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“A inexplicavel quantidade e diversidade de metais existentes no interior da terra
(como também de minerais e fésseis cuja natureza e qualidade a inddstria quimica
nos tem dado a conhecer) quase nos impossibilitam de estabelecer quais e quantos
perigos especificos sdo destas ou daguelas minas, e se afetam alguma parte do
organismo mais do que outra; cabe simplesmente afirmar que o ar confinado
absorvido na respiracéo é saturado de exalagcdes e particulas, sumamente funestas
para os pulmdes e o cérebro, que passam a massa sanguinea e aos humores,

donde derivam logo coortes de males.”

(Bernardino Ramazzini — As doencas dos trabalhadores)






APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada na forma de encarte de publicacbes a serem
submetidas e dividida em secbes, da seguinte maneira: Introducdo, Objetivos,
Revisdo da Literatura, Artigo presente no Capitulo |, Discussao, Conclusdes,
Referéncias Bibliogréaficas e Anexos.

A Introducéo apresenta de uma forma geral o embasamento tedrico no qual a
proposta deste trabalho foi construida. Os Materiais e Métodos, Resultados e as
Referéncias Bibliogréficas pertinentes a publicacdo especifica encontram-se dentro
do Capitulo I.

A secédo Discussado contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos. A
secdo Conclusdes aborda as conclusdes gerais da dissertacao.

A secdo Referéncias Bibliogréaficas lista a bibliografia utilizada nas secdes
Introducéo e Discusséo.

A secao “Anexos” contém a descricdo do processo de trabalho nos garimpos
de Ametista do Sul, o parecer do Comité de Etica da UFRGS, o modelo do termo de

consentimento livre esclarecido e o questionario aplicado aos voluntarios da pesquisa.






RESUMO

Garimpeiros de ametistas estdo ocupacionalmente expostos a silica cristalina, um
agente quimico que, ao ser inalado, provoca dano oxidativo e reagdo inflamatdria nos
pulmdes, resultando em silicose. Neste sentido, este estudo objetivou avaliar
componentes periféricos envolvidos na resposta inflamatoria e no estresse oxidativo
como potenciais biomarcadores de efeito precoces na toxicidade da silica cristalina
nestes trabalhadores. Para esta avaliacdo foram recrutados 30 individuos nao
expostos ocupacionalmente a silica cristalina, 38 trabalhadores sem silicose expostos
em garimpos e 24 individuos aposentados por silicose. O grupo de expostos foi
dividido conforme o tempo de exposi¢ao, sendo 19 individuos com 1 a 15 anos de
exposicdo e 19 trabalhadores com mais de 16 anos de exposi¢ao. Os biomarcadores
inflamatorios avaliados foram a expresséo proteica de L-selectina, -2 integrina e
molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) na superficie de mondcitos e linfécitos,
niveis séricos de C3, C4, proteina C reativa ultrassensivel (PCRus) e atividade sérica
da enzima adenosina deaminase (ADA). Os biomarcadores de estresse oxidativo
avaliados foram malondialdeido (MDA) plasmaético e vitamina C sérica. Também foram
avaliados parametros bioquimicos e hematoldgicos. A expressdo de L-selectina na
superficie de linfocitos foi significativamente menor nos individuos com mais de 16
anos de exposi¢cao comparados aos nao-expostos (p<0.05), indicando que este € um
potencial biomarcador precoce para silicose. Os niveis de MDA foram
significativamente aumentados nos expostos e nos silicoticos comparados aos nao
expostos (p<0.05), enquanto os niveis de vitamina C estavam diminuidos nos
silicoticos comparados aos ndo expostos (p<0.05). C3, PCRus, ADA e AST tiveram
niveis significativamente elevados nos silicGticos comparados aos ndo expostos
(p<0.05). Glicose e ureia estavam aumentadas em todos 0S grupos em comparagao
aos nao expostos (p<0.05). Correlagdes parciais significativas foram observadas entre
os parametros inflamatérios e de estresse oxidativo, e a L-selectina correlacionou-se
negativamente com o tempo de exposicdo (p<0.001), reforcando a importancia deste

componente como potencial biomarcador precoce para ocorréncia de silicose.

Palavras-chave: silica cristalina, silicose, fibrose pulmonar, garimpos, biomarcadores

de efeito precoces.






ABSTRACT

Evaluation of potential early biomarkers of effect on crystalline silica

occupational exposure

Workers of mining activities are exposed to crystalline silica, an agent that leads to
pulmonary inflammatory reaction and oxidative damage, resulting in silicosis.
Therefore, this work aimed to evaluate inflammatory and oxidative stress parameters
as potential early biomarkers of effect to assess crystalline silica toxicity in these
workers. For this, 38 crystalline silica exposed workers without silicosis, 24 silicotic
individuals and 30 non-occupationally exposed workers were enrolled. Exposed
workers were according to the time of exposure: 19 workers with 1-15 years of
occupational exposure and 19 workers above 16 years of occupational exposure. The
inflammatory parameters assessed were L-selectin, 3-2 integrin and intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) surface protein expression in lymphocytes and
monocytes, C3, C4, high sensitivity-C reactive protein (hs-CRP) and adenosine
deaminase (ADA) in serum. As biomarkers of oxidative stress, plasma levels of
malondyaldehyde (MDA) and serum levels of vitamin C were determined. Biochemical
and hematological parameters were also evaluated. L-selectin surface protein
expression was significantly decreased in workers above 16 years of exposure
compared to non-exposed individuals (p<0.05). MDA levels were significantly
increased in both exposed workers and silicotic groups compared to non-exposed
(p<0.05), while vitamin C levels were decreased in silicotic individuals compared to
non-exposed (p<0.05). C3, hs-CRP, ADA and aspartate aminotransferase (AST)
levels were increased in siliotic individuals compared to non-exposed group (p<0.05).
Glucose and urea levels were significantly higher in exposed and silicotic groups
compared to NEW group (p<0.05). Significant partial correlations were observed
among inflammatory and oxidative stress parameters, and L-selectin was negatively
correlated with time of exposure, supporting the relevance of this potential biomarker

evaluation in long time exposure to crystalline silica in miners chronically exposed.

Keywords: crystalline silica, silicosis, lung fibrosis, mining, early biomarkers of effect.
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Existe um grupo importante de doencas de ambito ocupacional decorrentes da
inalacdo de poeira contendo particulas minerais, as chamadas pneumoconioses
(WHO, 2007; BRASIL, 2010; LANEY & WEISSMAN, 2012). A principal
pneumoconiose que ocorre a nivel ocupacional € a silicose, problema decorrente da
inalacdo de silica na sua forma cristalina (SiO2), da qual o quartzo € a forma
predominante (JIANG et al., 2015; MUZEMBO et al., 2015). A silicose ¢ uma doenca
nodular, decorrente da deposicdo de colageno no tecido pulmonar e € incuravel.
Desenvolve-se de acordo com a quantidade de silica cristalina inalada e o tempo de
exposicao em que essa inalacdo ocorre, e a cessagao da exposicao ndo impede a
progressdo da doencga. A forma crbnica, que € a mais comum, apresenta um tempo
de laténcia bastante elevado, necessitando de em torno de 10 a 20 anos de exposicao
para o desenvolvimento da doenca. Essa pneumoconiose incapacita o individuo
afetado, o torna mais suscetivel a outras doencas pulmonares, como a tuberculose, e
esta altamente relacionada ao 6bito dos individuos acometidos (NIOSH, 2002; FUBINI
& HUBBARD, 2003; GREENBERG et al., 2007; BRASIL, 2010). Além disso, a
International Agency for Research on Cancer (IARC) classifica a silica cristalina como
um agente carcinogénico pertencente ao Grupo 1 para humanos (IARC, 2009).

De acordo com dados do Programa Nacional para Eliminacdo da Silicose
(PNES), programa desenvolvido em parceria com a Organizagao Internacional do
Trabalho (OIT) em 2000 com o objetivo de reduzir a ocorréncia de silicose no pais até
o ano de 2010 e eliminar o problema até 2030; no periodo de 1999 a 2000
aproximadamente 2 milhfes de trabalhadores formais estavam expostos a silica
cristalina no Brasil. Os setores mais atingidos séo de construcgao civil, transformacao
de minerais ndo-metalicos, metalurgia, mineracéo e agricultura. Porém, infelizmente
as estatisticas da doenca ndo sdo exatas, e o numero real de trabalhadores
acometidos néo é conhecido (PNES, 2001; BRASIL, 2006b).

Neste panorama, a cidade de Ametista do Sul, com pouco mais de 7 mil
habitantes, localizada no norte do Estado do Rio Grande do Sul, é conhecida como a
capital mundial da pedra ametista devido a grande ocorréncia do mineral, composto
de silica cristalina, no subsolo da regido. A principal atividade econémica do municipio
€ a extracao de pedras preciosas e semi-preciosas, dentre elas a ametista, a 4gata e
o topazio. O setor corresponde a 75% de toda atividade econdmica do municipio, e
emprega aproximadamente 20% da populacao local (SOUZA et al., 2017; AMETISTA
DO SUL, 2018; IBGE, 2018; COOGAMAI, 2018). De acordo com dados apresentados
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no Anuario Mineral Estadual do Rio Grande do Sul, no ano de 2015, o municipio foi
responsavel pela comercializacdo de 4.174.750 toneladas de geodos de ametista
(BRASIL, 2017). Dados obtidos através do Datasus demonstram que no periodo
compreendido entre os anos de 2010 a 2015, as principais causas de morte no
municipio foram neoplasias (22,6%), doencas do aparelho respiratério (20,3%) e
doencas do aparelho circulatério (19,3%). Diferentemente do que ocorre em Ametista
do Sul, as doencas do aparelho respiratorio aparecem somente em 4° lugar dentre as
principais causas de morte no Brasil, correspondendo a 11,1% do total de 6bitos
registrados por residéncia no pais, e a 12,4% das mortes registradas no Estado do
Rio Grande do Sul (BRASIL, 2018).

Devido ao seu carater progressivo e ao grande periodo de laténcia, em muitos
casos a silicose é diagnosticada em estados mais avancados, onde ha severa perda
de funcdo pulmonar decorrente da constante reacao inflamatéria local gerada pelo
contato das particulas de silica cristalina, seguida de deposicao de colageno nos
pulmdes, o que leva os individuos acometidos a apresentarem sintomas mais intensos
(BRASIL, 2006b; GREENBERG et al., 2007; LEUNG et al., 2012; JIANG et al., 2015).

O diagnéstico acontece através de exame de imagem, normalmente radiografia
de torax, aliado a avaliacdo clinica do paciente e ao histérico de exposicao a silica
cristalina (ILO, 2011). Como forma de monitorizacdo da exposi¢cdo ocupacional, a
Norma Regulamentadora 7 (NR 7) do Ministério do Trabalho que normatiza os
procedimentos do Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional (PCMSO)
recomenda que trabalhadores expostos a substancias aerodispersoides fibrogénicas
devem realizar espirometria no momento da admisséo na empresa e a cada dois anos,
e ainda, determina que os trabalhadores sejam submetidos a raio-X de térax no
momento da admissdo e com periodicidade anual (Brasil, 1978a), pois ainda nao
existem biomarcadores periféricos validados capazes de avaliar a toxicidade induzida
pela silica cristalina no organismo dos individuos expostos. Dessa forma, 0s
trabalhadores acabam tendo uma consideravel exposicdo também a radiacdo ao
longo de sua trajet6ria ocupacional, considerando que eles ja estdo potencialmente
expostos a silica cristalina, um agente que por si sO ja esta relacionado ao
desenvolvimento de fibrose pulmonar e cancer (NIOSH, 2002; IARC, 2009).

Diante desse quadro, este estudo objetivou avaliar potenciais biomarcadores
periféricos precoces que sejam capazes de indicar que a exposi¢ao a silica cristalina

esteja promovendo altera¢gbes que podem culminar em silicose no organismo de
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trabalhadores expostos ocupacionalmente a silica cristalina, de forma a permitir uma
consideravel reducdo na ocorréncia de efeitos adversos relacionados a esta

exposicao na saude destes trabalhadores.






OBJETIVOS
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1. Objetivo geral

Avaliar potenciais biomarcadores precoces em individuos expostos

ocupacionalmente a silica cristalina

2. Objetivos especificos

Avaliacdo de biomarcadores de ativagdo do sistema imunoldgico envolvidos na
iniciagdo do processo inflamatério desencadeado pela exposicdo a silica
cristalina;

Avaliagcdo de biomarcadores envolvidos no processo de estresse oxidativo
gerado pela exposicdo a silica cristalina;

Avaliacdes bioquimicas, da funcdo renal e hepéatica e avaliacdes
hematoldgicas;

Avaliar possiveis associacdes entre 0s parametros analisados e sua
importancia no diagnéstico precoce da toxicidade provocada pela exposicao

ocupacional a poeira contendo silica cristalina.






REVISAO DE LITERATURA
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1. Toxicologia Ocupacional

A Toxicologia Ocupacional € a subarea da Toxicologia voltada ao estudo dos
efeitos nocivos de xenobibticos e agentes presentes nos ambientes de trabalho na
saude do trabalhador, com o intuito principal de prevenir o desenvolvimento de
patologias decorrentes dessa exposicdo a longo prazo (THORNE, 2012; DELLA
ROSA et al., 2014).

Na exposicao ocupacional, o trabalhador tem contato com xenobiéticos atraves
de suas atividades profissionais de forma que ocorre a possibilidade de estas
substancias produzirem efeitos adversos sobre o organismo deste individuo. Esta
acdo toxica pode ser local, por exemplo, e levar a lesédo de pele e mucosas, ou pode
ser sistémica, quando o0 agente € capaz de penetrar as barreiras do organismo e
produzir efeitos nos diferentes 6rgéos e/ou sistemas organicos. Ainda, a forma como
as substancias sdo manuseadas e as condicdes de trabalho e do ambiente de trabalho
sdo fatores importantes a serem levados em conta na avaliagcdo da exposicao
ocupacional (DELLA ROSA et al.,, 2014). As principais vias de exposi¢cdo dos
trabalhadores a agentes no ambiente de trabalho séo: inalacéo, ingestao e absor¢éo
dérmica. Visando a seguranca do trabalhador, existem limites de exposicdo
estabelecidos por agéncias regulamentadoras e/ou pela legislacdo para diversos
agentes quimicos, biologicos e fisicos existentes nos mais diversos ambientes de
trabalho (THORNE, 2012). Porém, infelizmente, em muitos casos, os valores de
limites de exposicao determinados ndo sao suficientes para prevenir que o trabalhador
desenvolva um problema de salde decorrente das atividades ocupacionais (BRASIL,
2006a).

Nem sempre estabelecer a relacdo causal entre a doenca ocupacional a
atividade laboral é tarefa simples pois, muitas vezes, as manifestacées clinicas de
doencas que ndo derivam de exposicdo ocupacional apresentam as mesmas
caracteristicas daquelas derivadas da exposicdo a um xenobibtico no ambiente de
trabalho. Além disso, na grande maioria dos casos existe um longo intervalo de tempo
entre a exposicdo a substancia e o desenvolvimento da patologia, além de ser
influenciada por fatores pessoais que podem interferir no processo da doenca

(THORNE, 2012), como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1. Processo de exposicdo ao agente e possiveis desfechos até o
desenvolvimento da doenca (Adaptado de THORNE, 2012).

2. Silica cristalina

A silica (ou dioxido de silicio, SiO2) é composta pelos elementos oxigénio e
silicio, o que a torna um dos compostos mais abundantes da crosta terrestre
(GREENBERG et al., 2007; BRASIL, 2010; OSHA, 2010). Apresenta-se nas formas
cristalina e amorfa, sendo que a forma cristalina é considerada a de maior toxicidade.
A silica cristalina esta presente na natureza em forma de quartzo, o qual existe em
oito diferentes formas polimérficas, sendo algumas delas a cristobalita e a tridimita
(BRASIL, 2010; NIOSH, 2002).

O guartzo € um mineral rochoso de origem magmatica, comum no solo e nas
rochas, ocorrendo em quantidades variaveis em diversos tipos de minerais, como no
granito, no arenito e em pedras preciosas e semipreciosas (LEUNG et al., 2012;
GREENBERG et al., 2007). Uma das variedades existentes de quartzo € a ametista,
gue nada mais € do que quartzo transparente de coloracdo arroxeada devido a
presenca de residuos férricos. O maior produtor mundial de ametistas € o Brasil,
seguido por Russia, Sri Lanka, india, Madagascar, Uruguai, Estados Unidos da
Ameérica e México. No Brasil, o principal Estado produtor é o Rio Grande do Sul, onde
se localiza a cidade de Ametista do Sul, seguido pelo Estado da Bahia (BRANCO,
2008).

A cidade de Ametista do Sul € mundialmente considerada a maior produtora do

mineral. Devido a isso, a economia do pequeno municipio de 7 mil habitantes gira em
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torno da extragao, beneficiamento e comercializacdo da pedra, e estas atividades
empregam grande parte da populacéo local (Ametista do Sul, 2018).

3. Exposicado ocupacional a silica cristalina

Devido ao seu grande numero de aplicac6es, milhdes de trabalhadores estéo
expostos a silica a nivel ocupacional em todo o0 mundo. Segundo dados do National
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH), 6rgao responsavel pelo estudo
da saude e seguranca do trabalhador ligado ao Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), estima-se que pelo menos 1,7 milhdes de trabalhadores
americanos estejam expostos a silica na sua forma cristalina. Existem inimeras fontes
de exposi¢cdo ocupacional a silica cristalina, principalmente nas areas em que ocorrem
perfuracdo, extracao e beneficiamento de minerais (minas, pedreiras, construcdes,
agricultura, entre outros) e na &area industrial, onde ocorre a producdo e
manuseamento de materiais contendo dioxido de silicio (BRASIL, 2010; LEUNG et al.,
2012; OSHA-NIOSH, 2012, OSHA-NIOSH, 2015).

A exposicdo a silica ocorre através da inalacdo de poeira contendo silica
cristalina, e sua toxicidade € influenciada pelo tamanho da particula. As particulas com
tamanhos inferiores a 10 um configuram a fracdo respiravel, com capacidade de
penetracdo além dos brénquios e capazes de se depositar nos alvéolos. Essa
deposicao de particulas de silica cristalina no parénquima pulmonar ao longo dos anos
leva a um quadro inflamatério que da origem a silicose, além de outros quadros
associados, como bronquite, tuberculose e doencas autoimunes (BRASIL, 2010;
LEUNG et al., 2012; SELLAMUTHU et al., 2012; LIU et al., 2015; MUZEMBO et al.,
2015).

O limite de tolerancia (LT) estabelecido pela legislacdo brasileira na NR 15 para

a exposic¢ao a silica cristalina livre é dado pela férmula a seguir:

8
LT = mppdc (milhdes de particulas por decimetro cubico)
% quartzo + 2

Esse valor é calculado com base na porcentagem de silica (% quartzo)
presente na poeira respiravel no ambiente ocupacional, avaliada através do
monitoramento ambiental e individual, para uma jornada de trabalho de até 48 horas
semanais (BRASIL, 1978b). O valor preconizado pelo NIOSH e pela American
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Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) é de 0,025 mg/m3, levando
em conta uma jornada de trabalho de 40 horas semanais (BRASIL, 2010).

Estima-se que em 2007 havia uma prevaléncia média de 5,6% dos
trabalhadores expostos a silica cristalina no Brasil, um numero bastante elevado
quando comparado a resultados de paises como Finlandia (3,8%), Austria (3,1%),
Alemanha, Grécia e Irlanda (em torno de 3%). No estado do Rio Grande do Sul estima-
se que nesse mesmo ano cerca de 180 mil trabalhadores estavam expostos a silica
cristalina, com 18 mil potenciais casos de silicose no periodo (BRASIL, 2010). Aliado
a esses dados, estudos demonstram que a prevencdo através da utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual (EPI) pelos trabalhadores é insuficiente,
especialmente devido a resisténcia ao uso de mascaras ou da utilizacao de protetores
faciais ndo adequados a atividade (SANTOS et al., 2007; BELTRAME et al., 2010).

4. Silicose

A silicose € a principal e mais grave pneumoconiose, doenca caracterizada pela
ocorréncia de fibrose pulmonar nodular, potencialmente fatal e irreversivel
(GREENBERG et al., 2007; BRASIL, 2010; LEUNG et al., 2012; FANG et al., 2014).
Pode ser desenvolvida de trés formas diferentes, dependendo da concentracdo de
silica cristalina inalada e do tempo em que essa exposi¢ao ocorre. Sao elas: a forma
cronica, a acelerada e a aguda (NIOSH, 2002).

A forma cronica é a mais comum e geralmente ocorre ap0s a exposicao a silica
cristalina em baixas concentracdes por periodos longos, acima de 10 a 20 anos. Os
trabalhadores afetados geralmente apresentam tosse seca, falta de ar, producéo de
escarro e consideravel diminuicdo da funcdo pulmonar, sintomas decorrentes da
obstrucdo das vias aéreas devido ao processo de fibrose gerado nos alvéolos
pulmonares. De acordo com revisdo de Greenberg et al. (2007), o mecanismo pelo
qual as particulas de silica geram o processo de fibrose ainda ndo esta totalmente
elucidado, porém acredita-se que tenha inicio quando os macrofagos alveolares
fagocitam as particulas numa tentativa de elimina-las do organismo. Esses
macrofagos podem sofrer danos se particulas de silica ndo forem completamente
removidas do pulmdo, e acredita-se que eles liberem espécies reativas de oxigénio
(EROs) e de nitrogénio (ERNs) quando danificados. Fatores transcricionais também

podem ser liberados e induzir a producéo de citocinas inflamatorias (IL- 6, IL- 18, TNF-
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a), proteases, leucotrienos e prostaglandinas. Ao morrer, os macrofagos liberam as
particulas de silica de volta para o tecido, e elas sdo fagocitadas novamente por outros
macrofagos, gerando um ciclo inflamatorio danoso e continuo. Além dos macréfagos,
células epiteliais alveolares, linfécitos e neutréfilos também participam deste ciclo,
aumentando o seu potencial inflamatério. Fatores fibrogénicos liberados por
macréfagos recrutam fibroblastos para produzirem fibronectina e colageno,
culminando em fibrose pulmonar (FUBINI & HUBBARD, 2003; GREENBERG et al.,
2007; KAWASAKI, 2015). Um resumo destes mecanismos pode ser observado na

Figura 2.

Estimulacaoda Toxicidade diretaa
secrecao de células epiteliaise
mediadores macrofagos
fibrogénicos alveolares

4 x~ L
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secrecao de citocinas estresse oxidativoe
inflamatodriase pelos macrofagos
quimiocinas alveolares

Figura 2. Mecanismos envolvidos na toxicidade das particulas de silica cristalina
inaladas.

A forma acelerada acontece de 5 a 10 anos apods iniciar a exposicao,
dependendo da concentragdo de silica inalada no ambiente de exposi¢cdo. Os
sintomas sdo semelhantes a forma crénica, porém sua evolugdo é mais rapida, com
fibrose mais irregular e difusa (FUBINI & HUBBARD, 2003; GREENBERG et al.,
2007).

Ja a forma aguda da silicose (também referida como silicoproteinose) se
desenvolve ap0s um periodo curto de exposicdo, de algumas semanas a 5 anos, a
concentracdes elevadas de silica cristalina. Essa € a forma menos comum, porém é
a mais fatal e de rapida progresséo, tipicamente evoluindo para faléncia respiratoria
em menos de dois anos apoés o inicio da exposicédo (NIOSH, 2002; OSHA, 2010). Os
mecanismos da silicose aguda diferem da silicose cronica. Foi verificado que na forma

aguda os pneumdcitos tipo Il hipertrofiam, sugerindo que estejam produzindo
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surfactante e material proteico em excesso, 0 que deixa os alvéolos repletos de
fluidos. Além disso, o excesso de radicais livres gerados contribui para a agudizagéo
do problema (HOFFMAN, 1973; GREENBERG et al., 2007).

Conforme a gravidade da silicose avanca, infeccbes por fungos ou
micobactérias podem se instalar no pulmao doente, agravando ainda mais o quadro
do individuo acometido. A mais comum dessas infec¢bes é a tuberculose, pois 0s
macrofagos repletos de particulas de silica sdo incapazes de fagocitar o agente
Mycobacterium tuberculosis, causador da doengca. Também ocorrem infecgbes por
outras micobactérias e por fungos, como os do género Cryptococcus (NIOSH, 2002).
Também podem ocorrer alterac6es genéticas devido a persisténcia da inflamacgéo e
constantes danos as células epiteliais e parenquimais pulmonares por compostos
oxidantes, podendo culminar em neoplasias (IARC, 2009).

Estudos demonstram que a ocorréncia de cancer em pacientes silicéticos é
maior do que em pacientes nao silicéticos. Steenland et al. (2001), em estudo de
coorte agrupado onde avaliaram 65.980 trabalhadores e 1.072 casos de 6bito em
decorréncia de céancer de pulmao, observaram um risco 1,7 vezes maior de
desenvolvimento de cancer em silicéticos quando comparados a nao silicéticos. Além
disso, verificaram que o tempo de exposicao a silica cristalina é um fator importante
para o desenvolvimento de cancer de pulméo. Ainda, um fator relevante para o
aumento no risco de desenvolvimento de cancer, especialmente de pulméo, € o ato
de fumar ou a co-exposi¢do a fumaca do cigarro. Diversos estudos demonstram que
o habito de fumar aumenta o risco de desenvolvimento de cancer de pulmédo em
individuos expostos a silica cristalina, e quanto maior a exposi¢ao ao cigarro maior é
o risco de desenvolver cancer (KURIHARA & WADA, 2004; IARC, 2009; FROST et
al., 2011).

Outros problemas apontados como secundarios a silicose sédo bronquite,
enfisema, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), doencas autoimunes como
artrite reumatoide e IUpus eritematoso sistémico, e insuficiéncia renal crbnica
(GREENBERG et al., 2007).

4.1. Formas de diagnostico disponiveis

N&o existem marcadores bioldgicos de exposicdo e de efeito especificos e

validados para a silicose, assim, o diagndstico acontece através do exame clinico,
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com avaliacao do histérico do paciente, e através de exames de imagem para detectar
as anormalidades decorrentes da doenca. O historico de exposicdo a poeiras
contendo silica cristalina deve ser bem avaliado, e outros problemas respiratorios
devem ser excluidos para correlacionar com os sintomas clinicos do paciente. Aliada
a esses dois aspectos, a radiografia de térax é importante na confirmacdo do
diagnostico. As alteracdes observadas na radiografia de térax devem ser avaliadas
conforme preconizado pela OIT (ILO, 2011), a qual recomenda a avaliacdo de
anormalidades no parénquima pulmonar, como pequenas e grandes opacidades, sua
profusdo nas areas afetadas e sua forma e tamanho. Em casos de davida e quando
ndo ha informacdes sobre o historico de exposicdo de um paciente, a tomografia
computadorizada é recomendada e também pode ser realizada uma biépsia pulmonar
para que se possa avaliar a origem das lesbes (BRASIL, 2006b; GREENBERG et al.,
2007; ILO, 2011; LEUNG et al., 2012; JIANG et al., 2015).

Como j& mencionado, na grande maioria dos casos o diagndstico é tardio, e
cessar a exposicdo ao agente causador ndao garante que a doenca pare de se
desenvolver, e nem faz com que os danos causados se estabilizem (NIOSH, 2002;
IARC, 2009). Além disso, ndo existe um tratamento eficaz e especifico para a silicose.
O mais recomendado é o afastamento do trabalhador e o uso de corticosteroides pode
ser uma opc¢ao farmacolégica, porém, sua eficacia € limitada (GREENBERG et al.,
2007; BRASIL, 2010). O transplante de pulmado também pode ser realizado em
pacientes em estagios avancados (MAO et al., 2011).

4.2. Biomarcadores de efeito precoces na exposicao a silica cristalina

Biomarcadores séo indicadores bioldgicos utilizados na avaliacao da exposicao
a um agente ou dos riscos a saude provocados por ele, e podem ser divididos em trés
categorias: exposicado, efeito e suscetibilidade. Os biomarcadores de exposicdo sao
avaliados quando se determina a concentracdo do xenobibtico ou de seu metabdlito
em uma amostra biologica. Os biomarcadores de efeito avaliam a interagdo entre um
xenobidtico e o organismo, através da determinacdo de alteracdes fisiologicas,
bioquimicas ou comportamentais que podem ser mensurados em amostras
bioldgicas. Ja os biomarcadores de susceptibilidade sao indicadores de sensibilidade
elevada aos efeitos de um determinado xenobidtico, que podem ser avaliados em
amostras biolégicas, como sangue e urina (NIOSH, 2002; AMORIM, 2003; DELLA
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ROSA et al,, 2014; LEUNG et al., 2012). O desenvolvimento de biomarcadores
precoces é dificultado devido as inUmeras e complexas alteracdes celulares que
acontecem na silicose (NIOSH, 2002). Apesar de varios biomarcadores de efeito
precoces terem sido estudados até hoje, nenhum ainda foi completamente validado
para utilizacao clinica (LEUNG et al., 2012).

Na busca de um diagnéstico precoce da silicose, inUmeros estudos tem
desenvolvido técnicas para identificar biomarcadores relacionados com a exposicéo a
silica, de forma a potencializar os cuidados com prevencao e diagnostico clinico
(BERNARD et al., 1994; GULUMIAN et al., 2006; SELLAMUTHU et al., 2011; FANG
et al., 2014; JIANG et al., 2015). Como ja mencionado anteriormente, o contato das
particulas de silica cristalina no parénquima pulmonar leva a uma constante reacao
inflamatoria local e dano oxidativo, culminando em fibrose pulmonar, o que caracteriza
a silicose (GULUMIAN et al., 2006). Dessa forma, biomarcadores de efeito que sejam
capazes de detectar alteracdes na fase inflamatéria, ou ainda, relacionados ao dano
oxidativo provocado pelas particulas de silica cristalina, anteriormente a ocorréncia da
fibrose, demonstram ser importantes alternativas na busca por formas precoces de

diagndstico a fim de evitar que o trabalhador exposto desenvolva a doenca.

4.2.1. Biomarcadores relacionados a resposta inflamatoria

Alguns estudos vém tentando identificar biomarcadores precoces para 0 0
desenvolvimento de silicose. Braz et al. (2014) avaliaram diversos marcadores
inflamatérios em individuos expostos a silica e um grupo controle, e verificaram um
aumento nos receptores do tipo 2 de TNF-a, um importante componente da resposta
inflamatoria. Além disso, verificaram uma correlacdo entre os niveis do receptor e 0
tempo de exposicdo com a severidade radiologica. Sauni et al. (2012) verificaram um
aumento nos niveis de IL-6 em trabalhadores altamente expostos a silica, com uma
exposicdo minima de 20 anos a poeira, quando comparados ao grupo controle.
Porém, falta especificidade para que estes biomarcadores possam ser utilizados
clinicamente, e seus resultados devem ser correlacionados com a andlise de outros
indicadores biolégicos.

Neste cenario, existem alguns componentes celulares que exercem papel de
extrema importancia durante a reacao inflamatoria, as moléculas de adesé&o celular

(CAMs, do inglés cellular adhesion molecules). As CAMs sé&o proteinas localizadas na



41

superficie celular responsaveis pelas ligacdes entre os préprios leucécitos, dos
leucocitos com as células endoteliais ou dos leucocitos com a matriz extracelular.
Dessa forma, a ligacdo das CAMs com seus receptores e/ou ligantes gera respostas
gue sado importantes na circulacdo dos linfocitos através dos orgaos linfoides e no
recrutamento e migracdo de leucdcitos para o sitio inflamatério, e tém papel central
no desenvolvimento de problemas como cancer e doencas inflamatérias (APLIN et al.,
1999; DRIVALOS et al., 2011; LODISH et al., 2000; BLANCO et al., 2004). As CAMs
podem ser divididas em duas classes principais: 1) moléculas de ades&o dependentes
de calcio, composta por caderinas e selectinas; e 2) moléculas de adesdo nao
dependentes de calcio, composta pelas integrinas e as proteinas da superfamilia das
imunoglobulinas. A familia das caderinas desempenham papel importante durante a
diferenciacdo tecidual e sdo as principais moléculas de adesdo entre células,
enquanto as selectinas sdo importantes durante a adeséo celular entre leucdcitos e
células do endotélio vascular (LODISH et al.,, 2000). Com relacdo a familia das
integrinas, sdo responsaveis pela adesdo e migracdo leucocitaria para a matriz
extracelular circundante (JIN e VARNER, 2004), e a superfamilia das imunoglobulinas
exerce papel fundamental na imunidade humoral (ABBAS et al., 2012). E possivel

observar a atuacéo de alguns destes componentes conforme retratado na Figura 3.
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Figura 3. Envolvimento das selectinas e integrinas no processo de migracao
leucocitaria para o sitio inflamatorio (Adaptado de ABBAS et al., 2012).
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Quanto as selectinas, sdo CAMs que se ligam a carboidratos presentes na
membrana plasmatica, sendo responsaveis pela etapa inicial de adesdo dos
leucdcitos circulantes as células endoteliais. As células endoteliais expressam a P-

selectina (CD62P) e a E-selectina (CD62E), em resposta a citocinas, produtos



42

microbianos, histamina e também a trombina, no caso da P-selectina. Os leucdcitos
apresentam ligantes em sua superficie, especialmente grupos de carboidratos que
contém grupamentos sialil, 0os quais sao responsaveis pela ligacdo com as selectinas
do endotélio (ABBAS et al., 2012)

Ainda, os leucdcitos expressam uma terceira selectina, a L-selectina (CD62L),
que se liga a ligantes presentes nas células endoteliais (CD34, especialmente) e
tecidos linfoides (GlyCAM-1, expresso por células endoteliais periféricas em
linfonodos; e MAdCAM-1, expresso por células endoteliais das placas de Peyer)
(MIYASAKA, 1998; ABBAS et al.,, 2012). A L-selectina € responsavel pelo
direcionamento de linfécitos aos linfonodos durante processos inflamatorios e por
direcionar linfocitos e neutrofilos aos locais de inflamacéo, o que pode culminar em
destruicédo e fibrose tecidual (HAWASAKI, 2015; ABBAS et al., 2012), como ocorre na
silicose. Esta molécula desempenha um papel importante na inflamacao cronica, e
estudos demonstraram que neutralizando a L-selectina € possivel levar a atenuacao
da infiltracdo leucocitaria para os sitios de inflamacéo (KAWASAKI, 2015; STEEBER
et al., 1996). Em modelos animais de avaliagdo de fibrose pulmonar induzida por
bleomicina, uma forma amplamente utilizada para avaliar a doenca, foi possivel
observar que em camundongos com auséncia de L-selectina e/ou molécula de adesao
intercelular-1 (ICAM-1, do inglés intercellular adhesion molecule-1) a fibrose pulmonar
foi altamente inibida, o que demonstra o importante papel da L-selectina na reacéo
inflamatéria seguida de fibrose pulmonar (HAMAGUCHI et al., 2002).

Outro componente crucial da resposta inflamatéria € o sistema complemento
(SC), que é composto por diversas proteinas presentes no plasma, as quais trabalham
de forma conjunta para eliminar o agente agressor através da sua opsonizacao,
promocdo do recrutamento de fagoécitos e morte direta do patdégeno (ABBAS et al.,
2012). O SC pode ser ativado através de trés diferentes formas: 1) via classica, que é
ativada através da deteccdo de anticorpos de microrganismos ou estruturas estranhas
ao organismo pela proteina C1qg, que por sua vez ativa as proteases Clr e Cls, e
estas iniciam a cascata proteolitica do SC; 2) via alternativa, ativada pelo
reconhecimento de estruturas microbianas através da proteina C3; e 3) via das
lectinas, que é ativada quando a proteina lectina ligante de manose (MBL) detecta
residuos de manose derivados de microrganismos, ativando duas serina proteases
(MASP-1 e MASP-2) responsaveis pela ativagdo da cascata proteolitica do SC. O

evento central da ativagcdo do SC é a protedlise do componente C3, o que leva a
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formacdo de compostos biologicamente ativos e culmina no complexo de ataque a
membrana (MAC), que é o responsavel pela lise e morte do patégeno em questédo
(ABBAS et al., 2012).

A ativacdo do SC desempenha papel importante em praticamente todas as
etapas da reacdo inflamatoria, desde as alteracbes vasculares a quimiotaxia e
migracao de leucdcitos para o tecido lesado. Mais especificamente, 0s componentes
gerados apds a clivagem do C3 demonstraram exercer funcdo importante na
estimulacdo de duas citocinas proé-inflamatoérias, o TNF-a e a IL-13. Estas citocinas
tém, dentre outras funcdes, a capacidade de ativar o endotélio vascular e de promover
o recrutamento de leucécitos e de fibroblastos para a area de inflamacgéo
(TAKABAYASHI et al., 1996; MARKIEWSKI & LAMBRIS, 2007).

Outro ponto relevante na resposta inflamatoéria € a liberacdo de proteina C
reativa (PCR) para a circulacdo. A PCR é uma proteina de fase aguda produzida pelos
hepatécitos em resposta a presenca de TNF-a, IL-1B e interleucina 6 (IL-6), e sua
acao facilita a ativacdo do SC. Niveis aumentados de PCR s&o observados durante
estados inflamatorios, devido a isso, ela é considerada um indicador inespecifico para
a ocorréncia de inflamacéo (KALLINY & BASSYOUNI, 2011; MEHERE et al., 2016).
Neste trabalho, optamos por utilizar kits capazes de quantificar niveis muito baixos de
PCR (PCR ultrassensivel — PCR-us), de forma a verificar se esta seria uma forma de
avaliar a toxicidade induzida pela silica cristalina precocemente.

Como todos estes componentes estdo envolvidos na resposta inflamatéria, a
etapa inicial para o desenvolvimento de silicose, seu estudo como formas precoces
de avaliar a toxicidade da silica cristalina € de grande importancia por se tratarem de

formas simples e ndo invasivas de avaliagcao.

4.2.2. Biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo

Além da reacao inflamatéria, as particulas de silica cristalina que sédo capazes
de se depositar no parénquima pulmonar ainda podem ser danosas devido a geragéo
de espécies reativas. Caso a geracao destas espécies ocorra em quantidades que
superem as defesas antioxidantes do organismo, podem ocorrer danos a
macromoléculas (lipidios, proteinas e DNA) como resultado do processo de estresse
oxidativo (SHI et al., 2001).
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A silica cristalina gera radicais livres através de duas maneiras: 1) espécies
reativas que estdo intrinsecamente presentes na superficie das particulas,
especialmente nos casos em que a silica foi recentemente fraturada; e 2) geracao de
espécies reativas pelas células ativadas na presenca das particulas de silica no tecido
pulmonar, especialmente macrofagos alveolares (SHI et al., 2001). A producéo de
espécies reativas, especialmente as derivadas do oxigénio, € um dos mecanismos
regulatérios chave na iniciacdo e manutencdo da inflamacédo induzida por silica
cristalina (KAWASAKI, 2015). Através da inducdo de estresse oxidativo, a silica
cristalina é capaz de gerar danos a macromoléculas, especialmente lipidios, proteinas
e ao DNA. Neste ultimo, a capacidade de gerar danos esté altamente relacionada a
carcinogénese atribuida a silica cristalina, pela sua capacidade de formar adutos ou
gerar quebras nas fitas de DNA e provocar danos a cromossomos (SHI et al., 1994;
PELUSO et al., 2015; BONASSI et al., 2016; SHOEB et al., 2017).

Uma das consequéncias da exposicao aos radicais livres gerados pela silica
cristalina € o atague a membranas biolégicas, desencadeando o0 processo de
peroxidacao lipidica, também conhecido como lipoperoxidacdo. InUmeros estudos ja
demonstraram a capacidade da silica cristalina de promover lipoperoxidacéo, tanto in
vitro como in vivo (KAMAL et al., 1989; SHI et al., 1994; AZARI et al., 2011; SAKHVIDI
et al., 2015; FUKUI et al., 2016). Neste contexto, a quantificacdo de malondialdeido
(MDA), um dos mais conhecidos subprodutos do dano lipidico produzido pelo estresse
oxidativo nas membranas biolégicas do organismo, é uma importante ferramenta para
avaliar a toxicidade decorrente do dano oxidativo da silica cristalina em trabalhadores
ocupacionalmente expostos (GROTTO et al., 2007).

Uma das maneiras de protecdo que 0 organismo possui contra os danos
provocados pelo estresse oxidativo é através do sistema antioxidante. Esse
importante sistema é composto por antioxidantes enzimaticos, como catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) e antioxidantes nao
enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH). Além destes componentes
enddgenos, substancias exdgenas como as vitaminas C, A e E também agem nesse
sistema, de modo a diminuir o dano provocado pelo estresse oxidativo, e s&o
adquiridas através da dieta (BIRBEN et al., 2012). Esses antioxidantes atuam através
de diversos mecanismos e, conforme seu modo de acdo, podem ser classificados

como scavengers, que agem transformando um radical livre em outro radical com
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menor reatividade; ou quenchers, capazes de neutralizar completamente o radical
livre (ABDALLA & FAINE, 2008).

Com relacdo aos antioxidantes exégenos, a vitamina C (acido ascorbico) &
considerada um dos nutrientes hidrossollUveis mais importantes obtidos através da
ingestdo alimentar. Por ter baixa capacidade de reducdo, é capaz de converter a
maioria das espécies reativas em substancias inofensivas (ABDALLA & FAINE, 2008).
Devido a esta importante caracteristica, a vitamina C atua como um antioxidante in
vivo e sua quantificacdo € considerada um biomarcador de estresse oxidativo nos
seres humanos (BAIERLE et al., 2012).

A vitamina A, também conhecida como retinol, € uma vitamina lipossoluvel
obtida através da ingestdo de alimentos que contenham carotenoides, que sao
pigmentos de tecidos fotossintéticos de vegetais, e 0 carotenoide com maior potencial
para ser convertido a vitamina A é o B-caroteno. Nao sO a vitamina A, mas outros
carotenoides também tém acdo antioxidante, atuando como supressoras de oxigénio
singlete e também como sequestradoras de radicais livres, sendo que esta atividade
antioxidante é relevante principalmente em situacdes de baixas tensées de oxigénio
observadas em condi¢des fisiolégicas (ABDALLA & FAINE, 2008). Também
lipossoluvel, a vitamina E (a-tocoferol) se acumula no interior das membranas
biolégicas, protegendo-as contra o processo de lipoperoxidacdo. Atua suprimindo o
oxigénio singlete e sequestrando os radicais superéxido e hidroxila, dessa forma,
blogueia o inicio do processo de peroxidacdo lipidica e também sua propagacao
(ABDALLA & FAINE, 2008).

Dessa forma, a quantificacdo destes compostos pode auxiliar na avaliacdo da
toxicidade induzida pela silica cristalina e no seu potencial como biomarcadores de

efeito precoce em trabalhadores expostos.
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Highlights

e L-selectin appears to be an useful biomarker for crystalline silica exposure.

e Non-silicotic miners exposed to crystalline silica presented decreased L-
selectin.

e L-selectin was significantly associated with time of exposure to crystalline silica.

e Oxidative damage was observed in non-silicotic miners exposed to crystalline
silica.

e Inflammatory and oxidative stress biomarkers were significantly associated.
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Abstract

Workers involved in mining activities are exposed to crystalline silica, which leads to
constant pulmonary inflammatory reaction and severe oxidative damage, resulting in
silicosis. In this line, this work aimed to evaluate inflammatory and oxidative stress
parameters as potential early biomarkers of effect to assess crystalline silica toxicity in
workers occupationally exposed in mining activities. For this, 38 crystalline silica
exposed workers (CSEW), 24 silicotic individuals (SI) and 30 non-occupationally
exposed workers (NEW) were enrolled, totalizing 92 participants. CSEW were divided
into two groups, according to the time of exposure: 19 workers with 1-15 years of
occupational exposure (CSEW ) and 19 workers above 16 years of occupational
exposure (CSEW II). The inflammatory parameters assessed were L-selectin, -2
integrin and intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) surface protein expression in
lymphocytes and monocytes, complement C3 and C4, high sensitivity-C reactive
protein (hs-CRP) and adenosine deaminase (ADA) in serum. Plasma levels of
malondyaldehyde (MDA) and serum levels of vitamin C were determined as
biomarkers of oxidative stress. Biochemical and hematological parameters were also
investigated. L-selectin surface protein expression was significantly decreased in
CSEW Il group (p<0.05), evidencing the importance of this immune system component
as a potential marker of crystalline silica-induced toxicity. MDA levels were significantly
increased in CSEW I, CSEW 1l and Sl groups compared to NEW group (p<0.05).
Vitamin C levels were decreased, while C3, hs-CRP, ADA and aspartate
aminotransferase (AST) levels were increased in S| group compared to NEW group
(p<0.05). Glucose and urea levels were significantly higher in CSEW | and Il and SI
groups compared to NEW group (p<0.05). Negative partial association was found
between L-selectin and time of exposure (p<0.001), supporting the relevance of this
biomarker evaluation in long time exposure to crystalline silica. Significant associations
were also observed among inflammatory and oxidative stress biomarkers. Therefore,
our results demonstrated the relevance of L-selectin as a potential peripheral
biomarker for monitoring crystalline silica-induced toxicity in miners chronically
exposed, before silicosis is developed. However, more studies are necessary for better

understanding its use as an early biomarker in exposed workers.
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1. Introduction

Brazil is one of the most important gemstones exporter countries in the world.
Among the most extracted gems is amethyst, a violet variety of quartz, which is mostly
found in the state of Rio Grande do Sul, Southern Brazil [1]. The amethyst mining is
responsible for nearly 75% of all the economic activity in the 7 thousand-resident town
of Ametista do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil, the greatest producer of the gem
worldwide [2,3]. The town is located in a region that is part of the Serra Geral
Formation, where amethyst-bearing basaltic lava flows have been identified [4].

Quartz is composed of crystalline silica (SiO2), a compound that when fractured
is harmful for the health of those who inhale the dust, especially the workers of mining
activities. When respirable crystalline silica particles are inhaled, they are able to reach
the alveoli, inducing to oxidative stress by the formation of reactive oxygen (ROS) and
nitrogen species (RNS) due to the generation of siloxil radicals after crystalline silica
fracturing [5]. Malondialdehyde (MDA), one of the better-known secondary products of
lipid peroxidation, is a useful biomarker to evaluate oxidative stress [6]. Concomitantly,
the particles unleash an inflammatory response that involves alveolar epithelial cells
and elements of the immune system as macrophages, neutrophils, lymphocytes,
cellular adhesion molecules (CAMs), cytokines, chemokines and complement system
activation [5, 7, 8]. Important components of this reaction are L-selectin, a CAM (also
known as CD62L) responsible for lymphocytes and neutrophils trafficking to
inflammatory sites; component C3 of the complement system, which is a potent
inflammatory mediator after activated; and adenosine deaminase (ADA), an ubiquitous
enzyme present in inflammatory conditions [9, 10, 11, 12]. Since they are present
during early stages of the disease, they can be helpful during early diagnosis of
silicosis.

Once the inflammatory response is not able to eliminate the silica particles from
the alveoli, the reaction perpetrates in the lung tissue culminating in the generation of
fibrotic nodules, characterizing silicosis [5, 8, 9, 13, 14, 15, 16]. Silicosis consist in the

most important occupational pneumoconiosis. Despite being known for so long, this
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disease is still responsible for the death of thousands of workers worldwide nowadays
[5, 17, 18, 19].

This fibrotic process usually takes more than 15 to 20 years to be developed
and depends on the amount of crystalline silica inhaled [15, 20]. Its main symptoms
are cough, breathlessness and weakness. Therefore, the disease is generally
diagnosed by chest X-ray in late stages, when the lungs present considerable fibrotic
nodules and, consequently, important loss of respiratory function. Since it is
progressive, removing the worker of the workplace does not guarantee the disease
stagnation. In addition, effective treatments for the problem are not available yet, and
lung transplant is sometimes an option. Thus, silicotic individuals turn out to be
incapable to work and, as the disease progresses; they become unable to realize
simple daily tasks [5, 15, 20, 21, 22].

In addition, crystalline silica is considered a carcinogenic compound belonging
to Group 1 by the International Agency for Research on Cancer (IARC). Many in vitro
and in vivo studies have demonstrated that crystalline silica exposure is linked to
cancer development [23, 24, 25, 26, 27, 28], especially due to its capacity to promote
oxidative stress and chronic inflammation.

Therefore, considering the actual context of workers exposed to crystalline silica
and the lack of an early form to diagnose silicosis, this study aimed to investigate
inflammatory and oxidative stress parameters as potential early peripheral biomarkers
of effect for monitoring workers occupationally exposed to crystalline silica in a mining

town of Southern Brazil.

2. Material and Methods

2.1. Subjects

Four groups composed this study, with ninety-two male participants, as
demonstrated in Figure 1. The non-occupationally exposed workers (NEW) group
consisted of 30 men who work in administrative functions in the city of Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brazil, who have never had history of crystalline silica occupational
exposure. The crystalline silica exposed workers (CSEW) group consisted of 38 men
who work in mining activities in the town of Ametista do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil

(Figure 1), with no diagnosis of silicosis.
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Since there were workers with different time of exposure, we divided the CSEW
in two groups: CSEW I, composed of 19 workers with 1 to 15 years of occupational
exposure; and CSEW II, composed of 19 workers with 16 or more years of
occupational exposure. All miners work on underground mines. The last group
consisted of 24 silicotic individuals (SI), who had been diagnosed with silicosis and are
retired from mining activities.

Recruitment of exposed workers and Sl was achieved by contact with a public
facility especially focused on miner’s occupational health in the town. Nurses and the
doctor of the facility contacted the mining companies, the workers and the SI and
invited them to participate of the study.

Individuals with chronic diseases (diabetes, hepatitis, tuberculosis and previous
cancer history) and with less than one year of occupational exposure to crystalline
silica were excluded of the study.

All the subjects answered a questionnaire regarding health status, lifestyle,
drinking, smoking and exercising habits, diet, medicines use and occupational
activities. This study was approved by the Research Ethics Committee of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Registry CAAE n°
60976516.7.0000.5347). All participants were informed about the study and signed an

informed consent.

2.2. Sample collection

Blood of all participants was collected in the morning, after an 8-hour fasting
period, by venipuncture using vacutainer tubes. An EDTA tube (4 mL) was collected
for blood count and L-selectin, p-2 integrin and ICAM-1 surface protein expression.
The EDTA-blood was centrifuged at 1500 xg for 10 min at room temperature to quantify
malondialdehyde (MDA) in plasma. An anticoagulant free tube (5 mL) was also
centrifuged at 1500 xg for 10 min at room temperature, and serum was used to perform
ADA activity determination and the following biochemical analysis: glucose, aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP),
gamma-glutamyl transferase (GGT), urea, creatinine and serum total protein
determinations. The remaining serum was stored at -20°C for posterior analysis of the
components 3 and 4 of the complement system (C3 and C4, respectively) and high
sensitivity C reactive protein (hs-CRP) and at -80°C for vitamin C analysis. An amount

of 50 mL of urine was collected from each participant to determine creatinine and
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microalbuminuria levels, and the remaining urine was frozen at -80°C for further

analysis.

2.3. Anthropometric measurements

In the same day of blood and urine collection, subjects were evaluated for weight
and height to obtain the body mass index (BMI). Weight was measured with an upright
scale (Plenna Sport MEA 07420), with a capacity to weigh 150 kg in 100-g increments.
Height was measured using a standing stadiometer. BMI was obtained by division of
the person’s weight in kilograms (kg) by the person’s square height in meters (m) (kg

m2).

2.4. Inflammatory biomarkers determination

2.4.1. L-selectin, B-2 integrin and ICAM-1 surface protein expression

Determination of L-selectin, -2 integrin and ICAM-1 surface protein expression
(%) in lymphocytes and monocytes was performed through flow cytometry, using
EDTA-collected blood. To analyze L-selectin surface expression, blood samples were
incubated exclusively with fluorescein-5-isothiocyanate (FITC)-conjugated L-selectin
antibody (BD Biosciences™, San Jose, CA, USA). Additionally, to evaluate -2 integrin
and ICAM-1 surface expression, samples were incubated with FITC-conjugated
integrin B-2 antibody and phycoerythrin (PE)-conjugated ICAM-1 antibody (BD
Biosciences™, San Jose, CA, USA). BD® Facs Lysing solution was used following the
manufacturer’s instructions. Cells were immediately analyzed at Attune® Acoustic
Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using Attune®
Cytometric Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Lymphocytes and
monocytes were identified according to manual gating, considering the parameters of
side scatter and size. Results are expressed as the percentage of L-selectin surface,

B-2 integrin or ICAM-1 protein expression in lymphocytes or monocytes.

2.4.2. Complement C3 and C4 and high sensitivity- C Reactive Protein
(hs-CRP) determinations
After samples thawing, serum C3 and C4 levels and hs-CRP were quantified

using a Mindray® BS-120 Chemistry Analyzer (Shenzhen Mindray Bio-Medical
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Electronics Co Ltd, Shenzhen, China) by immunoturbidimetric method with commercial
kits (BioClin®, Belo Horizonte, MG, Brasil).

2.4.3. Adenoside deaminase (ADA) activity determination in serum
ADA activity was determined in serum using a colorimetric method described by
Giusti and Galanti [29], with ammonia formation after the enzyme in serum reacts with

the substrate adenosine. Results are expressed as U L.

2.5. Oxidative stress biomarkers

2.5.1. Malondialdehyde (MDA) plasma levels
Lipid peroxidation was evaluated through quantification of MDA levels in
plasma, by high performance liquid chromatography with visible detector (HPLC-VIS),
as previously described by Grotto et al. [5]. Results are expressed as pumol L.

2.5.2. Vitamin C serum levels
The exogenous antioxidant, vitamin C, was quantified in serum by HPLC with
ultraviolet detection (HPLC-UV) as previously developed in our laboratory and
described by Baierle et al. [30]. Results are expressed as mg L™".

2.6. Biochemical and hematological analyses

Biochemical parameters were quantified in fasting serum using a Mindray® BS-
120 Chemistry Analyzer (Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co Ltd,
Shenzhen, China), with commercial kits (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil).
Glucose, AST, ALT, ALP, GGT, creatinine, serum total protein and urea were
determined by enzymatic colorimetric tests. Microalbuminuria was analyzed by
immunoturbidimetric commercial kits (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil). Controls
were analyzed with samples and only two standard deviations of the reference interval
were accepted.

The hematological analyses of hemoglobin (Hb), hematocrit (Ht), red blood cells
(RBC), white blood cells (WBC) and platelet counts were performed in whole blood

collected with EDTA in an hematology analyzer (ABX Pentra XL 80 Horiba®, France).
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2.7. Statistical analysis

Data were analyzed using IBM SPSS Statistics software (version 22). A
normality test was employed to check data distribution, and the variables were
evaluated using Shapiro-Wilk test. Comparisons between the groups were carried out
using Kruskal-Wallis test according to the distribution of the variables. Univariate
analysis (UNIANOVA) was used to evaluate significant differences between the groups
and examine the influence of confounding factors (age, BMI, smoking habits, non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and multivitamin supplement intake),
followed by Bonferroni’'s post hoc test. To evaluate associations between pairs of
variables controlling by the confounding factors smoking habits, NSAIDs and
multivitamin supplement intake, partial correlations were performed considering only
the exposed (CSEW 1| and II) and silicotic (SI) groups, since the variable of time of
exposure does not apply to the non-occupationally exposed group. Variables with a
non-normal distribution were log transformed to be included in UNIANOVA and partial
correlations. Results were expressed as mean + standard error of the mean (SEM) or
median (interquartile range) according to distribution of variables, and number of

participants and percentage (n [%]). Significance was accepted at p<0.05.

3. Results

3.1. Characteristics of the study population

Data obtained from the questionnaires answered by the subjects are
summarized on Table 1. Significant differences were observed among the studied
groups for age and smoking habits (in relation to former smokers and non-smokers).
Regarding BMI, anti-inflammatory and multivitamin supplement use no significant
differences were found among groups. The most used NSAIDs according the
participants reported on the questionnaires are diclofenac and ibuprofen. Among the
S| group, 6 individuals (25%) reported the use of Foraseq® (formoterol fumarate
dihydrate + budesonide). In relation to weekly workload, no significant differences were
found between the NEW, CSEW | and CSEW Il groups. Regarding time of exposure,
significant differences were observed for CSEW | and CSEW Il groups and CSEW |
and Sl groups.
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3.2. Inflammatory biomarkers

3.2.1. Percentage of L-selectin surface expression
According to demonstrated in Figure 2A, a significant down-regulation of L-
selectin surface protein expression in lymphocytes was observed for CSEW Il group
(38.91 + 2.11 %) compared to NEW group (47.30 + 1.82 %) (p<0.05), and for SI group
(24.21 = 1.73 %) compared to all other groups (p<0.001). Regarding the percentage
of L-selectin surface protein expression in monocytes, no significant differences were

found among the studied groups (Figure 2B).

3.2.2. Percentage of B-2 Integrin and ICAM-1 surface expression
The results for integrin B-2 and ICAM-1 surface expression are presented on
Table 2. No significant difference was observed among the groups for both
parameters, neither for lymphocytes nor for monocytes surface.

3.2.3. Complement C3 and C4

As showed in Figure 3A, significant differences in C3 serum levels were found
between Sl and NEW (188.24 + 9.95 and 138.89 + 4.43 mg dL!, respectively), Sl and
CSEW 1 (188.24 + 9.95 and 143.92 + 5.20 mg dL™, respectively) and between S| and
CSEW I (188.24 + 9.95 and 140.51 * 4.83 mg dL?, respectively) (p<0.05).
Nevertheless, means are within the reference range (75 — 200 mg dL1).

In relation to C4 serum levels, no significant differences were found among the
studied groups, and all means were within the reference range (9 — 45 mg dL) (Figure
3B). Despite that, it was possible to observe that C4 serum levels tended to increase
according to the exposure time. Hence, an increase of 12.53% was observed for
CSEW | group, 13.93% for CSEW Il group and 23.73% for SI group compared to NEW

group.

3.2.4. hs-CRP levels
Hs-CRP serum levels were significantly increased in SI group compared to
NEW group (5.92 [2.33 - 14.93] and 0.95 [0.38 - 2.91] mg L, respectively) (p<0.01);
in SI group compared to CSEW | group (5.92 [2.33 - 14.93] and 0.98 [0.69 - 2.01] mg
L1, respectively) (p<0.05); and in SI group compared to CSEW Il (5.92 [2.33 - 14.93]
and 1.25[0.55 - 1.71] mg L1, respectively) (p<0.001).
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3.2.5. ADA activity in serum
ADA activity was significantly increased in Sl group compared to NEW group
(26.99 + 2.65 and 19.24 + 1.38 U L1, respectively) (p<0.01); in SI group compared to
CSEW | group (26.99 + 2.65 and 20.32 + 2.50 U L™, respectively) (p<0.05); and in Sl
group compared to CSEW Il (26.99 + 2.65 and 20.86 + 2.37 U L%, respectively)
(p<0.05).

3.3. Oxidative stress biomarkers

3.3.1. MDA plasma levels
As showed in Figure 4A, the lipid peroxidation marker MDA in plasma was
significantly different in CSEW | group (7.80 + 0.36 umol L1) compared to both NEW
and Sl groups (6.51 + 0.28 and 9.35 + 0.23 umol L, respectively) (p<0.05). A
significant increase was also observed in CSEW Il group (7.62 + 0.31 umol L) and Sl
group (9.35 + 0.23 pumol Lt) compared to NEW group (6.51 + 0.28 pmol L) (p<0.05).

3.3.2. Vitamin C serum levels
Figure 4B shows that a significant decrease was observed in the exogenous
antioxidant vitamin C for SI compared to NEW (4.44 + 0.41 and 7.62 + 0.58 mg L,
respectively) (p<0.05).

3.4. Partial correlations among inflammatory and oxidative stress
biomarkers
Results obtained from partial correlations analyses controlling by the
confounding factors smoking habits, NSAIDs and multivitamin supplement intake
demonstrated that L-selectin surface protein expression was negatively correlated with
time of exposure, as demonstrated in Figure 5 (r= -0.487; p<0.001). Data regarding
correlations among the inflammatory and oxidative stress biomarkers are

demonstrated on Table 3.

3.5. Biochemical and hematological analyses
Results of biochemical and hematological parameters are demonstrated in

Table 4. Glucose levels were significantly increased in all exposed groups compared
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to NEW group (p<0.05); however, the means for all groups were within the reference
ranges. A significant increase in AST activity was observed in Sl group compared to
NEW group (p<0.01); however, no significant difference was found among the groups
regarding the other hepatic enzymes and serum total protein levels. Significant
increase was found for urea in all exposed groups compared to NEW group (p<0.05),
but the means were within the reference ranges. Despite these differences in urea,
serum creatinine and microalbuminuria demonstrated no significant differences among
the four groups.

No significant differences were observed for RBC, hemoglobin, hematocrit,
platelets and WBC parameters.

4. Discussion

The present study evidenced, for the first time, that L-selectin surface protein
expression in lymphocytes is a potential peripheral biomarker of effect for monitoring
crystalline silica toxicity in miners occupationally exposed, allied to a clinical history of
at least 16 years of occupational exposure in individuals without silicosis. The decrease
in L-selectin surface protein expression in lymphocytes observed in individuals with
more than 16 years of exposure was accompanied by an even greater decrease of this
biomarker for silicotic individuals, demonstrating its importance as an early biomarker
of effect. Moreover, MDA, a biomarker widely used as an indicator of cellular injury,
can help in early diagnosis of silicosis by demonstrating the occurrence of lipid
peroxidation, even in occupational exposure periods of less than 15 years.

Furthermore, our results demonstrated that L-selectin surface protein
expression was inversely correlated with time of occupational exposure to crystalline
silica, reinforcing the relevance of L-selectin in lymphocytes as a potential biomarker
for monitoring crystalline silica toxicity in occupationally exposed workers.

As mentioned before, crystalline silica exposure leads to constant pulmonary
inflammatory reaction and severe oxidative damage, resulting in silicosis. In the
absence of an early diagnosis, patients are generally diagnosed in late stages of the
disease and the prognosis is poor, leading to incapacity to work [31, 32]. In addition,
workers are also exposed to radiation due to the necessity to perform a chest
radiograph for the disease diagnose [33] and there are no validated biomarkers of
exposure for crystalline silica, which could help in the disease early detection [34].

Considering that, the study and development of new diagnostic methods that allow
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non-invasive assessment of crystalline silica-induced toxicity is crucial to provide better
forms of silicosis surveillance and, consequently, better prognosis in individuals
occupationally exposed to crystalline silica.

In the present study, we demonstrated that blood lymphocyte L-selectin surface
protein expression could be a simple and effective tool on the evaluation of crystalline
silica toxicity, in miners occupationally exposed in order to help for an early diagnosis
of silicosis. L-selectin is a CAM, responsible for directing lymphocytes to lymph nodes
and leading lymphocytes and neutrophils to inflammatory sites. Its expression on
leukocyte surface allows the cells to leave the bloodstream, activate endothelial cells
and start leukocyte rolling and adherence, playing an important role in acute and
chronic inflammation [10, 35, 36].

Only leukocytes express L-selectin on their surface, and naive T cells express
it in high levels. After T cells activation, L-selectin is shed from leukocyte surface and
its expression is decreased [10], as observed in our study. Moreover, significantly
reduced L-selectin expression in lymphocytes had already been described in diabetic
patients who develop diabetic retinopathy as a consequence of all the metabolic
alterations involved in diabetes. Besides L-selectin expression in lymphocytes, the
authors also observed elevated serum levels of soluble L-selectin, corroborating that
it is shed from lymphocytes surface after the cells activation [37]. Klinger et al. [38]
studied L-selectin expression on circulating T cells in blood, lymph nodes and thoracic
duct of rats by confocal laser scanning microscopy, and observed that L-selectin
expression is reduced in active T cells bound to the endothelium, and its expression
decreases even more after T cell transmigration to the tissue. They suggest that
reduced levels of L-selectin expression might be necessary for the induction of primary
immune responses for secondary lymphoid organs, what might explain that in our
study we only observed decreased levels of L-selectin expression in lymphocytes, and
not in monocytes.

In another study, Hamaguchi and colleagues [39] evaluated the role of L-
selectin and ICAM-1 in bleomycin-induced lung fibrosis in mice. They observed that
collagen deposition was inhibited in L-selectin or ICAM-1 lacking mice, and pulmonary
fibrosis was practically eliminated in mice lacking both CAMs, indicating that they play
a crucial role in bleomucin-induced lung fibrosis by mediating leukocyte accumulation
in inflammatory site and regulating the production of proinflammatory cytokines and

the profibrotic cytokine transforming growth factor- 1 (TGF-B1). Different from the
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conclusions of this study described by Hamaguchi et al. [39], our results demonstrated
that only L-selectin plays a role in early alterations induced by crystalline silica in
exposed workers. According to our results, ICAM-1 and 2-integrin surface expression
was not significantly different among the groups in lymphocytes and monocytes,
although they are members of the integrin family also involved in the mechanisms of
host defense that elicit inflammatory response [40, 41].

Additionally, our study also evaluated the components of the complement
system C3 and C4 in serum, once they are immunologic elements involved in the
induction of acute inflammatory response [42]. C4 remained in similar levels for all the
studied groups, as already observed in other studies [9, 43], while C3 levels were only
significantly increased in silicotic individuals, differently from the results obtained in a
study conducted by Kalliny and Bassyouni [44]. They evaluated C3 levels in mining
workers exposed to crystalline silica with and without silicosis and in a group of non-
exposed individuals. Their results demonstrated increased C3 levels for both exposed
groups compared to the non-exposed group. According to our results, neither C3 nor
C4 are suitable as early biomarkers for crystalline silica toxicity, since the only
significant difference observed was for Sl in C3 levels. However, assessment of C3
levels may be suitable on the monitoring of patients with silicosis to evaluate the
disease progression.

Another inflammatory parameter evaluated in this study was hs-CRP, a classical
acute-phase serum protein considered an unspecific indicator of inflammatory
reaction, extensively used as a predictor for cardiovascular events due to the capacity
of detection of very low levels of CRP in serum [45]. In our study, hs-CRP was
significantly increased only in the Sl group, compared to all other groups, similarly to
the findings of Kalliny and Bassyouni [44]. They evaluated C-Reactive Protein (CRP)
instead of hs-CRP, and observed significant increase in a group of silicotic workers,
compared to non-exposed and non-silicotic workers. These findings suggest that, as
for C3 levels, hs-CRP is not a suitable early biomarker either. Nevertheless, the values
of hs-CRP were negatively correlated with L-selectin expression in lymphocytes, and
positively with C3 levels, corroborating that inflammation is a mechanism of crystalline
silica toxicity in the development of silicosis.

We also evaluated ADA activity in serum, an ubiquitous enzyme of purine
metabolism that catalyzes the deamination of adenosine and deoxyadenosine to

inosine and deoxyinosine, respectively, and is found in most mammalian cells [11, 46].



63

It is considered a marker of cell mediated immunity and is involved in inflammatory
process in some diseases, as tuberculosis and rheumatoid arthritis [11]. ADA is
important in the proliferation and differentiation of T cells, and in the maturation of
monocytes to macrophages. It's determination in different body fluids is also used in
the auxiliary diagnosis of tuberculosis, due to its low specificity [47, 48]. In our study,
ADA activity was significantly increased only in Sl group, thus it is not useful as an
early biomarker of crystalline silica toxicity. However, it was negatively correlated with
L-selectin expression and positively correlated with C3, demonstrating that ADA is also
involved in silicosis pathophysiology.

Moreover, oxidative stress biomarkers were also evaluated in the current study,
due to the known capacity of crystalline silica to induce the formation of ROS and RNS
in lungs. Innumerous studies demonstrate the involvement of lipid peroxidation,
evaluated through quantification of MDA in plasma, in crystalline silica exposure [16,
49, 50, 51]. Corroborating our results, Anlar et al. [16] observed a significant increase
in MDA plasma levels of ceramic workers exposed to crystalline silica, compared to a
non-exposed group of individuals. Increased MDA levels were also observed in a study
conducted in healthy glass sandblasters exposed to crystalline silica aerosols [50]. In
our work, we observed significant increase in MDA levels for all exposed groups
compared to the non-exposed group, demonstrating that the increase was observed
independently of the time of exposure. Therefore, MDA proved to be an important ally
on obtaining an early diagnosis of the crystalline silica toxicity in exposed subjects.
Moreover, MDA plasma levels were correlated, with C3 serum levels, demonstrating
an involvement of oxidative stress on inflammation process.

Following the results observed for MDA, vitamin C levels were significantly
decreased in Sl group compared to non-exposed individuals in this study, endorsing
the occurrence of oxidative stress induced by crystalline silica toxicity. Vitamin C is a
well-established water-soluble exogenous antioxidant, essential for life. It is an electron
donor, capable to reduce unpaired electrons substances, such as oxygen, sulphur and
nitrogen radicals. It also reduces compounds that are reactive but not radicals, as
nitrosamines, nitrous acid substances and ozone, as well as the compounds formed
by their reaction with vitamin C [52]. Most of these reactive substances are formed
during crystalline silica exposure, as demonstrated by Zhang et al. [23], who observed
that superoxide anion and hydrogen peroxide formation were enhanced in silica-

induced cytotoxicity in cultured rat alveolar macrophages. Shi and colleagues [49] also
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detected hydroxyl radical and singlet oxygen formation after crystalline silica exposure.
Vitamin C reacts with these compounds, thus, its serum levels decrease, as observed
in the present study.

Although it is an exogenous antioxidant and can be modulated by food intake,
partial correlation analysis demonstrated that vitamin C levels were inversely
associated with MDA levels in the present study. Unfortunately, it was not possible to
evaluate endogenous antioxidants in this work. Nonetheless, other authors have
already demonstrated that crystalline silica alters these parameters in in vivo and in
vitro studies. Anlar et al. [16] evaluated these compounds and observed significant
decrease in levels of total glutathione (GSH) and in the activities of the enzymes
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-PXx).
They also observed a significant increase in glutathione reductase (GR) and, similarly
to the present study, in MDA levels as well, in workers exposed to crystalline silica in
ceramic production. Fenoglio et al. [53] evaluated commercial quartz toxicity on GSH
and cysteine. They observed that both substances react with quartz, especially when
it is freshly fractured, demonstrating that oxidative stress is an outcome of crystalline
silica exposure. Furthermore, vitamin C was inversely correlated with hs-CRP in our
study, reinforcing the involvement of oxidative stress on the inflammatory process
unleashed by crystalline silica.

In relation to the biochemical parameters investigated in our study, we observed
significant increase in blood glucose levels for all exposed subjects (CSEW | and
CSEW Il) and SI compared to non-exposed workers, however, the means for all groups
lied within the reference range. Another study evaluating crystalline silica exposure
and blood glucose levels did not observe significant difference among dust-exposed
workers in a casting factory and silicotic individuals compared to non-exposed
individuals [54]. On the other hand, Sade and colleagues [55] demonstrated that
exposure to air pollution, especially particulate matter (PM) inferior to 10 and 2.5 pm,
which are also present in dust derived from mining activities, have a negative impact
on serum glucose levels, increasing it in intermediate-term exposures. Miners are
exposed to the dust generated during their activities [55], however, the increase in
serum glucose levels observed in our study did not correlate with any of the other
biomarkers evaluated, especially L-selectin, MDA, C3 and hs-CRP (data not shown).
Hence, we believe that increased glucose levels are likely due to the eating habits of

the exposed workers, Sl and non-exposed workers.
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Similar results were observed for urea levels, also significantly increased in the
exposed workers and SI compared to non-exposed workers. Urea is the main product
from amino acids catabolism and is mainly excreted in urine, thus, it is considered a
nonspecific marker of renal function, since dietary habits can influence its levels in
blood. Greater intake of protein or low hydration produce an increase in urea blood
levels [57]. Urea also increases with age [58]. In our study, the increase observed for
urea levels was not accompanied by increased levels of creatinine and
microalbuminuria, which are considered more specific markers of renal function.
Moreover, urea levels did not correlate with age or time of exposure (data not shown),
leading to believe that the increase observed is possibly due to dietary habits of the
participants of the study, since they live in different areas of the state of Rio Grande do
Sul, Brazil.

Another biochemical parameter that demonstrated significant difference among
the studied groups was AST, increased in SI compared to non-exposed workers.
Zawilla et al. [59] evaluated liver function of silica-exposed workers in Egypt and
observed that AST and GGT levels were significantly increased in exposed workers
with or without silicosis compared to non-exposed individuals. According to their
results, they suggest that crystalline silica exposure can be involved in the
development of liver disease due to matrix remodeling. Since we did not evaluate any
parameter involved in this outcome, we cannot confirm that the increase in AST activity
is related to matrix remodeling. Furthermore, 25% of the Sl in our study reported the
use of NSAIDs, what can also explain the elevation in AST levels, as already reported
by previous investigations regarding liver damage caused by NSAIDs [60, 61].

Our study has some limitations, and the most important are the small number
of participants and the lack of chest x-ray to confirm the pulmonary health status of the
exposed workers and Sl. However, since they are assisted in the public health facility
that performed the recruitment, the information regarding their pulmonary assessment,
but not the exams, was available in the establishment. Another point is the lack of lipid
profile evaluation of the study participants, since these parameters are strongly related
to inflammatory conditions. The lack of endogenous antioxidants measurement and
soluble L-selectin in plasma assessment are other important limitations of our study.
Finally, we did not perform the evaluation of dust-generated crystalline silica content
in the mines of the town. Nevertheless, the existence of many silicotic retired miners

and the knowledge that the most extracted stone is amethyst, a quartz composed gem,
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evidences that crystalline silica exposure is a reality for these workers. Despite all the
limitations, this study was able to suggest important findings that can contribute to an

early monitoring of crystalline silica toxicity in workers occupationally exposed.

5. Conclusions

This study suggested, for the first time, that L-selectin surface protein
expression in lymphocytes might be a potential peripheral biomarker of effect for
monitoring crystalline silica toxicity in non-silicotic individuals occupationally exposed,
with at least 16 years of occupational history. Moreover, the periodic clinical use of this
potential biomarker could be helpful on the early diagnosis of crystalline silica induced
alterations and, after more studies, could be used as an additional alternative allied to
the chest X-rays that workers are exposed to during silicosis evaluation and diagnosis.
However, further investigations are required to provide better understanding of L-
selectin role in crystalline silica-induced toxicity and possible ways to prevent silicosis
development through blocking L-selectin activity in exposed individuals.
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Tables

Table 1. Characteristics of the study population.

NEW CSEW | CSEW I SI

(n=30) (n=19) (n=19) (n=24)
Age (years) 4457 +2.05 33.47 £2.552 4547 +£1.90>¢ 55,66 + 1,109ef
BMI (kg m2) 27.30+£0.70 26.76 £0.87 26.75+1.22 25.29+£0.78
Smokers 1 (3.3%) 3 (15.8%) 1 (5.3%) 2 (8.3%)
Passive smokers 1 (3.3%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (3.3%)
Former smokers 5 (16.7%) 4 (21.1%) 6 (31.6%) 14 (58.3%)9
Non-smoker 23 (76.7%) 12 (63.2%) 12 (63.2%) 7 (29.2%)9
NSAIDs users 2 (6.7%) 2 (10.5%) 1 (5.3%) 6 (25.0%)
MS users 5 (16.7%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4.2%)
Weekly workload 40.00+0.00 36.00+1.88 38.57+£1.43 0+0
(hours)
Time of exposure 00 7.78 +1.13¢h 24.05 +£1.50 28.25+1.61

(years)

Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) or n (%);

ap<0.05 compared to NEW group (Kruskal-Wallis test);
bp<0.05 compared to CSEW | group (Kruskal-Wallis test);
¢p<0.001 compared to Sl group (Kruskal-Wallis test);
dp<0.05 compared to NEW group (Kruskal-Wallis test);
¢p<0.001 compared to CSEW | group (Kruskal-Wallis test);
fp<0.05 compared to CSEW Il group (Kruskal-Wallis test);

9p<0.05 compared to NEW group (Pearson's chi-squared test);

h p<0.01 compared to CSEW Il group (Kruskal-Wallis test);

Abbreviations: NEW: non-exposed workers; CSEW I. crystalline silica exposed workers with 1-15 years of
occupational exposure; CSEW II: crystalline silica exposed workers above 16 years of occupational exposure; Sl:
silicotic individuals; MS: multivitamin supplement; NSAIDs: non-steroidal anti-inflammatory drugs.
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Table 2. Results of -2 Integrin and ICAM-1 surface protein expression.

NEW CSEW | CSEW I Sl
(n=30) (n=19) (n=19) (n=24)
Lymphocytes
B-2 Integrin (%) 63.11+5.15 65.71+6.47 62.64+6.14  74.25+551
ICAM-1 (%) 18.23+3.03 18.60+3.80 19.87 +3.62 23.88 £ 3.24
Monocytes
B-2 Integrin (%) 87.78 £2.11 85.64+2.68 85.17+2.54 89.82 £ 2.26
ICAM-1 (%) 77.04+3.36 71.38+4.24 72.64+4.02 69.32 + 3.58

Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM).

Statistical analysis by UNIANOVA adjusted by age, BMI, smoking habits, non-steroidal anti-inflammatory
drugs and multivitamin supplement intake. Abbreviations: NEW: non-exposed workers; CSEW I: crystalline
silica exposed workers with 1-15 years of occupational exposure; CSEW lI: crystalline silica exposed workers
above 16 years of occupational exposure; Sl: silicotic individuals; ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1.

Table 3. Partial correlations among ADA, inflammatory and oxidative stress
biomarkers (n=92).

% L-selectin C3 Log hs-CRP MDA

expression in

lymphocytes

r r r r

MDA -0.254 0.2732 0.223 -
Vitamin C 0.197 -0.121 -0.3262 -0.3262
Log hs-CRP -0.496" 0.433°¢ - 0.223
ADA -0.2892 0.2852 0.078 0.215

a p<0.05; Pp<0.001; ¢ p=0.001. Partial correlations adjusted by smoking habits, non-steroidal anti-
inflammatory drugs and multivitamin supplement intake. Abbreviations: MDA: malondyaldheyde; hs-
CRP: high sensitivity C reactive protein; C3: component 3 of the complement system.



Table 4. Biochemical and hematological parameters.
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Parameters NEW (n=30) CSEW I (n=19) CSEW Il (n=19) Sl (n=24) Reference range*
Glucose (mg dL) 84.46 £ 1.16 92.78 £ 1.942 93.05 + 1.56° 95.08 £ 1.67¢ 65 - 99
AST (UL 30.37 £ 1.09 32.68 £ 1.20 36.52 £ 2.32 40.60 + 2.47° 10 - 40
ALT (UL 30.90 £ 2.29 25.84+£1.81 33.42+4.19 35.52+4.24 10- 35
ALP (UL 75.73 £ 3.92 75.05 £ 5.04 83.05 £ 4.52 89.04 £ 5.65 27 - 100
GGT (UL 34.0 (25-48) 29.0 (22-35) 35.0 (25-50) 38.0 (32-53) <50
Total protein (g dLt) 6.92 + 0.07 7.02+0.12 7.03+0.10 7.25+0.10 6-8
Urea (mg dL™) 22.80 £ 1.20 31.73 £1.53¢ 34.89 £ 2.10° 33.41 £ 1.60° 11 -39
Serum creatinine 1.03+£0.02 1.03+£0.02 1,02 £0.02 1,00 £ 0.02 04-14
(mg dL™)

Urinary creatinine 156 £0.11 1.52+0.14 1.53+£0.11 1.60+0.11 -

(mg dL™?)

mALB (mg g creat?) 0.63 (0-1.38) 0.77 (0-1.31) 1.07 (0-2.69) 2.48 (0-3.95) <17
RBC (x10° pL™Y) 5.19 £ 0.07 5.20 £ 0.06 5.17 £ 0.08 5.05 + 0.07 4,52 -5,90
Hemoglobin (g dL?) 15.70 £ 0.19 15.33+0.18 15.72 + 0.20 15.23 + 0.22 14 — 17,50
Hematocrit (%) 46.78 + 0.53 45.59 + 0.50 46.68 + 0.55 45.60 + 0.59 42 - 50
Platelets (x103 uLt) 224.33 £6.71 169.73 + 8.58 188.43 + 14.83 184.91 + 9.67 140 - 400
WBC (x103puLt) 6.65 + 0.29 7.16 £ 0.53 5.71+0.23 7.39+0.25 4,4-11,30

Results are expressed as mean * standard error of the mean (SEM) or median (interquartile range) according to distribution of variables.

2 p<0.05 compared to NEW group; P p<0.01 compared to NEW group, ¢ p<0.001 compared to NEW group; ¢ p<0.05 compared to CSEW ;¢ p<0.001
compared to CSEW Il group by UNIANOVA adjusted by age, BMI, smoking habits, non-steroidal anti-inflammatory drugs and multivitamin supplement
intake. Abbreviations: NEW: non-exposed workers; CSEW I: crystalline silica exposed workers with 1-15 years of occupational exposure; CSEW II:
crystalline silica exposed workers above 16 years of occupational exposure; Sl: silicotic individuals; AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine
aminotransferase; ALP: alkaline phosphatase; GGT: gamma-glutamyl transferase; hs-CRP: high sensitivity C Reactive Protein; mALB: microalbuminuria;
RBC: red blood cells; WBC: White blood cells. *Reference ranges for adult men.
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Figure captions

Figure 1. Schematic demonstration of the division of groups from the study population.
Abbreviations: NEW: non-exposed workers; CSEW: crystalline silica exposed workers;
CSEW I crystalline silica exposed workers with 1-15 years of occupational exposure;
CSEW II: crystalline silica exposed workers above 16 years of occupational exposure;
Sl: silicotic individuals.

Figure 2. (A) Percentage of expression of surface L-selectin in lymphocytes and (B)
percentage of expression of surface L-selectin in monocytes. Results are expressed
as mean + SEM. 2 p<0.05 compared to NEW group; P p<0.001 compared to NEW
group; € p<0.001 compared to CSEW | group and 9 p<0.001 compared to CSEW Il
group by UNIANOVA adjusted by age, BMI, smoking habits, non-steroidal anti-
inflammatory drugs and multivitamin supplement intake. Abbreviations: NEW: non-
occupationally exposed workers; CSEW I: crystalline silica exposed workers with 1-15
years of occupational exposure; CSEW II: crystalline silica exposed workers above 16
years of occupational exposure; Sl: silicotic individuals.

Figure 3. Results of inflammatory biomarkers: (A) C3 levels (B) C4 levels. Results are
expressed as mean + SEM. 2p<0.001 compared to NEW group; ? p<0.05 compared to
CSEW | group, ¢p<0.001 compared to CSEW Il group and 9p<0.01 compared to NEW
group, by UNIANOVA adjusted by age, BMI, smoking habits, non-steroidal anti-
inflammatory drugs and multivitamin supplement intake. Abbreviations: NEW: non-
occupationally exposed workers; CSEW I: crystalline silica exposed workers with 1-15
years of occupational exposure; CSEW II: crystalline silica exposed workers above 16
years of occupational exposure; Sl: silicotic individuals; C3: component 3 of the
complement system; C4: component 4 of the complement system.

Figure 4. Results of oxidative stress biomarkers: (A) MDA plasma levels and (B)
vitamin C serum levels. Results are expressed as mean = SEM. 2p<0.05 compared to
NEW group; P p<0.05 compared to Sl group, ¢ p<0.01 compared to NEW group; ¢
p<0.001 compared to Sl group and © p<0.001 compared to NEW group, by UNIANOVA
adjusted by age, BMI, smoking habits, non-steroidal anti-inflammatory drugs and
multivitamin supplement intake. Abbreviations: NEW: non-occupationally exposed
workers; CSEW I: crystalline silica exposed workers with 1-15 years of occupational
exposure; CSEW lI: crystalline silica exposed workers above 16 years of occupational
exposure; Sl: silicotic individuals; MDA: malondialdehyde.

Figure 5. Partial correlation between the percentage of L-selectin surface expression
in lymphocytes and time of exposure in years, adjusted by smoking habits, non-
steroidal anti-inflammatory drugs and multivitamin supplement intake (n=92).
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A silicose é uma das principais doencas ocupacionais que acometem
trabalhadores em todo o mundo. A doenca € uma realidade para milhdes de
trabalhadores que desenvolvem atividades em ocupacdes onde ha exposicao a silica
cristalina, e ainda causa a morte de milhares de pessoas todos os anos, apesar dos
esforgos de organizacdes que visam a salde e seguranca ocupacional para amenizar
o problema (ILO, 2018).

No Brasil, o setor de mineracédo € um dos mais acometidos pela doenca. Mais
especificamente, a cidade de Ametista do Sul, que ostenta o titulo de “capital mundial
da pedra ametista”, € a principal responsavel pela extracdo e comercializagcdo de
geodos de ametista no pais e apresenta uma grande prevaléncia de casos de silicose
dentre trabalhadores ativos de garimpos e em trabalhadores ja aposentados. A
mineracdo € a principal atividade econdmica do municipio e € responsavel pelo
sustento de um grande numero de familias (SOUZA et al., 2017; AMETISTA DO SUL,
2018).

Como a silicose normalmente se desenvolve apés um longo periodo de
exposicao ocupacional, a legislacdo brasileira determina que os trabalhadores devem
realizar anualmente um exame de radiografia de térax para diagnéstico da doenca.
Porém, esta pratica expde o trabalhador a niveis consideraveis de radiacao ao longo
de sua vida profissional e, ainda, quando o individuo apresenta lesbes fibroticas
pulmonares, significa que a doenca ja esta instalada. Além de n&o possuir cura, a
silicose tem um carater progressivo (BRASIL, 1978a; FUBINI & HUBBARD, 2003).

Neste sentido, este trabalho objetivou avaliar potenciais biomarcadores
periféricos em componentes envolvidos no processo inflamatério e de estresse
oxidativo, dois importantes mecanismos de toxicidade envolvidos no desenvolvimento
da silicose, de forma a detectar alteracdes precoces provocadas pela exposicdo a
silica cristalina antes do estabelecimento da doenca.

O principal achado deste trabalho foi a diminuicdo na expresséo de L-selectina
na superficie de linfécitos em trabalhadores néo silicéticos com mais de 16 anos de
exposicao ocupacional em comparacdo aos individuos nao expostos (p<0.05). Esta
diminuicdo foi ainda mais intensa em garimpeiros aposentados (p<0.001), que se
afastaram do trabalho no garimpo por terem sido diagnosticados com silicose. Este
resultado sugere gue este componente do sistema imunoldgico envolvido no processo
inflamatério demonstra ser um potencial biomarcador periférico para

acompanhamento e monitorizacdo ao longo do tempo de vida ocupacional em
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trabalhadores expostos a silica cristalina. Estudos mais aprofundados sobre seu
envolvimento na toxicidade da silica ainda sdo necessarios, porém, a avaliacdo
periodica deste parametro inflamatorio poderia se tornar uma importante ferramenta
para obter um diagndstico precoce de que a exposicdo a silica cristalina esta
provocando altera¢des no organismo do trabalhador exposto, além de poder vir a ser
um substituto para a realizacéo de radiografias de torax periddicas e assim diminuir a
exposicao dos trabalhadores a radiacéo.

A L-selectina desempenha um importante papel na inflamacéo aguda e crénica,
pois € responsavel pelo direcionamento de linfocitos para os linfonodos e de linfocitos
e neutrofilos para o tecido inflamado (ZANTE & ROSEN, 2003; RAFFLER et al., 2005;
LEY, 2008). Células T ndo ativadas expressam altos niveis de L-selectina na
superficie, porém, quando sdo ativadas, liberam a L-selectina para o plasma,
consequentemente, diminuindo sua expressao na superficie celular (RAFFLER et al.,
2005). Ainda, os linfécitos expressam niveis diminuidos de L-selectina em sua
superficie ao serem direcionados aos linfonodos, portanto, Klinger et al. (2009)
sugerem que niveis diminuidos de L-selectina podem ser necessarios para 0rgaos
linfoides secundarios para a inducéo de respostas imunes primarias.

Dessa forma, sabe-se que a L-selectina desempenha funcdo importante no
desenvolvimento de fibrose pulmonar induzida por diferentes agentes, porém os
resultados quanto a possiveis tratamentos ainda sédo inconclusivos (ISHIHARA et al.,
2001; HAMAGUCHI et al., 2002). Em um estudo de Ishihara et al. (2001) ratos Wistar
adultos foram tratados com uma administracao intratraqueal de silica cristalina. Quatro
dias antes e quatro dias depois desta administracdo, um grupo de animais recebeu
intraperitonealmente um anticorpo capaz de bloquear a acdo da L-selectina e outro
grupo recebeu um anticorpo que ndo tem essa capacidade. Ao avaliar a resposta
aguda a administracdo de silica cristalina, os autores observaram que houve uma
diminuicdo de 50% no infiltrado leucocitario no lavado bronco-alveolar, sugerindo que
o blogueio da L-selectina foi capaz de diminuir a ativacdo de leucécitos e sua migracéo
para o tecido inflamatério. Porém, 3 meses apds a administracdo do tratamento, foi
observado que a formacdo de granulomas foi mais intensa nos pulmdes dos animais
gue receberam o anticorpo bloqueador de L-selectina. Estudos avaliando o papel da
L-selectina na exposicdo a silica cristalina em seres humanos ainda ndo estdo

disponiveis na literatura, reforcando a importancia do presente estudo.
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Outro importante resultado observado foi a correlacdo negativa entre a
expressao de L-selectina com o tempo de exposi¢cdo ocupacional, reforcando sua
relevancia como um potencial biomarcador para o monitoramento da toxicidade da
silica cristalina nos trabalhadores.

A expressao de B-2 integrina e de ICAM-1 em linfécitos e mondcitos,
componentes do sistema imunoldgico também envolvidos na reacgéo inflamatoria, foi
igualmente avaliada neste trabalho, porém, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos de estudo. Em contraste, outros estudos mostram que a
expressdo de ICAM-1 aumenta no tecido pulmonar de animais expostos a silica
cristalina, tendo um papel importante no direcionamento de leucodcitos para o0s
pulmdes afetados (NARIO & HUBBARD, 1996; HAMAGUCHI et al., 2002).

Outros componentes envolvidos na resposta inflamatéria avaliados neste
estudo foram C3, C4 e PCRus. Enquanto os niveis séricos de C4 foram semelhantes
em todos os grupos avaliados, os niveis de C3 foram significativamente aumentados
no grupo composto pelos individuos silicéticos com relacdo a todos 0s outros grupos.
Dessa forma, ambos demonstraram ndo ser passiveis de utilizacdo como
biomarcadores precoces para avaliagdo da toxicidade da silica cristalina. O mesmo
foi observado para a PCRus, e resultados semelhantes foram observados por Kalliny
and Bassyouni (2011). Apesar dos resultados observados, os niveis de PCRus se
correlacionaram negativamente com a expressdo de L-selectina em linfécitos e
positivamente com os niveis de C3, reforcando a atuacdo da inflamacdo no
desenvolvimento da silicose.

A atividade da enzima ADA no soro também foi determinada neste estudo, por
ser considerada um marcador de imunidade mediada por células e por seu
envolvimento em processos inflamatérios. E uma enzima que, quando avaliada no
soro, tem baixa especificidade (AFRASABIAN et al., 2015; VINAMAPULA, 2015).
Apresentou niveis elevados no grupo de individuos diagnosticados com silicose
comparado a todos 0s outros grupos e demonstrou-se negativamente correlacionada
com a expressao de L-selectina nos linfécitos e positivamente com C3, demonstrando
ter um envolvimento no desenvolvimento da silicose.

Outro resultado relevante deste estudo foi 0 aumento significativo de MDA no
plasma dos individuos expostos, independentemente do tempo de exposi¢céo, e dos
individuos silicéticos comparado ao grupo de ndo expostos. Diversos estudos ja

demonstraram o envolvimento da lipoperoxidag&o na exposicao a silica cristalina (SHI
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et al., 1994; AZARI et al.,, 2011; ZHANG, 2013; ANLAR et al., 2017). Os niveis
plasméaticos de MDA se correlacionaram com o0s niveis séricos de C3, reforcando o
envolvimento do estresse oxidativo no processo inflamatorio.

Corroborando a importancia do estresse oxidativo na fisiopatologia da silicose,
niveis séricos significativamente diminuidos de vitamina C foram observados nos
individuos silicoticos comparados aos individuos ndo expostos, e este biomarcador
correlacionou-se inversamente com os niveis de MDA. A vitamina C € um potente
antioxidante adquirido através da ingestdo alimentar e é essencial para a vida
(PADAYATTY et al., 2003; BAIERLE et al., 2012). Um estudo conduzido por Saxena
(2014) demonstrou que a administracdo de vitamina C associada a vitamina E foi
eficaz na prevencao da toxicidade induzida por silica cristalina em ratos albinos. A
vitamina C é capaz de reduzir espécies reativas, e muitas destas substancias ja foram
descritas em estudos por serem formadas durante o processo de estresse oxidativo
gerado pela exposicéo a silica cristalina (SHI et al., 1994; ZHANG et al., 2000). Neste
trabalho, a vitamina C também correlacionou-se inversamente com os niveis de
PCRus, reforcando o envolvimento do estresse oxidativo com o processo inflamatério
desencadeado pela silica cristalina, e resultados observados por Block et al. (2009)
demonstraram que a administracdo de vitamina C é capaz de diminuir os niveis de
PCR em pessoas com niveis séricos acima de 1 mg L™, corroborando a relacédo
observada entre estes dois parametros.

Com relacéo aos resultados observados na avaliacdo bioquimica dos grupos
estudados, foram observadas diferencas nos niveis séricos de glicose, de ureia e de
AST nos grupos de estudo. Com relacdo a glicose, foi observado um aumento
significativo nos grupos de expostos e de silicoticos em comparacdo aos individuos
nao expostos, porém as médias para todos 0s grupos permaneceram dentro dos
valores de referéncia estabelecidos. Apesar da exposicdo a material particulado
inferior a 10 e 2.5 um, presente na poeira gerada nos garimpos, estar envolvida com
alteracdes nos niveis de glicose (SADE et al., 2016; CHUBB & CAUDA, 2017), como
ndo houve correlacdo da glicose com outros parametros avaliados neste trabalho, o
aumento observado provavelmente deve-se aos habitos alimentares dos voluntarios
da pesquisa.

Os niveis séricos de ureia também demonstraram estar significativamente
elevados nos trabalhadores expostos e nos individuos silicoticos em comparagao aos

nao expostos. Porém, este aumento ndo foi acompanhado por aumento na creatinina
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ou microalbuminaria. Como a ureia é o principal produto do catabolismo de
aminoécidos, a ingestéo elevada de proteinas atraves da alimentacéo pode influenciar
Nnos seus niveis sanguineos. A baixa ingesta de liquidos também pode levar a uma
elevacdo nestes niveis, e outro fator que pode interferir nos niveis de ureia é a idade
(MUSCH et al., 2006; NELSON & COX, 2013). Diante disso, € possivel acreditar que
0s niveis de ureia aumentados observados neste trabalho ocorreram em decorréncia
dos habitos alimentares, assim como foi observado para a glicose.

Com relacdo a enzima AST, o Unico aumento significativo observado foi entre
os individuos silicoticos comparados aos ndo expostos. Um trabalho conduzido por
Zawilla et al. (2014) demonstrou que trabalhadores expostos a silica cristalina
apresentam alteracdes hepaticas decorrentes do processo de remodelacdo da matriz
extracelular que ocorre no organismo dos individuos expostos. Ainda, no nosso
trabalho, 25% dos individuos silicéticos informaram que utilizam anti-inflamatorios néo
esteroidais, os quais jA demonstraram poder levar a dano hepatico (NIKOSE et al.,
2015; SCHMELTZER et al., 2016).

Este estudo apresenta algumas limitacBes. Primeiramente, o numero de
voluntarios é pequeno, especialmente nos grupos de individuos expostos. Outro ponto
limitante € a auséncia da avaliagdo dos exames de raio X de térax dos participantes
como forma de confirmagédo do estado de saude. Ainda, a falta de avaliagdo do perfil
lipidico dos participantes € um fator limitante, pois estas informacfes sao relevantes
guando da avaliacdo de estados inflamatérios, e, também, a ndo realizacdo da

avaliacdo de antioxidantes endogenos € outra limitacdo do estudo.
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Este estudo sugeriu que a avaliacdo da expressao de L-selectina na superficie
de linfécitos através de citometria de fluxo € um potencial biomarcador para
acompanhamento e monitorizacéo de trabalhadores expostos a silica cristalina
como forma de diagnéstico precoce das alteragBes provocadas por este

agente, anteriormente ao desenvolvimento de silicose.

Estudos mais aprofundados séo necessérios para um melhor entendimento do
envolvimento da L-selectina na fisiopatologia da silicose e para permitir sua

utilizacao na pratica clinica como um biomarcador de efeito precoce.

Os resultados observados neste estudo corroboram o envolvimento do

estresse oxidativo e da resposta inflamatéria no desenvolvimento da silicose.






PERSPECTIVAS
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Finalizar as andlises relativas a poeira respiravel e contetdo de silica cristalina.

Avaliacao da expressao génica de genes envolvidos com inflamagéo e céancer,

especialmente L- selectina.

Avaliacdo da expressao génica — parceria com NIOSH.

Avaliacdo da genotoxicidade — ensaio cometa e de micronucleos.

Avaliacdo da funcao pulmonar — Raio X de térax e espirometria.

Avaliacdo de outros antioxidantes exdgenos — vitamina A (retinol), vitamina E

(a-tocoferol), B- caroteno e licopeno.

Projeto contemplado no edital PqG2017.
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ANEXO |

Descrigdo do processo de trabalho nos garimpos de Ametista do Sul

De acordo com informac@es fornecidas pelos garimpeiros de Ametista do Sul,
RS participantes deste estudo, o trabalho nos garimpos consiste em uma busca
individual por geodos de ametista. Os garimpos s&o subterraneos, dessa forma, a
cada garimpeiro é designada uma galeria (também conhecida como broca), que € um
dos tuneis abertos nas rochas, para explorar, como pode ser observado na Figura 4.
Cada galeria recebe iluminagcédo, mangueiras que levam 4gua e sistema de exaustao
de ar (Figura 5).

A exploracdo acontece primeiramente analisando-se a parede de rochas em
busca de possiveis geodos, seguida da utilizacao de polvora para realizar a detonacgao
nas rochas e possibilitar a retirada da pedra. A pdlvora € produzida no préprio garimpo,
por um dos funcionérios que tenha habilitagdo para manuseio do explosivo, porém,
sua utilizacdo dentro das galerias € feita por todos os garimpeiros, conforme a
necessidade de cada um. Apds a detonacdo, o garimpeiro utiliza uma ferramenta
pneumatica (martelete) que utiliza agua para diminuir a formagdo de poeira, como
demonstrado na Figura 6, para realizar pequenas perfuragdes na rocha encontrada
para analisar se a ametista tem valor comercial ou ndo. Em caso afirmativo, ele passa
a fazer contornos no geodo com o martelete, e, quando o geodo estiver quase que
totalmente desprendido, o garimpeiro utiliza uma marreta para finalizar o trabalho e
remover a rocha intacta da parede rochosa. Uma rocha recém retirada por um
garimpeiro pode ser observada na Figura 7. Apés a retirada do geodo e/ou no caso
de néo ter encontrado uma ametista com bom valor comercial, 0 garimpeiro repete
todo o processo.

Os trabalhadores recebem remuneracao financeira conforme a producgao, ou
seja, cada um recebe uma porcentagem sobre o valor total da ametista que encontrar.
Essa porcentagem depende da empresa, por exemplo, em alguns garimpos o0s
garimpeiros recebem uma porcentagem na faixa de 40%, porém, eles mesmos
necessitam comprar os proprios EPIs. Em outros, a porcentagem € um pouco menor,

mas o dono do garimpo € quem fornece os EPIs.
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Figura 4. Garimpeiro na galeria durante trabalho de extracdo de geodo de ametista.
Fonte: arquivo pessoal.

= S ok AR L S

Figura 5. Entrada de um dos garimpos. Pode-se observar o equipamento de exaustao
de ar (flecha de cor branca) e as mangueiras que levam a agua utilizada na diminui¢ao
da poeira durante o trabalho de perfuracao (flechas de cor preta). Fonte: Arquivo

pessoal.
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Figura 6. Martelete pneumatico equipado com agua utilizado durante a remoc¢ao dos
geodos nos garimpos. Fonte: arquivo pessoal.

Figura 7. Geodo de ametista recém retirado pelo garimpeiro. Fonte: arquivo pessoal.
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ANEXO IV

Documento de aprovacdo na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa

COMISSAO NACIONAL DE Plataforma
ETICA EM PESQUISA asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A}/ALIACAO DE BIOMARCADORES PRECOCES NA EXPOSICAO OCUPACIONAL A
SILICA E A ASBESTO

Pesquisador: Solange Cristina Garcia

Area Tematica: Genética Humana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biolégico
humano para obtencdo de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperacdo com o Governo Brasileiro;);

Versao: 4
CAAE: 60976516.7.0000.5347
Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.006.409

Consideragoes Finais a critério da CONEP:
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ANEXO V

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — grupo de ndo expostos
ocupacionalmente

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “AVALIAGAO DE
BIOMARCADORES PRECOCES NA EXPOSIQAO OCUPACIONAL A SILICA E A
ASBESTO”. Este trabalho tem como pesquisadora responsavel a professora Dr2.
Solange Cristina Garcia da Faculdade de Farmacia da UFRGS.

Trabalhadores de pedreiras e empresas que realizam o beneficiamento de
rochas encontram-se diariamente expostos a silica cristalina, um material que compde
as rochas e o solo, e é liberado sempre que se praticam atividades onde acontece a
guebra de minerais. Ja trabalhadores de empresas que fabricam tijolos refratarios e
telhnas de fibrocimento encontram-se diariamente expostos ao amianto (também
conhecido com asbesto), um material fibroso também proveniente de rochas. Esses
compostos sao reconhecidos por seu alto potencial causador de prejuizos a saude do
trabalhador exposto, inclusive cancer. Por este motivo, este trabalho pretende avaliar
alguns efeitos desta exposicdo a silica e ao amianto sobre a salde desses
trabalhadores. Sabendo que no seu ambiente trabalho ndo ha presenca de nenhum
desses compostos, vocé estd sendo convidado a participar do grupo controle (sem
exposicao) para que possamos comparar os resultados obtidos dos individuos
expostos com individuos néo expostos.

Se vocé aceitar participar desse estudo, sera realizada uma entrevista com
questionario sobre o uso de medicamentos, seus habitos de vida, seu histérico familiar
de doencas e seu estado de saude atual. Este questionario sera realizado no dia da
coleta e deve necessitar de aproximadamente 20 minutos para ser preenchido.

Também sera realizada a coleta de amostras bioldgicas (sangue, urina, células
da mucosa da boca e fluido nasal). Esta coleta seré realizada no seu local de trabalho,
em um unico dia que serd agendado com vocé conforme sua disponibilidade.
Realizaremos alguns exames que sdo de rotina em laboratério de analises clinicas,
como hemograma, exames de avaliacdo dos rins e figado, e alguns outros, como
avaliacdo do DNA e inflamacao, que somente realizamos no laboratorio de Toxicologia
na Faculdade de Farmacia da UFRGS. Para a realizacdo dos exames, sera
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necessario que vocé figue em jejum por pelo menos 8h, e, apds 0s exames, vamos
fornecer um pequeno lanche para voceé.

Para a coleta de sangue, o material utilizado € Unico para cada individuo. Sera
coletada uma amostra de 24 mL de sangue, cerca de 4 colheres de cha. No momento
da coleta de sangue podera haver alguma dor leve decorrente da perfuracéo da pele.
Complicacdes da coleta de sangue séo raras, mas € possivel que ocorra algum tipo
de mal-estar e até mesmo desmaios. Podera aparecer hematoma (mancha roxa) no
local da puncéo de sangue, o qual desaparece em alguns dias. Com as amostras de
sangue, faremos hemograma, avaliaremos se h& alteragcbes no figado e rins,
avaliaremos se hé alterac6es no DNA (que é a substancia onde todas as informacgdes
genéticas do seu organismo ficam guardadas) das suas células e também
avaliaremos o sistema gue protege seu corpo contra infec¢des, seu sistema imune.
Avaliaremos também se genes relacionados ao aparecimento de cancer e inflamacéo
estao presentes no sangue.

Quanto ao procedimento para coleta de urina, o individuo participante tera que
urinar em um pequeno frasco coletor de urina e este € o Unico desconforto que pode
vir a ocorrer. Vocé devera urinar apenas a quantidade que for capaz no momento da
coleta, desprezando o primeiro jato de urina para n&o ocorrer contaminagao
microbiolégica (contaminagdo por fungos ou bactérias). A quantidade de urina
necessaria € até a metade do frasco. Com as amostras de urina, avaliaremos se ha
alteracdes nos rins e também avaliaremos possiveis danos no DNA.

Quanto a coleta de células da mucosa da boca, os individuos participantes
poderdo sofrer de algum desconforto do procedimento e ha o risco eventual, embora
pequeno, de lesdo da mucosa, uma vez que se constitui de uma coleta simples,
realizada com uma pequena escova de coleta de células bucais (semelhante a uma
escova de dentes) através de movimentos circulares contra o interior de cada
bochecha. Anteriormente a coleta de células da mucosa, o individuo sera orientado a
realizar bochecho com agua mineral disponibilizada pela equipe de pesquisa, para
diminuir os riscos de contaminagdo por microrganismos. Esta coleta sera utilizada
para a analise de alterac6es no DNA das suas ceélulas.

Para a avaliacdo da sua funcéo pulmonar vocé realizara um exame chamado
espirometria, que € um teste em que se mede a quantidade de ar que entra e que sai
dos pulmdes. Para isso, vocé devera assoprar em um equipamento chamado de

espirdmetro. Além deste, vocé realizara um Raio-X dos pulmdes, que acontecera em



117

dia e local a ser combinado. Existem riscos de ocorrer mudangas no corpo que levem
ao desenvolvimento de cancer, pois o exame envolve radiacdo. Porém, a quantidade
de radiacdo que vocé sera exposto € muito baixa, e pesquisas cientificas mostram
gue o risco maior acontece quando séo realizados exames repetidamente, ou seja,
por muitas vezes durante a vida. Todos 0s custos referentes ao seu deslocamento e
de um acompanhante, caso seja necessario, e a realizacdo destes exames sdo de
responsabilidade dos responsaveis pela pesquisa.

Para a coleta do fluido nasal, vocé vai estar sentado e com a cabeca inclinada
para tras. Vao ser colocados 5 mL de solucao fisioldgica em cada narina e apés 10
segundos vocé deverd assar o nariz dentro de um pote que iremos fornecer no
momento da coleta.

Vocé ird receber os resultados dos exames realizados. A entrega dos
resultados sera realizada no seu local de trabalho em data e horario que lhe for mais
conveniente. Entraremos em contato para agendarmos a entrega dos mesmos. Caso
vocé ndo queira receber os resultados, deve solicitar aos responsaveis da pesquisa e
eles ndo serdo entregues a vocé. Vocé podera entrar em contato com os participantes
da pesquisa a qualquer momento para receber informacdes sobre seus exames, se
assim desejar. Caso seja observada alguma alteracao significativa nos resultados de
seus exames, lhe encaminharemos para o atendimento adequado.

A participacao no estudo podera nao trazer um beneficio direto a vocé. A sua
participacdo nesse estudo ira contribuir para o aumento do conhecimento sobre este
assunto e os resultados iréo auxiliar na tomada de medidas preventivas para a
melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores expostos a silica cristalina e ao
amianto.

O material bioldgico coletado sera armazenado de forma codificada, ou seja,
serd utilizado um numero para identificar o material de cada participante, e ninguém
terd acesso aos seus dados individuais e nem aos resultados de seus exames além
dos pesquisadores responsaveis. Garantimos carater confidencial dos resultados. Os
resultados serdo divulgados de forma agrupada, sem a identificagdo dos individuos
que participaram do estudo. ApoOs a realizacdo das analises previstas neste projeto,
as amostras serdao armazenadas. Este material, além de ser utilizado neste estudo,
poderd ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo
projeto de pesquisa sera submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa

e vocé sera chamado para reconsentir com o uso do material.
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Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatoria. Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar
seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou
possa vir a receber nas instituicdes envolvidas.

Vocé poderéa solicitar a retirada das informac6es e do material bioldgico a
gualgquer momento, bastando solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e
vocé nao terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano resultantes de sua participagao na
pesquisa, vocé tem direito a indenizacéo e receberéa todo o atendimento necessario,
sem nenhum custo pessoal.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais
responsaveis pela mesma, para esclarecimentos de eventuais dividas e em caso de
gualquer urgéncia relacionada ao estudo, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina
Garcia pelos telefones (51) 3308-5297 ou (54) 996267487 (24 horas por dia, 7 dias
por semana). A mestranda Jessica Nardi também podera ser contatada pelos
telefones (51) 3308-5297 ou pelo e-mail nardi.je@gmail.com. Também podera
contatar o Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, que aprovou este projeto de
pesquisa, através do telefone (51) 3308-3738 ou do e-mail etica@propesq.ufrgs.br. O
Comité de Etica em Pesquisa é um comité que existe na universidade que avalia todos
0s projetos de pesquisa que envolvem seres humanos. E formado por professores da
instituicdo, que avaliam todos o0s projetos com muito cuidado, para garantir que o bem
estar dos voluntarios da pesquisa seja mantido. O endereco é na Avenida.Paulo
Gama, 110 - Sala 317, Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro, Porto Alegre/RS
- CEP: 90040-060. O horario de funcionamento é das 8 as 12h, e das 14 as 18h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores. Além das assinaturas, todas as paginas deste termo devem
ser rubricadas pelo pesquisador que o aplicou, que é autorizado pelo pesquisador

responsavel, e por voceé.

( ) Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.
() Nao aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Participante:

Assinatura;
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Nome do Pesquisador:

Assinatura:

(pesquisador que aplicou o Termo)

Local e data:
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ANEXO VI

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — grupo expostos a silicae
silicoticos

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa “AVALIAGAO DE
BIOMARCADORES PRECOCES NA EXPOSIQAO OCUPACIONAL A SILICA E A
ASBESTO”. Este trabalho tem como pesquisadora responsavel a professora Dr2.
Solange Cristina Garcia da Faculdade de Farmacia da UFRGS.

Em seu ambiente de trabalho, vocé estd diariamente exposto a silica, um
material que compde as rochas e o solo, e é liberado sempre que se praticam
atividades onde acontece a quebra das rochas (como nas pedreiras, por exemplo). A
silica é conhecida por causar diversos problemas no corpo humano, principalmente
nos pulmdes, inclusive cancer. Por este motivo, este trabalho pretende avaliar alguns
efeitos desta exposicao a silica sobre a sua saude.

Se vocé aceitar participar desse estudo, vocé responderd um questionario
sobre sua saude, o uso de medicamentos, seus habitos de vida e atividades exercidas
no seu trabalho. Este questionario seré realizado no dia da coleta e deve necessitar
de aproximadamente 20 minutos para ser preenchido. Além do questionério,
coletaremos amostras bioldgicas (sangue, urina, células da mucosa da boca e fluido
nasal) e faremos exames para avaliar sua funcéo pulmonar.

A coleta de amostras biolégicas sera realizada no seu local de trabalho, em um
Unico dia que serd agendado conforme sua disponibilidade. Essas amostras serdo
usadas para realizar alguns exames que sao de rotina em um laboratério de analises
clinicas, como hemograma, exames de avaliacdo dos rins e figado, e alguns outros,
como avaliacdo do DNA e inflamacédo, que somente realizamos no laboratério de
Toxicologia na Faculdade de Farméacia da UFRGS. Para a realizagdo dos exames,
sera necessario que vocé fique em jejum por pelo menos 8h, e, apds 0s exames,
vamos fornecer um pequeno lanche para voceé.

Para a coleta de sangue, o material utilizado € Unico para cada individuo. Sera
coletada uma amostra de aproximadamente 24 mL de sangue, cerca de 4 colheres de
cha. No momento da coleta poderé haver alguma dor leve decorrente da perfuragéo
da pele. E possivel que aconteca algum tipo de mal-estar, tontura e até mesmo
desmaios durante a coleta, mas essas situacdes sdo raras. Podera aparecer algum

hematoma (mancha roxa) no local da coleta do sangue, mas 0 mesmo desaparece
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em alguns dias. Com as amostras de sangue, faremos hemograma, avaliaremos se
h& alteracbes no figado e rins, avaliaremos se ha alteracdes no DNA (que € a
substancia onde todas as informacfes genéticas do seu organismo ficam guardadas)
das suas células e também avaliaremos 0 sistema que protege seu corpo contra
infecgbes, seu sistema imune. Avaliaremos também se genes relacionados ao
aparecimento de cancer e inflamacgao estéo presentes no sangue.

Em relacdo a coleta de urina, vocé tera que urinar em um pequeno frasco
coletor de urina e este é o Unico desconforto que pode vir a ocorrer. Vocé devera
urinar apenas a quantidade que for capaz no momento da coleta, e o primeiro jato de
urina deve ser desprezado (ou seja, ndo deve ser urinado no frasco de coleta) para
nao ocorrer contaminacdo microbioldgica (contaminacéo por fungos ou bactérias). A
guantidade de urina necesséaria € até a metade do frasco. Com essas amostras
avaliaremos se ha alteracdes nos seus rins.

Quanto a coleta de células da mucosa da boca, € uma coleta simples, realizada
com uma pequena escova de coleta de células bucais (semelhante a uma escova de
dentes) através de movimentos circulares contra o interior de cada bochecha. Vocé
podera sentir algum desconforto durante o procedimento e h& um risco baixo de lesédo
da mucosa. Antes de fazer a coleta de células da mucosa, vocé sera orientado a
realizar bochecho com agua mineral disponibilizada pela equipe de pesquisa, para
diminuir os riscos de contaminacdo por microrganismos. Esta coleta sera utilizada
para analise de alteracdes no DNA das suas células.

Para a avaliacdo da sua funcéo pulmonar vocé realizara um exame chamado
espirometria, que é um teste em que se mede a quantidade de ar que entra e que sai
dos pulmdes. Para isso, vocé devera assoprar em um equipamento chamado de
espirbmetro. Além deste, vocé realizara um Raio-X dos pulmdes, que acontecera em
dia e local a ser combinado. Existem riscos de ocorrer mudangas no corpo que levem
ao desenvolvimento de cancer, pois o exame envolve radiacdo. Porém, a quantidade
de radiacdo que vocé sera exposto € muito baixa, e pesquisas cientificas mostram
gue o risco maior acontece quando sao realizados exames repetidamente, ou seja,
por muitas vezes durante a vida. Todos os custos referentes ao seu deslocamento e
de um acompanhante, caso seja necessario, e a realizacdo destes exames sao de
responsabilidade dos responsaveis pela pesquisa.

Para a coleta do fluido nasal, vocé vai estar sentado e com a cabeca inclinada

para tras. Vao ser colocados 5 mL de solucao fisiolégica em cada narina e apés 10
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segundos vocé devera assar o nariz dentro de um pote que iremos fornecer no
momento da coleta.

Os exames que realizaremos com suas amostras acontecerdo no Laboratorio
de Toxicologia da Faculdade de Farmacia da UFRGS (avaliacdo dos rins, figado,
inflamacé&o, alteracbes no DNA e sistema imune). Uma pequena quantidade de
sangue sera enviada para o National Institute for Occupational Safety and Health, nos
Estados Unidos, que € um importante 6érgdo que estuda a saude dos trabalhadores.
Nesse local, sera feita a avaliacdo dos genes relacionados a cancer e inflamacao.

Vocé ira receber os resultados dos exames realizados, que serdo entregues no
seu local de trabalho em data e horéario que lhe for mais conveniente. Entraremos em
contato para agendar a entrega dos mesmos. Caso vocé nao queira receber 0s
resultados, deve solicitar aos responsaveis da pesquisa e eles ndo serdo entregues a
vocé. Vocé podera entrar em contato com os participantes da pesquisa a qualquer
momento para receber informacdes sobre seus exames, se assim desejar. Caso seja
observada alguma alteracdo significativa nos resultados de seus exames, lhe
encaminharemos para o atendimento adequado.

A participacéo no estudo podera néo trazer um beneficio direto a vocé. A sua
participacdo nesse estudo ira contribuir para o0 aumento do conhecimento sobre este
assunto e os resultados ir&o auxiliar na tomada de medidas preventivas para a
melhoria da qualidade de vida dos trabalhadores a silica e ao amianto.

O material biologico coletado sera armazenado de forma codificada, ou seja,
serd utilizado um namero para identificar o material de cada participante, e ninguém
terd acesso aos seus dados individuais e nem aos resultados de seus exames além
dos pesquisadores responsaveis. Garantimos carater confidencial dos resultados. Os
resultados serdo divulgados de forma agrupada, sem a identificacdo dos individuos
gue participaram do estudo.

Apés a realizacdo das andlises previstas neste projeto, as amostras serao
armazenadas. Este material, além de ser utilizado neste estudo, podera ser utilizado
em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa
sera submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé sera
chamado para consentir novamente com o uso do material. Vocé podera solicitar a
retirada das informagfes e do material biolégico a qualquer momento, bastando

solicitar por escrito ao responsavel pelo projeto.
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Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatéria. Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar
seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou
possa vir a receber nas instituicdbes envolvidas. N&o esta previsto nenhum tipo de
pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé nao tera nenhum custo
relacionaado aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano resultantes de sua participacédo na
pesquisa, vocé tem direito a indenizacéo e recebera todo o atendimento necessario,
sem nenhum custo pessoal.

Vocé tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos profissionais
responsaveis pela mesma, para esclarecimentos de eventuais dividas e em caso de
qualquer urgéncia relacionada ao estudo, contatando a Prof2 Dr2 Solange Cristina
Garcia pelos telefones (51) 3308-5297 ou (54) 996267487 (24 horas por dia, 7 dias
por semana). A mestranda Jessica Nardi também podera ser contatada pelos
telefones (51) 3308-5297 ou pelo e-mail nardi.je@gmail.com. Também podera
contatar o Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, que aprovou este projeto de
pesquisa, através do telefone (51) 3308-3738 ou do e-mail etica@propesqg.ufrgs.br. O
Comité de Etica em Pesquisa é um comité que existe na universidade que avalia todos
0s projetos de pesquisa que envolvem seres humanos. E formado por professores da
instituicdo, que avaliam todos o0s projetos com muito cuidado, para garantir que o bem
estar dos voluntarios da pesquisa seja mantido. O endereco € na Avenida.Paulo
Gama, 110 - Sala 317, Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro, Porto Alegre/RS
- CEP: 90040-060. O horario de funcionamento € das 8 as 12h, e das 14 as 18h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores. Além das assinaturas, todas as paginas deste termo devem
ser rubricadas pelo pesquisador que o aplicou, que € autorizado pelo pesquisador

responsavel, e por voceé.

( ) Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

() Nao aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do Participante:

Assinatura;
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Nome do Pesquisador:

Assinatura:

(pesquisador que aplicou o Termo)

Local e data:
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ANEXO VI

Questionario de avaliagdo

Entrevistador:
Data:

INFORMACOES PESSOAIS

Nome:

Cadigo:
Idade: Etnia:
Altura: Peso:
Empresa:

Até que ano vocé estudou?

() Nunca frequentou a escola

( ) Ensino Fundamental ou Primario/Ginasio incompleto

( ) Ensino Fundamental ou Primario/Ginasio completo

( ) Ensino Médio ou Segundo Grau ou Colegial incompleto
( ) Ensino Médio ou Segundo Grau ou Colegial completo
() Ensino Superior incompleto
( ) Ensino Superior completo

Qual é a renda da sua familia (contando o salario de todos os familiares que convivem
na mesma residéncia)?

( ) Até 1 salario minimo

( ) De 1 a 2 salérios minimos

( ) De 2 a 3 salarios minimos

( ) De 3 a 4 salérios minimos

( ) De 4 a 5 salarios minimos

( ) De 5 a 10 salérios minimos

( ) Mais que 10 salarios minimos

Ainda sobre a sua residéncia, a agua utilizada é proveniente de:
( ) Rede geral de distribuicdo ( )Poco ou nascente ( ) Outro meio

A rua da sua residéncia é:
( ) Asfaltada/pavimentada ( ) Terra/cascalho

INFORMACOES SOBRE O TRABALHO

Ha quanto tempo vocé trabalha na empresa?

Qual € o cargo que exerce na empresa?
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Em qual setor da empresa trabalha?

Qual é sua carga horaria diaria de trabalho?

Quantos dias por semana vocé trabalha?

Qual era a sua ocupacdo anterior? Trabalhou nesse local por quanto tempo?

Quais Equipamentos de Protecao Individual (EPIs) vocé utiliza?
( ) Mascara ( )Luvas ( )Oculos ( )Avental ( ) Protetor auricular

Existem outros Equipamentos de Protecao Individual na empresa que vocé trabalha?
Se sim, quais?

O protetor facial protege todo o rosto ou somente a regido do nariz e da boca?

Marque com um X qual das mascaras abaixo é a que vocé utiliza (ou a mais parecida
com a que voceé utiliza):

a 4

Fig.13: '

Respirador Fig. 14:

do tipo Respirador

peca dotipo

facial peca

inteira com semifacial

filtro P3 comfiltro A\ Fig. 15:

P3 Respirador do tipo peca
semifacial descartavel PFF3

Com qual frequéncia vocé troca o filtro do protetor facial (mascara)?

Na sua opinido, vocé acha que as medidas de controle da geracdo de poeira
(exaustdo, umidificacdo) sao eficientes para diminuir a poeira no ambiente de
trabalho? ( )Sim ( ) N&o

Se néo, por qué?

As roupas que utiliza no trabalho sdo lavadas em casa? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, quem as lava?
Essa pessoa tem/teve problemas respiratorios? () Sim ( ) N&o
Se sim, qual:
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INFORMACOES DE SAUDE E HABITOS DE VIDA

Na sua opinido, como esta seu estado de saude?
() Muito bom ( ) Bom ( ) Razoavel ( ) Ruim ( ) Muito ruim

Se vocé acha que esta ruim ou muito ruim, qual o0 motivo?

Tem o habito de fumar? ( ) Sim ( ) N&o
Se sim, fuma ha quantos anos?
Quantos cigarros por dia?

Ja fumou em algum momento da vida? ( ) Sim ( ) N&o
Se sim, por quanto tempo?

Convive com alguém que fuma? ( ) Sim ( ) Néo

Consome bebidas alcodlicas? () Sim () Nao
Se sim, qual bebida e qual quantidade, aproximadamente?

Com que frequéncia? () 4 ou mais vezes por semana
( ) até 3 vezes por semana
() até 2 vezes por semana
() até 2 vezes por més

Consumiu bebidas alcodlicas nos ultimos 2 dias? Qual?

Algum familiar tem ou teve problemas respiratérios? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, especifique quem e quais problemas:

Vocé apresenta alguma doenca infecciosa cronica (tuberculose, AIDS, sifilis,
toxoplasmose, hepatite)? ( ) Sim ( ) Néo
Se sim, especifique qual:

Apresenta algum problema respiratério cronico (bronquite, alergias respiratérias,
sinusite, asma)? ( ) Sim ( ) Néo
Se sim, especifique qual:

Ja apresentou algum problema respiratério em que necessitou de atendimento médico
e/ou internacao hospitalar? ( ) Sim () Nao
Se sim, especifique qual:




128

Faz uso continuo de anti-inflamatérios (ibuprofeno, diclofenaco, nimesulida,
prednisona, betametasona, hidrocortisona, dexametasona...) ou fez uso deles nos
altimos 2 meses? () Sim () Nao

Se sim, qual medicamento e por qual motivo:

Usa algum medicamento (incluindo polivitaminicos)? ( ) Sim ( ) Néo
Se sim, especifique qual:

Pratica atividades fisicas? ( ) Sim ( ) N&o
Se sim, especifique qual e com que frequéncia:

ALIMENTACAO - Com que frequéncia consome os alimentos listados abaixo:

Menos Ixna | 2-3x ha | 4-6Xx na 7X na Nao
de 1x seman | semana | semana | seman | inger

na a a e
semana
Sucos naturais
Frutas
Feijao
Refrigerantes
Pao branco,

biscoito, bolos

Pao preto/integral

Salada verde
(vegetais crus)

Outros  vegetais
(cozidos ou fritos)

Alimentos
gordurosos (carne
gorda, frituras,
salgados)

Cereais com fibras
ou farelos

Batatas

Chimarrao

Café




