), enquanto as particulas ultrafinas (MP0,1) possuem didmetro menor que 0,1pum.
As particulas com maiores diametros, as particulas inalaveis, podem ser removidas da atmosfera
por um processo de sedimentacdo e precipitacdo em pouco tempo apds a sua emissdo e
formacéo, enquanto o material inalavel fino por possuir menor didmetro e menor peso podem
permanecer por dias em suspensdo na atmosfera, podendo ser levado para regides distantes do
seu local de formacdo (WHO.,2006). Muitos componentes estdo presentes na fracao inalavel
do MP podendo agir no trato respiratério e promover aumentos de doengas do trato respiratério
e carcinogénicas (Brito et al., 2018). O MP2,5 (inalavel fina) foi associada com doencas do
trato respiratorio e do sistema cardiovascular, através de inflamacdo que acontece de forma
sistémica, devido a propagacédo do MP para a circulacdo sanguinea (Loxhan et al., 2019). O MP
com maior diametro aerodindmico entra no trato respiratério alto, sendo facilmente removidos
pelos mecanismos de defesa do organismo, como a tosse, 0 movimento ciliar e a fagocitose,
contudo as particulas menores ( finas e ultrafinas) podem chegar aos alvéolos e atingir a
corrente sanguinea através das trocas gasosas (hematose), contudo as particulas ultrafinas tem
um poder de penetracdo maior e consequentemente atingem a corrente sanguinea mais
facilmente (Cetesb, ; WHO., 2006) (figura 2).
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Figura 2 — llustracdo do autor mostrando as vias de acesso e deposicao de material particulado

(MP) de acordo com o diametro aerodindmico e as vias respiratdrias superiores e inferiores.

2.1.2 Dioxido de enxofre (SO2)

Gas incolor, liberado na atmosfera por fontes antropogénicas, principalmente por atividades
industriais relacionadas a termelétricas, producao de fertilizantes, siderurgia com fundicédo de
aco e ferro, producéo de acido sulfurico. Também pode ser emitido na atmosfera por emissdes
veiculares produzidas pela queima de combustiveis fésseis. O SO, presente na atmosfera
participa da formacdo da chuva &cida, tendo como produto dessa reagdo: o sulfato, um dos
principais componentes presentes na complexa mistura das particulas inalaveis (MP) finas e
ultrafinas. O didxido de enxofre é altamente reativo na atmosfera, podendo estar incorporado a
aerossois, provocando acidificacao de aguas, destruicdo de monumentos, corrosao de prédios e

construcdes (Cetesb., 2012). A principal via de contaminagdo humana é por via inalatoria, e
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dificuldade respiratoria, alteragdo do sistema imunoldgico com diminui¢do no processo de
defesa contra doencas pulmonares, agravamento de doencas pulmonares e cardiovasculares
existentes, sdo alguns dos principais efeitos deletérios da exposicdo a altos niveis de didxido de

enxofre.
2.1.3 Oz6nio Troposférico (Oz)

Em comparacdo a outros poluentes, o controle do ozénio troposférico é o mais dificil,
devido a complexidade de sua formacao que esta relacionada a reacGes que acontecem na baixa
atmosfera através de reacdes quimicas. Considerado um poluente secundario, formado pela
reacdo entre oxidos de nitrogénio (NOx) e compostos organicos volateis (COV) catalisados pela
radiacdo solar. O 0z6nio é um gas extremamente reativo e oxidante, responsavel pela formacao
do smog fotoquimico (WHO., 2006;Alves., 2020). Estudos mostraram intensa relacdo entre o
aumento das concentragbes de ozdnio em grandes centros urbanos e as patologias
cardiorrespiratérias e neuroldgicas. A sua formacdo é fortemente associada com padrbes

meteoroldgicos e topograficos especificos que facilitam a sua formacao (Alves., 2020).

2.1.4 Oxidos de nitrogénio (NOx)

Sdo formados durante processos de combustdo de combustiveis fosseis, podem ser
formados e emitidos por motores de combustéo interna, fornos, caldeiras, estufas, incineradores
em industrias quimicas. Considerado um poluente primario, participa do processo de formacéo
da chuva acida e formacdo de oxidantes (O3) responsaveis pelo smog fotoquimico. Os 6xidos
de nitrogénio, uma vez langados na atmosfera em grandes concentracGes, acarretam diversos
maleficios tanto para a salde da populacdo quanto para 0 meio ambiente. NOx e O3z sdo
responsaveis diretos por edemas pulmonares, uma vez sollUveis em gorduras, penetram
profundamente nos alvéolos pulmonares. Em altas concentra¢fes nos tecidos animais, podem
diminuir a permeabilidade celular, diminuindo a troca gasosa nos tecidos, em casos extremos
podem provocar o blogueio da troca gasosa com destruicdo permanente de células e tecidos.
Os o6xidos de nitrogénio quando inalados podem provocar metahemoglobinemia, doenca
caracterizada pela ligacdo dos 6xidos a hemoglobina das hemacias, impedindo a ligacdo das
moléculas de oxigénio (WHO., 2006; Cetesb).
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2.2 BIOMONITORAMENTO HUMANO

Desempenha um papel importante na avaliacdo dos niveis de exposi¢do a poluentes na
populacdo de uma maneira geral. As populag6es que vivem no entorno das fontes emissoras
fixas (industrias) sdo as primeiras a se exporem a esses contaminantes. O biomonitoramento se
utiliza de biomarcadores sensiveis, que permitem a identificacdo de alteracdes precoces a nivel
de material genético, configurando respostas bioldgicas correspondentes a exposi¢cdo dos
individuos e constitui ferramenta muito utilizada no estudo e avaliacdo do risco de poluentes
ambientais nos seres vivos. Os poluentes afetam o sistema bioldgico de maneira progressiva,
primeiro no sistema mais precoce representado pelas estruturas genéticas e celulares, e de
maneira crescente pode atingir a longo prazo estruturas e sistemas mais complexos dos seres
vivos e de todo o ecossistema (figura 3). Quando as exposi¢des a contaminantes atingem niveis
mais complexos do sistema bioldgico ficando evidente suas alteragdes, a reversibilidade na
maioria das vezes ndo é mais possivel, ficando claro o processo de degeneracéo e a instalacédo

de patologias (Moore et al., 2004).

Complexidade e resposta biologica

& \»-/‘Detectibilidode e indicios

Biomarcadores

Figura 3 - Esquema do autor mostrando os indicios precoces a nivel genético e celular
(biomarcadores), com respectiva progressdo crescente dos efeitos —Adaptado de Moore et al
(2004).

Fonte: Moore ,et al. An integrated biomarker-based strategy for ecotoxicological evaluation of
risk in environmental management. Mutat.Res.2004; 552: 247-68.
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Um dos principais desfechos ocasionados pela polui¢do atmosférica € o cancer, por isso a
importancia sempre crescente da realizagdo do monitoramento humano e do ar, para avaliar 0s
efeitos genotoxicos dos poluentes sobre determinada populacao. Estudo conduzido por Yanagi
et al. (2012) correlacionou positivamente o aumento do MP1o com a incidéncia e mortalidade
por alguns tipos de cancer na cidade de S&o Paulo. Os autores relatam ainda, a importancia da
utilizacdo de medidas que visem a reducédo desse poluente e 0 acompanhamento continuo das
populacOes expostas. De todos 0s casos de cancer, cerca de 90% estdo relacionados com fatores
externos e ambientais, entre eles: tabagismo, radiacdo solar excessiva, alguns virus do ambiente
e outros ainda desconhecidos (Bonassi et al., 2007). Neste sentido Bolognesi et al. (2015)
evidenciaram a utilidade potencial do ensaio de MN aplicado em células epiteliais para o

rastreamento de lesdes orais pré-cancerosas.

O biomonitoramento humano através da utilizacdo de biomarcadores, visa a protecdo da
salde humana em casos de exposi¢cdes a poluentes, sendo seu principal objetivo avaliar a
exposicdo e mensurar seus efeitos. O MN é considerado um biomarcador biolégico de efeito
precoce capaz de verificar a frequéncia de danos cromossémicos em células nucleadas (Coronas
et al., 2009; Bonassi et al., 2011; zhang et al., 2016).

2.3 MITOSE E FORMACAO DE MICRONUCLEO (MN)

O processo de formagdo dos MN acontece durante uma fase da mitose conhecida como
anéfase. A mitose faz parte do ciclo celular dos seres vivos, onde uma célula-mae tem o seu
material genético duplicado dando origem a duas células-filhas idénticas com material genético
igualmente divididos (Fenech et al., 2011). O material genético & previamente duplicado
durante o ciclo celular antes do processo de divisdo entre as células -filhas. O processo mitético
possui cinco fases distintas divididas em: préfase, prometéfase, metéafase, anafase e teléfase.

Na préfase, considerada a fase mais longa, ocorre a condensacdo da cromatina com
desparecimento do envoltorio nuclear (carioteca) e nucléolo, seguida de separacdo dos
centriolos. Na prometafase os centriolos migram para os polos celulares onde inicia-se a
formacdo do fuso mitotico, na metafase os cromossomos se apresentam alinhados na placa
equatorial da célula e ligados aos polos através dos centrémeros pelos fusos. Na anafase ocorre

a divisao dos cromossomos, cada cromatideo migra para os polos opostos da célula. E, por fim,
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na teldfase ocorre a formacdo do envelope nuclear (carioteca) em cada cromatideo, com
organizacdo do nucléolo e descondensacao dos cromossomos (Amabis e Martho., 2004).
Ap0s o processo de mitose, a célula sofre a separagéo fisica em duas células-filhas através

de um mecanismo denominado citocinese. Esquema da mitose na figura 4:
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Figura 4 — Ciclo de reproducéo celular. Fonte: Amabis e Martho., 2004

MNs representam disfuncdes no aparelho mitotico (aneugénese) ou quebras cromossdmicas
(clastogénese). Sdo formacdes condensadas de cromatina com estrutura semelhante a pequenos
nucleos dispersos no citoplasma com caracteristicas muito semelhantes ao ndcleo principal e
contém fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros que foram perdidos durante o
processo de divisdo celular, ficando de fora do nacleo principal (Tolbert et al., 1992; Thomas
et al., 2009). Essa ruptura com segregacao cromossdmica, é causada por lesbes ocasionadas ao
DNA, néo reparadas ou mal reparadas, ou ainda por uma incorreta segregacdo cromossomica.

As lesbes no material genético sdo geralmente corrigidas pelo mecanismo de reparo do DNA,
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portanto essas quebras podem ser reparadas ndo resultando em efeitos cumulativos, porém
defeitos ou ineficiéncia no mecanismo de reparo podem ser letais para a célula resultando em

mutacOes persistentes e danos ao DNA (Branzei e Foiani., 2008).

A formagdo de MNs ocorre durante o processo de divisédo celular na camada basal do
epitélio bucal, no entanto a sua identificacdo sé € possivel nas camadas mais superficiais do
epitélio, em consequéncia da migracdo das células da camada basal para as camadas mais

superficiais. Este processo de renovacao celular é continuo ( Andrade et al., 2017).

A verificacdo da frequéncia de MNs em células esfoliadas do epitélio da mucosa bucal
constitui uma ferramenta de avaliacdo importante e potente na verificacdo de eventuais danos
genotoxicos ao DNA (Souto et al., 2010). Sendo amplamente utilizado para investigar a acdo
de genotoxicidade sobre o epitélio da mucosa bucal (Tolbert et al., 1992). Além disto, &€ um
biomarcador valido para estudos genotoxicos com triagem de grandes populagdes e estudos

como biomarcador de cancer (Federico et al., 2019).

Com isso, a analise de MNs em células epiteliais esfoliadas constitui um teste amplamente
utilizado e tem recebido muita atencdo pela sua facilidade de uso para mensurar 0s danos ao
DNA permitindo avaliar a instabilidade do genoma, sendo um método néo invasivo, de facil
execucao, de baixo custo, facil avaliacdo e de fécil aceitacdo por parte da populacao estudada.
Considerado um biomarcador de dano ao genoma, acontece em resposta a estressores
ambientais, que permitem a identificacdo de alteracdes precoces (Thomas et al., 2009; Bonassi
etal., 2011).

Na figura 5 o esquema com a formacéo do MN:

clastogénese

aneugénese

metafase anafase

Figura 5 — Esquema do autor mostrando o processo de formagdo do MN em uma célula durante
a mitose. Quebra (clastogénese) ou perda (aneugénese) de um cromossomo culminando com a
formacéo de MN.
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2.4 EPITELIO BUCAL

O epitélio bucal é considerado uma barreira priméria que divide o meio bucal e os tecidos
que se encontram adjacentes e mais profundos. Se caracteriza por um epitélio escamoso
estratificado que possui células dispostas em estratos e se encontram firmemente aderidas e
unidas umas as outras formando uma verdadeira barreira entre 0 meio externo e o meio interno.
As células que compdem esse epitélio sdo basicamente classificadas em duas populacGes
funcionais distintas: uma populagdo que tem a capacidade progenitora envolvida na funcdo de
fornecer novas células através de constantes divisGes celulares (mitose), e um outro tipo de
célula que se apresenta em maturacédo e diferenciacdo celular (Junqueira e Carneiro., 2013).
Assim, dois aspectos fundamentais do epitélio bucal sdo maturacéo e proliferacdo. Adjacente a
lamina propria, encontra-se a camada basal, que constitui o estrato progenitor do epitélio. A
camada basal é formada por células se multiplicam e, portanto sintetizam DNA e sofrem
mitoses. O epitélio para manter sua integridade estrutural necessita de renovacdo celular de
maneira continua, através de repetidos processos mitéticos que acontecem na camada basal, no
qual células das camadas mais profundas migram para a superficie do epitélio até sua
descamacéo. A medida que essas células oriundas da mitose migram para a periferia do epitélio,
elas perdem essa capacidade proliferativa ndo sofrendo mais divisdo celular. Durante o processo
de mitose cada célula-mé&e se duplica dando origem a duas celulas-filhas com idéntico material
genético (Nanci., 2013).

A informacdo genética celular, representada pelo DNA, € bastante vulneravel a constantes
modificacGes durante a fase de mitose, por esse motivo uma parte da populacdo de células
progenitoras tem um ciclo celular mais lento e controlado para permitir que alterag6es durante
o ciclo celular sejam prontamente reparadas. Essas células tém a funcéo de produzir células que

permanecerdo na camada basal mantendo o potencial proliferativo (Nanci., 2013).

Ao final do ciclo celular, as células-filhas oriundas da divisdo celular, podem ter dois
destinos distintos, e essa decisdo depende de varios fatores metabdlicos inerentes a cada célula-
filha produzida. Essas células recém geradas podem retornar ao ciclo celular e participar do
processo proliferativo na camada basal ou seguir em direcdo a diferenciacdo celular e periferia

do epitélio (Balogh et al., 2012). As células que sofrem renovacdo celular e migram para a
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periferia do epitélio levam em média de 7-21/28 dias para completa esfoliagdo (Holland et al.,
2008) (figura 6).

As células do epitélio da mucosa bucal constituem a primeira barreira contra agentes
mutagénicos, e por esse motivo sao consideradas importantes no monitoramento de danos ao
DNA, em virtude dessas células sofrerem diretamente com a a¢do de agentes genotdxicos e ou
citotoxicos através de ingestdo ou inalagdo, configuram um tecido de rota direta para os
poluentes transportados pelo ar. O uso dessas células como biomarcadores resultantes de
exposicdes a contaminantes ambientais leva em consideracdo a intensa metabolizacdo de
carcindgenos que acontecem nesses tecidos epiteliais, confirmando assim a maior incidéncia de

canceres humanos nesses tecidos (Holland et al., 2008).

i |
7 _21/28 dias Cavidade ora

Tecido Conjuntivo

& e e N e T I

.célula com micronucleo Camada basal O Migracéo pelo epitélio

Figura 6 — Esquema do autor mostrando o epitélio de revestimento da mucosa bucal
evidenciando a migracdo das células com alteracdes nucleares da camada basal para a periferia
do epitélio. Adaptado de: Thomas et al. Buccal micronucleus cytome assay. Nat Protoc.
2009;4(6):825-37.
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2.5 CITOLOGIA DE BASE LIQUIDA (CBL)

As alteracdes que podem vir a ocorrer no processo de renovagao e maturacéo celular podem
ser evidenciadas pela citologia. A principio as citologias foram utilizadas para avaliacdo de
leses no utero, sendo mais tarde adaptadas para investigacdes em células epiteliais da cavidade
bucal (Freitas et al., 2016).

A utilizacdo da citologia como um método de investigacdo das alteracdes celulares no
epitélio € bastante util, realizada com instrumentos de facil utilizagdo, tendo como vantagens:
coleta répida, baixo custo e ndo invasiva. Os mesmos padrGes celulares, as mesmas atipias
celulares, podem ser conseguidas pelo método de CBL, mantendo os padrdes de parametros
relacionados a morfologia celular. A CBL fornece uma amostra celular impregnada em lamina
com uma melhora consideravel na diminuicdo do nimero de artefatos presentes na amostra,
maximizando a interpretagdo da morfologia celular e suas alteragdes. Outra grande vantagem
observada com essa técnica é a concentracdo celular em areas menores e especificas das laminas
facilitando a leitura manual. A dispersao e a disposi¢do das células na superficie das laminas
sdo homogeéneas, com pouca sobreposicdo celular objetivando as interpretaces celulares
(Longatto et al., 2005 e Beerman et al., 2009).

A preparagdo por meio de CBL pode substituir o esfregago convencional, sendo mais
especifica, sensivel e precisa, minimizando problemas associados ao preparo das células, com
diminuicdio da quantidade de células inflamatérias, sangue e muco. E uma metodologia
semiautomatica utilizada para coleta e processamento de células epiteliais, com area de triagem
na lamina menor e melhora consideravel na qualidade dos espécimes celulares (Norimatsu et
al., 2013). Os preparos conseguidos com CBL sdo imediatamente colocados em um liquido
conservante, fazendo com que a fixacdo e coloracdo se apresentem mais homogéneas quando
em comparacdo com método convencional (Longatto et al., 2005). O liquido conservante do
meio liquido tem a propriedade de manter as estruturas morfoldgicas e moleculares integras do

esfregaco ( Freitas et al., 2016).

O estudo de Ramos et al. (2014) para investigar populacdes expostas a agentes
potencialmente carcinogénicos utilizou a CBL em células da mucosa bucal, onde relatou alta
qualidade conseguida com as laminas preparadas com a técnica, ressaltando a facil preparacéo

e a possivel automatizacao da leitura das ldminas em detrimento da leitura manual. Os autores
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ainda relataram que a CBL constituiu um método de aprimoramento e refinamento do

processamento das células colhidas.

Outra excelente vantagem da CBL relatada é a possibilidade de detec¢do precoce de
doengas como o HPV, através de exames especificos com o excedente de células do
processamento e a possiblidade de realizacdo de outras andlises através da imuno-histoquimica.
Relata ainda a especificidade e facilidade aumentada para detecgdo de lesGes pré-malignas em

mucosa bucal (Kujan et al., 2006).

2.6 PROTOCOLOS DE TOLBERT ET AL (1992) E THOMAS ET AL (2009) PARA
O ENSAIO DE MN

Stich et al. (1982) foram os primeiros pesquisadores a utilizar o Teste de Microndcleos em
células esfoliadas da mucosa bucal para o uso de biomonitoramento em populacdes expostas a
agentes mutagénicos, em especifico do trabalho o tabagismo, em populacdo com o habito de
“mascar” tabaco (“rapé”). Os pesquisadores utilizaram raspados da mucosa bucal, que ap0s 0s
preparos de esfregaco diretamente nas laminas foram corados com a reagéo de Feulgen e fast
green. O MN era a Unica aberragdo cromossdmica investigada. Verificou-se uma frequéncia

elevada de células com MN em todos os usudrios de tabaco do estudo.

Tolbert et al. (1992) realizaram um trabalho com o objetivo de melhorar a utilidade do
ensaio de MN com a intencdo de gerar um protocolo inovador até entdo, sendo utilizado em
varias populacdes de voluntarios expostos ou ndo a agentes mutagénicos. O objetivo proposto
foi um refinamento nos critérios de pontuacdo, identificacdo e caracteristicas dos MNs, além
da incluséo de outras anomalias nucleares indicativas de apoptose, necrose celular e de danos
cromossémicos para serem investigadas e pontuadas, aumentando dessa forma a utilidade
epidemioldgica do teste. A apoptose € um processo genético controlado e programado de morte
celular que encerra o ciclo celular, importante em processos regenerativos dos tecidos ou em
resposta a agentes genotdxicos, constituindo assim, importante mecanismo para eliminacdo de
células que apresentam alteracdes genéticas. Entretanto, a frequéncia aumentada de apoptose

pode ser um importante marcador de risco aumentado para transformacdes malignas.

As Etapas da Apoptose (condensacdo da cromatina (CC), picnose (PK), cariorrexe (CRX)

e a caridlise (CRL) indicativo de necrose celular, foram incluidas no protocolo proposto pelo
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pesquisador por serem sensiveis a eventos genotdxicos e citotoxicos e por aumentarem a sua
frequéncia diante de tais eventos ( Tolbert et al., 1992; Meireles et al., 2006; Carrard et al.,
2007; Yang et al., 2017). Tolbert et al (1992) descreveram as caracteristicas como: CC —
distribuicdo anormal de cromatina, concentrada no centro nuclear ou disposta grosseiramente
em granulos, PK — condensacdo extrema da cromatina com grande reducdo do tamanho do
nucleo, CRX — desintegracdo da carioteca com presenca de inumeros fragmentos nucleares
dispersos pelo citoplasma celular, descritos como corpusculos de Feulgen positivo e a CRL —

auséncia nuclear com dissolucdo do nucleo e aspecto de nucleo fantasma.

Também foram incluidos nas alteracdes: Células binucleadas que foram descritas como
anomalias que ocorrem em virtude de defeito na citocinese apds a divisdo nuclear e broken-egg
descrito como corpos arredondados com cor semelhante ao nucleo, porém menor e ligado ao
nucleo principal por um ligamento de cromatina,. O estudo teve como critério final estabelecido
para as analises nucleares: MNs, broken-egg, picnose, cromatina condensada, Carriorexe,

caridlise e binucleada (figura 7).

Na figura 8 aparecem as imagens microscopicas obtidas pelo autor desse estudo através de

microscopia Optica para evidenciar os critérios definidos por Tolbert et al em 1992.

\__/ condensada

/’—\\ | (/—\\
@/ carriorexe @ binucleagdo

caridlise @ broken-egg

Figura 7 — Diagrama do autor demonstrando alteragcdes nucleares e MNs (acervo proprio) -
adaptado de Tolbert et al 1992. Fonte: Tolbert PE, Shy CM, Allen JW. Micronuclei and other
nuclear anomalies in buccal smears: methods development. Mutat Res. 1992.

9
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Figura 8 — Imagens fotograficas do proprio autor obtidas de microscopia dptica com aumento
de 400x (2021). MN(micronucleos), BN(binucleadas), NP(Broken egg), CC(cromatina
condensada), PK(picnose), CRL(cariolise), CRX(Carriorexe). Seguindo os critérios de
pontuacdo de Tolbert et al (1992)

Ainda nesse estudo, as caracteristicas dos microntcleos foram descritas como critérios para
a inclusdo na pontuacdo de células alteradas: perimetro suave, arredondado e com membrana
presente; o tamanho de até 1/3 do nucleo principal, mas com tamanho suficiente para ter forma
e cor; intensidade de coloracéo e textura semelhante ao nicleo; estar no mesmo plano focal do
nacleo; ndo apresentar sobreposi¢fes nucleares e pontes citoplasmaticas que indicariam
possivel broken-egg. Com relacéo ao processamento das amostras, as células epiteliais foram
coletadas da mucosa com espatula de madeira, sendo mencionado como alternativa escova
cilindrica, ap6s, as células colhidas eram levadas diretamente na lamina através de um
esfregaco, onde entdo eram fixadas com metanol a 80%. A coloracdo da lamina foi realizada
pela técnica de Feulgen através de hidrdlise acida com utilizacdo de reativo de Schiff para

coloracéo do nucleo.

Thomas et al. (2009) descreveram um protocolo intitulado BMCyt (teste de micronucleos
em citoma bucal) baseado nos critérios desenvolvidos por Tolbert et al (1992). Configura um
método mais abrangente onde cada célula pontuada é estudada e avaliada citologicamente pelo
seu estado de viabilidade (necrose, apoptose), seu estado mitético (mono, multi ou binucleadas)
e seu dano cromossdmico ou estado de instabilidade (MN, brotos nucleares-NB). Os autores

modificaram a ndmina de broken egg para brotos nucleares (NB), relatando que as células com
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NB contém um nicleo com uma extremidade sugestiva de um brotamento e que essa anomalia

pode estar relacionada a eliminacdo de DNA devido a amplificacdo génica.

Nesse protocolo se estabeleceu um método mais especifico para as coletas das células,
preparacdo e processamento das laminas com utilizacdo de reativo de Schiff (reacdo de
Feulgen) para coloracdo do DNA e contra coloracdo das amostras com reagente de fast green
para o citoplasma. Os autores sugerem uma cito centrifugacdo das células coletadas colocadas
previamente em um recipiente com liquido conservante e fixante a base de metanol 80% ou

uma solucédo 3:1 de metanol e acido acético glacial.

Foi relatado ainda, a importancia do conhecimento de dados demogréaficos e de exposicao
como: idade, sexo, tabagismo, consumo de alcool, doencas degenerativas, exposicdo a radiacdo
ionizante, histdrico de cancer, medicamento em uso ou doengas existentes (histdria da doenca),
exposi¢des ocupacionais, entre outros. Esses critérios devem ser considerados dependendo do

tipo de estudo epidemioldgico a ser executado.

Na figura 9 as anomalias nucleares sugeridas por Thomas et al. (2009) para o0 ensaio Bmcyt:

genoma normal -\ .

normal
N ) J » perda ou quebra cromossomos

Apoptose- morfogenética c

"o amplifica¢do de genes NG
ou danos genotoxicos P v € MNs

‘ ! *defeito citocinese .
/ broto nuclear
Condensagdo necrose o aaEme
cromatina \ .

9 ,‘ binucleadas

— picnose cariolise
carriorexe

Figura 9 — Diagrama do proprio autor adaptado do trabalho de Thomas et al. (2009) mostrando
0s varios tipos de células pontuados no ensaio de BMCyt.
Fonte: Thomas et al. Buccal micronucleus cytome assay. Nat Protoc. 2009;4(6): 825-37.
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Em seu estudo, Bolognesi et al. (2013) abordaram o ensaio de citoma da mucosa bucal e
forneceram uma versdo atualizada detalhada dos critérios de pontuacdo acompanhada de uma
galeria de fotos com as alteracfes. Esses critérios complementam os relatados anteriormente.
Nesse estudo os autores complementam a classificacdo das anomalias nucleares classificando
o0 broken egg (NP) como uma alteragéo adicional e ndo em substituicdo ao broto nuclear (NB),
como classificado em estudos anteriores e foram adicionados a mesma categoria de alteracao.

Estudos em formato de projeto colaborativo inter laboratorial denominado HUMNXxI foram
conduzidos por pesquisadores para identificar varidveis que poderiam alterar os resultados
encontrados com relacdo a medicdo e mensuragdo dos parametros avaliados, assim como,
avaliar possiveis fatores de confuséo relacionados as amostras e a populacdo estudada (Rohr et
al., 2020).

Holland et al. (2008), iniciaram o projeto colaborativo de validagdo do HUMNXI para o
estudo de danos ao DNA para demonstrar os efeitos citogenéticos de exposi¢des ambientais e
ocupacionais, influéncia de fatores nutricionais, influéncia do estilo de vida utilizando células

esfoliadas da mucosa bucal para a investigacdo de exposicéo genotoxica.

2.7 TESTE DE MN EM MONITORAMENTO DE POPULACOES

A utilizacdo do teste ou ensaio de MNs teve amplo relato na literatura, discutindo e
analisando as mais diversas condi¢cBes que podem propiciar danos de genotoxicidade e
citotoxicidade. Buscamos relatar as mais comuns: habitos como tabagismo, etilismo e uso de
colutérios com alcool; avaliacdo dos efeitos da idade no processo de envelhecimento;
deficiéncias nutricionais (principalmente de folato e vitamina B12); danos genéticos induzidos
por doencas sistémicas (principalmente Diabetes mellitus e neurodegenerativas); avaliacdo dos
efeitos a exposicdo de quimioterapicos e radioterapia; biomonitoramento de popula¢fes nao
expostas a mutagénicos; populagdo exposta ocupacionalmente; radiacdo ionizante (raio x e
celulares) e populagéo exposta a poluentes ambientas, entre outros.

Stich et al. (1982), realizou um estudo na india com grupo de risco para o cancer, onde
verificou frequéncia elevada de MNs em grupo de estudo exposto ao tabaco, em relacdo ao
grupo néo exposto. No presente estudo, 0 autor ndo avaliou outras alteragdes nucleares.

Meirelles et al. (2006), observando a apoptose em células esfoliadas da mucosa oral em um
grupo exposto ocupacionalmente a agentes mutagénicos, verificou frequéncia significativa de

alteracdes nucleares indicativas de apoptose no grupo estudado, quando em comparacdo ao
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grupo controle, evidenciando assim que a apoptose sofre influéncia genotédxica e a importancia
de se incluir essas alteragdes nos resultados.

Ramos et al. (2014), através da utilizacdo da CBL(citologia de base liquida) avaliaram o
potencial genotoxico em trabalhadores da construgdo civil expostos a polui¢do do ar. Um grupo
de 20 trabalhadores tiveram células coletadas da mucosa bucal e comparadas com um grupo
controle de 20 individuos. A frequéncia de MNs, o Unico parametro avaliado, foi
estatisticamente mais significativa nos trabalhadores da construcéo civil.

Da Silva et al. (2015), descreveram a influéncia de polo petroquimico através da correlagdo
entre MP (material particulado) e sua acdo mutagénica em biomonitoramento de criangas. Além
de outras técnicas de monitoramento bioldgico, o teste de microndcleos foi realizado, onde se
avaliou todos os parametros descritos por Tolbert et al (1992) e Thomas et al (2009). Os
resultados ndo encontraram diferenca estatistica significativa entre as frequéncias dos
biomarcadores avaliados na mucosa bucal. Os pesquisadores concluem a necessidade de
biomonitoramento rotineiros para identificar valores basais para as alterag6es, que serviram de
guia para estudos futuros.

Tomaz et al. (2016), correlacionaram no seu estudo as anemias e os danos ao material
genético, avaliando a frequéncia de MNs e outras alteracfes nucleares na mucosa bucal de 30
pacientes anémicos e 30 pacientes do grupo controle com auséncia da doenca. Como resposta
ao seu estudo encontrou uma prevaléncia na frequéncia de MNs, NB, NP e BN muito elevada
no grupo anémico demonstrando o indicio de instabilidade no DNA, as outras alteragdes
indicativas de apoptose e proliferacdo se apresentaram equivalentes.

Ferraz et al. (2016), concluiram em seu trabalho que a idade foi fator determinante para o
potencial dano ao DNA encontrado. Estudo realizado com 80 individuos divididos em 4 grupos
com 2 faixas etarias distintas e separados por sexo, apresentou diferenca significativa na
frequéncia de MNs e outras alteracGes degenerativas no grupo mais idoso, apds o teste de
micronucleos. Com relagdo ao sexo ndo houve diferenca entre o grupo jovem, porém o grupo
idoso teve maior frequéncia de CRX e CRL no sexo masculino.

Do Vale et al. (2017), os pesquisadores analisaram a influéncia de atividades expostas
ocupacionalmente em soldadores, em um total de 44 participantes, divididos em 2 grupos:
soldadores e ndo soldadores. Foi utilizado o ensaio de MNs e de morte celular avaliando apenas
os parametros: MNs, PK, CRL e CRX. Como resultado, verificou-se que os parametros de

citotoxicidade (PK, CRX, CRL) estavam aumentados no grupo de Soldadores, enquanto os
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MNs (indicativos de genotoxicidade) ndo apresentaram alteragOes significativas nas
frequéncias entre 0s grupos.

Anténio et al. (2017), propds um estudo realizado em criancas com idade média de 7 anos
para avaliar os efeitos citotoxicos e genotdxicos na mucosa bucal apds a exposicao a radiacao
ionizante (raio x). O estudo com 30 criancas de ambos o0s sexos foi realizado através da coleta
de células pelo método CBL, uma coleta antes da obtencédo das radiografias e uma coleta apds
a exposicdo ao raio Xx. Os resultados foram comparados para avaliagdo dos parametros
genotéxicos (MNs, NB, NP) e citotoxicos (PK,CRL, CRX). O resultado obtido revelou
aumento significativo das variaveis PK, NB, NP ap6s a obtengéo das radiografias, evidenciando
potencial de citotoxicidade e genotoxicidade das radiacdes ionizantes.

Andrade et al. (2017), avaliaram os potenciais efeitos citotoxicos e genotdxicos produzidos
pela coleta de lixo em coletores. Esse estudo reuniu 47 individuos do sexo masculino para
representar 0 grupo exposto, e os resultados foram comparados com um grupo controle. Foi
realizado o teste de MNs e ap0s as analises das amostras ndo se verificou diferenca estatistica
no parametro MNSs, no entanto, houve diferenca nas frequéncias de PK e CRL significativa no
grupo exposto.

Alpire et al. (2019), avaliaram os efeitos citogenéticos em exposi¢ches ambientais
verificadas em um estudo com criancas que viviam em condigdes insalubres no estuario de
Santos-Sao Vicente, estado de Sdo Paulo. Criangas em um total de 40 foram divididas em 2
grupos, 20 que viviam na regido e 20 que correspondiam ao grupo controle ndo expostos a
condigdes de insalubridade. Como resultado do estudo, os autores verificaram aumento
significativo na frequéncia de MNs em células esfoliadas da mucosa oral no grupo exposto,
guando em comparacao ao grupo controle. Contudo, os parametros utilizados para avaliar 0s
efeitos da citotoxicidade (picnose, cariolise e cariorrexe) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos estudados. Os autores concluem que aumentos significativos no
aparecimento de MNs demonstram que a exposicdo a contaminantes ambientais, pode
ocasionar alteracdes de instabilidade no DNA em células da mucosa bucal.

Claudio et al. (2019), demonstraram em seu estudo a consequéncia bioldgica da exposi¢do
humana a pesticidas utilizados na agricultura. No estudo, 21 individuos trabalhadores em
fazendas de banana expostos a pesticidas, foram comparados a um grupo controle com 20
individuos ndo expostos. O objetivo foi avaliar a instabilidade gendmica e a citotoxicidade
presente nas células epiteliais da mucosa bucal dos trabalhadores expostos. Como resultado 0s

pesquisadores verificaram que houve uma diferenca significativa das frequéncias de MNs e
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CRL nas células dos individuos expostos, mas ndo encontraram diferencas nas taxas das
frequéncias de PK e CRX, concluindo potencial aumento de instabilidade gendmica e morte
celular nesses individuos.

Federico et al. (2019), em estudo com populagdo exposta a area petroquimica na regido da
Sicilia, Italia, verificou aumento nas variaveis de dano ao DNA (MN) e evento de citotoxicidade
com aumento significativo de CRL no grupo exposto de trabalhadores expostos e de populacéo
residente proxima a regido de petroquimica. Nesse estudo, o autor correlacionou varios fatores
de confuséo, obtendo correlagcdo positiva com o tabagismo. Com relagdo ao sexo e idade
investigados, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

De Los Gutierrez et al. (2020), realizaram estudo em populacéo residente de area industrial
de Buenos Aires para avaliar os efeitos dos poluentes atmosféricos. Utilizaram o ensaio de MNs
na mucosa bucal conforme o protocolo descrito por Tolbert et al. (1992). O estudo ainda
correlacionou a idade e 0 sexo dos participantes com o resultado da analise dos biomarcadores.
Nesse estudo ndo foi encontrada diferenca estatistica nas variaveis comparadas entre 0s grupos,
também, ndo houve diferenca nas frequéncias dos biomarcadores quando se correlacionou
idade e sexo.

Gonzalez-Santiago et al. (2021), em estudo para avaliar os efeitos da polui¢cdo do ar em
individuos jovens expostos em area com alta concentracdo de poluentes, encontrou aumento
significativo de NB, indicativo de dano ao DNA, e aumento nas variaveis de apoptose e
cariolise, indicativos de citotoxicidade. Entretanto, ndo encontrou aumento em MNs e BN.

Com relacdo ao método de processamento das amostras, uma série de técnicas foram
utilizadas, com algumas diferencas e preferéncias relatadas pelos pesquisadores, principalmente
relacionadas a coleta e coloracdo das células.

A utilizacdo de citologia atraves de raspado da mucosa bucal foi realizada com espatulas de
madeira (Stich et al., 1982; Sarto et al., 1987; Tolbert., et al 1992; Souto, 2010; Do Vale., et al
2017; Alpire et al., et al 2019; Claudio., et al), por Cytobrush ou escova cervical (Ramos., et al
2014; Tomaz., et al 2016; Ferraz et al., 2016; Antbnio et al., 2017) e escovas de dente adaptada
para a coleta (Thomas et al., 2009; Thomas e Fenech., 2011).

Com relacéo ao preparo das células, houve relatos de esfregacos diretamente nas laminas
logo apos a raspagem em mucosa (Stich et al., 1982; Tolbert et al., 1992; Meirelles et al., 2006;
Ferraz et al., 2016) ou foram centrifugadas e filtradas antes da fixagcdo nas laminas (Thomas et
al., 2009; Da Silva et al., 2015; Thomaz et al., 2016; Do Vale et al., 2017).
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Segundo Thomas et al. (2009), o método de centrifugacdo demonstrado no protocolo
descrito por ele, resulta em amostras de células em maior quantidade, mais homogéneas e com
melhor dispersdo no centro da lamina e menos sobreposicdes celulares, que dificultariam a
analise.

O processo de coloracdo das laminas também apresentou diferencas de técnicas relatadas
na literatura. Foi utilizada reacdo de Feulgen com contra coloragéo de fast green na maioria dos
trabalhos revisados (Stich et al., 1982; Sarto et al., 1987; Meirelles et al., 2006; Souto, 2010;
Tomaz et al., 2016; Claudio et al., 2019). Ramos et al.(2014), utilizou e comparou 3 técnicas
de coloragéo para as amostras : Giensa, Papanicolau e Feulgen com fast green, sendo apenas o
Feulgen especifico para coloracdo do DNA. Nesse estudo os autores encontraram frequéncia
de MNs maiores nas coloracbes de Giensa e Papanicolau, tanto no grupo exposto como no
grupo controle, sugerindo falsos positivos nas amostras, devido a ndo especificidade dos
reagentes ao reagir com DNA. Bonassi et al. (2011) relataram também a possibilidade de
amostras com falso positivo de MNs com a coloracéo de Papanicolau, devido a evidenciacdo
de estruturas que estdo no citoplasma como bactérias e granulos de queratina. A reacao de
Feulgen é uma técnica especifica para DNA que fornece amostras mais limpas, com boa
qualidade de contraste, e sendo especificas para DNA tem a comodidade de ndo corar outras
estruturas da célula (Bonassi et al., 2008; Bolognesi et al., 2015)

O primeiro passo para a reacdo de Feulgen € a hidrélise acida do DNA, esse ambiente acido
com HCL (acido cloridrico) faz com que a base purinica do agUcar seja separada da
desoxirribose, dessa forma temos estruturas de aldeido livres e 0 DNA intacto. A molécula de
DNA torna-se apurinica permitindo a entrada e ligacdo com o corante de Schiff que evidencia
o DNA de cor magenta. A intensidade do corante é proporcional a concentracdo de DNA (Ben-
Sade e Samach, 2003). A hidrolise se apresenta como 0 processo mais complexo dentro do
método de Feulgen, o tempo de imersdo e a temperatura devem ser controlados para se evitar
exposicdes demasiadas ou insuficientes das amostras. A coloragdo do nucleo e citoplasma
devem ser acompanhadas utilizando a microscopia Optica para verificar homogeneidade das
colorages assim que sdo realizadas. O principal beneficio em se utilizar a reacdo de Feulgen
com fast green ¢é a diferenca de coloracdo entre nucleo e citoplasma que torna muito mais
evidente as estruturas nucleares da célula e o perimetro do citoplasma, facilitando a leitura das
alteracGes. Nessa técnica o nucleo é corado de magenta e o citoplasma cora-se de verde (Souto
et al., 2010).
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Na figura 10 temos células epiteliais da mucosa bucal submetidas a reacdo de Feulgen com

reativo de Schiff e contra coloragdo com fast green:

Figura 10— Células epiteliais esfoliadas da mucosa bucal (bochecha) corada com a técnica de
reacao de Feulgen e contra coloracao de fast green. Fotomicrografia em objetiva de microscopio
com aumento de 100x. Imagem do préprio autor.

C —Citoplasma N — nucleo

3. HIPOTESE

Esse estudo testou a hipoOtese de que uma populagcdo exposta a concentracfes de
poluentes atmosféricos pode apresentar aumento na frequéncia de biomarcadores (variaveis) de
alteracBes nucleares em células da mucosa bucal quando comparada a uma popula¢do ndo

exposta diretamente.

4. OBJETIVOS

Geral

Avaliar genotoxicidade e citotoxicidade através da analise de biomarcadores relacionados
a instabilidade do DNA e processos degenerativos nucleares em células esfoliadas do epitélio
da mucosa bucal em populacdo que vive sob influéncia de poluentes atmosféricos emitidos

por polo industrial.
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Especificos

Fazer uma comparacédo da frequéncia de anormalidades degenerativas relacionadas a morte
celular (cromatina condensada, picnose, cariorrexe, cariolise) e dos danos genémicos
(micronucleos, brotos nucleares, binucleadas, broken egg) em grupo de estudo composto por
individuos residentes no municipio de Cubatdo, no entorno de polo petroquimico, e por um
grupo controle composto por individuos residentes no municipio de Praia Grande, fora do polo

petroguimico, ambos no estado de Sao Paulo.

5. METODOLOGIA

5.1 DECLARACAO QUANTO A ADERENCIA DO ESTUDO AO PROTOCOLO
DE BPC E REQUISITOS LEGAIS APLICAVEIS

Este estudo foi conduzido de acordo com as Boas Préaticas Clinicas (BCP) e demais
recomendac0es estabelecidas pela ICH (Conselho Internacional de Harmonizagéo), que rege as
consideracdes éticas e cientificas para projetar, conduzir, registrar e relatar ensaios envolvendo
seres humano, bem como em conformidade com as Resolugdes 466/12 do Conselho Nacional
de Salde - Ministério da Saude e Resolugdes complementares. O estudo foi realizado com
aprovacdao do Comité de ética em Pesquisa da Universidade Metropolitana de Santos - SP
(UNIMES) sob o parecer de n° 3.946.126 (CAEE: 29500720.3.00005509) — (ANEXO A), e
apos autorizacdes concedidas pelos sujeitos envolvidos na pesquisa através de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme disponibilizada cépia em anexo
(ANEXO B).

5.2 DESCRICAO DA POPULACAO ESTUDADA

A populacéo desse estudo foi composta por 48 voluntarios maiores de 18 anos distribuidos
igualmente em 2 grupos denominados: grupo 1 (estudo) e grupo 2 (controle). Grupo 1
constituido por individuos residentes no municipio de Cubatdo. A populacdo de controle
pertencente ao grupo 2 foi composta por individuos residentes na cidade de Praia Grande

distante 30 km. Todos os individuos da pesquisa aceitaram participar voluntariamente do estudo
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apos responderem a um questionario sociodemografico por meio de entrevista sobre habitos
relacionados ao habito de fumar e ingerir alcool, uso de medicamentos, doencas pre-existentes,
estado da saude atual (historia da doenca), atividades ocupacionais expostas a genotoxicos e

citotoxicos.

5.3 DESENHO DO ESTUDO A SER CONDUZIDO

Estudo do tipo transversal observacional sem interferéncia com a populagdo amostral em
ambiente real de exposicdo, por analise e avaliacdo de desfechos pré-determinados. O estudo
foi embasado através da determinacdo de um PECO (P= populagdo de estudo individuos de
Cubatdo, E= exposicdo a poluentes atmosféricos, C= populacao de controle da cidade de Praia
Grande, O= desfechos de alteragdes nucleares: CC, PK, CRX, CRL, MNs, BN, NB, NP).
Anélise realizada através de dados quantitativos coletados no periodo compreendido entre
setembro de 2020 e janeiro de 2021.

5.4 IDENTIFICACAO DO LOCAL DE REALIZACAO DO PROJETO

A érea de estudo localiza-se na cidade de Cubatéo, estado de S&o Paulo, Brasil. Localizada
sob uma latitude de 23°53°44” sul, longitude de 46°25°32” oeste, com 142,4 km? situa-se a 8
metros de altitude. Cidade que apresenta caracteristica de economia rural, urbana e industrial,
que se encontra sob influéncia de polo petroquimico com 25 empresas instaladas representando
5 setores (petroguimico, siderargico, quimico, fertilizantes e logistica) (figura 11). O polo
industrial fica situado de maneira aleatéria pelo territério da cidade, situado entre as montanhas
da serra do mar, em regido de vale o que dificulta a dispersdo dos poluentes emitidos na
atmosfera (figura 12 ). Por se tratar de projeto observacional com caracteristica de comparagao
entre populacdes, a area escolhida para projetar a populacdo de controle para fins comparativos
foi 0 municipio de Praia Grande, estado de Sdo Paulo, Brasil. Localizada sob uma latitude de
23°59°57” sul, longitude de 46°24°48” oeste, com 147,54 km? situa-se a 5 metros de altitude e
representa um dos 15 municipios paulistas classificados como estancia balnearia pelo governo
de Sao Paulo. Com 22,5 km de costa com 12 praias, tem sua economia baseada na prestacédo de
servicos, comércio e turismo (IBGE) — (figura 13).
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Figura 11 — Mapa da cidade de Cubatdo/ SP (Fonte: Google Maps — acesso em: 20/08/2020 -
https://www.google.com.br/maps/place/Cubatdo/sp)
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Figura 12 — Imagem do municipio de Cubatdo com as industrias do polo petroquimico
pelo territdrio da cidade de maneira aleatdria. (Fonte: Google Maps).acesso em: 20/08/2020-

https://www.google.com.br/maps/search/cubatao/industrias)
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Figura 13 — Mapa da cidade de Praia Grande/SP (Fonte: Google Maps) acesso em:20/08/2020-
https://www.google.com.br/maps/place/PraiaGrande/SP/ )

5.5 CRITERIOS DE INCLUSAO DO VOLUNTARIO

Apos explicar os objetivos e procedimentos do estudo, os participantes de maneira
voluntaria deveriam cooperar com o pesquisador e agir de acordo com os requerimentos de todo
0 ensaio, que foi confirmado mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Os voluntérios, adultos maiores de 18 anos de ambos os sexos, foram incluidos
no estudo apds palestras e orientagBes explicativas, e todos foram convidados a preencher um
questionario sobre o historico de salde atual, habitos e atividade ocupacional. Os questionarios
preenchidos foram analisados e triados para adequacdo dos critérios de inclusdo/exclusao e
possibilitar a verificacdo de possiveis fatores de confusdo para os desfechos pré-estabelecidos
(biomarcadores). Os fatores de confusdo analisados no estudo foram: tabagismo, etilismo,
doencas sistémicas existentes, uso de medicamentos de maneira continua, tratamento em lesGes
bucais recente, exposicao a radiacdo ionizante nos ultimos 21 dias, exposicdo ocupacional a

agentes genotdxicos.
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5.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

A reposta positiva a qualquer um dos critérios que representavam os fatores de confusdo da
amostragem, foi considerado um viés de amostra, portanto o voluntario seria excluido do
estudo. Os participantes também puderam solicitar o seu desligamento do estudo a qualquer

momento por razdes pessoais ou por qualquer outro motivo.

5.7 COLETAS E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

5.7.1 COLETA DE DADOS DOS POLUENTES MONITORADOS

Foram obtidos dados de amostragem dos poluentes monitorados nas 3 estacOes de
monitoramento da CETESB em Cubatéo (Vila Parisi, Centro e Vale do Mogi). Foi utilizado o
sistema QUALAR, disponivel no site da CETESB, onde foram consultados o IQAR e o Sistema
de Ultrapassagens dos poluentes monitorados por essas estagcdes (MP10,NO2,S02,03) no
periodo que coincidiu com as datas da coleta das amostras de mucosa bucal dos participantes

na cidade de Cubatao.

5.7.2 COLETA EM MUCOSA BUCAL

As coletas das amostras foram realizadas no municipio de Praia Grande em unidade de
salde da familia (SUS - USAFA do Jardim Real), na unidade de odontologia. No municipio de
Cubatdo as coletas foram realizadas na iniciativa privada em consultério odontolégico. Um
total de 24 voluntérios foram recrutados em cada grupo, totalizando 48 individuos no estudo.
Para definicdo dos nimeros amostrais foram considerados estudos anteriores que utilizaram o
Teste de micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal. Todas as orientagdes, bem como
as coletas das amostras foram realizadas por Cirurgido-Dentista (pesquisador). O material
coletado foi transferido para recipientes individuais contendo liquido conservante e fixativo
sendo rotulados por uma auxiliar de maneira que a identificacdo ndo era visivel ao pesquisador
responsavel pelas analises. As amostras coletadas seguiam para o processamento de CBL em
laboratorio de anélises clinicas de maneira codificada. As outras etapas do processamento foram
realizadas em laboratério nas dependéncias da Universidade Metropolitana de Santos —
UNIMES/Santos-SP.
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Os protocolos de amostragem, preparacdo e coloragéo foram baseados em Thomas et al.
(2009) com algumas modificacGes e adaptacdes. Conforme descrito abaixo. Antes da coleta das
amostras, os voluntarios foram orientados a enxaguar a boca com agua por duas vezes com a
finalidade de remover detritos (Tolbert et al., 1992; Thomas et al., 2009; Thomas e Fenech.,
2011). As coletas foram realizadas de acordo com o preconizado pelo protocolo de Thomas et
al. (2009); Thomas e Fenech. (2011) com algumas adaptac6es: substituicdo da escova de dente
adaptada, por uma escova cervical tipo “pinheirinho” do kit de CBL (Gynoprep® -
Stramedical) e substituicdo do liquido para conservar as amostras. Foi utilizado o metanol 80%,
por ser a solucéo utilizada nos kits de CBL. O metanol tem a vantagem de conservacao e fixagdo

das amostras.

As coletas foram realizadas em ambas as bochechas com escova cilindrica através de 10
movimentos suaves, continuos e expansivos do centro para fora, com a intencdo de aumentar a
area de coleta e melhorar a amostragem celular. Para cada bochecha foi utilizada uma escova
diferente com a intencdo de aumentar a celularidade da amostra e afastar qualquer possibilidade
de viés na amostragem. Todas as coletas foram realizadas pelo pesquisador, a fim de manter a
padronizacdo. Com as coletas finalizadas deu-se inicio ao processamento das amostras através
de Citologia de base liquida. O sistema utilizado foi 0 GynoPrep® que possibilita a utilizacdo
de cito centrifugacao, filtragem e fixacdo direta das amostras em laminas com um campo de
visdo de 22 x 15 cm. A citocentrifugacdo utilizada de 1000rpm x 10 min permitiu um
processamento rapido, facil, com 6tima reprodutibilidade; a filtragem forneceu amostras livres
de muco, exsudato, hemécias e detritos. O processamento utilizando a CBL possibilitou a
distribuicio homogénea da amostra na superficie das laminas com boa manutencdo da
morfologia individual das células, com pouca sobreposicédo celular facilitando a leitura e anélise
das alteracGes. Essas constatacdes reiteram analises observadas por Longatto et al. (2005) e
Norimatsu et al. (2013).

Apols o processamento das laminas, estas foram secas naturalmente em temperatura
ambiente, onde se realizou o processo de coloracdo das amostras. O método de coloracao
escolhido foi a reacdo de Feulgen com reativo de Schiff e contra coloragdo com fast green. Esse
processo de coloragéo foi utilizado por Thomas et al. (2009) no protocolo desenvolvido em
citoma bucal (BMCyt).

A escolha desse estudo por esse método de coloracdo teve por base a especificidade da

reacdo de Feulgen pelo DNA. Com essa coloragdo os cromossomos ficam mais evidentes e as
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amostras com coloracdo de excelente contraste e limpas, pois outras estruturas como
citoplasma, RNA, granulos de queratina ndo podem ser corados (Bonassi et al., 2008). O

método de coloracéo realizado e adaptado para esse estudo esta descrito abaixo:

A) As laminas secas com as amostras fixadas foram imersas em recipiente
apropriado contendo &cido  cloridrico (HCL, 5N) durante um tempo
estipulado de 15 minutos, para produzir hidrélise acida. (HCL diluido para
se obter uma titulacdo de 5N de acordo com protocolo estabelecido pelo

laboratorio de quimica da Unimes/Santos-SP)

B) Apds a hidrdlise acida, as l1aminas foram lavadas em agua destilada para
remocao do excesso de &cido e colocadas em imersdo com agua destilada por
15 minutos. (Agua destilada Asfer®- Asfer do Brasil Ltda. Galdo com 5I)

C) A primeira coloracéo realizada foi a do nacleo com o reativo de Schiff , as
laminas foram imersas em recipiente contendo o reagente com volume
suficiente para cobrir completamente as laminas. As amostras foram
mantidas submersas durante 90 minutos em camara escura. Para a cdmara
escura foi utilizada uma camara de revelacéo radiografica. (Reativo de Schiff

Merck® - Merck, Darmstadt, Alemanha. Frasco contendo 500ml)

D) Apo6s os 90 minutos realizou-se nova lavagem com agua destilada para

remocdo do excesso de corante.

E) As amostras foram levadas ao microscépio Optico com aumento de 40x e
100x para verificagdo da homogeneidade da coloracao.

F) Com o resultado positivo da coloracdo do nucleo de cor magenta, realizou-
se a contra coloragéo do citoplasma com o reagente de fast green. As laminas
foram submetidas a um “mergulho” de 30 segundos em um recipiente

contendo o reagente.

G) Léaminas foram lavadas imediatamente de maneira abundante com agua

destilada para remover excesso de reagente, devido a alta reatividade do fast
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green, que poderia comprometer as amostras. (Fast Green FCF Dinamica —
Dindmica® Quimica Contemporanea Ltda. Frasco com 25gr).

H) ApoOs esse passo, as laminas foram submetidas novamente a microscopia
com o objetivo de verificar a coloracdo do citoplasma de cor verde, o que

ocorreu.

I) Aslaminas devidamente coradas foram submetidas a etapa de dessecamento
das amostras para remog¢do do excesso de &gua com a utilizacdo de alcool
absoluto 99.5% em 4 banhos de imersédo de 2 minutos cada. Depois, as
amostras sofreram um processo de clarificacdo através de 2 banhos de
imersdo de 5 minutos cada em xilol. O primeiro banho para remocao do
excesso de alcool e o segundo banho para clarificacdo das amostras. A
necessidade da utilizagdo do alcool para dessecamento se traduz pelo fato do
xilol ser insoltvel em agua. O excesso de d&gua em contanto com o xilol da
uma aparéncia leitosa nas laminas, comprometendo e opacificando as

amostras.

J) Ao fim dessas etapas, as laminas foram colocadas em uma caixa fechada com
tampa para permitir a secagem natural e proteger as amostras de poeira.
Apds, foram fechadas de maneira hermética com laminula de vidro e

balsamo do Canada.

5.8 CRITERIOS PARA PONTUACAO E ANALISE MICROSCOPICA

Os critérios para os varios tipos de alteraces foram principalmente baseados no protocolo
de Tolbert et al. (1992), e atualizados pelos critérios de Bolognesi et al. (2013). Abaixo estdo
descritos os critérios para identificacdo das anomalias relacionadas a morte celular e dano ao

DNA respectivamente:

1) Cromatina condensada(CC): células caracterizadas por um nucleo com padrao estriados,
representando por regides condensadas de cromatina intensamente coradas. Relacionada ao

processo de apoptose. Exemplos sdo mostrados na figura 14.
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Figura 14 — Fotomicrografia do proprio autor mostrando ndcleo de células da mucosa bucal
apresentando condensacao de cromatina, com magnificacdo de 400x em microscopio Optico
por transmisséo de luz.

2) Células com cariorrexe(CRX): agregacdo mais extensa de cromatina quando em
comparacao a CC. Apresenta padrdo nuclear pontilhado tipico de inicio de desintegracdo do
nucleo, fendmeno tipico dos estagios tardios de apoptose. A apoptose pode gerar corpusculos
de restos nucleares que ndo devem ser confundidos com MNs. Células demonstradas na figura
15.

Figura 15 - Fotomicrografia do proprio autor mostrando ndcleo de células da mucosa bucal
apresentando cariorrexe, com magnificacdo de 400x em microscopio optico por transmissédo de
luz.

3) Picnose(PK): caracterizada por nucleo encolhido e intensamente corado, representa a
condensacao irreversivel da cromatina, sendo 0 momento que precede a cariorrexe. O nucleo
apresenta de 1/3 a 2/3 do tamanho de um ndcleo normal com coloracéo nitida, homogénea e

intensamente corado. Exemplos de células picnéticas na figural6.
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Figura 16 - Fotomicrografia do proprio autor mostrando nucleo de células da mucosa bucal
apresentando picnose, com magnificacdo de 400x em microscdpio Optico por transmissdo de
luz.

4) Cariolise(CRL): auséncia quase total de ntcleo com esgotamento de DNA, células com
nucleo fantasma devido reacio de Feulgen negativa pela auséncia de DNA. E o estagio de
completa desintegracdo do nucleo, ap6s a ocorréncia de necrose e apoptose. No citoplasma
dessas células aparecem vestigios de um nicleo, com a presenca de apenas algumas proteinas

nucleares. Na figura 17 imagens de cariolise.

/

"
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-

Figura 17 - Fotomicrografia do préprio autor mostrando nucleo de células da mucosa bucal
apresentando caridlise, com magnificacdo de 400x em microscopio Optico por transmissao de
luz. A seta mostra o vestigio nuclear.

5) Binucleada(BN): presenca de dois nucleos com mesma morfologia, tamanho, textura e
intensidade de coloracdo. Estdo proximos e podem até se tocar. O mecanismo de formacéo mais
aceito é o defeito de citocinese, que pode ser devido a falhas no anel do microfilamento ou
parada no ciclo celular em raz&o de méa segregacao dos cromossomos ou disfuncdo do telémero.

E um indicador de defeito de citocinese. Imagens na figura 18.

Figura 18 - Fotomicrografia do préprio autor mostrando nucleo de células da mucosa bucal
apresentando binucleadas, com magnificacdo de 400x em microscépio Optico por transmissao
de luz.

6) Micronucleos(MN): um ou mais MN presentes em células com um nucleo principal ou

células binucleadas. Sdo redondos ou ovais com a mesma textura e coloracdo semelhante ao
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nacleo principal. Apresentam didmetro de 1/3 a 1/16 do tamanho do ndcleo principal, ndo
podem estar conectados com o principal e seu limite deve ser claramente distinguivel. Na figura
19 imagens de MN.

Figura 19 - Fotomicrografia do préprio autor mostrando nucleo de células da mucosa bucal
apresentando Micronucleos, com magnificagdo de 400x em microscopio Optico por
transmissao de luz.

7) Broto nuclear(NB) e Broken egg(NP): parecem estar envolvidos com amplificagdes dos
genes. A estrutura € sugestiva de um processo de brotamento envolvido na eliminagdo de
excesso de material genético. Classificados de maneira diferente devido a presenga de ponte
nucleoplasmatica que liga ao nucleo principal. Imagens de NB na figura 20 e NP na figura 21.

Figura 20 - Fotomicrografia do proprio autor mostrando ndcleo de células da mucosa bucal
apresentando broto nuclear, com magnificacdo de 400x em microscopio Optico por
transmissdo de luz.

{
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Figura 21 - Fotomicrografia do préprio autor mostrando nucleo de células da mucosa bucal
apresentando broken egg, com magnificacdo de 400x em microscéopio optico por transmissao
de luz.

Ap0s os critérios de identificacdo dos biomarcadores estabelecidos, procedeu-se a analise
microscopica das amostras. As laminas foram codificadas e a andlise citoldgica foi realizada
em teste cego em relagdo aos dados obtidos nos questionarios, principalmente sexo, idade e
grupo a qual pertencia os voluntarios, dessa forma se excluiu viés de amostragem nas analises.
As andlises foram realizadas por um Unico avaliador, utilizando Microscopio optico Primo Star
ILED marca Zeiss®, com aumento de 100x, 400x e quando necessario aumento de 1000x com
objetiva de imersdo. Foram computadas 1000 células viaveis com citoplasma integro em cada

lamina.

6. DESCRICAO DOS METODOS ESTATISTICOS E CRITERIOS

Este estudo teve a sua andlise estatistica realizada com a apresentacdo dos dados
demograficos (idade, sexo e faixa etaria) através da avaliacdo das médias (MD) e desvio padrdo
(DP) das frequéncias em cada grupo analisado (grupo 1- exposto e grupo 2- controle)
separadamente. A normalidade das varidveis dependentes (biomarcadores: CC, CRX, PK —
apoptose e CRL — morte celular; BN, MN, NB, NP — dano genémico) e idade, foi avaliada pelo
teste de Shapiro Wilk e apds, o teste de homogeneidade de Levene foi realizado. As variaveis
BN e idade, apresentaram esses dois principios satisfeitos. Apo6s o teste de normalidade e
homogeneidade, as variaveis foram comparadas entre os grupos pelo teste de Mann Whitney
(teste ndo paramétrico), com excecdo das variaveis BN e idade que foram analisadas pelo teste
T de Student (teste paramétrico). Foi realizado o teste de associacdo quiquadrado com os dados
de sexo, grupos (1 exposto e 2 controle) e grupos etarios predeterminados, para verificar se a
diferenga do percentual das frequéncias era estatisticamente significativa. Realizou-se teste de
correlacdo de spearman para verificar se as varidveis idade e biomarcadores se
correlacionavam. O teste de variancia de Kruskal Wallis foi utilizado para comparar as variaveis
com os diferentes grupos etarios predeterminados (subgrupo 1: 18-35 anos; subgrupo 2: 36-55
anos; subgrupo 3: 56-76 anos). Em todas as analises foi adotado um nivel de significancia de
5%, admitindo um P bicaudal de 0,05, e portanto o nivel critico da hipétese nula foi fixado em
P = 0,05. Os dados brutos bem como os resultados das avaliagcBes e estatisticas ficardo

disponiveis em papel e meio eletrénico. Os dados foram tabulados usando o programa MS
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Excel (Microsoft Corporation® inc,versdo 365) e a analise estatistica foi realizada pelo

software Sigmaplot (Systat Corporation® inc., versdo 14.5).

7. RESULTADOS

O estudo consistiu em 48 individuos adultos de ambos os sexos, distribuidos em dois
grupos: N = 24 para 0 grupo exposto (grupo 1) e N = 24 para o grupo controle (grupo 2). Com
relacdo ao sexo, da amostra total (N = 48), 31 pertenciam ao sexo feminino (64,6%) e 17 ao
sexo masculino (35,4%). O grupo estudo consistiu em uma amostra de 14 individuos do sexo
feminino (58,3%) e 10 do sexo masculino (41,7%) com idades entre 21 e 60 anos, com uma
média de idade de 40,5 anos. No grupo controle havia uma amostra com 17 individuos do sexo
feminino (70,8)% e 7 do sexo masculino (29,2%) com idade entre 25 e 76 anos, com média de
idade de 44,54 anos. Foi analisada também, a quantidade de individuos da populacéo total, que
pertenciam a subgrupos etarios pré-estabelecidos: subgrupo 1 (18-35) com 14 individuos
(29,2%), subgrupo 2 (36-54) com 25 individuos (52,1%) e subgrupo 3 (55-76) com 9 individuos
(18,8%) dados disponibilizados na tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas demograficas

Varidveis Exposto (1) Controle(2)
total (n) 48 24 24
sexo n (%) n (%) n (%)
fem 31(64,6) 14(58,3) 17(70,8)
mas 17 (35,4) 10 (41,7) 7 (29,2)
grupo etario (anos)

1 (18-35) 14 (29,2) 6 (25) 8 (33,3)
2 (36-54) 25 (52,1) 15 (62,5) 10 (41,7)
3 (55-76) 9(18,7) 3(12,5) 6 (25)
média + DP 42,5+13,4 40,5+11,5 44,5+15,2

Anélise descritiva com principais caracteristicas demograficas dos individuos pertencentes ao
estudo, com os dados demonstrados em percentual (%) para sexo e faixa etaria, € média + desvio

padrdo (DP) para idade.
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O grupo 1(exposto) apresentou uma média de idade de 40,5 + 11,5 anos e 0 grupo
2(controle) uma média de 44,5 £ 15,2 anos. O valor de P = 0,300 mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos quando avaliada a variavel idade (figura
22).

idade

46.000
“»  44.000
O
S 42.000
S 40.000 40,5+ 11,5
©
QO
€ 38.000

1 2
grupos

Figura 22 - Médias das idades obtidas, no grupo 1 (exposto) e grupo 2 (controle) para um nivel
de significancia de 95%CI. Teste T de Student (P=0,300). Diferenca de médias: -4,0 para o
grupo 1.

Com relacéo aos percentuais encontrados nas variaveis sexo, idade e faixa etaria, realizou-
se 0 teste de associagdo quiquadrado, para verificar se em termos percentuais, as diferengas
encontradas entre 0s grupos eram estatisticamente significantes. Em uma primeira analise, foi
associada a variavel sexo e os grupos do estudo, onde se demonstrou que a diferenca de
percentual ndo era significante estatisticamente ( x? = 0,820 e P = 0,365). Depois a associacéo
entre grupos e faixa etaria, também demonstrou ndo haver diferenca percentual grande o

suficiente para afirmar uma diferenca estatistica significante ( x? = 2,286 e P = 0,319).

Com essas andlises ficou demonstrado que os achados percentuais encontrados quando se

avaliou sexo, faixa etéaria e idade (média com desvio padrdo), ndo apresentaram diferenca
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estatistica, assim as amostras foram analisadas em conjunto independente do sexo, idade e faixa

etaria dos participantes.

Com relacdo a analise dos biomarcadores indicadores de morte celular, foi avaliada a
frequéncia (n° de eventos) em uma contagem de 1000 células diferenciadas analisadas para
cada amostra. Foi contabilizado o somatério ( Y ) total de eventos para cada biomarcador no

total de individuos, bem como apresentado o somatorio para cada grupo (tabela 4).

Tabela 4 — Eventos relacionados a morte celular

Morte celular

Biomarcador CC CRX PK CRL
> do n° de eventos
Total (n =48) 2251 808 2509 907
Grupo exposto 1196 469 1499 463
(n =24)
Grupo controle 1055 339 1010 444
(n =24)

Somatorio do n° de eventos para cada biomarcador ( Y. ). CC (cromatina condensada), CRX
(Carriorexe), PK (picnose) e CRL (caridlise) de acordo com cada grupo.

A analise estatistica foi realizada considerando as frequéncias dos biomarcadores de morte
celular apresentadas na tabela 5. Apesar de uma tendéncia a valores mais elevados em todas as
variaveis no grupo exposto, as frequéncias quando comparados os dois grupos ndao foram
estatisticamente significantes. Para melhor visualizacao e detalhes estatisticos, as frequéncias

dos marcadores de morte celular estdo graficamente apresentadas nas figuras 23-26.
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Tabela 5 - Frequéncia dos biomarcadores relacionados a morte celular

Biomarcador Média + DP valor de P

CC 1 49,8 + 24,8

2 43,9 + 35,2 0,083
CRX 1 19,5+ 18,3

2 14,1 +9,5 0,269
PK 1 62,4+ 61,0

2 421 +31,1 0,063
CRL 1 19,3+ 11,5

2 18,5+ 10,4 0,893

Analise descritiva com resultados das frequéncias dos biomarcadores de morte celular, com
médias + desvio padrdo. Valor de P apds comparacéo entre os grupos através de teste de Mann
Whitney.

CC - cromatina condensada
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Figura 23— Gréfico boxplot com as diferencas de média, distancia interquartil e outliers das
amostras. Teste de Mann Whitney (P = 0,083) para CC.
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Figura 24 — Grafico boxplot com as diferengas de média, distancia interquartil e outliers das
amostras de CRX. Teste de Mann Whitney (P = 0,269)
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Figura 25 — Grafico boxplot com as diferengas de média, distancia interquartil e outliers das
amostras. Teste de Mann Whitney (P = 0,063)
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Figura 26 — Grafico boxplot com as diferengas de média, distancia interquartil e outliers das
amostras. Teste de Mann Whitney (P =0,893).

Dos biomarcadores relacionados a morte celular ( CC, CRX, PK e CRL), a variavel CRL
foi a que apresentou a menor frequéncia de eventos no grupo exposto e a menor diferenca de
médias entre os grupos (0,79), enquanto as variaveis PK e CC apresentaram as maiores
frequéncias no grupo exposto com diferencas de medias importantes, mas que nao se
confirmaram em significancia estatistica, apresentando valor de P > 0,05.

A tabela 6 apresenta os eventos relacionados a instabilidade do DNA. Estes eventos
incluiram a presencga de micronucleos (MNs), broto nuclear (NB), células binucleadas (BN) e
broken egg (NP). Os resultados estido apresentados como o somatorio ( Y ) do nUmero absoluto
de eventos para cada biomarcador. As varidveis MNs, NB e BN apresentaram resultados

maiores no grupo exposto significantes, enquanto a variavel NP apresentou discreto aumento.
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Tabela 6 — NUmero de eventos relacionados ao dano do DNA.

Instabilidade no DNA

Biomarcador MN NB BN NP
> do n° de eventos
Total (n = 48) 53 113 135 67
Grupo exposto 36 74 85 39
(n = 24)
Grupo controle 17 39 50 28
(n = 24)

Somatorio do n° de eventos para cada biomarcador ( Y. ). MN ( micronucleos), NB (broto
nuclear), BN (binucleadas) e NP(broken egg) de acordo com cada grupo.

As frequéncias dos biomarcadores foram relacionadas na tabela 7, com apresentacédo de
média £ desvio padrdo. Quando os grupos foram comparados para analisar as frequéncias
apresentadas pelas variaveis , os resultados demonstraram diferenca significante entre os grupos
para MN, NB, e BN com frequéncia elevada no local exposto, apresentando significancia
estatistica. Contudo, a varidvel NP apresentou auséncia de diferenca significante.

As figuras 27-30 apresentam as representacdes graficas dos resultados e os detalhes

estatisticos.
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Tabela 7 — Frequéncia dos biomarcadores relacionados a instabilidade do DNA.

Biomarcador Média + DP Valor de P

MN 1 1,5+0,9

2 0,7+0,8 0,002*
NB 1 3,1+2,3

2 16+19 0,005*
BN 1 35+1,8

2 21+172 0,003*
NP 1 1.6+2,1

2 1,2+15 0,250

Analise descritiva representada por frequéncias com média + desvio padrdo, com valor de P,
ap0Os comparacao entre 0s grupos através de teste de Mann Whitney. *valores significantes .

MN - micronucleos
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Figura 27 - Grafico boxplot com as diferencas de média, distancia interquartil e outliers das
amostras. Teste de Mann Whitney (P =0,002*)
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NB - broto nuclear
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Figura 28 - Gréfico boxplot com as diferengas de média, distancia interquartil e outliers das

amostras. Teste de Mann Whitney (P =0,005%)
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Figura 29 — Grafico com diferencas de média, desvio padrdo, com valor de P = 0,003* ap6s

comparacao entre 0s grupos, através de teste T de Student.
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NP - broken egg
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Figura 30 - Grafico boxplot com as diferencas de média, distancia interquartil e outliers das
amostras, com valor de P = 0,250, apds comparacao entre 0s grupos através de Teste de Mann
Whitney.

Nesse estudo o aumento na frequéncia da instabilidade genémica foi observada no grupo
exposto, com aumento dos eventos de MN, NB e BN. Essas ocorréncias sugerem
comprometimento na viabilidade celular, causada por exposi¢do exdgena a agentes genotdxicos
e pode ter induzido instabilidade no DNA com provavel dano cromossomico.

Ainda nesse estudo, foi avaliada a frequéncia dos parametros (biomarcadores) em relagéo
aos diferentes grupos etarios predeterminados. Os individuos desse estudo foram separados em
3 grupos com faixas etarias distintas: grupo etario 1 (18-35) com 14 individuos, grupo etario 2
(36-55) com 25 individuos e grupo etario 3 (56-76) com 9 individuos. Os resultados nédo
demonstraram diferenca estatistica significante entre os grupos etarios, ndo demonstrando nesse
estudo, concordancia entre o aumento da faixa etaria e o aumento da frequéncia dos
biomarcadores (tabela 8). Ainda para se estabelecer uma correlagdo entre idade e
biomarcadores, foi realizado o teste de correlacdo de spearman, correlacionando primeiro todas
as amostras do estudo(n=48) e depois correlacionando por grupo (exposto e controle), onde ndo
se confirmou uma correlacdo significante entre idade e biomarcadores conforme dados

disponibilizados na tabela 9.
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Tabela 8 — Analise entre as faixas etarias e a frequéncia de biomarcadores

CRL CRX CC PK BN MN NB NP

Quiquadrado
1,216 0,794 1,465 1,185 2,461 1,023 2,546 0,311

Significancia
(P) 0,544 0,672 0,481 0,553 0,292 0,600 0,280 0,856

Teste Kruskal Wallis
Variadvel de Agrupamento: faixa etaria

Anélise de variancia de Kruskal Wallis para grupos etarios e biomarcadores, valor de
P>0,05 ndo significante.

Tabela 9 — Correlacéo entre idade e a frequéncia de alteracgdes celulares

RO de
Spearman IDADE CRL CRX CC PK BN MN NB NP

Coeficiente de 1,000 -0,152 -0,105 -0,021 0,030 0,032 -0,165 0,146 0,050
Correlagao

Valor P 0,303 0,478 0,890 0,841 0,830 0,262 0,323 0,735
total n 48 48 48 48 48 48 48 48 48

1,000 -0,278 -0,188 0,055 0,134 0,195 -0,078 0,259 0,167

Valor P 0,188 0,380 0,797 0534 0361 0,719 0,222 0,434
exposto n 24 24 24 24 24 24 24 24 24
1,000 -0,043 00119 -0,027 -0001 0036 -0,217 0,105 -0,045

valor P 0,844 0580 0902 0997 0867 0309 0627 0,836
controle n 24 24 24 24 24 24 24 24 24

Teste de coeficiente de correlacdo de Spearman — idade/biomarcadores. Valor de P>0,05 nédo
significante.

A frequéncia dos biomarcadores pode variar quando avaliamos homens e mulheres
(Bolognesi et al., 2015; Fenech et al., 2011; Los A Gutierrez., 2020). Entdo, foi analisada a
frequéncia dos biomarcadores em relacdo ao sexo, e nesse estudo ndo foi encontrada diferenca
estatistica significante entre as varidveis. Com relacdo aos biomarcadores indicativos de

instabilidade no DNA, as varidveis BN e NP apresentaram uma frequéncia de ocorréncia
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superior no sexo masculino e as variaveis MN e NB apresentaram a mesma frequéncia em
ambos 0s sexos. Apesar de tendéncia, essas variacdes ndo atingiram valores estatisticamente
significante ( P > 0,05). Ao analisar os biomarcadores relacionados a morte celular (apoptose e
CRL), também ndo se observou diferencas estatisticas entre os sexos (P >0,05).

Os biomarcadores PK e CC, apresentaram frequéncias maiores no sexo feminino, enquanto
a CRL apresentou frequéncia maior no sexo masculino, e ambos 0s sexos apresentaram a
mesma frequéncia para a CRX.

Na figura 31 imagens das alteracdes nucleares encontradas em participantes do grupo
exposto e na figura 32 do grupo controle.

Figura 31 — Fotomicrografia de alteracGes do grupo exposto, aumento de 400x. Coloracgéo de
Schiff/fast green. A- MN, B—-NB,C-NP,D-BN,E-CC,F-CRX,G-PKeH-CRL
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Figura 32 — Fotomicrografia de alteragdes do grupo controle, aumento de 400x. Coloracéo de
Schiff/fast green. A- MN, B—-NB,C-NP,D-BN,E-CC,F-CRX,G-PKeH-CRL

Como parte desse estudo, foram realizadas coleta de dados dos poluentes descritas no
relatorio de qualidade do ar, disponivel no site da CETESB, na plataforma QUALAR e no
relatério CETESB. (2020). Foram consultados os dados referentes aos poluentes monitorados
pelas 3 estagOes de monitoramento da cidade de Cubatéo (Vila Parisi, Centro e Vale do Mogi).
Foi utilizada a opc¢éo de distribui¢do da qualidade do ar e relatério de ultrapassagens das metas
intermediarias vigentes. O relatdrio levou em consideracdo as datas das coletas realizadas com
a populacdo exposta, que foi executada em 2 etapas ( 12 etapa: 21/09/2020, 22/09/2020,
27/10/2020 & 30/10/2020 e 22 etapa: 11/01 e 12/01).

Os padrées vigentes para o Estado de S&o Paulo no momento desse estudo foi a meta
intermediaria 1 (MI1). Em 19 de maio de 2021, de acordo com o Decreto estadual n°
59.113/2013, 0 CONSEMA convalidou Estudo Técnico desenvolvido pela CETESB e aprovou
a entrada em vigor da Meta Intermediaria 2 (MI12) a partir de 01 de janeiro de 2022.

Na 12 etapa que compreendeu o periodo de 01/09/2020 a 20/10/2020, foram avaliadas as
ultrapassagens medidas pelas estagdes de monitoramento de Cubatéo: Vila Parisi, Centro e Vale
do Mogi. Os quatro principais poluentes medidos nessas estagcdes sdo: MP1o, SO2, NO: e Os,
sendo que o poluente Oz ndo € monitorado pela estacdo de Vila Parisi. Durante o periodo
avaliado, foram relatados 3 dias de ultrapassagens do padréo de qualidade do ar, em virtude do
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aumento do padrdo diario de MP1o (particulas inalaveis) na estacdo Cubatdo-Vila Parisi. O
indice de qualidade do ar nesse periodo com relacdo ao material inalavel (MP1o) teve a sua
classificacdo de moderada (N2) em vinte e cinco situacfes , ruim (N3) em 3 situagdes e muito
ruim (N4) por 2 vezes. A meta intermediaria (Ml 1) estabelecida pelo PQAR foi ultrapassado
em 3 situagBes representadas pelas maximas do periodo (172,00; 153,00; e 124,00 pg/m?3).
Com relacdo aos outros poluentes ndo houve episddios de ultrapassagem do PQAR, e com
relacdo ao indice de qualidade do ar, ele foi classificado em duas situacdes como moderado
para 0 Oz e moderado em uma situacdo para 0 SO2. A primeira etapa teve 0s seus parametros
de ultrapassagens e indice de qualidade do ar descritos nas tabelas 10 e 11 abaixo:

Sistema de Informacéao de Qualidade do Ar
Relatério da Distribuicdo da Qualidade
Data inicial: 01/09/2020 data final: 20/10/2020

UGRHI: baixada santista Municipio: Cubatdo Estacdo: todos

MP10 (Particulas Inalaveis) SO2 (Di6xido de Enxofre)

m NU
N2 | N3

Outubro 8 10 1 1 0 1 20 O 0 0 0 0

MES NU
N2 = N3

Setembro 12 15 2 1 0 2

Total 20 25 3 2 0 3 49 1 0 0 0 0

NO2 (Di6xido de Nitrogénio) 03 (Oz6nio)
NU NU
30 0 0 0 0 0 23 1 0

0 0 0
20 O 0 0 0 0O 19 1 0 0 0 0

50 O 0 0 0 0 42 2 0 0 0 0

LEGENDA

N1 = BOA

N2 = MODERADA

N3 = RUIM

N4 = MUITO RUIM

N5 = PESSIMA

NU = Numero de dias de Ultrapassagens do Padrdo de Qualidade do Ar.

Tabela 10 — Relatorio da qualidade do ar, rede de monitoramento Cubatéo (Parisi, Centro e
Vale do Mogi). Periodo de 01/09/2020 — 20/10/2020. Fonte: QUALAR/CETESB.(disponivel
em: https://qualar.cetesb.sp.gov.br/qualar/. Acesso em10/03/2021).
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Sistema de Informacao de Qualidade do Ar

Relatoério de Ultrapassagens Data inicial: 01/09/2020 Data final: 20/10/2020

Parametro: MPqo ( particulas inalaveis)

ESTACAO Maximas Nr. de Ultrapassagens
1a 22 3a 4a PQAR MI2 MI3 MFinal
CENTRO 57 53 52 51 0 0 0 4
VILA PARISI 172 153 124 118 3 5 14 30
VALE DO MOGI 110 107 101 73 0 3 3 13
Referéncia: PQAR MI2 MI3 MFINAL
120,00 100,00 75,00 50,00
Parametro: NO2 (dioxido de nitrogénio)
ESTACAO Maximas Nr. de Uktrapassagens
1a 22 83 4a PQAR MI2 MI3 MFinal
CENTRO 119 106 104 95 0 0 0 0
VILA PARISI 133 119 116 106 0 0 0 0
VALE DO MOGI 89 82 79 70 0 0 0 0
Referéncia: PQAR MI2  MI3 MFINAL
260,00 240,00 220,00 200,00
Parametro: Oz (0z6nio)
ESTACAO Maximas Nr. de Uktrapassagens
1a 22 32 42 PQAR MI2 MI3 MFinal
CENTRO 110 103 96 88 0 0 0 2
VALE DO MOGI 79 51 51 45 0 0 0 0
Referéncia: PQAR MI2  MI3 MFINAL
140,00 130,00 120,00 100,00
Parametro: SO (dioxido de enxofre)
ESTACAO Maximas Nr. de Ultrapassagens
1a 22 32 4a PQAR MI2 MI3 MFinal
CENTRO 15 12 11 10 0 0 0 0
VILA PARISI 28 16 14 12 0 0 0 1
VALE DO MOGI 12 12 11 11 0 0 0 0
Referéncia: PQAR MI2 MI3 MFINAL

60,00 40,00 30,00

20,00

Tabela 11 — Relatério de ultrapassagens dos parametros: MP1o, NO2, Oz e SOz2. Sistema de
informacdo de qualidade do ar.

QUALAR/CETESB(disponivel em:

em10/03/2021).

Periodo de 01/09/2020 -
https://qualar.cetesb.sp.gov.br/qualar/

20/10/2020. Fonte:

acesso
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No periodo da segunda fase de coleta, os parametros das concentragdes dos poluentes
avaliados, se mantiveram abaixo da MI 1 preconizada pelo PQAR, ndo acontecendo nenhuma
ultrapassagem nas medias diarias de MP1o, SO2,03 e NO2, demonstrado nas tabelas 12 e 13.
Em todo o ano de 2020 o PQAR foi ultrapassado apenas na estagdo de Vila Parisi (Cetesb.,
2021).

Sistema de Informacéo de Qualidade do Ar
Relatério da Distribuicdo da Qualidade
Data inicial: 20/12/2020 data final: 10/01/2021

UGRHI: baixada santista Municipio: Cubatdo Estacado: todos

MP10 (ParticulasInalaveis) S02 (Diéxido de Enxofre)

MES N2 ' N3 NU N2 ' N3 Iiﬂ NU|

Dezembro 8 = 0 0 0 0O 10 2 0 0 0 0

Janeiro 6 = 0 0 0 0 9 1 0 0 0 0

Total 14 8 0 0 0 0O 19 3 0 0 0 0

NO2 (Di6xido de Nitrogénio) 03 (0Oz6nio)
NU NU
12 0 0 0 0 0 11 1 0 0 0 0

10 O 0 0 0 0 9 1 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0O 20 2 0 0 0 0

LEGENDA

N1 = BOA

N2 = MODERADA
N3 = RUIM

N4 = MUITO RUIM
N5 = PESSIMA

NU = Numero de dias de Ultrapassagens do Padrao de Qualidade do Ar.

Tabela 12 — Relatério da qualidade do ar, rede de monitoramento Cubatdo (Parisi, Centro e
Vale do Mogi). Periodo de 20/12/2020 — 10/01/2021. Fonte: QUALAR/CETESB.(disponivel
em: https://qualar.cetesb.sp.gov.br/qualar/ acesso em10/03/2021.
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Sistema de Informacao de Qualidade do Ar
Relatorio de Ultrapassagens Data inicial: 20/12/2020 Data final: 10/01/2021

Parametro: MPyo ( particulas inalaveis)

ESTACAO Maximas Nr. de Ultrapassagens
1a 2a 3a 42 PQAR MI2 MI3  MFinal
CENTRO 29 28 28 26 0 0 0 0
VILA PARISI 89 62 62 62 0 0 1 8
VALE DO MOGI 44 41 38 36 0 0 0 0

Referéncia: PQAR MI2 MI3 MFINAL
120,00 100,00 75,00 50,00

Parametro: NO> (didxido de nitrogénio)

ESTACAO Maximas Nr. de Ultrapassagens
1a 2a 3a 4a PQAR MI2 MI3  MFinal
CENTRO 77 61 55 54 0 0 0 0
VILA PARISI 102 57 54 50 0 0 0 0
VALE DO MOGI 74 73 61 60 0 0 0 0

Referéncia: PQAR  MI2  MI3 MFINAL
260,00 240,00 220,00 200,00

Parametro: Oz (0z6nio)

ESTACAO Maximas Nr. de Ultrapassagens
1a 2a 3a 4a PQAR MI2 MI3  MFinal
CENTRO 112 105 98 93 0 0 0 2
VALE DO MOGI 59 57 56 55 0 0 0 0

Referéncia: PQAR MI2  MI3 MFINAL
140,00 130,00 120,00 100,00

Parametro: SO, (di6xido de enxofre)

ESTACAO Maximas Nr. de Ultrapassagens
1a 2a 3a 4a PQAR MI2 MI3  MFinal
CENTRO 18 17 16 10 0 0 0 0
VILA PARISI 36 30 25 18 0 0 1 3
VALE DO MOGI 10 10 7 6 0 0 0 0

Referéncia: PQAR MI2 MI3 MFINAL
60,00 40,00 30,00 20,00

Tabela 13- Relatdrio de ultrapassagens dos parametros: MP1o, NO2, 03 e SO.. Sistema de
informacdo de qualidade do ar. Periodo de 20/12/2020 - 10/01/2021. Fonte:
QUALAR/CETESB.(disponivel em: https://qualar.cetesb.sp.gov.br/qualar/ acesso
em10/03/2021.
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8. DISCUSSAO

O estudo da mutagénese se iniciou no inicio do século XX e se intensificou em paralelo
com o aprimoramento de técnicas citogenéticas. Ao longo das tltimas décadas, o teste de MNs
e mais precisamente o0 ensaio em mucosa bucal (BMCyt) proposto por Thomas et al. (2009) e
refinado por Bolognesi et al. (2013), representou uma importante ferramenta no
biomonitoramento, principalmente em populagdes expostas a contaminantes ambientais. Esse
ensaio permite a avaliacdo de varios parametros relacionados a instabilidade no DNA e morte
celular representada por aumento das varidveis envolvidas na degeneracdo celular por apoptose
e necrose (Holland et al., 2008; Bonassi et al., 2011; Bolognesi et al; 2013).

O epitélio da mucosa bucal é considerado um local importante de coleta e analise para o
biomonitoramento, pois constitui rota direta de ingestdo e inalacdo de poluentes presentes no
ar. Esse estudo utilizou o Ensaio de MNs em mucosa bucal, utilizado para verificar instabilidade
no DNA e morte celular para investigacdo de possiveis danos genotoxicos e citotoxicos de uma
exposicdo ambiental. O modelo escolhido foi adaptado de Thomas et al. (2009), com

modificacOes de Bolognesi et al. (2013).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que € possivel utilizar a CBL para a
realizacdo do ensaio de MNs em células esfoliadas da mucosa bucal. A CBL proporcionou
otimizacdo no processamento das amostras que incluiram melhor preservacdo das células,
maior agilidade no processamento, coloracdo mais estavel e permitiu ldminas com uma
disposicdo celular em sua superficie de alta qualidade facilitando as analises microscépicas das
alteracGes. ConstatacGes que foram também relatadas por Beerman et al. (2009), Norimatsu et
al. (2012) e Ramos et al. (2014).

Bolognesi et al. (2015) relata uma utilidade potencial para o ensaio de MN em citoma de
mucosa bucal na prevencdo e pré-triagem de populacdo com eventual risco para o
desenvolvimento de cancer bucal. O cancer é o resultado de alteraces nos genes e aberragcoes
cromossémicas que acontecem em partes do DNA, relacionado com mecanismos de reparo do
DNA, com processos que acontecem durante a morte celular induzidos por apoptose e/ou
necrose e relacionado a proliferacao/diferenciacdo celular que ocorre a nivel de tecido epitelial.
Sabe-se que mais de 90% dos tipos de cancer sdo de origem epitelial, ndo diferente, o tecido

epitelial responde por mais de 95% de todos os casos de cancer de boca.
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Os resultados obtidos neste estudo mostraram maior ocorréncia de biomarcadores
relacionados a instabilidade do DNA no grupo exposto, incluindo MN, NB e BN. Por outro
lado, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significantes nas variaveis relacionadas a

morte celular (apoptose e necrose) entre 0s dois grupos.

A formacdo de MN por clastogénese (quebra de parte do cromossomo) ou aneugénese
(disfuncdes do aparelho mitético com perda de cromossomo), assim como o aparecimento de
NB relacionada a amplificacdo dos genes e a BN que parece refletir um defeito de citocinese,
sugerem que a exposicdo a contaminantes ambientais podem provocar alteracdes

cromossomicas induzidas por genotoxicidade e citotoxicidade.

De acordo com Bonassi et al. (2011) a frequéncia espontanea de MN na mucosa bucal de
individuos saudaveis é em torno de 0,74 em geral variando de 0,3-1,7. Para NB a frequéncia é
de 1,36 e de BN de 3,04. Em relagdo a MN os resultados obtidos nesse estudo ficam dentro do
intervalo basal sugerido por Bonassi et. al (2011) em ambos os grupos. No entanto, os achados
obtidos com a variavel NB se apresentaram bem maiores no grupo exposto em relacdo aos
valores basais sugeridos, e a variavel BN ligeiramente superior na exposi¢do. Ja os valores
basais sugeridos por Rohr et al. (2020) em um estudo entre laboratérios de mutagénese
realizado no Brasil, diferem muito dos valores desse estudo, por apresentarem valores basais
maiores que os resultados obtidos para MN e BN. A frequéncia basal ainda € uma controvérsia

nos estudos, ndo tendo uma padronizacdo definida (Bolognesi et al., 2013; Rohr et al., 2020).

Muitos estudos tém demonstrado aumento no potencial genotoxico e citotoxico em
populacbes expostas a contaminantes ambientais. Estudo semelhante a este conduzido por
Federico et al. (2019) com populagdo exposta a poluentes de petroquimica na Sicilia, avaliou
indicadores de dano cromossémico (MN, NB, NP) e de morte celular ( PK, CRX e CRL),
encontrando ocorréncia de MN e CRL aumentada no grupo exposto, ndo apresentando
alteragdes nas demais variaveis. O autor relaciona o aumento significativo de CRL a
componentes citotdxicos nos poluentes presentes no ambiente, o que difere do nosso estudo que
ndo encontrou diferengas significativas nos biomarcadores de citotoxicidade relacionados a
morte celular. Entretanto, o0 aumento significante de MN demonstrou o potencial genotdxico.
Em estudo conduzido por De Los A Gutierrez. (2020) em participantes do grupo exposto em
regido de exposic¢do a poluicdo industrial no centro de Buenos Aires, o dano gendmico também
estava presente com aumento significativo de MN. Também coincidente com os resultados do

presente estudo, Alpire et al. (2019) também demonstraram aumento significante na frequéncia
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de MN em populagéo vulneravel exposta a contaminagdo ambiental. Entretanto, os parametros
de citotoxicidade (morte celular) ndo apresentaram diferenca significativa. Gonzalez-Santiago
et al. (2021) em estudo com populagdo exposta a poluentes do ar em regido de petroquimica no
México, encontrou aumento significativo da variavel NB (dano no DNA) em populagédo
exposta, assim como as varidveis de morte celular também se apresentaram com aumento

significante.

As variabilidades encontradas nas frequéncias dos biomarcadores podem ser explicadas

pela diferenca existente nos niveis e tipos de contaminantes em cada regido estudada.

Uma série de fatores de confusdo relatados na literatura (habito de fumar, consumo de
alcool, exposicdo a radiacdo ionizante, exposi¢do ocupacional, doengas sistémicas, estilo de
vida) foram considerados nesse estudo, sendo verificados no momento da selegdo dos
voluntarios ao responderem questionario sociodemografico. Voluntarios com resposta positiva
a algum fator de confusdo mencionado no questionario ndo foram incluidos nesse estudo, com
a intencdo de diminuir o viés sistematico de amostra. Apenas os fatores de confusdo idade e
sexo foram aceitos na admissdo dos voluntarios e foram considerados nas analises dos

resultados das amostras.

Ao avaliar o fator idade entre todos os participantes através de uma correlacdo entre
biomarcadores e idade, esse estudo ndo encontrou diferenca estatistica significante entre os
grupos nas diferentes faixas etarias. Resultados semelhantes foram observados por De Los A
Gutierrez. (2020), que também n&o encontrou diferenca significativa ao correlacionar MN e
idade, 0 mesmo acontecendo com o estudo de Federico et al. (2019). Por outro lado, é
importante mencionar que outros estudos encontraram uma correlagdo positiva entre idade e
biomarcadores de instabilidade no DNA e morte celular. Rohr et al. (2020), encontraram
associacdo positiva entre idade e os parametros do BMCyt, mencionando a idade como um
fator de confusdo que pode ser considerado nos resultados. Em uma revisdao do projeto
colaborativo HUMNXI, Bonassi et al. (2011), demonstraram que a idade parece ser um fator
que influéncia os resultados na frequéncia de MN, sugerindo ainda que CRX e PK também
parecem estar associadas com o aumento da idade, apresentando frequéncias mais altas em
individuos mais idosos. Ainda, Ferraz et al. (2016) em seu estudo, avaliou o efeito da idade nas
frequéncias de MN e alteracGes nucleares degenerativas, onde sugeriu a idade como fator para
0 aumento de genotoxicidade e citotoxicidade. Foram encontrados aumentos nas frequéncias

de MN e de morte celular (CC, PK, CRX e CRL). As diferengas encontradas entre os diversos
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estudos podem ocorrer como uma consequéncia da diversidade entre as popula¢des dos estudos
de Rohr et al.(2020) e Bonassi et al. (2011), que foram estudos colaborativos para se determinar
frequéncia basal para as variaveis, enquanto Ferraz et al. (2016) investigaram populacdo ndo
exposta diretamente a poluicdo ambiental. Esses estudos sugerem que o envelhecimento pode
estar associado a um aumento na instabilidade no DNA, no entretanto, estudos adicionais sao
necessarios para se avaliar o efeito da idade no aumento da frequéncia dos biomarcadores.
Assim, em conjunto com os dados da literatura, nossos resultados sugerem que na populagédo
avaliada, exposta a poluentes do ar, a idade n&do constituiu fator determinante no aumento das
alteragdes nucleares, indicando que o aumento na frequéncia dos biomarcadores de

instabilidade no DNA no grupo exposto tem relacdo com a polui¢édo do ar.

Ainda nesse estudo correlacionamos 0 sexo com 0s parametros avaliados. Apesar de nédo
termos encontrado diferencas significativas entre os sexos ao se correlacionar com 0s
biomarcadores, podemos perceber uma leve tendéncia para alguns dos parametros. Quando
avaliamos a instabilidade do DNA, conseguimos verificar uma frequéncia maior nas variaveis
BN e NP para os homens, enquanto as variaveis MN e NB permaneceram iguais entre 0s sexos.
Com relacdo aos parametros de morte celular, a PK e CC se apresentaram aumentadas nas

mulheres, enquanto CRL nos homens, a CRX permaneceu igual em ambos 0s sexos.

Segundo Bonassi et al. (2011), em seu estudo, nao foi possivel perceber influéncia
importante entre 0s sexos, no entanto ele verificou frequéncias menores de BN entre os homens,
enquanto a CRX apresentou taxas mais elevadas. O que difere dos nossos achados. Ainda
segundo De Los A Gutierrez. (2020), o seu estudo demonstrou aumento das frequéncias
encontradas para MN e BN nos homens. Ja Ferraz et al. (2016), ao analisar o sexo entre 0s
participantes ndo verificou diferencas no grupo de individuos jovens, mas no grupo de idosos

verificou aumento de CRX e CRL.

Os dados relacionados ao monitoramento ambiental sdo consolidados em relatérios de
qualidade ambiental. As informagdes geradas pelo monitoramento fornecem uma base de dados
importante para permitir avaliar a influéncia de fatores na qualidade do ar, possibilitando
analisar medidas voltadas para a melhoria da qualidade ambiental. A qualidade do ar em
Cubatdo é determinada principalmente por fontes fixas ( industrias) o que difere de grandes
centros urbanos. E importante constatar que as altas concentracées de poluentes s&o verificadas
principalmente na &rea industrial (Cetesb., 2021). Informac&o que foi constatada pelas analises

do banco de dados do QUALAR para 0 nosso estudo, onde se verificou que as maiores
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concentragOes de poluentes foram encontradas na estacdo de monitoramento da Vila Parisi, que
tem a sua localizacdo geografica dentro de péatio industrial. Nessa estacdo as maiores
concentracGes foram verificadas com o material particulado inalavel (MP1o), onde se verificou
as ultrapassagens no PQAR no periodo compreendido desse estudo ( 172, 153 e 124 ug/m?® —
PQAR para MP;p =120 pg/m®). As outras estacdes de monitoramento consultadas ndo
apresentaram nenhuma ultrapassagem do PQAR para a Ml 1 estabelecida, e que vigora até o
momento. Mesmo em situacdes com concentracbes de MP estando dentro dos padrbes
estabelecidos verifica-se atividade de genotoxicidade, e efeitos danosos a salide humana pode
ser vista (Coronas et al., 2009). Estudo de Jasinski et al. (2011) na cidade de Cubatéo,
correlacionou aumento de internagdes hospitalares por doencas respiratorias e dados das
concentracfes de poluentes obtidos na CETESB, demonstrando aumento de internacfes em

periodo coincidente com ultrapassagens de MPig e Os,

9. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo, demonstraram que ndo houve diferenca estatistica significante
quando avaliado os parametros de morte celular entre grupos, no entanto, houve diferenca
significante quando se avaliou biomarcadores de instabilidade do DNA, apresentando

frequéncia de acontecimento maior no grupo exposto.

Nossos resultados indicam que a exposi¢cdo a poluentes ambientais, como os encontrados
na cidade de Cubatdo/SP, podem potencialmente induzir a alteragcdes celulares precoces
relacionadas a instabilidade do DNA em células da mucosa bucal. Estas altera¢cdes ndo foram
correlacionadas positivamente com idade ou sexo da populacdo avaliada, indicando o possivel

efeito direto de agentes poluentes.

Nosso estudo, de carater inédito na cidade de Cubatdo até o momento, podera fornecer
informacdes para incentivar o planejamento de politicas publicas para o acompanhamento e

monitoramento de populagéo que vive em vulnerabilidade ambiental.
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